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OZET

CiPURA (SPARUS AURATA) KARACIGER MiKROZOMLARINDA
ILACLARI METABOLIZE EDEN ENZIMLERIN
KARAKTERIZE EDILMESi VE YASLANMA iLE ILISKISININ
ARASTIRILMASI

Akdogan Ardag, Hatice
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya ABD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Alaattin SEN

Temmuz 2006, 83 Sayfa

Sitokrom P450 enzimleri; retinoidler, biyojenik aminler, prostaglandinler, yag
asitleri, vitamin Ds, safra asitleri, endojen bilesikleri iceren steroitler, gida katki
maddeleri, ¢evre kirleticileri, boyalar, anestezik ajanlar, organik ¢oziiciiler, pestisitler ve
ilaclar gibi ksenobiyotiklerin detoksifikasyon ve aktivasyonunda 6nemli rol oynayan
hemoprotein siiper ailesidir. Sitokrom P450 ailesi (CYP450), karacigerdeki faz I
metabolik enzim sisteminin 6nemli bir enzim grubunu olusturur.

Bu c¢aligmada farkl yaslardaki ¢ipura (Sparus aurata) baligi karaciger mikrozom ve
sitozolleri 6rnek olarak kullanildi. Bu caligmada kullanilan ¢ipura (Sparus aurata)
baligi, Tiirkiye nin Ege bdlgesinde bulunan, Izmir’deki Pmar Balik isletmesinden temin
edildi. Karaciger mikrozom ve sitozolleri Aring ve Sen metoduna gore hazirlandi.
Etoksirezorufin O-deetilaz (EROD), Metoksirezorufin O-demetilaz (MROD),
Pentiloksirezorufin O-depentilaz (PROD), Benziloksirezorufin O-debenzilaz (BROD),
Anilin 4-hidroksilaz (A4H), N-nitrosodimetilamin N-demetilaz (NDMA-DE), Kafein
N-demetilaz (CN3D), Aminopiren N-demetilaz (APND) ve Eritromisin N-demetlaz
(ERND); c¢ipura (Sparus aurata) baligi karaciger mikrozomlarinda tayin edildi.
Sitozolik Glutatyon S-transferaz (GST-CDNB); cipura (Sparus aurata) baligi karaciger
sitozollerinde tayin edildi.

Yapilan ol¢limler sonucunda; farkli gelisim evrelerindeki (1,5, 4, 8, 9, 11, 15, 20, 24
aylik) cipura (Sparus aurata) baliklari, karaciger mikrozumlarinda anilin 4-hidroksilaz,
N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz ve eritromisin N-Demetilaz aktivitelerinde yas artisi
ile paralel olarak artis gozlemlendi. 1,5 aylik baliktaki A4H aktivitesi; 0,002 + 0,001
nmol/dakika/mg protein iken, 24 aylik balikta 0,058 + 0,002 nmol/min/mg protein
olarak bulundu. 1,5 aylik baliktaki ERND aktivitesi; 0,09 + 0,006 nmol/dakika/mg
protein iken, 24 aylik baliktaki aktivite 0,189 + 0,008 nmol/min/mg protein seklinde
Olctldii. 1.5 ayhik baliktaki NDMA-ND aktivitesi; 0,019 += 0,007 nmol/dakika/mg
protein iken, 24 aylik baliktaki aktivite; 0,323 + 0,014 nmol/dakika/mg protein olarak
tespit edildi.



Kafein N-Demetilaz ve Aminopiren N-Demetilaz aktivitelerinde, yas artisiyla
birlikte azalis gozlemlendi. 1,5 aylik baliktaki CN3D aktivitesi; 0,438 + 0,014
nmol/dakika/mg protein iken, 24 aylik baliktaki aktivite; 0,069 + 0,012 nmol/dakika/mg
protein olarak bulundu. 1,5 aylik baliktaki APND aktivitesi; 0,944 + 0,024
nmol/dakika/mg protein iken, 24 aylik baliktaki aktivite; 0,056 + 0,011 nmol/dakika/mg
protein seklinde tespit edildi.

Cipura (Sparus aurata) baligi karaciger mikrozomlarinda EROD ve PROD
aktivitelerinde, yas arigiyla paralel olarak bir artis gosterirken MROD ve BROD
aktiviteleri tayin edilemedi. 9 aylik baliktaki EROD aktivitesi; 88,6 + 1,1
pmol/dakika/mg protein, 24 aylik baliktaki aktivite; 998,4 + 13,7 pmol/dakika/mg
protein olarak bulundu ve 1,5-9 aylik baliklarda EROD aktivitesi gozlenmedi. 15 aylik
baliktaki PROD aktivitesi; 285,6 + 20,9 pmol/dakika/mg protein, 24 aylik baliktaki
aktivite; 613,7 + 16,3 pmol/dakika/mg protein olarak belirlendi. 1,5-15 aylik baliklarda
PROD aktivitesi gozlenmedi.

GST-CDNB aktivitesinin de yas artis1 ile artig gosterdigi belirlendi. 1,5 aylik
baliktaki GST-CDNB aktivitesi; 17,71 + 0,54 pmol/dakika/mg protein, 20 aylik
baliktaki aktivite; 690,9 + 32,0 pmol/dakika/mg protein seklinde tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Sparus Aurata, Sitokrom P450 enzimleri, Ilaglari metabolize eden
enzimler, Yaslanma



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF AGING OF DRUG METABOLIZING
ENZYMES AND ASSESSMENT OF AGING IN GILTHEAD
SEABREAM (SPARUS AURATA) LIVER MICROSOMES

Akdogan Ardag, Hatice
M. Sc. Thesis in Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Alaattin SEN
July 2006, 83 Pages

Cytochrome P450 (CYP) comprises a superfamily of hemoproteins that
play a pivotal role in the activation and detoxification of xenobiotics such as
drugs, pesticides, antioxidants, organic solvents, anesthetic agens, dyes,
enviromental pollutants and food additives and endogenous compounds
including steroids, bile acids, vitamin Ds, fatty acids, prostaglandins,
biogenic amines and retinoids. The cytochrome P450 (CYP450) family is
the major phase I metabolic enzyme system in the liver.

In this study, gilthead seabream (Sparus aurata) fish liver
microsomes and cytosol of different ages were used as sample. The fish
used in this study, Gilthead Seabream (Sparus Aurata), were bought from
Pinar Fish in Izmir, Aegean coast of Turkey. In this study Gilthead
Seabream (Sparus Aurata) Fish Liver Microsomes and cytosoles of different
ages (ranging from 1.5 to 24 months) were used. Liver microsomes and
cytosoles were prepared according to the method of Arinc and Sen (1998).
Liver microsomal Ethoxyresorufin O-deethylase (EROD), methoxyresorufin
O-demethylase (MROD), penthyloxyresorufin O-depenthylase (PROD),
benzyloxyresorufin O-debenzylase (BROD), aniline 4-hydroxylase (A4H),
N-nitrosodimethylamine N-demethylase (NDMA-DE), aminopyrene N-
demethylase (APND) ve erytromycin N-demethylase (ERND) were
determined from this Gilthead Seabream (Sparus aurata) fish liver
microsomes.

A4H activity increased with aging. While 1.5 months of the fish activity
is 0,002 £+ 0,001 nmol/dakika/mg protein, 24 months of the fish is 0,058 +
0,002 nmol/min/mg protein. ERND activity increased in gilthead seabream
(Sparus aurata) liver microsomes of different ages (ranging from 1.5 to 24
months). 1.5 months of the fish activity is 0,09 £ 0,006 nmol/dakika/mg
protein, 24 months of the fish is 0,189 £+ 0,008 nmol/min/mg protein.
NDMA-ND activity increased in gilthead seabream (Sparus aurata) liver
microsomes of different ages (ranging from 1.5 to 24 months). 1.5 months



of the fish activity is 0,019 £ 0,007 nmol/min/mg protein, 24 months of the
fish is 0,323 + 0,014 nmol/min/mg protein.

CN3D activity decreased in gilthead seabream (Sparus aurata) liver
microsomes of different ages (ranging from 1.5 to 24 months). 1.5 months
of the fish activity is 0,438 &+ 0,014 nmol/min/mg protein, 24 months of the
fish is 0,069 + 0,012 nmol/min/mg protein. APND activity decreased in
gilthead seabream (Sparus aurata) liver microsomes of different ages
(ranging from 1.5 to 24 months). 1.5 months of the fish activity is 0,944 +
0,024 nmol/min/mg protein, 24 months of the fish is 0,056 = 0,011
nmol/min/mg protein.

EROD activity increased in gilthead seabream (Sparus aurata) liver
microsomes of different ages (ranging from 1.5 to 24 months). 9 months of
the fish activity is 88,6 = 1,11 pmol/min/mg protein, 24 months of the fish
is 998,4 £ 13,7 pmol/min/mg protein. 1.5 to 9 months of the fish liver
activity were not detected. PROD activity increased in gilthead seabream
(Sparus aurata) liver microsomes of different ages (ranging from 1.5 to 24
months). 15 months of the fish activity is 285,6 + 20,9 pmol/dakika/mg
protein, 24 months of the fish is 613,7 + 16,4 pmol/dakika/mg protein. 1.5 to
15 months of the fish liver activity were not detectable. MROD and BROD
activities were not detectable.

Glutathione S-transferase (GST) were determined from this Gilthead
Seabream (Sparus aurata) fish livers cytosoles. GST-CDNB activity
increased in gilthead seabream (Sparus aurata) liver microsomes of different
ages (ranging from 1.5 to 20 months). 1.5 months of the fish activity is 17,7
+ 0,5 pmol/dakika/mg protein, 20 months of the fish is 690,9 £ 32,0
pmol/dakika/mg protein.

Key: Words: Sparus Aurata, Cytochrome P450 enzymes, Drugs
metabolizing enzymes, Aging
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1. GIRiS

Biitiin organizmalar cesitli yollarla ksenobiyotiklere ve ilaglara maruz kalirlar.
Organizmalar i¢in bu bilesiklerin en Onemli sorunu viicutta c¢esitli toksisiteler
olusturmasidir. Bu tiir bilesiklerin viicuttan uzaklastirilmalar1 i¢in ¢Oziinlir hale
getirilmeleri ve organizma disina atilmalar1 gereklidir. Ksenobiyotikler ¢ok lipofiliktir ve
cesitli dokularda birikirler. Bu birikim bir ¢ok toksik etkilere neden olur. Viicutta hiicre
membranlarini, proteinleri ve tiim hayatsal olaylar1 olumsuz olarak etkiler ve timor
olusumuna kadar c¢esitli patofizyolojik olgulara neden olur. Bu durumda laurik asit ve
testesteron gibi endojen metabolizmalarda degisimler gozlemlenir. Sitokrom P450
(CYP) siiper enzim ailesi hem ekzojen ksenobiyotiklerin ve hem de yag asitleri gibi
endojen bilesiklerin metabolizmasinda rol oynayan &nemli bir enzim grubudur
(Orellana ve Guajardo 2001, Yamaori vd 2004, James vd 2005). Ksenobiyotiklerin ve
yag asitlerinin metabolizmasinda rol alan enzimler sitokrom P450 siiper enzim ailesidir.
Ksenobiyotikler bu enzimler yardimiyla biyoinaktif forma doniistiiriiliirlerken endojen yag
asitleri ¢esitli dnemli molekiillere dontstiriiliir. Memelilerdeki cesitli CYP izozimleri
endojen substratlari iceren arakidonik asitlerin, prostaglandinlerin (PCs) ve
16kotrienlerinlerin (LTs) metabolize edilmesinden sorumludurlar (Captevila ve Falck 2001,

Kikuta vd 2002, Captevila vd 2002, Nebbia vd 2003, Wauthier vd 2004).

[laglar1 metabolize eden sitokrom P450 enzimlerin aktiviteleri ve ekspresyonunda;
beslenme, tiir, genetik polimorfizm, yas, fizyopatolojik sartlar, mikrobiyolojik ya da
parasitolojik ajanlar gibi bir ¢ok faktdr rol oynar. Ozellikle ilaglarm ve diger
kimyasallarin etkileri yasa bagl olarak calisilmistir. Yasa bagimli olarak karaciger ve
cesitli dokularda ilag metabolizmasinin degistigi cesitli hayvan tiirleri ve insanda
gosterilmistir (Gibson ve Skett 1994). Bu degisimlerin temel mekanizmalar1 genel
olarak saptanamamis olmasina ragmen bir¢oklarinin in vivo metabolizmalarinin yas ile

degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Monshouwer ve Witkamp 2000). Geng bireylerden
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yash bireylere kadar, ilaglarin absorbsiyon orani, plazma proteinlerine baglanma
dagilimi ve biyotransformasyonlar1 6zellikle insanlarda arastirllmistir (Nebbia 2001,
Nebbia 2003, James vd 2005). Her ne kadar insan ve (zirai) veterinerlik agisindan
onemli olan koyun (Kaddouri vd 1990, Kawalek ve El Said 1990b), sigir (Kawalek ve
El Said 1994), tavuk (Coulet vd 1996) vb. gibi tiirler {izerinde yas ile ilaglar1 metabolize
eden enzimlerin degisimi iizerine ¢aligmalar bulunsa da ozellikle baliklar iizerinde bu
alanda cok kisith bilgi mevcuttur. Bu nedenle bu calismada c¢ipura (Sparus aurata)

baliginda ilaglart metabolize eden enzimlerin yas ile degisimleri aragtirilmigtir.

1.1 Sitokrom P450

Sitokrom P450 enzimleri heme-igeren enzimlerdir (Tavaloni 1993, Orellana vd 2001,
Orellana ve Guajardo 2001, Orellana ve Guajardo 2004, James vd 2005). Bu sistem.
bobrek, akciger, deri, bagirsak, adrenal korteks, plasenta ve diger farkli dokularda
bulunur, ama oOzellikle karacigerde etkindir. Ayrica, bocek ilaglari, prokarsinojenler,
anestezi malzemeleri, organik coziiciiler ksenobiotiklerin metabolizmasinda bulunurlar
(Orellana ve Guajardo 2004, Goeptar vd 1995, Magnusson ve Sandstrom 2004,
Szotakova vd 2004, Mikhailova vd 2005). Sitokrom P450’ler, Sitokrom P450’ye bagh
monooksijenazlar veya karisik fonksiyonlu oksidazlarin terminal enzimleridir. Endojen
ve ekzojen bilesiklerin metabolizmasinda 6nemli olan Faz I enzimlerinin bir ailesini
teskil ederler. Bunlar bakterilerden memelilere kadar calisilmis tiim tiirlerde bulunan,
yapisal ve fonksiyonel olarak benzer hemoproteinler igeren bir gen siiper ailesinin

tiyesidir (Nebert vd 1991, Nelson vd 1996).

Prokaryotik enzim ¢oziiniir bir hemoprotein iken, yiiksek organizmalarda membrana
baglidir. Memelilerde, mitokondriyal i¢ membranda ve endoplazmik retikulum
membranlarin da yerlesmistir. Bu grup protein, mikrozomal preparatin sodyum
ditiyonat gibi bir indirgeme ajani ile tepkimeye sokulmasini takiben, karbonmonoksit
(CO) gaz1 ile muamelesi neticesinde olusan karakteristik absorbsiyon spektrumuna
sahiptirler. CO indirgenmis hemoproteine baglanir ve 450 nm’de bir tepe olusturan
absorbans spektrumu verir. CO fark spektrumunda 450 nm’de pik veren bir pigment
olmas1 nedeniyle ismi sitokrom P450°dir (Omura ve Sato, 1964). Insanlarda ve ¢ogu

diger memelilerde P450’ler;
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a) Steroid hormonlarin biyosentezi

b) Antibiyotikler, karsinojenler, organik ¢dziiciiler, boyalar, pestisitler, alkoller,

cevresel kimyasallar gibi ksenobiyotiklerin aktivasyonu ya da inaktivasyonu
¢) Doymamis yag asitlerinin hiicresel mesajcilara oksidasyonu

d) Yagda c¢oziinen vitaminlerin stereo ve regio-spesifik metabolizmas1 gibi
reaksiyonlarin katalizlenmesinde 6nemli rol oynarlar (Lu ve Levin 1974, Aring ve
Philpot 1976, Nebert ve Gonzales 1987, Gonzales 1989, Porter ve Coon 1991, Okita ve
Masters 1997, Hasler 1999, Orellana ve Guajardo 2001, Oleksiak vd 2002, Nebbia vd
2003, Orellana ve Guajardo 2004). Sitokrom P450 enzimlerinin bazi substratlar1 Tablo

1.1°de verilmistir.

Tablo 1.1 Baz1 Sitokrom P450 Substratlar1 (Porter ve Coon’dan alinmistir, 1991).

Ksenobiyotikler Endojen Bilesikler
(Ekzojen)
[laclar (asetaminofen) Steroidler
Karsinojenler (PAH) Eikosanoidler
Antioksidantlar Yag Asitleri
Coziictiler (hekzan) Yag hiperoksitleri
Anestetikler Retinoidler
Boyalar Aseton

Pestisitler (metil paration)

Alkoller (etil alkol)

Petrol trilinleri

Koku vericiler
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Sitokrom P450 tarafindan katalizlenen genel reaksiyon asagida verilmistir.
RH + 0,+ NADPH,H — ROH + H,0+ NADP’

Reaksiyonda substrat (R) alkan, alken, aromatik halka ya da heterosiklik
siibstituentler gibi oksijenasyon i¢in olanak veren bir bolgeye sahiptir. Reaksiyon bir

monooksijenasyon ve enzim bir monooksijenaz olarak adlandirilir.

Sitokrom P450’ye bagli monooksijenazlar endojen ve ekzojen kaynakli ¢ok ¢esitli
lipofilik bilesikleri metabolize ederler (Akahori vd 2005). Bu enzimler, bir metil
grubunun karbon atomunun hidroksilasyonu, bir alkanin metilen karbonuna hidroksil
grubu sokulmasi, fenol olusturmak i¢in aromatik halkanin hidroksilasyonu ya da epoksit
olusturmak icin ¢ift baga oksijen atomu katilmasi gibi ¢ok kompleks ve degisken
reaksiyonlar1 katalizler. Dealkilasyon reaksiyonlarinda, oksijen, karbon-hidrojen bagina
girmektedir. Ancak son lriin stabil degildir ve primer alkol, amit ya da stlfidril
bilesigine doniisiir. Azot, kiikiirt ve fosfor atomlarinin oksidasyon ve dehalojenasyon
reaksiyonlart da sitokrom P450 tarafindan katalizlenir. Sitokrom P450’ler tarafindan

katalizlenen bazi reaksiyonlar Tablo 1.2°de gosterilmistir.

1.1.1 Sitokrom P450 Dongiisii

Sitokrom P450 proteinlerinin aktif bolgesi hidrofobik etkilesimlerle baglanmis tek
bir demir protoporfirin IX igerir. Hem grubu demir atomunun besinci ligandi, sistein
kalintisindan saglanan tiyolat anyonudur ve P450’nin olagandis1 spektral ve katalitik
ozelliklere sahip olmasini saglar. Altinci ligand yeri degisebilen su molekiilii tarafindan
kullanilmaktadir. Substrat katalizinde demirin indirgenmesi reaksiyonunda O, altinci

konuma baglanmaktadir.
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Tablo 1.2 Ornek Substratlarla Sitokrom P450’lerce Katalize Edilen Genel Reaksiyonlar

1. Hidroksilasyon
A. Karbon
a. Aromatik: benzo(a)piren, benz(a)antrasen, acetanilid, benzen, naftalen
b. Alifatik: n-propilbenzen, palmitik asit, pentobarbital

B. Azot:N-asetilaminofloren

2. Heteroatom Oksidasyonu
A. Azot: sulfanilamid, anilin, trimetilamin, indol, quinolin
B. Siilfiir: klorpromazin, insektisitler, fenilbutazon, tiyo tiirevleri
C. Oksijen: testesteron, kumarin

3. Dealkilasyon
A. Azot: aminopiren, etilmorfin, dimetilanilin, nitrosodimetilamin
B. Oksijen: etoksirezorfin, p-nitroanizol, etoksikumarin,
C. Siilfiir: 6-metilmerkaptopiirin, S-metiltiyobenzol

4. Rediiksiyon
A. Dehalojenasyonlar: halothane
B. Azo: amarant
C. Nitro: p-nitrobenzoat

5. Deaminasyon: amfetamin

6. Desaturasyon: testesteron

7. Desiilfiirasyon: paratiyon, malatiyon tiyobarbital

Genel olarak, P450’ler Sekil 1.1°de gosterilen reaksiyon dongiisiine girerler. Cesitli
bilesiklerin hidroksilasyonu sirasinda elektronlar NADPH’dan, NADPH Sitokrom P450
rediiktaz tarafindan sitokrom P450’ye transfer edilir. Substrat RH 6ncelikle Fe'* formu
ile kombine olur. Daha sonra oksijenlenir ve¢ NADPH’dan ikinci bir elektron oksijene
baglanarak, oksijen radikaline doniistlriir. Bir i¢ oksidorediiksiyon neticesinde
hidroksillenmis substratin ve suyun olusumu gerceklesir. Serbest sitokrom P450 Fe**
formunda rejenere olur. NADPH-Sitokrom P450 rediiktazdan sitokrom P450’ye
elektron transferine lipitlerin yardimci oldugu gosterilmistir (Lu ve Levin 1974).
Sitokrom P450’ye bagli monoksijenaz sisteminin tiim ii¢ bilesenide (NADPH-Sitokrom
P450 rediiktaz, Sitokrom P450 ve lipit) hidroksilasyon aktivitesinin olusturulmasini
saglar (Lu ve Coon, 1968, Lu ve Levin vd 1974, Aring ve Philpot 1976, Adali ve Aring
1990, Sen ve Aring 1998, Oleksiak vd 2002).
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Sekil 1.1 Sitokrom P450 Reaksiyon Dongiisii.

1.1.2 Sitokrom P450’lerin Siniflandirilmasi ve Adlandirilmasi

Gliniimiizde sitokrom P450’ler omurgali ve omurgasiz hayvanlar, bitkiler ve
bakterileride iceren Okaryot ve prokaryot organizmalarda bulundugu gdsterilmistir.
Sitokrom P450’lerin birgok reaksiyonu katalizlenmelerinden dolayr enzimlerin
isimlendirilmesinde siradan metot yetersiz kalmis ve yapisal homolojiye dayanan
sistematik bir adlandirma gelistirilmistir (Nebert vd 1987). Bu sistemde her bir sitokrom
P450 i¢in belirli aileyi tanimlamak i¢in rakamlar verilir. Bunu, alt aileyi belirlemek i¢in
bliyiik harflerin kullanilmasi izler ve bir diger rakam 6zgiin P450 formunu gostermek
icin kullamlir. Ornek olarak 1A2 ve 2E1 verilebilir. CYP terimi ise sitokromun

“cytochrome” ilk iki harfini ve P450’nin ilk harfini temsil eder. Bu terim bir gen ya da
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Sitokrom P450 gibi bir proteinin baslangicinin dizayni i¢in kullanilir. Bu adlandirma
sisteminde sitokrom P450 1A2 ve 2E1 CYP1A2 ve CYP2EI1 olarak gosterilir. Ayn
ailenin iiyeleri en az %40 homolog amino asit dizisini paylasir ve ayni alt ailenin iiyeleri

en az %55 homolog diziyi paylasir (Nebert vd 1991, Nelson vd 1996, Nelson 2002).

1. 2 Balik Sitokrom P450° leri

Brodie ve Maickel’in (1962) baliklarin ksenobiyotik metabolizmasi i¢in gerekli
enzimlerden yoksun oldugunu sdylemelerine ragmen, sucul tiirler {izerine yapilan
caligmalar bu tiirlerde sitokrom P450’ye bagimli monooksijenaz sistemin ve sitokrom
P450’lerin varligimi ¢ok iy1 gostermistir (Pohl vd 1974, Bend ve James 1978, James vd
1979, Stegeman vd 1981, Lech vd 1982, Monod vd 1987, Goksoyr vd 1987, Celander ve
Forlin 1991, Aring ve Sen 1993, Buhler 1995, Aring vd 2000, Oleksiak vd 2002, Nelson 2002,
Chaty vd 2004, James vd 2005, Corley-Smith vd 2005, Godard vd 2005).

Memelilerde oldugu gibi baliklarda da ksenobiyotikler Faz I ve Faz II enzimleri ile
katalize edilerck metabolitlerine donistirilir. Baliklar tarafindan viicutlarina alinan
pestisit, petrol irlinleri ve cesitli endiistriyel atiklarin olusturdugu hidrofobik yapidaki
ksenobiyotikler énce Faz I enzimleri tarafindan katalizlenen rediiksiyon, oksidasyon ve
hidroliz reaksiyonlar1 sonucunda kismen daha suda ¢oziiniir metabolitlere doniistiiriiliirler.
Bu metabolitlerin bir kismi bundan sonra Faz II enzimleri olarak adlandirilan
konjugasyon enzimleri tarafindan, daha da hidrofilik yapida olan siilfat ve glukuronik asit
konjugatlarina cevrilerek viicuttan atilirlar (Buhler ve Williams, 1989). Endojen fiziksel
faktorler ve ¢evredeki degisimler baliklardaki sitokrom P450 monooksijenaz aktivitesini
oldukca fazla etkilemektedir. Bunlar; steroidler, yag asitleri, vitamin D, safra asitleri, olgun
baligin cinsiyeti, mevsimsel varyasyonlar, 151k periyodu, basing, tuzluluk ve giiriiltii gibi
diger stres faktorleridir (Dewaide ve Henderson 1970, Koivussarri vd 1981, Egaas ve
Varanasi 1982, Walton vd 1983, Kleinow vd 1987, Edwards vd 1988, Vindimian ve Garric
1989, Aring ve Sen 1994, Chaty vd 2004, Godard vd 2005).

Gerek memelilerde gerekse baliklarda Faz I enzimlerinin en onemlisi sitokrom
P450’ye bagimli olan monooksijenazlardir (MO). Ayrica P450’ye bagimli MO’larin toksik
olmayan baz1 ksenobiyotikleri daha toksik ve karsinojenik metabolitlerine doniistiirdiikleri

gosterilmistir (Nebert ve Gonzales 1987, Aring ve Sen 1992-1994, Stegeman 1995). Gerek
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memelilerde, gerekse baliklarda sudaki ¢oziliniirliigii az olan metabolitlerin viicuttan
atilmayip, yag dokularinda biriktigi  gOsterilmistir.  Sitokrom P450  bagiml
monooksijenazlar enzim sistemlerinin pestisitler, ilaglar, kozmetikler, koruyucu gida katki
maddeleri ve ¢ok halkali hidrokarbonlar (benzpiren, naftoflavonlar) gibi viicuda yabanci
olan maddeleri metabolize ettikleri gibi, yag asitleri, kolesterol ve steroid hormonlar gibi
viicudun normal kimyasal maddelerini de metabolize ettikleri saptanmistir (Aring ve
Philpot 1976, Buhler ve Wang-Buhler 1998, James vd 2005). 1976 yilinda diinyada ilk kez
Aring vd, balik KFO enzim sistemini sitokrom P450, sitokrom P450 rediiktaz ve fosfolipit
olarak komponentlerine ayirmis, komponentleri kismen saflastirmig, KFO aktivitesini test
tiiptinde yeniden olusturarak, balik sitokrom P450’sinin biyokatalitik olarak aktif
oldugunu gostermistir (Aring ve Philpot 1976). Yapilan caligmalar, baliklardaki P450
izozimlerinin, endojen ve ekzojen organik kimyasallarin metabolizmasinda, cinsiyet
hormonlarmin sentez ve yikiminda ve kimyasal karsinojenesizdeki rollerinin ne kadar

onemli oldugunu gostermistir (Aring ve Adali 1983).

CYP1A, CYP2B, CYP2E, CYP2M, CYP2N, CYP2K, CYP3A, CYP11A, CYP17,
CYP19, CYP 26, CYP46, CYPSI aileleri ve daha bir ¢oguna ait olan sitokrom P450’nin
coklu formlari memelilerde oldugu gibi ¢esitli balik tiirlerinde de bulunur. Son yillarda
yapilan bir ¢alismada, Nelson (2003), 18 memeli ailesinin 17’sinin kirpi baliginda da
bulundugu belirtilmistir. Sadece bir P450 ailesi, CYP39, bu balik tiirlinde yoktur
(Nelson 2003). Yapisal benzerliklerin yaninda, balik karaciger mikrozomal P450 KFO
sisteminin katalitik fonksiyonlari da memelilerdeki ile olduk¢a benzerdir. PAH, PCB ve
dioksin tipi toksik c¢evresel kontaminantlar gibi ekzojen bilesikleri ve testosteron,
progesteron ve arasidonik asit gibi endojen bilesikleri iceren substratlar balik MO sistem
tarafindan metabolize edilirler. Bu substratlar balik sitokrom P450 MO sisteminin ¢esitli
izoformlart tarafindan epoksidasyon, hidroksilasyon, dealkilasyon ve oksidasyon
reaksiyonlar1 yolu ile metabolize edilirler. Ornegin; CYPIAl benzo(a)pirenin
epoksidasyonunu katalizler, CYP2K1 laurik asidin -1 pozisyonundan hidroksilasyonunu
katalizler (Williams ve Buhler 1984, Amet vd 1997, Haasch vd 1998, Sabourault vd 1998)
ve CYP3A27 progesteronun 6 pozisyonundan hidroksilasyonunu katalizler (Miranda vd
1990). Yeni P450 alt aileleri, CYP2N1 ve CYP2N2, arasidonik asidin epoksikosatrienoik
asite epoksidasyonunu katalize eder (Buhler ve Wang-Buhler 1998, Oleksiak vd 2000,
Oleksiak vd 2002 ).
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1.2.1 Sitokrom P4501 Ailesi

En fazla sitokrom P450 calismasi sitokrom P4501A iizerinedir. Balik sitokrom P450
izoformlar1 arasinda P4501A1, karsinojenlerin, mutajenlerin ve ¢evresel Kkirleticilerin
metabolizmasindaki fonksiyonlarindan dolay1 ¢ok genis sekilde arastirilmigtir (Williams ve
Buhler 1984, Klotz vd 1983 ve 1986, Goksoyr 1985, Miranda vd 1989, Zhang vd 1991,
Sen ve Aring 1998a, Aring vd 1999, Leaver ve George 2000, Nebbia vd 2003, Chaty vd
2004, Mikhailova vd 2005). Sitokrom P450’ler arasinda sitokrom P4501A karsinojenlerin
biyoaktivasyonda Onemli bir rol oynar. Baliklarda, sitokrom P4501A proteini
karsinojenlerin aktivasyonu ve metabolizmasindaki rolleri (Gelboin 1980, Conney 1982,
Stegeman ve Hahn 1994, Parkinson 1995, Stegeman 1995), cevresel kirlilik i¢in biyomarkor
olarak kullanilma potansiyelleri nedeni ile oldukca genis bir sekilde ¢alisilmistir (Payne vd
1987, Goksoyr ve Forlin 1992, Bucheli ve Pent 1995, Aring vd 2000, Chaty vd 2004).

1.2.1.1 Sitokrom P4501A

CYP1AL1 baliklarda oldukca genis olarak ¢alisilmis ve alabaliktan (Williams ve Buhler
1984, Miranda vd 1989 ve 1990, Celander ve Forlin 1991, Andersson 1992, Chaty vd
2004) tathisu levreginden (Zhang vd 1991) ve deniz tiirlerinden Stenotomus chrysop’tan
(Klotz vd 1983 ve 1986, Stegeman vd 1990), morina baligindan (Goksoyr 1985, Goksoyr
vd 1986), cipuradan (Aring ve Sen 1997 ) ve kefalden (Sen ve Aring 1998a) saflastirilmustir.
Molekiiler 6zellikleri, biyokatalitik aktiviteleri, immunolojik 6zellikleri ve gen regiilasyonu
memeli CYPIAT’1 ile benzerlik gosterir. Benzo(a)piren hidroksilasyon ve 7-etoksirezorufin
0-deetilaz (EROD) reaksiyonlari i¢in en biiyiik katalizordiir. 3-Metilkolantren (3-MC) ve
B(a)P tarafindan oldukga fazla indiiklenirler, bununla birlikte muamele olmamig baliklarda ¢ok
zor tespit edilirler. Molekiiler agirliklar1 58 000 dolaylarindadir ve degisik ortologlar ile
oldukca giiclii capraz baglanmalar gosterirler (Aring ve Sen 1999). 3-MC, B(a)P, 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD), poliklorlubifenil (PCB) ve diger halojenli bilesikler
sitokrom P4501Al’in giiclii indiikleyicileri olarak bilinir (Teles vd 2004).

1994 yilinda Aring ve Sen B(a)P ile muamele edilmis ¢ipura baliginda (25 mg/kg viicut
agirhgl) karaciger mikrozomlarinda EROD aktivitesinin 2-3 kat artiini gostermistir.
Bununla birlikte ayni muamele sonucunda karaciger mikrozomlarinda anilin 4-hidroksilaz

ve etilmorfin N-demetilaz aktivitelerinde kayda deger bir degisim goriilmemistir (Aring ve
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Sen 1994). Bu nedenle PAH tiirii indiikleyiciler tarafindan sitokrom P4501A1 enziminin

indiiksiyonu balik populasyonlarinda oldukga spesifik ve hassastir (Marionnet vd 2005).

Payne, 1976 yilinda ilk olarak balik mikrozomal P450’ye bagimlit PAH aktivitesinin
cevresel monitdr olarak kullamlabilecegi fikrini ortaya atmustir (Payne 1976). Giintimiizde
baliklarda CYPIAI bagimli enzim aktivitesi 7-etoksirezorufin substrat1 kullamlarak tespit
edilmektedir. EROD aktivitesinin Ol¢limii baliklarda CYPIAI indiiksiyonunu tespit etmek
icin oldukc¢a yaygin olarak kullanilan ve oldukca hassas olan bir yontemdir. P4501A ve
EROD aktivitesinin tayinine dayanan biyomonitoring ¢aligmalari ABD’nin ¢esitli
bolgelerinde, Atlantik ve Pasifik Okyanuslarinda, Avustralya, Kanada, Baltik Denizi’nde ve
Fransa’nin Akdeniz sahillerinde ve Ege denizinde 100’li askin saha c¢alismasinda basar ile
kullanilmistir (Payne vd 1985, 1987, Haux ve Forlin 1988, Goksoyr vd 1994, Bucheli ve
Pent 1995, Aring vd 1999, Aring vd 2000, Whyte vd 2000, Doyotte vd 2001. Aring ve
Bozcaarmutlu 2003, Miller vd 2003, Laville vd 2003, Chaty vd 2004, Ricciardi vd 2005).

CYPI1AT1 proteinlerinin ¢esitli balik tiirlerinden saflastirilmasindan sonra, bu proteinlere
kars1 antikorlar basarili  bir sekilde iretilmistir. ELISA, Western Blot gibi
immunokimyasal teknikler ile bu antikorlar CYPIA1 protein seviyesi ile kontaminantlar
arasindaki iligkiyi gostermek i¢in kullanilmaktadir (Stegeman vd 1986, Varanasi vd 1986,
Stegeman ve Kloepper-Sams 1987, Stegeman vd 1988, Elskus vd 1989, Aring ve Sen
1999, Chaty vd 2004, Mikhailova vd 2005).

Ik balik CYP1A1 geninin klonlanmasindan sonra (Heilmann vd 1988) cDNA probu
CYP1A1 transkriptinin (mRNA) saptanmasinda oldukg¢a kullanigh olmustur. Caligmalar
P4501A1 mRNA seviyesinin P4501A1 enzim aktivitesi ve P4501A1 protein
seviyelerindeki artis ile ilgili oldugunu gostermektedir (Renton ve Addison 1992).

1.2.1.2 Sitokrom 1B Ailesi

Sitokrom P450 1 ailesi enzimleri (CYP1A1l, CYP1A2 ve CYPIBI1) , poliaromatik
hidrokarbonlari, poliklorlanmig bifenilleri ve arilaminleri igeren ¢evresel kontaminantlarin
hidrolize edilmesinde 6nemli role sahiptirler. Leaver ve George’nin 2000 yilinda yapmis
olduklar bir ¢alismada CYP1 gen ailesi marine flat (Pleuronectes platessa) baligindan izole

edilmistir. CYP1 izoformlarinin aminoasit sekans analizleri bunlarin birbirlerine benzer
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Ozelliklerde olduklarmi gostermistir. Elde edilen veriler neticesinde, CYPIB proteininin,
memelilerdeki CYP1B1 proteini ile % 54 aymi yapiya sahip oldugu belirlenmistir. CYP1
ailesi ile yapilan bu c¢aligma gostermistir ki CYP1A’nmin dokularda PAH-bagiml
indiiksiyonunun artmasinin yaninda CYP1B beta naftoflavonun ve PAH gibi diger uyaricilar
ile de artis gostermektedir (Leaver ve George 2000).

CYPIA ve CYPIB gen aileleri memeli dokularinda tanimlanmakla birlikte balik
tiirlerinde de tanimlanmustir. Shen ve arkadaglarmin 1994 yilinda yaptiklart bir calismada
CYPI1BI proteini flat balig1 karacigerinden izole edilmis ve 546 aminoasit igeren bir yapiya
sahip oldugu bulunmustur. 2004 yilinda yapilan bir diger ¢alismada Carp (Cyprinus
carpio)’tan CYP P4501B alt ailesinin bir iiyesi olan CYP1B2 izole edilmistir. CYP1B2;
intraperitonel olarak 3-metil kolantrenin (3-MC) enjeksiyonundan sonra carp karacigerinden
izole edilmistir. Yapilan calismalar sonucunda, bu proteinin 530 aminoasitten olustugu
bulunmustur. CYP1B2’nin ¢cDNA’simin % 91 CYPIBI1 ile benzerlik gosterdigi rapor
edilmistir (El-kady vd 2004).

1.2.1.3 Sitokrom 1C Ailesi

Monooksijenazlarin CYP P4501 (CYP1) ailesinin iiyeleri, ¢evresel karsinojenlerin ve
promutajenlerin detoksifiye edilmesinde gorevlidirler. Bu gorevlerinden dolay1 yaygin olarak
arastirilmaktadirlar. Zebra baligi ile yapilan bir calismada CYP1C1 ve CYP1C2 izole edilmis
ve sekans analizi sonucunda sirastyla 523 ve 514 aminoasit icerdigi tespit edilmistir (Gotoh
1992). Godard ve arkadaglarmin yaptig1 bir ¢alismada; teleost baliktan iki yeni CYP1 alt ailesi
(CYPICI ve CYPIC2) izole edilmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde, teleost baliktan
izole edilen CYPI1C1 ve CYP1C2’nin sirast ile 524 ve 528 aminoasit igerdigi bulunmustur.
Bu CYPIC1 ve CYP1C2’nin %80-81 birbirine benzedigi tespit edilmistir. Elde edilen veriler,
zebra balig1 (Danio rerio)’dan izole edilen CYPIC1 ile karsilastirildiginda, balik tiirlerinde
CYPIC1 ve CYPIC2 proteinlerinin benzer bir yapiya sahip olduklar1 gozlenmistir.
CYPI1C’ler; katalitik olarak substrat spesifik 6zelliklere sahip olup, CYP1B’ler ve CYP1A’lar
ile benzer Ozelliklere sahiptir. Sonug¢ olarak tlirler arasinda CYPICl1 ve CYPIC2
proteinlerinde ortak bir ¢ok Ozellikleri icermelerine karsin, aminoasit dizisi ve fonksiyon

bakimindan bazi farkliliklarin oldugu tespit edilmistir (Godard vd 2005).
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2005 yilinda yapilan bir baska ¢alismada Carp (Cyprinus carpio)’dan CYP P4501C1 izole
edilmistir. CYPICI; intraperitonel olarak beta-naftoflavonun enjeksiyonu sonrasi carp
karacigerinden izole edilmistir. Carp CYP1C1’inin, teleost ve memeli CYP1B1’1 ile % 48,4,
carp CYP1B1 ve CYP1B2’si ile % 45,5 benzer kapida oldugu bulunmus olup, insan, sigan ve
fare CYP1B1 1 ile ortak 6zellikler tasidigi tespit edilmistir (Itakura vd 2005).

1.2.2 Sitokrom CYP2E Ailesi

Sitokrom P4502E1, P450LM3a, P450j, P450ac ya da P450alc olarakta bilinir ve
once tavsanlarda daha sonra sicanlarda ve insanlarda tanimlanan P450’nin etanol ile
indiiklenebilen formudur (Yang ve Hong 1993). Etanoliin disinda, aseton, piridin,
izopropanol, benzen tarafindan ve bazi aglik, diyabet, obezite, asir1 yagl beslenme gibi
patofizyolojik durumlarda indiiklenebilir (Koop ve Casazza, 1985, Hong vd 1987, Song
vd 1987, Schenkman vd 1989, Kim vd 1990, Arin¢ vd 1991, Yoo vd 1991, Amet vd
1997). CYP2E1 Sitokrom 2 (CYP2) ailesinin en ¢ok korunan formudur. Gegen birkag
yilda, nitrosoaminler ve diger toksik ajanlar gibi bir¢ok diisiik molekiiler karsinojenlerin
aktivasyonunda onemli rol almasindan dolay1 hayli 6nem kazanmistir (Yang vd 1990,
Yamazaki vd 1992). Ek olarak, diyabet, obezite ya da yukarida verilen g¢esitli
kimyasallara bagli sitokrom P4502E1 indiiksiyonunu tiyoasetamid, kloroform,
karbontetrakloriir ve bromobenzen gibi belirli bilesiklerin hepatotoksititesini
kuvvetlendirdigi bulunmustur (Hanasono vd 1975, El-Hawari ve Plaa 1983, Wang vd
2000). Akut diyabetin anilin 4-hidroksilazi ve N-nitrosodimetilamin demetilasyon
aktivitelerini hamster karaciger ve bobrek mikrozomlarinda 2 kat arttirdigini
bulmuslardir (P4502E1’le iligkili enzimler). Tersine akut diyabetik durum, renal ve
hepatik pentiloksirezorufin O-dealkilasyon aktivitesinin sirastyla %66 ve %48 oraninda
diistisine neden olmustur. (P4501B1’le iliskili). Benzo(a)piren hidroksilasyonu
(P4501AT1’le iliskili) diyabetik hamster bobrek ve karacigerinde kontrollere benzer
bulunmustur. Baliklarda da; LM3 enzimi, anilin 4-hidroksilazi ve N-nitrosodimetilamin
demetilasyonu reaksiyonlarin1 katalizlemektedir (Buhler ve Wang-Buhler 1998,

Orellana vd 2001).

Shav ve arkadaslarinin 2000 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada, Ingiltere’nin Port

Quin semtindeki, kontamine oldugu diisiiniilen bolgeden, farkli mevsimlerde Mytilus
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edilus midyesi yakalanip, bu midyedelerde CYP2EI seviyeleri tayin edilmistir. Mart,
nisan ve mayis aylarinda toplanan midyelerde, mayis ayinda en yiiksek seviyede
CYP2E1 miktar1 belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda bu proteinin miktarinin
mevsimsel olarak degisim gosterebilecegi diisiiniilmiistiir (Shav vd 2000). Bir bagka
calismada, Italya’nin endiistriyel olarak kirlenmis durumdaki Venice Lagoon ve temiz
bolge olarak nitelendirilen Lido bolgesindeki Mytilus galloprovincialis midyelerindeki
CYP2E1 immunobloting yontemi ile incelenmistir. Elde edilen veriler sonucunda,
endiistriyel olarak kirlenmis durumdaki Venice Lagoon bdlgesindeki midyelerde,
CYP2EI1 protein miktarinda artig oldugu goézlemlenmistir. Bu proteinin miktarindaki
artisin; PAH, PCB gibi toksik kimyasallarin bu bélgede yogun bir bi¢imde atik olarak
sulu ortama desarj1 nedeniyle oldugu tespit edilmistir (Peters vd 1998).

1.2.3 Sitokrom P4502P Ailesi

Arakidonik asit metabolizmasindaki eikosanoid tiirevleri biyolojik islevlerin
diizenlenmesinde kritik rol oynarlar. Hayvanlardaki tuz, su transportu ve hiicresel
proliferasyonda gorev alirlar. Memelilerdeki CYP2 sitokrom P450 ailesi arakidonik asit
(A.A) epoksigenaz reaksiyonlarini ve arakidonik asitin ®-terminal hidroksilsyonunu

gerceklestirir (Gilday vd 1996, Schlezinger vd 1998).

2003 yilinda yapilan bir ¢alismada, yeni CYP2P sitokrom P450 ailesi teleost bir
balik olan Fundulus heteroclitus (killi fish)’tan izole edilerek tanimlanmistir. Bu yeni
CYP2P’ler memelilerdeki CYP2J’ler ile ¢ok benzer katalitik 6zellikler gosterir. Balik
CYP2P’leri memelilerdeki CYP2J’ler ile yap1 ve fonksiyon olarak ta benzer 6zellik
gosterirler. CYP2P Fundulus heteroclitus’un karaciger ve bagirsagindan izole
edilmistir. CYP2P transkripsiyonu, karaciger ve bagirsaktan predominant olarak ekspres
edilerek gerceklestirilmistir. Killi baligt CYP2P3 ve bazi CYP2J’ler ksenobiyotik
substratlara kars1 benzer oOzellikler gostermistir. CYP2P3, CYP2J1 ve CYP2J3
proteinlerinin hepside benzfetamini benzer oranlarda katalizledigi bulunmustur (3,3-3,9
ve 3,0 nmol/dakika/mg protein). Boylece killi baligi CYP2P3 proteininin, insan CYP2J2
ve sican CYP2J3 proteinleri ile katalitik 6zelliklerinin benzer oldugu belirlenmistir
(Oleksiak vd 2003). CYP2P3 benzfetamine N-demetilasyonu ve arakidonik asitin
oksidasyonunu katalizler. CYP2P3 boélge ve enantiyoselektif ozellige sahiptir. Bu
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baliktan CYP2P2 ve CYP2P3 ekspres edilmistir. Fakat CYP2P1 ekspres edilememistir.
Bu enzimler sican bagirsagindan izole edilen CYP2J proteini ile benzer ozellikler
gosterirler. CYP2P’ler ve CYP2J’ler genel olarak yag asidi monooksijenayonunda

gorev alirlar (Oleksiak vd 2000).

1.2.4 Sitokrom P4502N Ailesi

Oleksiak ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada, CYP2N enzim ailesi ilk kez teleost
bir balik olan Fundulus heteroclitus’tan izole edilerek tanimlanmigtir ve baligin
karaciger ve kalbinde bir sitokrom P450 altailesi olan CYP2N’lerin cDNA
kiitliphaneleri  arastirilmistir.  Nothern  blot analizleri sonucunda; CYP2NI1
transkripsiyonunun en ¢ok karaciger ve bagirsakta oldugunu, CYP2N2’nin de en ¢ok
beyin ve kalpte bulundugu belirlenmistir. CYP2N2 proteininin mRNA’sinin da beyin ve
kalpte bol oldugu goriilmistiir (Oleksiak vd 2000).

CYP2N1 ve CYP2N2 oproteinlerinin  her ikiside arakidonik  asitin
epoksieikosotrienoik aside metabolize edilmesinde gorev alirlar. Epoksidasyon biiyiik
oranda bolge ve enantiyoselektif bir ozellik ister. CYP2N1 ve CYP2N2 %90-91
secicilige sahiptir. CYP2N proteinleri arakidonik asit epoksigenaz ve hidroksilaz
reaksiyonlarinin katalizlenmesinde gorevlidir. 2000 yilinda yapilan bir ¢alismada,
teleost baligin (Fundulus heteroclitus) karaciger ve kalbindeki CYP2N ekspresyonunun
aclik ve kimyasalla muamele sonrasi degisimi arastirilmistir. CYP2N tarnskripsiyonu
aclik ve 12-o-tetradekanoil phorbol-13-asetat ile muamelesi sonrasi arastirilmistir.
CYP2N1 mRNA seviyesi hem aclik hem de 12-o-tetradekanoil phorbol-13-asetat ile
muamele sonrasi artmustir. Ilgingtir ki kalp CYP2N2 ekspresyonu phorbol ester
muamelesi sonrast azalmig fakat aclik sonrasi artmistir. Bu sonuglar gostermistir ki
cevresel faktorler ile ekspresyon degisim gostermistir. CYP2N1 ve CYP2N2
proteinlerinin vertabratlarda benzer biyolojik fonksiyonlar icerdikleri belirlenmistir

(Oleksiak vd 2000).
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1.2.5 Sitokrom P4502K Ailesi

CYP2K1; Rainbow trout (Orcorhynchus mykiss, Gokkusagi alabaligi)’ un temel P450
igerigini olusturur ve LM2 olarak adlandirilir. Ik yapilan ¢alismalarda LM2 bu baligin
karacigerindeki 10,8 nmol P450 (mg mikrozomal protein)” igeriginden spesifik olarak
izole edilmistir (Williams ve Buhler 1984). LM2 diger P450 biyokimyasal ve
immunolojik c¢alismalar neticesinde LMC2 olarak tanimlandi. LMC2’nin molekiil
agirhigt SDS-PAGE analizi ile 54000 Da olarak belirlenmis olup, CO ortaminda alinan
spekturumunda 449,5 nm dalga boyunda maksimum absorpsiyon yaptig1 6l¢iilmiistiir.

LMC2; 17B-estradiol’lin 2-hidroksilasyonunu, testosteron’un 16B-hidroksilasyonunu
ve progesteron’un 16a-hidroksilasyonunu katalizler (Miranda vd 1989). LMC2 P450’si
laurat’in (w-1)-hidroksilasyonu i¢in temel bir katalizoérdiir (Buhler vd 1997, Buhler ve
Wang-Buhler 1998, Haasch 2002). LMC2, -1 ve ®-2 pozisyonlarindan regiospesifik
olarak hidroksilasyon gergeklestirir. Bu enzim, palmitat, miristat ve stearat gibi uzun
zincirli yag asitlerinin (®-1)- ve (o-2)- hidroksilasyonunu katalizler. Bu balik tiirlerinde
AFBI1 (Aflatoxin B1)’in karsinojenik etkilerine karsin LMC2 kuvvetli bir se¢imlilik
gostermistir (Bailey vd 1984, Bailey vd 1996, Buhler ve Wang-Buhler 1998).
Baliklardaki sitokrom P4502K ailesi kompleks bir yapiya sahiptir. Northern blotting
caligmalar1 sonucunda CYP2K1’in tek bir kopya gen olmadigi belirlenmistir. Southern
blotting analizlerinde de 109 ve 208 kb olmak iizere iki temel mRNA’nin varlig
gozlenmistir. Rainbow trout’dan saflastirilan LMC2 P450’sinin molekiil agirlig
MALDI-TOF kiitle spekrometresinde 56695+55 Da, CYP2K1’in cDNA sekans
analizinde molekiiler agirhig1 56795 Da olarak ol¢iilmiistiir.

Immunokimyasal analizlerde LMC2’nin Rainbow trout’un bébreginde proximal
tubullerin ikinci kisminda lokalize oldugu bulunmustur (Lorenzana vd 1988). Baliklarda
LMC2’nin var oldugu organlar, karaciger, bobrek ve kalptir (Buhler ve Wang-Buhler
1998, Haasch 2002)

1.2.6 Sitokrom P4502M Ailesi

CYP2M1 P450’si kimyasalla muamele edilmemis rainbow trout’tan izole edilerek
saflagtirilmis ve aktivitesi 11,6 nmol P450 (mg protein)™ olarak belirlenmistir (Miranda
vd 1989). LMC1’in maksimum absorpsiyon yaptig1 dalga boyu 450 nm olup, SDS-
PAGE sonucundaki molekiil agirlig;; 50000 Da’dur. Cok az 17B-estradiol 2-
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hidroksilasyonu, testosteron’un 16p-hidroksilasyonu, progesteron’un 63 ve 16a-
hidroksilasyonlarin1 saglar. BaP ve benzfetamin (BND) metabolizmasinda tayin
edilmemistir. Hidroksillenmis laurat metabolitleri HPLC metodu kullanilarak tayin
edilmis ve kiitle spektrometresi ile tiirleri belirlenmistir (Buhler ve Wang-Buhler 1998).

LMC1’in daha oOnceden -hidroksilasyonu gerceklestirmedigi rapor edilmesine
ragmen (Miranda vd 1990), ger¢ekte -6 hidroksilasyonunu katalizledigi bulunmustur.
LMCI1 sadece laurat’in ®-6 hidroksilasyonunu gerceklestirmektedir. Saflastirilan
LMC1’in molekiil agirligi agirhg MALDI-TOF kiitle spekrometresiyle 57114+55 Da
olarak belirlenmigtir. cDNA sekans analizinde LMC1’in molekiil agirligi agirligi 50000
Da olarak bulunmustur (Miranda vd 1989). Bu farklilik in vivo olarak ekspres edilen
CYP2M1 proteininin post-translational modifikasyonlardan kaynaklanmaktadir (Buhler
vd 1997, Buhler ve Wang-Buhler 1998, Haasch 2002).

2002 yilinda Katchamart ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, 1 yillik
yetigkin gokkusagi alabaligina, metoksiklor (20mg/kg), dietlstilbestrol (15mg/kg), 4-
tert-oktilfenol (25 mg/kg) ve biochain A (25 mg/kg) intraperitonel olarak, 1, 4 ve 7.
giinlerde enjekte edilerek, onuncu giin sakrifiye edilip hepatik CYP2MI1 protein
seviyeleri incelenmigstir. Metoksiklor, dietlstilbestrol, 4-tert-oktilfenol ve biochain A

CYP2M1 ekspresyonunu artirmistir (Katchamart vd 2002).

1.2.7 Sitokrom P4503A Ailesi

Saflagtirilmig balik (rainbow trout) CYP3A27 sitokrom P450’sinin aktivitesi; 14,9
nmol P450 (mg protein)” olup, LMC5 olarak tanimlanmustir. Bu P450 formunun SDS-
PAGE sonucunda elde edilen molekiil agirligi, 59000 Da’dur ve maksimum absorsiyon
yaptigi dalga boyu 448 nm’dir. LMCS5 benzfetamin (BND) N-demetilasyonu,
eritromisin N-demetilasyonu, projesteron ve testosteron’un 6f-hidroksilasyonu igin
onemli bir aktivite gosterir (Miranda vd 1989). Memelilerde steroid 6p-hidroksilasyonu
CYP3A enzimleri ile katalizlenir. Baliklardaki LMC5 ile memelilerdeki CYP3A
enzimleri arasinda immunokimyasal olarak homolog bdlgeler tayin edilmistir. Balik
karaciger mikrozomlarindaki projesteron 6fB-hidroksilaz aktivasyonu LMCS5 tarafindan
katalizlenir ve bu CYP3A izoformlarinin karakteristik 6zelligidir. Insanlardaki CYP3A4
(sicanlarda CYP3A1l) ve baliktaki LMCS5 arasinda katalitik fonksiyon ve yap1
bakimindan benzerlik gosterdigi bulunmustur (Miranda vd 1991, Buhler ve Wang-
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Buhler 1998). Sitokrom P4503A ile yapilan bir ¢alismada, CYP3A, zebra baligindan
izole edilip tanimlanmistir. Elde edilen sekans analizi sonuglarina goére, bu proteinin

1290 niikleotit ve 430 amino asitten olustugu bulunmustur (Bainy ve Stegeman 2004).

James ve arkadagslariin yapmis oldugu bir ¢alismada, kasi baliginin bagirsaginda
sitokrom P4503A’nin katalitik 6zelligi ve ekspresyonu tanimlanmaya c¢alisilmistir.
CYP3A’nin Kkatalitik indikatorii olarak, mikrozomal testosteron 6f3-hidroksilasyon
aktivitesi kullanilmistir. Kedi balig1 bagirsagindaki CYP3A indikatorii olan testosteron
6B-hidroksilasyon aktivitesi 88,6+£15,6 pmol/dakika/mg protein olarak bulunmustur.
CYP3A protein seviyesi ve testosteron 6f-hidroksilasyon aktivitesi bagirsakta
karacigerdekinden daha diisiik ¢ikmistir.  Elde edilen sonuglar dogrultusunda,
CYP3A’nin ksenobiyotik metabolizmasinda 6nemli roliinlin oldugu tespit edimistir

(James vd 2005).

Yapilan bagka bir ¢caligmada, Atlantik salmon (Salmo salar) baliginda, nonilfenol ile
ilaglar1 metabolize eden sitokrom P450 enzimlerinin degisimi arastirilmistir. 7 giinliik
zaman periyodunda baliklar nonilfenol ile muamale edimis ve farkli muamale
giinlerindeki baliklarda CYP1A1 ve CYP3A protein seviyelerine bakilmistir. 7 giinliik
zaman araliginda CYP3A protein seviyesi, yedinci giin en yiiksek olarak bulunmustur

(Meucci ve Arukwe 2006).

1.2.8 Sitokrom P4503C Ailesi

Corley ve arkadaglarinin (2006) yaptig1 bir ¢alismada, yeni sitokrom P450 alt ailesi
olan CYP3Cl1 rapor edilmistir. CYP3Cl ilk kez zebra baligin (Danio rerio)’dan
klonlanmig olup CYP3C1’in 505 amini asitli bir protein yapisina sahip oldugu
belirlenmistir. Memeliler ve teleost CYP3A ve CYP3B formlariyla % 44 - % 54 benzer
ozellik ve yapr gostermistir. CYP3C1 mRNA’s1 balik karacigeri ve yedi ekstrahepatik
dokuda tayin edilmistir (Corley-Smith vd 2006).
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1.2.9 Sitokrom P4504T Ailesi

CYP4 ailesi iiyesidir. Insanda sicanda ve baliklarda farkli isimlerle adlandirilmustir.
Yapilan caligmalar sonucunda 130 amino asitli peptit icerdigi, tavsan CYP4B1’si ile
%354,6 homolog ve sigan CYP4B2’si ile %55,4 ayni ozellikler gosterdigi belirlenmistir.
CYP4 ailesi benzer ozellikler gosterir fakat bu balik P450 enzimi; sitokrom P450
Nomenclature komitesi tarafindan CYP4T]1 olarak adlandirilmistir. Bu enzim heniiz ne
karakterize edilmis ne de tanimlanmistir (Falckh vd 1997, Buhler ve Wang-Buhler
1998 ).

1.2.10 Sitokrom P4504F7 Ailesi

Sitokrom P450 ailesi CYP4 {iyeleri bir ¢cok organizma ve dokularda bulunmustur.
CYP4 enzimlerinin metabolizmadaki rolii; yag asitlerinin ve prostaglandinlerin (®-) ve
(o-1)- hidroksilasyonunu gergeklestirmektir. Bu enzimlerin bir ¢ogu karaciger ve
bobrekte ekspres edilmistir. Hormon gibi endojen substratlarin yani sira, herbisitler,
insektisitler ve endiistriyel kimyasallar gibi ekzojen substratlarinda detoksifikasyonunda
gorev alirlar. Insan ve siganlardaki CYP4F alt ailesi iiyeleri tanimlanmis ve CYP4F2 ve
CYP4F3 sigan ve insan karacigerinden saflastirilmistir (Jin vd 1998, Kikuta vd 1993).
CYP P450 enzimlerinin bir ¢ogu baliklarda da izole edilerek tanimlanmustir. Baliklarla
yapilan bir calismada; memelilerdeki CYP 4F ile %39 ile %56 arasinda degisen
miktarda ayn1 6zellige sahip CYP4F7 alt ailesi belirlenmistir. CYP4F7’nin, 526 amino
asitlik protein yapisina sahip oldugu bulunmustur (Sabourault vd 1999). 2004 yilinda
yapilan bir bagka ¢alismada kurbagadan (Xenopus laevis) iki yeni CYP4 geni izole
edilerek tanimlanmistir. Bunlar CYP4F42 ve CYP4V4 olup, sirastyla 528 ve 520 amino
asit icerdikleri belirlenmistir (Fujita vd 2004). CYP4F42’nin I8kotrien By4’lin
hidroksilasyonunda gorev almaktadir. Baska bir deyisle memelilerdeki CYP4F
enzimleri, prostaglandin ve arakidonik asidin hidrolizi fonksiyonlarini iistlenmistirler

(Lasker vd 2000, Blylund ve Oliw 2001).
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1.3 Sitokrom P450 Enzimleri ve Yaslanma Mekanizmasi

Yashilik, 6lim olasiliginin artig1 bir yasam evresidir ve yashiligin temel 6zelligi, i¢
dengeyi (homeostazis) koruma yeteneginin bozulmasidir. Yaslanma multifaktoryel
etkenlerle gelisen bir siirectir. Sonugta, organizmada kisiye gore yeri, sekli ve siddeti
farkli, bir ¢ok degisimler goriiliir. Ornegin, dokularin biyokimyasal bilesiminde ve
hiicresel diizeyde degisimler olur. Fizyolojik kapasitede ilerleyici azalma, hastaliga
kars1 duyarliligin ve etkilenmenin artmasi, ¢cevresel uyaranlara cevap verme yeteneginde
azalma, istirahat ve bazal parametrelerde degisim, reserv depolarin kaybi sonucu
maksimum yanitlarda kiintlesme (korelme), pik seviylere ulasmada ve bazal seviyelere
geri donmede gecikmeler olabilir. Reserv kapasiteler azaldigr i¢in yaslanma ile bazi
hastaliklarin goriilme olasilig1 artarken, var olan hastaliklarin da siddetleri artmakta,

tedavileri de daha gii¢ olmaktadir.

Oksidatif
Stres

Comn)—>

Sekil 1.2 Yaslanma Mekanizmasi

Viicudumuza alinan ilaclart metabolize eden enzimlerin aktiviteleri ve
ekspresyonunda; beslenme, tiir, genetik polimorfizm, yas, fizyopatolojik sartlar,
mikrobiyolojik ya da parasitolojik ajanlar gibi bir ¢ok faktdr rol oynar. Ozellikle
ilaglarin ve diger kimyasallarin etkileri yasa bagli olarak arastirilmaktadir. Cesitli
sitokrom P450 izozimlerinin ekspres edilmesi, siganlarda ve insanlarda yaslanma ile

azalmaktadir (Akahori vd 2005). Farkli yaslardaki maymunlarla yapilan bir ¢alismada,
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toplam sitokrom P450 igeriginin yaslanma ile azaldig1 gozlemlenmistir (Akahori vd
2005). Geng bireylerden yash bireylere kadar, ilaglarin absorbsiyon orani, plazma
proteinlerine baglanma, dagilim ve biyotransformasyonu arastirllmigtir. Metabolik
yollarda rol oynayan bir ¢ok enzim insanlarda yasa bagli olarak incelenmis olup, sican,
kopekler koyunlar, domuzlar, keciler ve tavuklarda calisilmistir (Kaddouri vd 1990,
Kawalek ve El Said 1990b, Kawalek ve El Said 1994, Coulet vd 1996). Atlarla yapilan
bir calismada; atlarin hepatik olarak ilaglar1 metabolize etme kapasiteleri yasa bagl
olarak yasama siiregleri i¢inde karakterize edilmistir. Yaglar1 1 yil ile 12 yil arasinda
olan 50 disi atin karaciger mikrozomlarinda, sitokrom P450 bagimli monooksijenazlar,
karboksilesterazlar ve transferazlar analiz edilmistir. CYP2B, CYP2E, CYP3A
enzimleri western immunoblotting yapilarak miktarlarinin yas artisina bagli olarak
arttig1 gozlemlenmistir. Ayni 6rneklerde glutatyon S-transferaz aktivitesi arastirilmis ve
bu enzimin aktivitesinin yas ilerledik¢e azaldigi bulunmustur. Bu atlarin yaslar arttikga;
EROD, MROD, BROD, Anlin 4-hidroksilaz, NDMA N-demetilaz, Eritromisin N-
demetilaz, Benzo(a)piren hidroksilaz, Benzfetamin N-demetilaz ve Etilmorfin N-
demetilaz aktivitelerinde artis tayin edilmistir. Aminopiren N-demetilaz aktivitesinde
dikkate deger bir degisim gozlemlenmemistir (Nebbia vd 2003). Jeffrey (1997) ve
arkadaglarimin ~ yapmis  oldugu bir c¢alismada; siganlardaki  ksenobiyotik
metabolizmasinin, hepatik mikrozomal enzimlerinin aktivitelerine bagl olarak,
yaslanma ile degisimi incelenmistir. 22 aylik erkek sicanlar ile 2 aylik erkek sicanlarla
calisilmig ve 22 aylik erkek sicanlardaki; CYP2B1, CYP2B2, CYP2Cl11, CYP2EI,
CYP2Alve testesteron Sa-rediiktaz enzimlerinin mikrozomal aktivitelerinde artis
goriilmiistiir. Hepatik sitokrom P450 igeriginin taminda ise azalma tespit edilmistir

(Jeffrey vd 1997).

Jeffrey ve William’in yaptig1 bir diger calismada, 3-6 aylik geng ve 22-24 aylik
yetigkin sicanlardaki p-nitrofenol hidroksilaz ve toplam CYP P450 miktarlar
incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda, toplam Sitokrom P450 miktarinda yas artig1
ile birlikte azalma gozlemlenmis olup, p-nitrofenol hidroksilaz aktivitesinde yaslanma
ile artis gozlemlenmigstir. 3-6 ve 22-24 aylik siganlardaki p-nitrofenol hidroksilaz
aktiviteleri sirasiyla 0,67 £ 0,14 ve 0,92 + 0,15 pmol/saat/gram protein olarak
bulunmustur (Jeffrey ve William 1997). 2004 yilinda 3, 9 ve 24 aylik siganlarla yapilan

bir baska calismada, sican karaciger mikrozonlarindaki toplam P450 miktar
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incelenmistir. Elde edilen sonuglar, siganlanlarda toplam P450 miktarinin yaslanma ile

azaldigini gostermistir (Wauthier vd 2004).

Baliklarda yaglanmaya bagli olarak yapilan bir ¢aligmada ise; farkli cinsiyet ve
yaslardaki baliklarin (rainbow trout) hepatik mikrozomlarinda LMCS5 konsantrasyonlari
tayin edilmistir. Western blotting kullanilarak 7 haftalik balik  karaciger
mikrozomlarindaki LMC5 miktar1 30 pmol (mg mikrozomal protein)” seklinde tayin
edilmistir. 15 aylik balik i¢in erkek ve disi baliklarda 57 ve 33 pmol (mg mikrozomal
protein)’ ve 20 aylik balik igin 34 ve 33 pmol (mg mikrozomal protein)”’ olarak
Ol¢iilmiis, bu enzimin erkeklerde yas artis1 ile birlikte arttig1 ve disilerde herhangi bir
degisme gostermedigi bulunmustur. (Miranda vd 1990). CYP3A27 karaciger basta
olmak {lizere testis, bobrek ve midede bulunmus olup, CYP3A27 enziminin bdbreklerde
yaslanma ile mRNA miktarinin arttigi goézlenmistir (Lee vd 1997). 15 ve 20 aylik
gelisme evrelerindeki erkek gokkusagi alabaliginin karaciger mikrozomlarinda 91 ve 79
pmol (mg mikrozomal protein)' konsantrasyonunda LMC2 bulunmustur. Ayni
yaslardaki disi gokkusagi alabaliginin karaciger mikrozomlarindaki LMC2; 35 ve 24
pmol (mg mikrozomal protein)” olarak tespit edilmistir (Buhler-Wang-Buhler 1998).
Gokkusagr alabaligi ile yapilan bir baska calismada, CYP2K1 enzim aktivitesinin
gelisme ile artis gosterdigi belirlenmistir. Embiriyo, 40 giinliik ve 51 giinliilk gékkusagi
baliklarinda CYP2K1 enzimi Ol¢ililmiis ve 51 giinliik baliktaki CYP2K1’in en yiiksek
oldugu belirlenmistir (Miranda vd 1990).

Gokkusagi alabaligi ile yapilan baska bir calismada 7 haftalik karaciger
mikrozomlarindaki CYP2M1 konsantrasyonu 13 pmol (mg mikrozomal protein)’
olarak bulunmustur. 15 aylik erkek ve disi karacigerlerindeki CYP2M1 seviyesi 36 ve
28 pmol (mg mikrozomal protein)” seklinde tespit edilmistir. (Miranda vd 1990). Hem
erkek hem de disi baliklarin karaciger ve bobreklerinde CYP2M1 goézlenmistir.
CYP2M1 yaglanma ile farliik gosterdigi; 106 gilinlilk baliktaki CYP2MI1’in
embiriyodakinden daha yiiksek oldugu bulunmustur (Buhler ve Wang-Buhler 1998).

Glutatyon S-transferazlar (GST’ler) detoksifikasyon metabolizmasinda yer alan
enzimler olup, yaslanma ve kimyasal stres ile degisim gosterirler (Tchaikovkaya vd
2005). Morgado ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada; 70 giinliik ve 18 aylik sican
karacigerlerinde GST aktivitesinin degisimi Ol¢iilmiistiir. Analiz sonucunda yash (18

aylik) sican karacigerlerindeki GST aktivitesinin daha yiiksek oldugu bulunmustur.
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(Morgado vd 2003). Yapilan baska bir ¢alismada 5 haftalik ve 9 aylik sicanlarin
karaciger ve beyinlerindeki GST aktivitesi arastirilmistir. Sigan karacigerlerindeki GST
aktivitesinin daha fazla olup, yaslanma ile aktivitenin arttigt bulunmustur. (Kim vd

2003).

Brown-Borg ve Rakoczy’in yaptig1 bir ¢alismada, 3, 12 ve 24 aylik dwarf mice
karacigerlerinde y-glutamil transpeptidaz (GGT) ve glutatyon S-transferaz (GST)
aktiviteleri incelenmistir. Bobrekte, GGT aktivitesinde yas artisiyla birlikte % 30
azalma gozlenirken, GST aktivitesinde % 85 artig goriilmiistiir. En yiiksek GGT
aktivitesi kalpte gozlenmistir. GST aktiviteleri bobrek, karaciger ve beyinde benzer
sekilde bulunmustur (Brown-Borg ve Rakoczy 2005). GST’ler ile yapilan bir baska
calismada, Oztiirk ve Giimiislii 1, 6 ve 12 aylik Wistar sicanlar1 kullanarak, 20 ve 40°C
sicakliklarda kalp stresine maruz birakilip, glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD),
Stiperoksit dismutaz (SOD), ve glutatyon S-transferaz (GST) aktivitelerini
incelemislerdir. 1 ve 6 aylik siganlarda, kalp stresi sonrasi, glukoz 6 fosfat dehidrogenaz
(G6PD) ve katalaz (CAT) aktivitelerinde artis gézlenmesine karsin, 12 aylik sicanlarda
bu enzim aktivitelerinde azalma goriilmiistiir. siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi 1, 6 ve
12 aylik siganlarda yas artis1 ile birlikte artis gostermekle birlikte gruplarin kendi
icindeki SOD aktiviteleride artmustir. Glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri kalp
stresi ile hem her bir grupta hem de yas artis1 ile paralel olarak artmistir. Boylelikle
kalp stresinin, c¢esitli antioksidant enzimlerin ve GST enziminin aktivitesinde

degisikliklere neden oldugu belirlenmistir.(Oztiirk ve Giimiislii 2004).

1.4 Glutatyon S-Transferaz Enzimleri

Glutatyon S-transferaz enzimleri (GST’ler) [E.C.2.5.1.18] faz II biyotransformasyon
enzimlerinden ¢ok fonksiyonlu ve dimerik yapisi olan bir ailedir, protein dizilerine,
izoelektrik noktalarina, substrat spesifikligine, inhibitorlere olan hassasliklarma ve
immiinolojik ozelliklerine dayanarak 8 smufta toplanmislar ve aerobik organizmalarda
oldukca genis olarak tanimlanmslardir (Habig vd 1974, Keen vd 1976, Clark 1989,
Meyer vd 1991, Rouimi vd 1996, Armstrong 1997, Board vd 1997, Perez-Lopez vd
2000,). Cesitli ekzojen veya endojen kaynakli elektrofilik, hidrofobik bilesiklerin glutatyon
(GSH) ile konjugasyonunu katalize ederler. Kataliz reaksiyonlarinda GST’ler, elektrofilik
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substratlar lizerine glutatyon (GSH) tripeptidin niikleofilik atagni kataliz ederler (Jakoby ve
Habig 1980, Hayes ve Pulford 1995, Armstrong 1997). Boylece GST’ler, disaridan alinan
toksik yabanci maddelerin veya oksidatif basamakta olusan iirlinlerin, viicutta bulunan
diger makromolekiiller ile birlesmesini onleyip, hiicre komponentlerine zarar vermeden
atilmasim saglarlar (Mosialou vd 1993, Bulavin vd 1996). Bu anlamda GST’ler, viicut
icin hayati koruyuculuk fonksiyonu iistlenmis olan enzim gruplarindan biridir. Ancak
bunun yani1 sira GST’ler toksik ve karsinojenik bilesikleri igeren cesitli kimyasallarin
aktivasyonunda da rol alirlar (Jacoby ve Habig 1980, Ketterer 1988, Eaton ve Bammler
1999). GST’ler aerobik bakterilerden omurgalilara kadar genis bir dagilima sahiptir
(Stenersen vd 1987, Kalinina vd 1988, Hayes ve Pulford 1995). Bu enzimler temel
olarak karacigerin sitozolik fraksiyonlarinda lokalize olmalarina ragmen biitiin
dokularda bulunurlar (Sijm ve Opperhuizen 1989). Bu enzimler yiiksek organizmalarda,
ozellikle de memeli tiirlerinde olduk¢a genis sekilde arastirilmistir (Mannervik vd 1985).
Fakat son yillarda spesifik biyokimyasal markor olarak kullanilmalarindan dolay1 sucul
organizmalarda bulunan GST formlarna olan ilgi de artrmustir (Machala vd 1997). Cesitli
tiirlerinin bu balik enzimlerinin farkli izozimlere sahip oldugu gosterilmistir (Rammage
ve Nimmo 1984, George ve Young 1988). Hepatik ve ekstrahepatik GST aktivitesi bir
cok teleost balik tiirlerinde tespit edilmis ve l-kloro-2,4-dinitrobenzen model substratina
karsilik enzim aktivitesi calisilan biitiin balik tiirlerinde gosterilmistir (Nimmo 1987,
Leaver ve George 1998, Gadagbui ve James 2000, Melgar Riol vd 2001, Novoa-Valinas
vd 2002). Aktivite seviyelerine zit olarak, balik GST izozimlerinin rolii ve molekiiler

karakterizasyonu iizerine daha az bilgi mevcuttur (George ve Young 1988).

GST’ler, ¢ok genis substrat spektrumuna sahiptirler. Belirli substratlara kars1t GST lerin
spesifik aktiviteleri yeni tespit edilen GST’lerin smiflandirilmasina imkan saglar.
Ornegin, a-simif GST’ler kumen hidroperoksidine karsi1 oldukca reaktiftir (Mannervik vd
1985, Meyer vd 1991), M-simf GST ler epoksitler i¢in dncelige sahip iken, p-sinif GST’ler
de etakrinik asite karsi oldukga reaktiftirler (Meyer vd 1991). CDNB substrati1 sinif
spesifik degildir ve alpha, mu, pi, theta sinift GST’ler ile etkilesebilir (Takamatsu ve
Inaba 1994, Meyer vd 1991). GST’ler, konjugasyon olusumunu kataliz etmelerinin yani
sira peroksidaz veya izomeraz aktiviteleri de gosterirler ve ¢ok cesitli kimyasallara kovalent
veya kovalent olmayan sekilde baglanabilirler (Mannervik ve Danielson 1988). Bu sekilde bu
metabolitlerin, makromolekiiller ile olasi etkilesimlerinin onlenmesi ile, ekzojen ve

endojen olarak tanimlanan elektrofilik intermediyer bilesiklere karsi viicudun cok
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onemli savunma sistemlerinden birini olustururlar (Jakoby ve Habig 1980). GST’lerin
varligi ilk kez sican dokularinda gosterilmis (Booth vd 1961) ve birkag GST izozimleri
sican karacigerinden saflastirlmistir (Habig vd 1974a ve 1974b, Keen vd 1976). Ortiisen
substrat spesifikligine sahip olan ¢ok fazla GST izozimlerinin kesfi (Habig vd 1974a) ve bu
enzimlerin cesitli toksik bilesiklerin metabolizmasindaki rollerinin gdsterilmesi, GSH-
peroksidaz aktiviteleri (Prohaska ve Ganther 1977), hidrofobik molekiillerin hiicre ici
transportundaki  katalitk  olmayan  baglanmalart  sayesinde toksik  bilesiklerin
detoksifikasyonunda rol almalarinin gdsterilmesi (Jakoby 1978, Listowsky vd 1988) bu
enzimlere olan ilgiyi arttirmistir. Son zamanlarda gesitli patolojik ve gevresel faktorlerin bu
izozimlerin ekspresyonunu etkilediginin gdsterilmesi de bu ilgiyi daha da arttrmistir. Buna
bagl olarak, tiimor markorleri olarak GST’lerin kullanimimin miimkiin oldugu onerilmistir
(Satoh vd 1985, Tsuchida ve Sato 1992, Kato vd 1995, Nielsen vd 1996, Mikhailova vd
2005).

Son yillarda spesifik biyokimyasal markor olarak kullanilmalarindan dolayr sucul
organizmalarda bulunan GST formlarina olan ilgi de artrmustir (Machala vd 1997). Cesitli
tiirlerinin bu balik enzimlerinin farkli izozimlere sahip oldugu gosterilmistir (Rammage
ve Nimmo 1984, George ve Young 1988). Hepatik ve ekstrahepatik GST aktivitesi bir
cok teleost balik tiirlerinde tespit edilmis ve l-kloro-2,4-dinitrobenzen model substratina
karsilik enzim aktivitesi c¢alisilan biitiin balik tiirlerinde gosterilmistir (Nimmo 1987,
Leaver ve George 1998, Gadagbui ve James 2000, Melgar Riol vd 2001, Novoa-Valinas
vd 2002). Aktivite seviyelerine zit olarak, balik GST izozimlerinin rolii ve molekiiler
karakterizasyonu tizerine daha az bilgi mevcuttur (George ve Young 1988). Baliklarda
ve diger deniz hayvanlarinda, bir ¢ok ksenobiyotik GST’ler tarafindan detoksifiye
edilmektedir. Bu enzimatik sistem, su kirliliginin goriintiilenmesinde bir ¢esit haberci
biyomarkordiir (Melgar Riol vd 2001). Cesitli ksenobiyotiklerin etkisi ile organizmada
GST’nin indiiksiyonu, ¢evredeki degisimlere adaptasyonu i¢in bir yoldur (Mikhailova vd
2005). Birgok tiirde GST ekspresyon seviyeleri yabanci bilesiklere maruz kalma ile kayda
deger bir sekilde artabilir, bu artis sucul kontaminasyonun etkili biyomarkorii olarak
uygunlugunu belirleyebilir. Bu enzimler, baliklar ve diger deniz canlilarinda bilesiklerin
biiyiik bir ¢esidinin detoksifikasyonuna katilirlar. Farkli balik tiirlerinde hepatik GST’lerin
cesitli izoformlar1 saflagtirilmis ve kismen karakterize edilmistir (Foureman ve Bend
1984, George ve Young 1988, Lauren vd 1989, Perdu-Durand ve Cravedi 1989, George
ve Buchanan 1990, Dominey vd 1991, Gallagher ve Di Giulio 1992, Rouimi vd 1996, Al-



38

Ghais 1997). Bu enzimler temel olarak baliklarmm karacigerlerinde bulunmasma ragmen
cesitli baliklarin solungag, bobrek, ve bagirsaklarinda GST aktiviteleri gosterilmistir

(Gallagher ve Di Giulio 1992, Al-Ghais 1997, Perez-Lopez vd 2000, Boutet vd 2004).

Tablo 1.3 Farkli smuftaki bilesiklerden GST substratlarma 6rekler

Bilesik Tiirii Substratlar

Kanserojen Metabolitler Aflatoksin B1-8,9-epoksit
Benzol[a]piren-7,8-diol-9,10 oksit
5-hidroksimetil krisen siilfat
4-nitroquinolin-N-oksit

3-MC

Pestisitler Alaklor

Atrazin
Diklordifeniltrikloretan (DDT)
Lindan

Metil paratiyon

Oksidatif Zarar Uriinleri Akrolein

Bazik propenallar

Yag asidi hidroperoksitleri
BHA

BHT

Anti Kanser Ilaclar 1,3-bis (2-klor etil)-I-nitrosotirea (BCNU)
Klorambusil

Siklofosfamid

Melpalan

Fosfomisin

Endojenler Steroidler
Histidin Metabolitleri
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1.5 Deney Hayvam

Chrysophrys aurata sinonimi ile de adlandirilan ¢ipuranin sistematigi Tablo 1.4°de

gosterilmistir.

Tablo 1.4 Cipura baliginin (Sparus aurata) sistematigi

Siiperalem Eukaryoda
Alem Animalia
Filum: Chordata

Altfilum: Vertabrata
Sinif: Osteichthyes
Takim: Perciformes
Alttakim: Percoidei
Aile: Sparidae
Cins: Sparus
Tiir: Aurata (Linneaus 1758)

Cipura baligina tiim Akdeniz’de rastlanmakla birlikte dogu ve giiney dogu Akdeniz
iilkelerinde, Kanarya Adalari'nda, Ingiltere kiyilarinda, Verde Burnu’nda ve nadir
olarak Karadeniz kiyilarinda rastlanir. Genellikle tropikal, subtropikal ve 1liman
kusaklarda yayilim gosteren ¢ipura deniz fenogramlarinin bulundugu kumlu—camurlu
ve camurlu ortamlarda yagamini siirdiiriir.

Ulkemizde daha ¢ok giiney sahilleri ve Ege kiyilarinda yayilim gésterir. 30-50 gram
olanlar1 ince lidaki, 100 gram olanlar1 lidaki, 100-180 gram olanlar1 kaba lidaki, 200 ve
tizeri agirlikta olanlart da c¢ipura olarak adlandirilir (Alpbaz 1990). 0-3 yas arasi
cipuralarin mide igerikleri incelendiginde bu tiirlin karnivor bir form oldugu ve 6zellikle
ergin bireylerin Crustacea ve Mollusca familyasina ait tiirlerle beslendigi ortaya
cikmistir. Hermafrodit 6zellik gosteren cipuralarin, list dudagi, alt dudaga oranla daha

kalin olup goziin basladig1 noktanin paralelinde biter. Gozler orta derecede geligmistir.
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G0z ¢ukuru 6nilindeki mesafe, géz ¢apindan en az iki kat daha uzundur. Gozler arasinda

V seklinde yildizs1 bir bant vardir.

Cipuralarin iireme periyodu iilkemizde Ekim-Aralik aylar1 arasinda olup en iyi
gelisim 22-25 °C araliginda gozlenmektedir. Yasayabilecekleri sicaklik araligi 3-34 °C,
tuzluluk degeri ise %05-40 olarak belirtilmistir. %ol tuzluluga kadar yasayabildikleri
Chervinski ve Chanin (1985) tarafindan bildirilmistir. Genellikle 5-25 m arasi
derinliklerde yayilim gosterirler. Yaslari ilerledik¢e derinlerde yasamayi tercih ederler.
Bunun i¢in dalyan alanlarinda ergin bireylere rastlanmaz. Yaz aylarinda 0.5-9 m
derinlige kadar olan si1g sulara giris yapan cipuralar, kis aylarinda 35-40 m derinlige
kadar inerler. 2 yasini asan bireyler daha da derin sulara inebilmektedirler. Maximum

boylar1 70 cm’ye ulasan ¢ipuralarin ortalama uzunluklar1 25-40 cm. arasindadir.

Giiniimiizde Akdeniz Bolgesi’nde oldukga iyi bir pazara sahip olan ¢ipura baligina ait
caligmalar uzun yillardir devam etmektedir. Yetistiricilik ¢alismalarinda elde edilen
bilgiler ise daha bir¢ok konunun calisilmasi gerektigini ortaya c¢ikarmaktadir (Tandler

ve Helps, 1985, Conides, 1992).

Cipuralarin fizyolojisi ve biyolojisi Uzerine yapilan ¢alismalar diger turlere oranla
daha azdir. Laboratuar sartlarinda calismalarin zorlugu ve cipura baliginin
kultir kosullarinda dretiminin oldukga gug¢ olmasi bu tdrle ilgili arastirmalari
olumsuz etkilemistir (Freddi vd 1981, Camus ve Koutsikopoulos 1984, Tandler

ve Helps 1985).

Ege Denizi’nin Anadolu kiyilarina derinlemesine sokulan Izmir kérfezi dogal
ozellikleri bakimindan farklidir. Karaburun Yarimadasi ile Gediz Deltas1 arasinda
kuzeybati-giineydogu dogrultusunda uzanan daha genis ve daha derin kesimi Dig
Korfez olarak adlandirilir.  Deneyimizde kullanilacak olan farkli  gelisme
donemlerindeki erkek ¢ipura (Sparus aurata) baliklar1 Karaburun Yarimadasina

kurulmus, Cesme, Ildir1 koyii mevkisindeki Pinar balik {iretim tesisinden saglanmustir.
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Tablo1.5 Cipura baliginin biiylime gereksinimleri, dagilimi ve orjini

Tiir Sparus aurata
Orjin/Dagilim Ege ve Akdeniz Bolgesi
Su Kalitesi Gereksinimleri
Oksijen 7-9 mg/L
Sicaklik 23-28°C
Tuzluluk 23.5-26.5 %
Amonyak toleransi <0.01 mg/L
pH 7.4-7.7
Biiyiime Donemleri
Larva 60-70 giin
Ergin 8-10 ay
Yetiskin 24 ay
Biiyiimede Onemli Faktorler Sudaki Amonyak Konsantrasyonu
Su Akim
Giines Is181
Sicaklik
Oksijen miktar1
Suyun tuzlulugu ve pH’1

1.6 Calismanin Amaci

GUnumuzde her gegen gun yeni bir ilacin Uretilmesi ve bir ¢ok kimyasal
maddenin gidalar dahil bir ¢cok alanda kullaniimasi sonucu insanlarin bu
maddelere maruz kalmasi, bu maddelerin vicutta nasil metabolize edildigini
ortaya c¢ikarici g¢alismalarin yapilmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.
Deneyimizde; GST (glutatyon S-transferaz), EROD (etoksirezorufin O-Deetilaz),
MROD (metoksirezorufin O-Demetilaz), PROD (pentiloksirezorufin O-
Depentilaz), BROD (benziloksirezorufin O-Debenzilaz), anilin 4-hidroksilaz, N-

Nitrosodimetilamin N-Demetilaz, eritromisin N-Demetilaz, kafein N-Demetilaz ve
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4-metilamino antipiren N-Demetilaz aktiviteleri, 24, 20, 15, 11, 9, 8, 4 ve 1,5
aylk cipura (Sparus aurata) baliklarinin karaciger mikrozomlarinda incelenip,
elde edilen bilgilerin yas degisimi tanimlanmaya, elde edilecek verilerin, dnemli
bir insan gidasi olan c¢ipura baliginin yetistiriciliginde kullaniimasi ve baglantili

olarak insan saghqi ile iliskilendirilmesi amaglanmistir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyaller

Deneysel ¢aligmalarimiz sirasinda; Black Decker, V2600 homojenizator, Sigma
3K30 yiiksek hizl1 sogutmali santrifiij (12156 rotor, PO Box 1713, D-37507, Germany),
Cary Eclipse (Varian Ltd., 28 Manor Road, Walton-on-Thames, Surrey KT12 2Qf,
England) florometre ve Shimadzu UV-1600A spektrofotometre, Metler Toledo MP 220
pH metre, Niive ST 402 su banyosu, Vortex mixer VM-20, Hirayama Hiclave HVE-50
otoklav, Scaltec analitik terazi, Nuaire -85 °C Ultralow Freezer, Human Power Scholar-

UV saf su sistemi ve Electro-mag M 420P etiiv kullanilmustir.

2.1.1 Kimyasallar

Sigir serum albumin (BSA; A-7906), biitilemishidroksitoluen (BHT; B-1378), 1-
kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB; (C-6396), etilen diamin tetra asetik asit disodyum tuzu
(EDTA; E-5134), 7-etoksirezorufin (E-3763), Folin reaktifi (F-9252), glutatyon
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indirgenmis formu (GSH; G-6013), p-nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (3-NADPH;
N-7505), fenilmetan siilfonil florid (PMSF; P7626), HEPES (H-4034), rezorufin pentil
eter (P-2456), 7-benziloksi rezorufin (B-1532), N-Nitrosodimetilamin (N-7756), anilin (A-
9880), 4-metilamino antipiren (D-8015), kafein (C-0750), Eritromisin (E-6376), glukoz 6-
fosfat (G-7250), Glukoz 6-fosfat Dehidrogenaz (G-7877), rezorufin metil eter (M-1544),
sodyum potasyum tartarat (S-2377), Sigma Chemical Company (Saint Louis,
Missouri, USA)’den elde edilmistir. Bakir siilfat pentahidrat (61240), gliserol (15524),
potasyum kloriir (60129), sodyum karbonat (31432), asetil aseton (00909), p-amino
fenol (1009), kolik asit (27029), magnezyum kloriir penta hidrat (63072), sodyum kloriir
(13423), Tris (33742), Fluka Chemie (GmbH Industrie Strasse 25 CH-9471
Buchs/Switzerland)’den elde edilmistir. Potasyum monohidrojen fosfat (1.05101),
potasyum dihidrojen fosfat (1.04873), hidroklorik asit (00314) E. Merck (Darmstadt,
Germany)’ten elde edilmistir. Etanol (32221), formaldehit (15512) ve fenol (16017)

Riedel firmasindan elde edilmistir.

2.2 METOTLAR
2.2.1 Dokulardan Sitozolik ve Mikrozom Fraksiyonlarinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilacak olan farkli gelisme donemlerindeki (1.5-24 aylik) cipura
(Sparus aurata) baliklar1 Karaburun yarimadasina kurulmus, Cesme, Ildir koyi
mevkisindeki Pmar balik iiretim tesisinden elde edildi. Baliklarin karaciger dokulari

dekaptasyon iglemi ile alinarak etiketlendi ve s1v1 azota konuldu.

Laboratuarda dokular (karaciger) sivi azottan ¢ikarildi ve daha sonra dokular ilk
olarak buz iistiine alind1. Once soguk distile su daha sonra da soguk fizyolojik serum ile
yikanarak dokularin kani uzaklastirildi. Filtre kagidi {izerinde kurutulduktan sonra
dokular hizla tartildi. Bundan sonraki biitiin islemler 0-4 °C arasinda buz iizerinde
gerceklestirildi. Makas ile dokular buz iizerinde kii¢iik pargalara ayrildi. Kesilen
dokulara 2 mM EDTA, 0,25 mM PMSF, 0,15 mM BHT, % 0,05 Kolat ve % 10 gliserin
iceren % 1,15’1ik KCl ¢ozeltisi i¢inde, buz i¢ine oturtulmus olan Potter-Elvehjem teflon
cam homojenizatorde homojenizasyon iglemi uygulandi. Homojenizator tiipiine alinan
dokunun yaklagik 3 kati homojenizasyon ¢ozeltisi eklendi. Teflon ¢gubuk cam tiip i¢inde

10 defa asagi-yukari sekilde hareket ettirilerek ve dakikada 2600 doniis yapacak sekilde



44

cevrilerek homojenizasyon islemi gerceklestirildi. Teflon ¢gubugun dondiiriilmesi islemi

matkap (Black Decker, V2600) kullanilarak yapildi.

Homojenat, daha sonra postmitokondriyal fraksiyon elde etmek i¢in 12000 xg’ de 25
dakika santrifiij edildi. Siipernatant (Sup) ¢ift katli steril sargi bezinden siiziilerek
cokelekten ayristirildi. Cikan sup miktar1 Olgtlilerek Olcililen sup miktarimin 0,5 kati
hacminde 0,16 mM CaCl, supun iizerine eklendi ve 20000 Xg’ de 75 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonucu ¢ikan sup iizerine % 10 gliserin olacak sekilde soguk gliserin
eklendi, elle homojenize edilip eppendorf tiiplere konup -80 °C’de muhafaza edildi.
Mikrozom fraksiyonlarini elde etmek i¢in kalan ¢okelek homojenizasyon soliisyonu ile
yikand1 ve tekrar 20000 xg’de 75 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonucu ¢ikan ¢okelek
tizerine doku agirhginin 0,5 kati kadar silispansiyon ¢ozeltisi (0,1M EDTA iceren
%10’1luk gliserin ¢ozeltisi) eklendi ve elle homojenize edilip eppendorf tiiplere konup -

80 °C’de muhafaza edildi.
2.2.2. Analitik islemler
2.2.2.1 Protein Miktar1 Tayini

Cipura dokularindan elde edilen mikrozomal fraksiyonlarin protein miktar1 tayini,
BSA (sigir serum albiimin) standart olarak kullanilarak Lowry ve ark., (1951)’nin
metoduyla yapildi. 1:200 oraninda seyreltilmis olan mikrozomlar test tiiplerine 0,1
mL’den 0,5 mL’ye degisen hacimlerde alind1 ve son hacim deiyonize distile su ile 0,5
mL’ye tamamlandi. Sonra % 2’lik bakir siilfat, %2’lik sodyum potasyum tartarat ve %
2’lik sodyum karbonat igeren 0,1 N NaOH’in 1:1:100 oraninda karigmasiyla olusan 2,5
mL alkali bakir reaktifi ile karigtirildi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda, deiyonize distile su ile 1:1 oraminda seyreltilmis olan Folin
(fosfomolibdik-fosfotungstik asit) reaktifinden her bir tiipe 0,25 mL ilave edildi. Folin
reaktifini koyar koymaz hemen karistirildi ve 50 °C’lik sicak su banyosunda 10 dakika
inkiibe edildi. Olusan rengin siddeti her bir tiip icin 660 nm’de kore karsi Slgiildii.

Protein miktarlari elde edilen egim degeri kullanilarak hesaplandi.
2.2.3. Analitik islemler

2.2.3.1. Anilin 4-Hidroksilaz (A4H) Aktivitesinin Tayini
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NH2 NHo

o
+ +
NADPH, H NADP

Amnilin p-Aminofenol

02 HEU

Sekil 2.1 Anilin 4-hidroksilasyonu

Cipura karaciger mikrozomlarindaki anilin 4-hidroksilaz aktivitesi, Imai ve ark.,
(1966) tarafindan onerilen metoda gore p-aminofenol (pAP) miktarinin dlciilmesiyle

tespit edildi.

Tablo 2.1°de verilen tipik reaksiyon karigimina gore tiiplere 100 mM HEPES
tamponu, pH 7,6 ve 10 mM anilin, karaciger i¢in 1 mg mikrozomal protein ve 0,5 mM

NADPH iiretim sistemi kullanilarak son hacim 0,5 mL’e tamamlandi.

NADPH iiretim sistemi; test tiipiine 0,5 unite glikoz 6-fosfat dehidrogenaz, 2,5 mM
glikoz 6-fosfat, 2,5 mM MgCl, 14,6 mM HEPES tamponu, pH 7,8 ve 0,5 mM NADP"
eklenmesiyle hazirlandi. Daha sonra tiretim sistemi igeren test tiipii 37 °C’de 5 dakika

inkiibe edildikten sonra buz lizerinde muhafaza edildi.

Reaksiyon 0,075 mL NADPH iiretim sisteminin eklenmesiyle baslatildi ve iginde
mikrozomlarin yer aldig1 sifirinct zaman korii denilen tiiplere reaksiyonu sifirlamak igin
NADPH iiretim sistemi eklemeden 6nce 0,25 mL % 20 TCA eklendi. inkiibasyon 37 °C
de, 25 dakikada calkalamali su banyosunda gergeklestirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
reaksiyon tiiplerine 0,25 mL % 20 TCA eklenmesiyle sona erdirildi. Daha sonra

karisim eppendorf tiiplerine transfer edilerek 12000 xg de 25 dakika santrifiij edildi.

Sonugta 0,5 mL siipernatant yeni tiiplere transfer edilerek 0,25 mL % 20 Na,COs
eklenerek nétralize edildi. Ardindan 0,4 N NaOH iceren % 20 fenol eklenerek renk
olusumu saglandi. Renk olusumu igin 30 dakika 37 °C sicaklikta inkiibasyonun

ardindan 630 nm’de spektrofotometrik olarak kore kars1 6l¢iildii.
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Tablo 2.1 Cipura karaciger mikrozomlarindaki anilin 4-hidroksilaz aktivitesinin tayini

i¢in inkiibasyon karisiminin bilesenleri.

Stok Soliisyonlar Eklenen Hacim (mL) Son Konsantrasyon
400 mM HEPES 0,125 100 mM
tamponu pH 7,6
100 mM Anilin 0,050 10 mM
Mikrozomal protein Karaciger icin 1
mg
NADPH iiretim sistemi 0,075 0,55mM
100 mM Glikoz 6- 0,025 2,5 mM
fosfat 0,025 2,5 mM
100 mM MgCl, 0,073 14,6 mM
200 mM HEPES 0,025 0,5 mM
tamponu pH 7.8 0,001 0,5u
20 mM NADP"
500 u Glikoz 6-fosfat
dehidrogenez
Ultra saf (USS) su 0,5mL’ye tamamla
Toplam hacim 0,5 mL

2.2.3.2 Mikrozomal N-demetilaz Aktivite Tayinleri

Cipura karaciger mikrozomlarindaki N-Nitrosodimetilamin, eritromisin, kafein ve 4-
dimetilamino antipiren (aminopiren) N-demetilaz aktiviteleri Cochin ve Axelrod (1959)
tarafindan Onerilen Nash metoduna gore formaldehit miktarinin Olcililmesiyle tespit
edildi. Tablo 2.2’de verilen tipik reaksiyon karigimlarina gore tiiplere 400 mM HEPES

tamponu, pH 7.7, uygun substrat, belirlenen miktarlarda karaciger mikrozomal protein
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ve 0,5 mM NADPH iiretim sistemi ve ultra saf su kullanilarak son hacim 0,5 mL’e
tamamlandi. NADPH iiretim sistemi tanimlandig1 gibi hazirlandi ve 0,075 mL NADPH
{iretim sisteminin ortama eklenmesiyle baslatildi. I¢inde mikrozomlarin yer aldig
sifirinc1 zaman korii denilen tiiplere reaksiyonu sifirlamak icin NADPH {iretim sistemi
eklemeden 6nce 0,5 mL 0.75 N’lik perklorik asit eklendi. inkiibasyon 37 °C de, 25
dakikada calkalamali su banyosunda gergeklestirildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyon tiiplerine 0,5 mL 0,75 N’lik perklorik asit
eklenmesiyle sona erdirildi. Daha sonra karigim eppendorf tiiplerine transfer edilerek
12000 xg de 25 dakika santrifiij edildi. Sonugta 0,5 mL silipernatant yeni tiiplere transfer
edilerek 100 mL distile su da 30,5 gr amonyum asetat, 0,6 mL mutlak asetik asit ve 0,4
mL asetilasetondan olusan Nash reaktifinden 0,5 mL eklendi. Renk olusumu i¢in 10
dakika 50 °C sicaklikta inkiibasyonun ardindan 412 nm’de spektrofotometrik olarak
kore karsi olgiildii. Standart olarak kullanilan formaldehitin farkli konsantrasyonlari
yardimi ile olusturulan kalibrasyon grafiginin egiminden yararlanilarak aktiviteler
hesaplandi. Enzim aktiviteleri sirasiyla, eritromisin N-demetilaz (END), N-
nitrosodimetilamin N-demetilaz (NDMA-ND), kafein N-demetilaz (CN3D) ve 4-
dimetilamino anti piren N-demetilaz (Amino piren N-demetilaz APND) olarak

isimlendirilmektedir. Bu enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar asagidaki gibidir.

HEC> H
N—N=— > >N—N:O
H3C . H,C
NADPH,H NADP'
MN-nitroso N—m:trus.u
dimetilamin metilamin
02 HEU

Sekil 2.2 N-nitrosodimetilamin N-demetilasyon
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Sekil 2.3 Kafein N-demetilasyonu
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Sekil 2.4 Eritromisin N-demetilasyonu

5{? \

-Cl.'.l

) MAGPH, H rAD
Dimetilaminoazofen
(Aminopyrine) Metilaminoazofen

hﬂ:l

Sekil 2.5 Aminopyrine N-demetilasyonu
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Tablo 2.2 N-demetilaz aktivite tayinleri i¢in inkiibasyon karisiminin bilesenleri

Stok Soliisyonlar Eklenen Son
Hacim Konsantrasyon
(mL)

400 mM HEPES tamponu pH 7.5 (APND igin) 100 mM
pH 7.7 (NDMA-ND igin) 50 mM
pH 7.8 (END ve CN3D i¢in) 0,125 50 mM

Substrat
1 mM 4-dimetilaminoantipiren 0,100 0,1 mM
25 mM N-nitrosodimetilamin 0,100 2,5 mM
50 mM Eritromisin 0,100 5 mM
1 mM Kafein 0,100 0,1 mM

Mikrozomal protein (karaciger)

APND ve CN3D i¢in 2 mg/mL
NDMA-ND, END i¢in 1 mg/mL

Ultra Saf Su (USS) su 0,5 mL’ye
APND, CN3D, NDMA-ND, END i¢in tamamla

NADPH Uretim Sistemi 0,075 0,50 mM
100 mM Glikoz 6-fosfat 0,025 mL 2,5 mM
100 mM MgCl, 0,025 mL 2,5 mM
200 mM Hepes tamponu pH 7,8 0,073 mL 14,6 mM
20 mM NADP" 0,025 mL 0,5 mM
500 u Glikoz 6-fosfat dehidrogenaz 0,001 mL 0,5u

Toplam hacim
APND, CN3D, NDMA-ND, END i¢in 1 mL

2.2.3.3 Alkoksirezorufin O-Dealkilaz (AROD) Aktiviteleri Tayini
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Sekil 2.6 Alkoksirezorufine dealkilasyon

Hazirlanan ¢ipura (Sparus aurata) karaciger mikrpzomlariin AROD aktivitesi
Burke ve Mayer (1974) metodu ile tespit edildi. Bu aktivite tayininde substrat olarak 7-
etoksirezorufin, 7-metoksirezorufin, 7-pentiloksirezorufin ve 7-benziloksirezorufin
kullanilmistir. Tablo 2.2°de verildigi iizere tipik reaksiyon ortami ImL son hacimde
100mM potasyum fosfat tamponu (pH:7,80); 100mM NaCl; 1,2mg BSA; 100ug
mikrozomal protein; 1,5 uM substrat ve 0,ImM NADPH i¢cermektedir.

Her bir substrat (7-etoksirezorufin, 7-metoksirezorufin, 7-pentiloksirezorufin ve 7-
benziloksirezorufin) i¢in enzim aktiviteleri sirasiyla; etoksirezorufin O-deetilaz
(EROD), pentiloksirezorufin O-depentilaz (PROD), metoksirezorufin O-demetilaz
(MROD) ve benziloksirezorufin O-debenzilaz (BROD) olarak isimlendirilmektedir.

Reaksiyon c¢ozeltisinin hazirlanmasinda Tablo 2.3°de belirtilen hacimlerde stok
cozeltilerden alarak, florometre kiivetinde 1 mL reaksiyon karigimi hazirlandi.
Reaksiyon en son substrat ilave edilerek baslatildi ve reaksiyon Gary Eclipse (Varian
Ltd., 28 Manor Road, Walton-on-Thames, Surrey KT12 2Qf, England) Florometre’de 2
dakika boyunca takip edildi. Son olarak, reaksiyon karigimina i¢ standart olarak
rezorufinin bilinen miktar1 eklendi ve florosans’taki artis kaydedildi. Enzim aktiviteleri,

rezorufin eklenmesinin neden oldugu florosans artis kullanilarak hesaplandi.

Tablo 2.3 AROD aktivite dl¢iim karigiminin igerigi

Stok Soliisyonlar Eklenen hacim Son konsantrasyon
(mL)
400 mM KPi tamponu pH7,8 0,25 100 mM
1 M NaCl 0,10 100 mM
12 mg/ml BSA 0,10 1,2 mg
Mikrozomal protein 1 mg/mL 0,10 100 pg
Substrat 0,15
10 um 7-Etoksirezorufin 1,5 uM
1,5 mM 7-metoksirezorufin 0,225 uM

0
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1,5 mM 7-pentiloksirezorufin 0,225 uM
1,5 mM 7-benziloksirezorufin 0,225 uM
NADPH Uretim sistemi 0,15 0,50 mM
Ultra saf su (USS) 1,0 mL’ye
tamamla
Toplam hacim 1,0 mL

2.2.3.4 Sitozolik Glutatyon S-Transferaz Aktivite Tayini

2.2.34.1 I-Kloro-2,4-Dinitrobenzen (CDNB) Aktivitesi

Cl sG
N
GSH + oz i) NOe
—
Rediikte NOE NOE
glutatyon CDINE 2 4-doutrofeml
glutatyon

Sekil 2.7 GST-CDNB enzimatik reaksiyonu

Hazirlanan c¢ipura sitozollerinde GST aktivitesi 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
substrat1 kullanilarak Habig vd, (1974) tarafindan 6nerilen spektrofotometrik metotla ve Sen
ve Kirikbakan’in optimize ettigi sartlar kullanilarak tayin edildi. Habig metodu, GST
tarafindan CDNB ile GSH konjligasyonu sonucu olusan 24-dinitrofenil glutatyon
kompleksinin 15181 340 nm’de absorpsuyonuna dayanmaktadir.

Tablo 2.4’deki gibi tipik reaksiyon ortami son 1 mL hacimde 100 mM potasyum
fosfat tamponu (pH 7,50); 1 mM rediikte glutatyon (GSH); 25 pg sitozolik protein ve 1
mM CDNB icermektedir.
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Tablo 2.4 Tipik GST-CDNB aktivite 6l¢iim karigiminin igerigi

Stok ¢ozeltiler Eklenen Son
hacim (mL) konsantrasyon

400 mM KPi tamponu pH 7,5 0,250 100 mM

50 mM GSH 0,020 1 mM

20 mM CDNB 0,050 1 mM
Sitozolik protein 0,050 50 pug
Ultra saf su (USS) 0,630 -
Toplam 1 -

Reaksiyon ¢ozeltisinin hazirlanmasinda Tablo 2.4’de belirtilen hacimlerde stok
cozeltilerden alinarak, spektrofotometre kiivetinde 1 mL reaksiyon karigimi hazirlandi.
Reaksiyon en son CDNB ilave edilerek baslatildi ve reaksiyon 10 sn’lik bir bekleme
stiresinden sonra absorbans degisimi Shimadzu UV-1600A Spektrofotometre de 340
nm'de 1 dakika boyunca takip edildi. Enzim aktiviteleri, elde edilen dakikada absorbans

degisimleri ve 9,6 mM'".cm'™ olan molar absorblama katsays1 kullamlarak hesaplandi.

2.3. istatiksel Analizler

Elde edilen sonuglar her biri veri noktasi i¢in Oratalama + Standart Sapma olarak
ifade edilmistir. Farkli gruplar icinde ve arasinda kayda deger bir fark olup olmadigini

analiz etmek i¢in One Way Anova, Tukey ve Dunnet testleri uygulandi.
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3. BULGULAR

3.1 Cipura (Sparus aurata) Bahg1 Cesitli Dokularin Protein Miktarlar:
Postmitokondriyal, sitozolik ve mikrozomal fraksiyonlarin protein miktarlarini
hesaplamak icin 0’dan 200 mg BSA’ya kadar olan standart BSA egrisi kullanild1 (Sekil

3.1). Her bir nokta iki 6l¢iimiin ortalamasidir.
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Sekil 3.1 Protein miktari tayini i¢in 6rnek BSA kalibrasyon egrisi

3.2 Cipura (Sparus aurata) Bah@1 Karaciger Mikrozomal MO Aktiviteleri

3.2.1 Anilin 4-Hidroksilaz Aktivite Tayini

Cipura (Sparus aurata) baligi karaciger mikrozomlarindaki anilin 4-hidroksilaz
aktivitesi, Imai ve ark., (1966) tarafindan Onerilen metoda gore 630 nm’de

spektrofotometrik olarak, p-aminofenol (pAP) miktarinin dl¢iilmesiyle tespit edildi.

Yapilan calismada ¢ipura baliginin 0-24 ayhik gelisim evrelerindeki anilin 4-
hidroksilaz aktiviteleri Ol¢iildii. Elde edilen sonuclar Tablo 3.2°de verilmistir ve Sekil

3.2°de gosterilmistir.



Aktivite (nmol/dakika/mg protein)

Anilin 4 hidroksilaz
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Sekil 3.2 Anilin 4-hidroksilaz aktivitelerinin ¢ipura (Sparus aurata) karaciger

mikrozomlarinda yasa bagl olarak degisimi

Tablo 3.1 Cipura (Sparus aurata) karaciger mikrozomlarinda anilin 4-hidroksilaz

aktiviteleri
Yas Balik Sayisi Anilin 4-hidroksilaz Aktivitesi Ortalama +
(ay) (nmol/dakika/mg protein) Standart Sapma
(8S)
1,5 35 0,003; 0,003; 0; 0,003 0,002 £ 0,001
4 75 0,006; 0,006; 0,006; 0,009; 0,006; 0,007 £ 0,001
0,006; 0,006; 0,006; 0,006; 0,009;
0,006; 0,006
8 52 0,009; 0,012; 0,009; 0,009; 0,009; 0,010 + 0,002
0,012
9 48 0,012; 0,015; 0,015; 0,012; 0,012; 0,014 + 0,002
0,018; 0,012; 0,015; 0,018; 0,012
11 45 0,030; 0,027; 0,030; 0,030; 0,030; 0,03 + 0,002

0,027; 0,030; 0,034; 0,030, 0,030,
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0,030; 0,030; 0,027; 0,027; 0,031;
0,030, 0,027; 0,027

15 36 0,040; 0,037; 0,040; 0,040, 0,040; 0,039 + 0,002
0,037; 0,040; 0,037; 0,037; 0,040;
0,040; 0,037;0,037; 0,040; 0,037,

0,040

20 35 0,049; 0,049; 0,036; 0,036; 0,030; 0,044 + 0,006
0,033; 0,049; 0,036; 0,036; 0,049

24 25 0,055; 0,058; 0,061; 0,055; 0,058; 0,058 + 0,002

0,061; 0,055; 0,058

3.2.2 N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz Aktivite Tayini

Cipura (Sparus aurata) balig1 karaciger mikrozomlarindaki N-Nitrosodimetilamin N-
Demetilaz aktivitesi Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan onerilen Nash metoduna gore

412 nm’de spektrofotometrik olarak formaldehit miktarinin dl¢iilmesiyle tespit edildi.

Cipura (Sparus aurata) balig1 karaciger mikrozomlarinda incelenen N-
Nitrosodimetilamin N-Demetilaz aktivitesinin farkhi gelisim evrelerine bagh olarak degisimi
arastirildi. Calisma sonucunda elde edilen degerler Tablo 3.2°de sunulmustur ve Sekil 3.3°de
gosterilmistir.

NDMA N-demetilaz
0,350 -
0,300 1
0,250 - *
0,200 1
0,150 -

0,100 -

Aktivite (nmol/dakika/mg protein)

0,050 -

0,000

0 5 10 15 20 25 30
Yas (ay)
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Sekil 3.3 N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz aktivitelerinin ¢ipura (Sparus aurata)

karaciger mikrozomlarinda yasa bagli olarak degisimi

Tablo 3.2 Cipura (Sparus aurata) karaciger mikrozomlarinda NDMA-ND aktiviteleri

Yas Balik Sayis1 | N-Nitrosodimetilamin N- Demetilaz Ortalama +
(ay) Aktivitesi Standart Sapma
(nmol/dakika/mg protein) (SS)
1,5 35 0,025; 0,012; 0,025; 0,012 0,019 £ 0,007
4 75 0,038; 0,050; 0,050; 0,038; 0,038; 0,043 + 0,008
0,050; 0,050; 0,038; 0,025; 0,050;
0,050, 0,038
8 52 0,075; 0,088; 0,075; 0,075; 0,075; 0,079 £ 0,006
0,088
9 48 0,088; 0,100; 0,075; 0,100; 0,100; 0,091 + 0,008
0,100, 0,075; 0,100; 0,088; 0,088
11 45 0,162; 0,150; 0,150; 0,150; 0,150; 0,156 + 0,006
0,162; 0,162; 0,162; 0,150; 0,162;
0,150, 0,150; 0,150; 0,162; 0,150;
0,150, 0,162; 0,162
15 36 0,188; 0,188; 0,200; 0,200; 0,188; 0,196 £ 0,01
0,188; 0,188; 0,200; 0,188; 0,212;
0,200; 0,188; 0,212; 0,200; 0,188;
0,212
20 35 0,238; 0,238; 0,212; 0,225; 0,262; 0,241 + 0,02
0,268; 0,262; 0,238; 0,225; 0,275
24 25 0,300; 0,325; 0,338; 0,312; 0,325; 0,323+ 0,014

0,338; 0,312; 0,338

3.2.3 Eritromisin N-Demetilaz Aktivitesinin Tayini

Cipura (Sparus aurata) baligi karaciger mikrozomlarindaki Eritromisin N-Demetilaz
Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan onerilen Nash metoduna gore 412

aktivitesi

nm’de spektrofotometrik olarak formaldehit miktarinin 6l¢iilmesiyle tayin edildi.

Bu calismada ¢ipura (Sparus aurata) baliginin farkli yaslardaki Eritromisin N-Demetilaz

aktiviteleri incelendi. Sonuglar Tablo 3.3°de verilmis olup Sekil 3.4’de gosterilmistir.
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Sekil 3.4 Cipura (Sparus aurata) karaciger mikrozomlarinda Eritromisin N-Demetilaz

aktivitelerinin yasa bagl olarak degisimi

Tablo 3.3 Cipura (Sparus aurata) karaciger mikrozomlarinda eritromisin N-demetilaz

aktiviteleri
Yas Balik Sayisi Eritromisin N- Demetilaz Ortalama +
(ay) Aktivitesi Standart Sapma
(nmol/dakika/mg protein) (SS)
1,5 35 0,012; 0; 0,012; 0,012 0,009 + 0,006
4 75 0,025; 0,025; 0,025; 0,038; 0,025; 0,030+ 0,010
0,025; 0,038; 0,063; 0,025; 0,025;
0,025; 0,025
8 52 0,050; 0,038; 0,063; 0,050; 0,050; 0,048 +£ 0,010
0,038
9 48 0,062; 0,050; 0,062; 0,050; 0,062; 0,056 + 0,006
0,050, 0,050; 0,062; 0,050, 0,062
11 45 0,062; 0,100; 0,138; 0,125; 0,112; 0,099 £ 0,018

0,087 0,062; 0,112; 0,100; 0,112;
0,100; 0,100; 0,088; 0,088; 0,100;
0,100, 0,088; 0,100
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15

36 0,125; 0,138; 0,125; 0,112; 0,138; 0,128 = 0,008
0,125;0,112; 0,138; 0,138; 0,125;
0,125; 0,125; 0125; 0,138; 0,125;
0,138

20

35 0,150; 0,150; 0,150, 0,112; 0,150; 0,144+ 0,012
0,150, 0,138; 0,138; 0,150; 0,150

24

25 0,188; 0,175; 0,188; 0,188; 0,200; 0,189 + 0,008
0,188; 0,200; 0,188

3.2.4 Kafein N-Demetilaz Aktivitesinin Tayini

Cipura (Sparus aurata) balig1 karaciger mikrozomlarindaki Kafein N-Demetilaz

aktivitesi

Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan 6nerilen Nash metoduna gore

formaldehit miktarinin 412 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesiyle tespit edildi.

Cipura (Sparus aurata) balig1 karaciger mikrozomlarinda incelenen Kafein N-

Demetilaz aktivitesinin 0-24 aylik gelisim evrelerine bagh olarak degisimi arastirildi. Calisma

sonucunda elde edilen degerler Tablo 3.4’de sunulmustur ve Sekil 3.5’de gosterilmistir.

Aktivite (hnmol/dakika/mg protein)

0,500 ~
0,450 -
0,400 -
0,350 -
0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -
0,100 -

0,050 -

0,000

Kafein N-demetilaz

Yag (ay)
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Sekil 3.5 Cipura (Sparus aurata) karaciger mikrozomlarinda Kafein N-Demetilaz

aktivitelerinin yasa bagl olarak degisimi

Tablo 3.4 Cipura (Sparus aurata) karaciger mikrozomlarinda kafein N-demetilaz

aktiviteleri
Yas Balik Sayisi Kafein N- Demetilaz Aktivitesi Ortalama =+
(ay) (nmol/dakika/mg protein) Standart Sapma
(8S)
1.5 35 0,450; 0,450, 0,425; 0,425 0,438 +0,014
4 75 0,375; 0,400; 0,400; 0,400; 0,350; 0,383 £ 0,025
0,350; 0,375; 0,350; 0,400; 0,375;
0,400; 0,350
8 52 0,275; 0,250; 0,250, 0,275; 0,250; 0,258 +£ 0,013
0,250
9 48 0,300; 0,275; 0,300; 0,275; 0,300; 0,292 + 0,017
0,225; 0,300; 0,275; 0,275; 0,300
11 45 0,175; 0,200; 0,175; 0,175; 0,150; 0,193 + 0,027
0,200; 0,250; 0,250; 0,175;0,175;
0,200; 0,200, 0,175; 0,200, 0,225
15 36 0,150; 0,150; 0,125; 0,175; 0,100; 0,152+ 0,020
0,150; 0,175; 0,150; 0,150; 0,150;
0,150; 0,175; 0,150, 0,150; 0,150;
0,175
20 35 0,125; 0,125; 0,150, 0,175; 0,150; 0,145+ 0,019
0,125; 0,125; 0,175, 0,150, 0,150
24 25 0,075; 0,075; 0,050; 0,075; 0,075; 0,069 + 0,012

0,050; 0,075, 0,075

3.2.5 Amino piren N-demetilaz Aktivitesinin Tayini

Cipura (Sparus aurata) balig1 karaciger mikrozomlarindaki 4-Dimetilamino antipiren

N-Demetilaz aktivitesi Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan onerilen Nash metoduna gore

412 nm’de spektrofotometrik olarak formaldehit miktarinin dl¢tilmesiyle tayin edildi.

Bu ¢aligmada c¢ipura (Sparus aurata) baliginin farkli gelisim gruplarindaki, amino

piren N-demetilaz aktiviteleri incelendi. Sonuglar Tablo 3.5’de verilmis ve Sekil 3.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 3.6 Cipura (Sparus aurata) karaciger mikrozomlarinda Aminopiren N-Demetilaz

aktivitelerinin yasa bagl olarak degisimi

Tablo 3.5 Cipura (Sparus aurata) karaciger mikrozomlarinda aminopiren N-Demetilaz

aktiviteleri
Yas Balik Sayisi Aminopiren N- Demetilaz Ortalama +
(ay) Aktivitesi Standart Sapma
(nmol/dakika/mg protein) (SS)
1,5 35 0,950; 0,925; 0,925; 0,975 0,944 + 0,024
4 75 0,825; 0,875; 0,875; 0,875; 0,825; 0,852 + 0,027
0,875; 0,825; 0850; 0,875; 0,875;
0,875; 0,850
8 52 0,750; 0,725; 0,725; 0,750; 0,725; 0,733+ 0,013
0,725
9 48 0,700, 0,675; 0,675; 0,600; 0,675; 0,668 + 0,026
0,675; 0,675; 0,650; 0,675
11 45 0,325; 0,325; 0,300; 0,275; 0,325; 0,311 +0,015
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0,300; 0,300; 0,325 0,325; 0,300;
0,325; 0,300; 0,325; 0,300; 0,300;
0325; 0,325; 0,300

15

36

0,225; 0,200; 0,175; 0,225; 0,200,
0,175;0,200; 0,225; 0,150; 0,225;
0,175;0,225; 0,175; 0,225; 0,175;
0,200

0,198 = 0,025

20

35

0,100, 0,100; 0,125; 0,125; 0,100;
0,125; 0,100, 0,125; 0,100; 0,125

0,115+0,013

24

25

0,050; 0,075; 0,050; 0,050; 0,050;
0,050; 0,050; 0,075

0,056 £ 0,011

3.2.6 Etoksirezorufin O-Deetilaz (EROD) Aktivitesinin Tayini

Cipura (Sparus aurata) baligi karaciger mikrozomal Etoksirezorufin O-Deetilaz

aktivitesi florometrik olarak Burke ve Mayer (1974) metodu kullanilarak tespit edildi.

Cipura (Sparus aurata) baligi karaciger mikrozomlarinda incelenen EROD

aktivitesinin 0-24 aylik gelisim periyotlarina bagh olarak degisimi aragtirildi. Caligma

sonucunda elde edilen degerler Tablo 3.6’de sunulmustur ve Sekil 3.7°de gosterilmistir.
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Sekil 3.7 Cipura (Sparus aurata) karaciger mikrozomlarinda EROD aktivitelerinin yasa

bagl olarak degisimi

Tablo 3.6 Cipura (Sparus aurata) karaciger mikrozomlarindaki EROD aktiviteleri

Yas Balik Sayisi EROD Aktivitesi Ortalama +
(ay) (pmol/dakika/mg protein) Standart Sapma
(8S)
1.5 35 Gozlenmedi -
4 75 Gozlenmedi -
8 52 Gozlenmedi -
9 48 89,61; 88,74; 89,13; 86,84; 87,47; 88,63 £ 1,1
88,58; 89,61; 90,08; 87,16; 89,05
11 45 273.8; 286,5; 272,6; 288; 272,2, 280,8 £ 7,4
274.,9; 288,2; 272,9; 289,3; 273,6
287.4;274,5; 273,6; 275,1; 286,7;
288,9; 289,1; 287,4
15 36 421,6; 445,6; 399,5; 401,2; 416,8; 423,9+ 18,0
421,5; 404,4; 411,0; 450,2; 448.,2;
439,6; 427,9; 403,6; 398,9; 426,2;
431,0; 447,0; 435,9
20 35 631,1; 630,6; 635,3; 628,8; 822,1; 667,4 + 81,6
637,3; 821,7; 628,7; 619,5; 619,3
24 25 989,3; 979,9; 1009,2; 1003,6; 998,4 + 13,7

996,6; 1001,0; 1013,4; 1021,1;
986,5; 983,4
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3.2.7 Pentoksirezorufin O-Depentilaz (PROD) Aktivitesinin Tayini

Cipura (Sparus aurata) baligi karaciger mikrozomlarindaki Pentoksirezorufin O-
Depentilaz (PROD) aktivitesi florometrik olarak Burke ve Mayer (1974) metodu
kullanilarak tespit edildi.

Cipura (Sparus aurata) baligi karaciger mikrozomlarinda incelenen PROD
aktivitesinin yasa bagl olarak degisimi arastirildi. Calisma sonucunda elde edilen degerler

Tablo 3.7°de sunulmus ve Sekil 3.8°de gosterilmistir.
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Sekil 3.8 Cipura (Sparus aurata) karaciger mikrozomlarinda PROD aktivitelerinin yasa

bagli olarak degisimi
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Tablo 3.7 Cipura (Sparus aurata) karaciger mikrozomlarindaki PROD aktiviteleri

Yas Balik Sayisi PROD Aktivitesi Ortalama +
(ay) (pmol/dakika/mg protein) Standart Sapma
(8S)

1,5 35 Gozlenmedi -

4 75 Gozlenmedi -

8 52 Gozlenmedi -

9 48 Gozlenmedi -

11 45 Gozlenmedi -

15 36 274,8; 286,5; 273,6; 288,0; 273,2; 285,6 £ 20,9

275,9; 287,3; 275,6; 276,4; 275,5;
274,6; 275,1; 285,6; 287,8

20 35 319,9; 319,9; 342,8; 320,3; 411,2; 350,1 £37,6
411,2; 357,8; 357,8; 357,9; 302,3
24 25 623,5; 629,6; 599,8; 609,4; 631,5; 613,7+ 16,4

627,0; 587,9; 601,1; 624,2; 619,9

Pentoksirezorufin O-Depentilaz (PROD) aktivitesi, farkli yaslardaki ¢ipura (Sparus
aurata) balig: karaciger mikrozomlarinda 6l¢iilmiis ve Pentoksirezorufin O-Depentilaz
(PROD) aktivitesinin 0-24 aylik gelisim periyotlarinda artis gosterdigi belirlenmistir
(Tablo 3.7).

Benziloksiresorufin O-debenzilaz (BROD) aktiviteleri de ol¢iildii fakat orneklerde bu
enzimlerin aktiviteleri gézlenemedi. 24 ve 20 aylik ¢ipura (Sparus aurata) karaciger

mikrozomlarinda, metoksiresorufin O-demetilaz (MROD) aktivitelari gézlemlendi.

3.3 Cipura (Sparus aurata) Bahg1 Karaciger Sitozolik MO Aktiviteleri

3.3.1 GST-CDNB Aktivite Tayini

Glutatyon S-Transferazlar c¢ipura balig1 karaciger sitozollerinde 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) substrati kullanilarak c¢alisildi. Maksimum enzim aktivite
optimum sartlar tespit edildi. GST aktivitesi spektrofotometrik olarak 340 nm’de Habig
ve ark., (1974a) tarafindan Onerilen metoda gére CDNB substrati kullanilarak tayin

edildi.
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Bu ¢alismada cipura baliginin farkli yaslardaki GST aktiviteleri incelendi. Sonuglar

Tablo 3.8’de verilmis ve Sekil 3.9’da gosterilmistir. GST izozimleri pirimer olarak

sitozolik olmalarindan dolay1 GST aktiviteleri sitoplazmada tespit edildi.

1

Aktivite (nmol/dakika/mg protein)

000 -

900 -

800 -

700 -
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500 -

400 +
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200 -

100 4

10 15 20 25
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Sekil 3.9 GST-CDNB aktivitelerinin ¢ipura (Sparus aurata) karaciger sitozollerinde

yasa bagli olarak degisimi

Tablo 3.8 Cipura (Sparus aurata) karaciger sitozollerindeki GST-CDNB aktiviteleri

Yas Balik Sayisi GST Aktivitesi Ortalama +
(ay) (nmol/dakika/mg protein) Standart Sapma
(SS)
1,5 35 17,92;17,5; 17,08; 18,33 17,71 £ 0,54
4 75 29,38; 27,08; 25,62; 25,41, 27,29; 26,81 £ 1,77
25,62; 23,96; 25; 29,37; 27,29;
28,96; 26,67
8 52 36,25; 36,04; 38,75; 42,71; 43,75; 40,69 + 4,34
46,67
9 48 318,3; 319,2; 300,2; 275,4; 259,2; 295,2+25,0
262,3; 320,4; 321,2; 300,2; 275,4
11 45 571,2; 571,7; 510,2; 516,2; 573,3; 511,6 £54,3
573,7; 525; 518,3; 450,2; 492,9;
563,1; 522.,9; 565,2; 525; 432,1;
430,8; 434,2; 432,9
20 35 728,5; 703,5; 626,4; 645,2; 699,2; 690,9 +32,0

715,2; 699,2; 715,2; 682,1; 694,2
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4. TARTISMA

Viicudumuza alinan ilaglari metabolize eden enzimlerin aktiviteleri ve
ekspresyonunda; beslenme, tiir, genetik polimorfizm, yas, fizyopatolojik sartlar,
mikrobiyolojik ya da parasitolojik ajanlar gibi bir cok faktér rol oynar. Ozellikle
ilaglarin ve diger kimyasallarin etkileri yasa bagli olarak arastirilmaktadir. Cesitli
sitokrom P450 izozimlerinin ekspres edilmesi, sicanlarda ve insanlarda yaslanma ile
azalmaktadir. Farkli yaglardaki maymunlarla yapilan bir ¢alismada, toplam sitokrom
P450 igeriginin yaslanma ile azaldigi gozlemlenmistir (Akahori vd 2005). Bu
degisimlerin temel mekanizmalar1 genel olarak saptanamamis olmasina ragmen
bir¢oklarinin in vivo metabolizmalarinin yas ile degisiklik gosterdigi bildirilmistir

(Monshouwer ve Witkamp 2000. Akahori vd 2005).

Geng bireylerden yasgh bireylere kadar, ilaglarin absorbsiyon orani, plazma
proteinlerine baglanma dagilimi ve biyotransformasyonlar1 6zellikle insanlarda
arastirilmistir (Nebbia 2001, Nebbia 2003, James vd 2005). Metabolik yollarda rol
oynayan bir ¢ok enzim insanlarda yasa baglh olarak incelenmis olup, bir ¢ok tiirde de
arasgtirilmistir (sigan, kdpek, koyun, domuz, keci ve tavuk) (Kaddouri vd 1990, Kawalek
ve El Said 1990b, Kawalek ve El Said 1994, Coulet vd 1996).

Her ne kadar insan ve (zirai) veterinerlik agisindan énemli olan koyun (Kaddouri vd
1990, Kawalek ve El Said 1990b), sigir (Kawalek ve El Said 1994), tavuk (Coulet vd
1996) vb. gibi tiirler iizerinde yas ile ilaclari metabolize eden enzimlerin degisimi
lizerine c¢alismalar bulunsa da ozellikle baliklar iizerinde bu alanda ¢ok kisitli bilgi
mevcuttur. Bu nedenle bu calismada ¢ipura (Sparus aurata) baliginda ilaglari

metabolize eden enzimlerin yas ile degisimleri arastirilmistir.
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Giinlimiizde bilinen 21.000 farkli balik tiirti bulunmakta ve bu baliklar ¢ok farkli
ortamlarda yasayabilmektedirler. Buna bagli olarakta, cevreyi ilgilendirmesinden dolay1
balik monooksijenaz sistemine olan ilgi artmaktadir. Sitokrom P450 formlari arasinda
sitokrom P4501A1 karsinojenlerin, mutajenlerin ve gevresel kirleticilerin metabolize

edilmesinde 0nem arz etmektedirler.

Izmir’deki gida, icecek, deri, bitki yag1, sabun, kimya, metal, plastik, boya ve tekstil
endiistrilerinin atiklar1 nedeni ile korfez sularinin agir metalleri, poliklorlu bifenil ve
tiirevlerini, poliaromatik hidrokarbonlari, klorlu benzofuranlari ve dioksin gibi dayanikli
organik kimyasallar1 i¢erdigi muhakkaktir. Suda dogal olarak pargcalanmayan bu
bilesikler baliklarda ve insanlarda birikmekte ve ¢esitli toksik etkilerinin yani sira
karsinojenik ve mutajenik etki yapmaktadirlar (Aring vd 2002). Organizmalar igin bu
bilesiklerin en 6nemli sorunu viicutta gesitli toksisiteler olusturmasidir. Bu tiir bilesiklerin
viicuttan uzaklastirilmalart i¢in ¢&ziiniir hale getirilmeleri ve organizma disina atilmalar
gereklidir. Sitokrom P450 (CYP) siiper enzim ailesi hem ekzojen ksenobiyotiklerin ve hem
de yag asitleri gibi endojen bilesiklerin metabolizmasinda rol oynayan onemli bir enzim
grubudur. Bu bilesikleri metabolize eden sitokrom P450 enzimlerin aktiviteleri ve
ekspresyonunda; beslenme, tiir, genetik polimorfizm, yas, fizyopatolojik sartlar,
mikrobiyolojik ya da parasitolojik ajanlar gibi bir ¢ok faktdr rol oynar. Ozellikle
ilaglarin ve diger kimyasallarin etkileri yasa bagl olarak calisilmistir (Nebbia 2001,
Nebbia 2003).

Bu calismada hermofrodit ¢ipura (Sparus aurata) baligi karaciger dokusunda ilaglari
metabolize eden sitokrom P450 enzim gruplariin aktivitelerindeki degisim bu baligin
degisik gelisim evrelerinde arastirildi. Bu amacla farkli yas siiflarindaki ¢ipura (Sparus
aurata) baliklari, Izmir; Cesme, Ildirn koyiindeki Pmar Balik iiretim tesisinden
saglandi. Yapilan Ol¢limler sonucunda; cipura (Sparus aurata) balig1 karaciger
mikrozomlarinda EROD aktivitelerinde, yas artisiyla paralel olarak bir artis
gozlemlenmistir (Tablo 3.6 ve 3.7). EROD aktivitesi; 24, 20, 15, 11 ve 9 aylik ¢ipura
(Sparus aurata) baliklarinda yasa bagh olarak degisiklik gosterirken, 8, 4 ve 1,5 aylik
baliklarda EROD aktivitesi gozlenmemistir. 9, 11, 15, 20, 24 aylik cipura (Sparus
aurata) balig1 karaciger mikrozomlarinda EROD aktivitesi sirasiyla birbirine gore; 3,2 /
1,5/ 1,6 / 1,5 kat artig gostermistir. Yapilan dlglimler sonucunda, EROD aktivitesinde
yas artis1 ile artisin gozlenmesi, baliklarin zamanla viicutlarina aldiklar1 ¢esitli

kirleticilerden kaynaklanis olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak daha 6nce bu alanda
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yapilan kirlilik ¢alismalarinda bu bolgenin organik kirlilik agisindan temiz oldugu
goriildii. Bu artisin genel nedeninin baliklarin beslenmesinde kullanilan yem ve kii¢iik

yaslardaki hasta baliklara verilen ilag tiirlerinden kaynaklanmis olabilir.

Yapilan calismalar gostermistir ki, balik sitokrom P450’leri memeli sitokrom
P450’leri ile ortak Ozellikler tasimaktadirlar (Goksoyr ve Forlin 1992, Andersson ve
Forlin 1992, Stegeman 1995, Buhler 1995, Sen ve Aring 1998). Bu giine kadar en iyi
karakterize edilmis ve kullanilan biyokimyasal markér sitokrom P4501A bagimlh
karisik fonksiyonlu oksidazlar veya monooksijenazlarin indiiksiyonudur. PCB, PAH,
PCDD ve PCDF gibi organik kontaminatlar balik karacigerinde CYP1A’y1 indiiklerler
(Gelboin 1980, Conney 1982, Kleinow vd 1987, Stegeman ve Lech 1991, Bucheli ve
Fent 1995). CYPIA indiiksiyonu daha sonra ki zamanlarda olusacak 6nemli patolojik

durumlar i¢in erken uyar1 sinyali olarak gorev yapmaktadir (Payne vd 1987).

P4501A1, cesitli organik kimyasallarin oksidasyonunu katalizleyerek onlar1 daha
hidrofilik veya Faz II enzimleri tarafindan ileri konjiigasyonlara ugratilabilecek
formlara donistlirlip viicuttan atilimini saglayan sitokrom P450 bagimli karisik
fonksiyonlu oksidazlarin alt ailesidir. Sitokrom P450 bagimli karisik fonksiyonlu
oksidazlar ayrica yabanci kimyasallarin reaktif ara {riinlere aktivasyonundan da
sorumludur. Ozellikle P4501A1 izozimi, PCB, PAH ve dioksin gibi kimyasallarin
reaktif ara iirlinlere doniisiimlerini katalize eder. PAH’larin bir {iyesi olan, petrol
tirtinlerinde ve endiistriyel atiklarda bulunan benzo(a) piren, mutajenik ve karsinojenik
forma CYP1Al tarafindan katalize edilerek doniisiir (Conney ve Burns 1972,
Heidelberger 1973).

Baliklarda PAH’lar, PCB’ler, dibenzodioksinler ve dibenzofuranlara karsilik
Sitokrom P4501A1°nin indiiksiyonu ve ilgili enzim aktiviteleri, bu alanda yapilmis
cesitli caligmalarda gdsterilmistir (Payne vd 1987, Haasch vd 1989, Goksoyr ve Forlin
1992, Stegeman 1995, Addison 1996, Buhler vd 1998, Aring ve Sen 1999, Aring vd
2000, Aring vd 2001, Van der Oost vd 2003). Yapilan calismalarinda genel amag,
stiphelenilen bolgelerden toplanan baliklardaki CYPIA1 ilgili enzim aktivitelerinin
referans bolgesinden alinan baliklardaki aktiviteler ile karsilastirilmasidir. Ik arazi
caligmalarin ¢ogunda belirtec i¢in karaciger B(a)P hidroksilaz aktivitesinin indiiksiyonu

kullanilmustir.
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Giliniimiizde ise CYPIAI ilgili enzim aktiviteleri 7-etoksirezorufin substrati
kullanilarak yapilmaktadir. 7-etoksirezorufin 0-Deetilaz (EROD) aktivitesinin 6l¢limii
oldukca hassastir ve baliklarda CYP1A1’nin indiiksiyonunu tespit etmek i¢in oldukca
yaygin olarak kullanilmaktadir. izmir kérfezi Akdeniz’in en kirli bolgelerinde biridir.
Endiistriyel ve evsel atiklar, zirai bolgelerden gelen tarimsal miicadele ilaglari, dogal ve
sentetik giibreler, taban sedimentlerinden ve atmosferden korfez yilizeyine yayilan
kimyasallar bilhassa Izmir i¢ kérfezindeki kirlilgi artirmstir. Korfezde, kefal ve dil
baliklarinda CYP1A1 indiikdiyonunun olgiilmesi ile ilgili ¢aligmalar 1995°den beri
yapilmaktadir (Aring ve Sen 1999, Aring vd 2000, Aring vd 2001). Bu g¢aligmalar
korfezin PAH, PCB ve diger direngli prekarsinojen/karsinojen kimyasallar ile oldukga
kontamine oldugunu gdstermistir. Canli organizmalarda biriken kirleticiler, molekiiler
ve hiicre seviyesinde etkilerini gosterirler. Daha sonra, organizmalarda c¢esitli
olumsuzluklara sebep olarak, ileriki yillarda da populasyon ve komiinite seviyesinde

onemli degisikliklere neden olurlar (Aring vd 2002).

Sitokrom P450 1 ailesi enzimleri (CYP1AL, CYP1A2 ve CYPIBI1) , poliaromatik
hidrokarbonlari, poliklorlanmis bifenilleri ve arilaminleri iceren gevresel kontaminantlarin
hidrolize edilmesinde onemli role sahiptirler. Leaver ve George’nin 2000 yilinda yapmis
olduklar bir ¢alismada CYP1 gen ailesi marine flat (Pleuronectes platessa) baligindan izole
edilmistir. CYP1 izoformlarmin aminoasit sekans analizleri bunlarin birbirlerine benzer
ozelliklerde olduklarin1 gostermistir. Elde edilen veriler neticesinde, CYP1B proteininin,
memelilerdeki CYP1B1 proteini ile % 54 aym yapiya sahip oldugu belirlenmistir. CYP1
ailesi ile yapilan bu c¢alisma gostermistir ki CYP1A’nmin dokularda PAH-bagimmh
indiiksiyonunun artmasimnin yaninda CYP1B beta naftoflavonun ve PAH gibi diger uyaricilar

ile de artis gostermektedir (Leaver ve George 2000).

Elde edilen verilere bakildiginda, EROD aktivitesinin gdzlenmesine karsin MROD
aktivitesi sadece 24 ve 20 aylik ¢ipura (Sparus aurata) karaciger miktozomlarinda

gbzlendi.

EROD aktivitesi ile karsilastirildiginda, MROD aktivitesinin ayni yaglardaki baliklarda
tespit edilememis olmasi, bu iki aktivitenin farkli izozimlece katalizleniyor olabilecegini
ortaya koymaktadir. Bu tezin tespiti i¢in daha ileri diizeyde, gen ve protein diizeyinde

calismalar gerektirmektedir.
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PROD aktivitelerinde, yas artisiyla paralel olarak bir artis gézlemlenmistir (Tablo
3.7). PROD aktivitesi; 24, 20 ve 15 aylik baliklarin karaciger mikrozomlarinda, gelisim
periyotlar ile iliskili olarak degisiklik arz ederken, 11, 9, 8, 4 ve 1,5 aylik baliklarin
karaciger mikrozomlarinda PROD aktivitesi tespit edilmemistir. 15, 20, 24 aylik ¢ipura
(Sparus aurata) balig1 karaciger mikrozomlarinda PROD aktiviteleri sirasiyla birbirine
gore; 1,2 / 1,8 kat artis gostermistir ve artis diizenlidir. Eger 24 ay iistii yaslardaki
baliklarda da PROD aktivitesine bakilmis olsa idi muhtemelen artis devam edecekti.
Cipura (Sparus aurata) karaciger miktozomlarinda PROD aktivitesinin gézlenmesine

karsin BROD aktivitesinin gdzlenmemistir.

PROD aktivitesi baliklarda, CYP2B ve benzeri izozimlerce katalizlendigi
bilinmektedir (Font vd 1998). Bu P450 izoformlar1 testesteron metabolizmasinda (15 o
hidroksilasyonu vb) rol aldig1 diisiiniildiigiinde, PROD aktivitesinin gen¢ ve ergin
olmayan bireylerde gozlenmemesi ve erginlesmeye baslamis baliklarda goézlenmesi
normaldir. Ciinkii bu baliklarda testesteron diizeyi ancak yeni yeni belirli diizeylere
ulagmaya baslamistir. Eger bu calismada daha yasl (36 aylik gibi) baliklarda da bu
aktivite tayini yapilabilmis olsa idi, muhtemelen PROD aktivitesinin daha da artmis

olmas1 gozlenecekti.

Her nekadar Anklay vd 1987, 3-MC ile muamele edilmis “channel cathfish
(Ictalurus punctatus)” baliklarinda BROD ve MROD aktivitelerinde artis oldugu
bulunabilmis olmasina ragmen benzer sonuglar baska ¢alismalar ile tekrarlanmamis ve
literatlirde rapor edilmemistir. Ayrica bir ¢ok balikta BROD aktivitesi dl¢iilememis ya
da olgiilemeyecek kadar diisiik bildirilmistir. Bu nedenle baliklardaki PROD ve BROD
aktivitelerinin, memelilerde katalizleyen CYP2B izoformlarinca katalizlendigi veya
farkli formlarca katalizlendigi tam net degildir. Bu aktiviteler memelilerde PB ile
indiiklenmelerine ragmen baliklarda bu etki gozlenmemistir (Addison vd 1987,
Tatarazako vd 2002). Bu nedenle bizim bu c¢alismamizda da BROD aktivitesi

gbzlememis olmamiz literatiir verileri ile uygunluk gostermektedir.

Glutatyon S-tranferazlar bir ¢ok elektrofilik madde ile glutatyon konjiigasyonunu
katalize eden ¢ok fonksiyonlu izozimler ailesidir. GST’ler karsinojen metabolizmasinda
da rol oynarlar. Cesitli dokularda GST’lerin bir ¢ok izozimleri tanimlanmistir (Noda vd
2000, Prapanthadara vd 2000). Detoksifikasyon metabolizmasinda yer alan, Glutatyon

S-transferazlar (GST’ler), yaslanma ve kimyasal stres ile degisim gosterirler
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(Tchaikovkaya vd 2005). Morgado ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada; 70 giinliik
ve 18 aylik sican karacigerlerinde GST aktivitesinin degisimi Olcililmiistiir. Analiz
sonucunda yash (18 aylik) sican karacigerlerindeki GST aktivitesinin daha yliksek
oldugu bulunmustur. (Morgado vd 2003). White-Footed (Peromyscus leucopus) disi ve
erkek micelarda da GST aktivitesinin yasla degisimi incelenmis ve yas artis1 ile GST

aktivitesinin azaldig1 bulunmustur (Guo vd 1993).

Bu calismada; farkli yas gruplarindaki (20, 11, 9, 8, 4 ve 1,5 aylik) cipura (Sparus
aurata) baliklari, karaciger sitozollerinde GST-CDNB aktiviteleri tayin edildi (Tablo
3.9). Yapilan Oolgiimler sonucunda; ¢ipura (Sparus aurata) baligi karaciger
sitozollerindeki GST-CDNB aktivitelerinde, yas artisiyla paralel olarak bir artig
gbzlemlenmistir. 1,5, 4, 8, 9, 11, 20 aylik ¢ipura (Sparus aurata) baliklari, karaciger
sitozollerinde GST-CDNB aktiviteleri sirasiyla birbirine gore; 1,5/ 1,5/7 /1,7 /1,3 kat
artis gosterdigi belirlenmis olup en yiiksek aktivite artig1 9 aylik ¢ipura (Sparus aurata)
baliklari, karaciger sitozollerinde gozlemlenmistir. Faz II enzimlerinden olan GST-
CDNB aktivitelerinin farkli yas gruplarinda oOl¢lilmesi sonucunda yas artisi ile bu
enzimin aktivitesinde artisin oldugu bulunmasi, Faz I enzimi olan EROD aktivitesi ile
baglantili olarak, bu enziminde aktivitesinin yas artis1 ile artmasi, EROD
aktivitelerindeki artisi dogrulamaktadir. Farkli bir tiir olan sicanlarda da, farklh
yaslardaki GST aktivitesi Ol¢iilmiis, yasli siganda GST aktivitesinin arttig1
belirlenmistir. Bu ¢alismada kullanilan ¢ipura (Sparus aurata) balig: ile benzer sekilde
yas artist ile viicuda almmis yabanct maddelerin metabolizmasinin hizlandigi

goriilmiistiir. Bu durum insanlarda bu sekilde degildir.

Insanlarda viicuda alman ksenobiyotiklerin metabolize edilme hizlar1 zamanla
azalmakta, bununla baglantili olarak viicutta olusan serbest radikal ve istenmeyen
reaktif tirlinlerin olugsumu artmaktadir. Benzer sekilde disi atlarla yapilan bir ¢alismada
da GST aktivitesi yas artist ile azalmistir. GST enzimleri farkli tiirlerde, farkli
diizeylerde ekspres edilmektedir. Ayrica yas, hormonal gibi endojen veya gevresel
(inhibitorler) faktorler aktivitelerdeki degisime neden olmus olabilir. Bu ¢alismada da
yas faktoriinilin etkisi incelenmis ve farkli gelisim evrelerinde, yas artis1 ile GST-CDNB

aktivitesinin artig gosterdigi belirlenmistir.

Calismamizda farklir gelisim periyodundaki (1,5, 4, 8, 9, 11, 15, 20 ve 24 aylik)

cipura (Sparus aurata) baliklarinda anilin 4-hidroksilaz aktiviteleri 6l¢iilmiis ve bu yas
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grubundaki baliklardaki aktivite degerlerinin sirasiyla birbirine gore; 3,5 / 1,43 / 1,40 /
2,1/ 1,3/ 1,13 / 1,32 kat artig gosterdigi bulunmustur. Aktivitedeki artisin en ¢ok
oldugu periyot 1,5-4 aylik gelisim evresinde goriilmiistiir. Genel olarak anilin 4-
hidroksilaz’in, 1,5 aylik baliklardaki aktivitesi 0,002 + 0,001 nmol/dakika/mg protein
iken 24 aylik baliklardaki aktivitesi 0,058 + 0,002 nmol/dakika/mg protein olarak
bulunmustur. Bu sonuglar yas artisi ile, anilin 4-hidroksilaz aktivitesinin yaklagik 29 kat
artigin1 gdstermektedir. Bu artisa balik beslenmesinde kullanilan azot igeren yem ve
ilaclarin yani sira Pimar LTD. ’nin diger birimlerindeki bazi1 yag agirlikli atiklarin besin
olarak kullanilmasindan kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirdii. Viicuda alinan azotlu
gida maddelerinin metabolize edilmesi sirasinda muhtemelen P450LM3a geninin
indiiksiyonu artmaktadir. Bu genin indiiksiyonunun artmasi, viicuda alinan ¢esitli besin

maddelerinin hidroksile edilerek polaritelerinin artirilmasini igermektedir.

NDMD N-demetilaz aktiviteleri; 1,5, 4, 8, 9, 11, 15, 20 ve 24 aylik c¢ipura (Sparus
aurata) baliklar1 karaciger mikrozomlarinda incelendi ve her bir yas grubunun
aktiviteleri arasindaki artis sirasi ile birbirine gore; 2,26 / 1,84 / 1,15/1,71 /1,26 / 1,23
/ 1,34 kat olarak bulunmustur. En fazla aktivite artis1 1,5-4 aylik gelisim evresinde
gozlemlenmistir. Disaridan besin ve diger yollarla alinan, nitrosoamin bilesikleri,
P450LM3a geninin indiiksiyonunu artirmaktadir. Bu nedenle nitrosoamin ve diger
karsinojen meddelerin biyotransformasyonunda rol almalarindan dolayr 6nem
kazanmistir. Elde edilen sonuglara gore, ilk 4 ayda NDMD N-demetilaz aktivitesi daha
fazla artis gostermekle birlikte, 24 aya kadar diizenli bir sekilde artmaktadir. Eger
Olclimlerimiz 24 ay sonrasida devam etmis olsa idi muhtemelen bu artis devam
edecekti. N-Nitrosodimetilamin N-demetilaz, 1,5 aylik baliklarda 0,019 + 0,007
nmol/dakika/mg protein aktivite gosterirken 24 aylik baliklarda 0,323 + 0,014
nmol/dakika/mg protein aktivite gostermistir. Bu sonuglar, N-Nitrosodimetilamin N-

demetilaz aktivitesinin yaklagik 17 kat arttigin1 gostermektedir.

Sicanlarda obezitenin CYP2E1’nin {izerindeki etkisi, 1990 yilinda Raucy ve
arkadaslan tarafindan test edilmistir. Hepatik CYP2E1 seviyelerinin bu hastaliktan
yiikseldigini bulmuslardir. Yogun enerji (enerji-dense) diyeti ile obez hale getirilmis rat
karaciger mikrozomlarinda ve toplam P450 iceriginde %28 yiikselme gdzlenmistir.
CYP2E1 ile iliskili katalitik aktivitelerinden NDMD N-demetilasyon %66, anilin

hidroksilasyon %52, p-nitrofenol hidroksilasyonu %28 kuvvetlenmistir. Tersine obezite
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ratlarda P4502C11 ve P4503A1 ile bagintili benzfetamin N-demetilasyonu ve

eritromisin N-demetilasyonunu degistirmemistir (Raucy vd 1990).

2003 yilinda atlarla yapilan bir ¢calismada; atlarin hepatik olarak ilaglart metabolize
etme kapasiteleri yasa bagli olarak yasama siirecleri i¢inde karakterize edilmistir.
Yaslar1 1 yil ile 12 yi1l arasinda olan 50 disi atin karaciger mikrozomlarinda, sitokrom
P450 bagimli monooksijenazlar, karboksilesterazlar ve transferazlar analiz edilmistir.
CYP2B, CYP2E, CYP3A enzimleri western immunobltting yapilarak miktarlarinin yas
artisina bagl olarak arttigi gozlemlenmistir. Ayn1 Orneklerde glutatyon S-transferaz
aktivitesi arastirilmig ve bu enzimin aktivitesinin yas ilerledik¢e azaldigi bulunmustur.
Bu atlarin yaglar1 artttkca; EROD, MROD, BROD, Anlin 4-hidroksilaz, NDMA N-
demetilaz, Eritromisin N-demetilaz, Benzo(a)piren hidroksilaz, Benzphetamin N-
demetilaz ve Etilmorfin N-demetilaz aktivitelerinde artis tayin edilmistir. Aminopiren
N-demetilaz aktivitesinde dikkate deger bir degisim gozlemlenmemistir (Nebbia vd

2003).

White-Footed (Peromyscus leucopus) micelarla yapilan bir ¢caligmada; 6, 8, 12, 18,
24, 30, 36 ve 48 aylik disi ve erkek denekler kullanilarak, EROD, PROD, NDMA-N-
demetilaz ve GST aktivitelerinin yagla degisimi incelenmistir. PROD ve NDMA-N-
demetilaz aktiviteleri disi micelarda yas artis1 ile azalma gostermistir. Fakat Erkek
micelarda sadece PROD aktivitesi azalma gostermisti. NDMA-N-demetilaz
aktivitesinde dikkate deger bir artis gozlemlenmemistir. Erkek yetiskin micelarda,
disilere oranla daha yiiksek EROD aktivitesi gozlenmistir. Faz II enzimlerinden olan
GST aktivitesi de hem disi hemde erkek micelarda yas artis1 ile azalma gostermistir

(Guo vd 1993).

Bu calismada; farkli gelisim evrelerindeki c¢ipura (Sparus aurata) baliklari,
karaciger mikrozomlarinda; anilin 4-hidroksilaz ve N-Nitrosodimetilamin N-demetilaz
aktiviteleri arastirildi. Farkli yas gruplarindaki (1,5, 4, 8, 9, 11, 15, 20 ve 24 aylik)
cipura (Sparus aurata) baliklari, karaciger mikrozumlarinda anilin 4-hidroksilaz ve N-
Nitrosodimetilamin N-demetilaz aktivitelerinde yas artigi ile paralel olarak artis
gozlemlenmistir. Elde edilen bu sonuglar, denek hayvanimizin yag agirlikli

beslenmesinin bu artisa neden olmus olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Siganlarda aksine anilin 4-hidroksilaz, N-Nitrosodimetilamin N-demetilaz
aktivitelerinde yas artis1 ile azalis goriilmistiir. Atlarla yapilan bir calismada, bizim
sonuglarimizla benzer olarak anilin 4-hidroksilaz ve N-Nitrosodimetilamin N-demetilaz
aktivitelerinde yas artis1 ile birlikte artis gézlemlenmistir. White-Footed (Peromyscus
leucopus) disi ve erkek micelarla yapilan bir ¢alismada ise bizim ¢alismamizdan farkli
olarak yaslanma ile NDMA-N-demetilaz aktivitelerinde azalma tespit edilmistir.
Boylelikle sitokrom P450 enzimlerinin aktivitelerinin degisiminde, tiir, cinsiyet, yas ve
beslenme faktoriiniin etkili oldugu bulunmustur. Literatiirde baliklar iizerine yas ile

ilaglar1 metabolize eden enzimlerin degigsimine iliskin ¢ok kisitli bilgi mevcuttur.

Farkl1 yas grubundaki (1,5, 4, 83 9, 11, 15, 20 ve 24 aylik) ¢ipura (Sparus aurata)
baliklar1 karaciger mikrozomlarinda Eritromisin N-demetilaz aktiviteleri ol¢iildii ve
degisik gelisim periyodundaki baliklardaki aktivite artigi sirasi ile birbirine gore; 3,5 /
1,6 /1,16 /1,76 / 1,29 / 1,12 / 1,3 kat olarak belirlenmistir. 1,5 aylik ile 4 aylik balik
karaciger mikrozomlarindaki Eritromisin N-demetilaz aktivite artis1 en fazladir. Diger
balik gruplarinda artis diizenlidir. Cipura (Sparus aurata) balik yavrularinin belli
donemlerde hastalanmaktadirlar ve tedavi amacli olarak bir ¢ok ilag kullanilmaktadir.
Bu kullanilan ilaglar CYP3A27 geninin indiiksiyonunu artirmakta bununla baglantili
olarakta, Eritromisin N-demetilaz aktivitesinde de artis gdzlenmektedir. Eritromisin N-
Demetilaz’in, 1,5 aylik baliklardaki aktivitesi 0,009 + 0,006 nmol/dakika/mg protein
iken 24 aylik baliklardaki aktivitesi, 0,189 + 0,008  nmol/dakika/mg protein olarak
bulunmustur. Bu sonuglar eritromisin N-demetilaz aktivitesinin yaklasik 21 kat attigini

gostermistir.

Sicanlarla yapilan bir ¢aligmada, eritromisin N-demetilaz aktivitesinde degisim
goriilmemistir. Bu da eritromisin N-demetilaz aktivitesinde beslenme disinda bir ¢ok
faktoriin etkisi oldugunu gostermektedir. Atlarla yapilan bir ¢alismada da, bizim
sonuglarimizla benzer olarak eritromisin N-demetilaz aktivitelerinde yas artis1 ile
birlikte artis gézlemlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, sitokrom P450 enzimlerinin
aktivitelerinin degisiminde, tiir, cinsiyet, yas ve beslenme faktorlerin rol oynadig

bulunmustur.

Farkli yas grubundaki (1,5, 4, 8, 9, 11, 15, 20 ve 24 aylik) ¢ipura (Sparus aurata)
baliklari, karaciger mikrozumlarinda kafein N-demetilaz aktiviteleri dl¢iilmiis ve bu yas

grubundaki baliklardaki aktivite azalisi sirasi ile birbirine gore; 1,14 /1,48 /0,88 / 1,5/
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1,27 / 1,1 / 2 kat olarak belirlanmistir. En fazla azalis 20-24 aylik gelisim periyodunda
goriilmiistiir. Genel olarak; kafein N-demetilazin 1,5 aylik baliklardaki aktivitesi, 0,438
+ 0,014 nmol/dakika/mg protein ve 24 aylik baliklardaki aktivitesi 0,069 + 0,012
nmol/dakika/mg protein olarak bulunmustur. Bu sonuglar kafein N-demetilaz
aktivitesinin yaklagik 6 kat azaldigin1 gostermistir. Viicudumuzda kafein evrimsel
olarak vardir ve CYP1A2 geninin indiiksiyonu neticesinde zamanla metabolize
edilmektedir. Yapilan 6l¢iimlerde gostermektedir ki yas ilerledikce, kafein N-demetilaz

enziminin aktiviteside azalmaktadir.

Degisik gelisim evresindeki (1,5, 4, 83 9, 11, 15, 20 ve 24 aylik) ¢ipura (Sparus
aurata) baliklari, karaciger mikrozumlarinda, amino piren N-demetilaz aktiviteleri
incelenmis ve farkli yas grubundaki balik mikrozomlarindaki aktivite azalig1 sirasi ile
birbirine gore; 1,11 / 1,16 / 1,1 / 2,15 / 1,6 /1,72 / 2,05 kat olarak belirlenmistir.
Aktivitedeki azalis yas ilerledikce artmaktadir. 9 aydan sonra gruplar arasinda yaklasik
2 kat azalma gozlenmektedir. Cesitli azot iceren ilag tiirlerinin geng¢ baliklarin
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmasi sonucunda bu enzimin aktivitesi geng¢ baliklarda
daha fazladir ve zamanla metabolize edilmektedir. Bu ilaglar muhtemelen baliklardaki
CYP2C9 geninin indiiksiyonunu artirmaktadir. Amino piren N-demetilazin 1,5 aylik
baliklardaki aktivitesi, 0,944 + 0,024 nmol/dakika/mg protein iken 24 aylik baliklardaki
aktivitesi, 0,056 = 0,011 nmol/dakika/mg protein olarak bulunmustur. Amino piren N-
demetilaz aktivitesinde yaklagik 17 kat azalma belirlenmistir. Calismalarimiz daha
ileriki yaslarda da devam etmis olsaydi muhtemel olarak bu enzimin aktivitesi azalmaya
devam edecekti. Bu enzimle yapilan bir bagka ¢alismada, yaslar1 1 yil ile 12 yil arasinda
olan 50 disi atin karaciger mikrozomlarinda, amino piren N-demetilaz aktiviteleri
Olciilmiis ve dikkate deger bir degisim gdézlenmemistir. Bu da bize bu enzimin
aktivitesinde tiir yas faktoriiniin yaninda tiir ve cinsiyet faktoriinlinde 6nemli oldugunu

gostermistir.

Farkli yas grubundaki bu c¢ipura (Sparus aurata) baliklari, karaciger
mikrozumlarinda kafein N-demetilaz ve Amino piren N-demetilaz aktiviteleride
incelendi. Bu enzimlerin aktivitelerinin her ikisinde de yas artisiyla birlikte azalig
gozlemlenmistir. Kafein organizmalarda evrimsel olarak bulunmaktadir ve bu
nedenledir ki zamanla viicutta metabolize oldugu i¢in geng bireylerde daha fazla Kafein

N-demetilaz aktivitesi goriilmektedir. Bu yas biiylidiikge azalmaktadir.
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4-metilamino antipiren (Aminopiren) N-demetilaz aktiviteside yas artisi ile azalis
gostermistir. Farkli bir tiir ve cinsiyet olan disi atlarla yapilan bir ¢alismada, yas artisi
ile Aminopiren N-demetilaz aktivitesi incelenmis ve dikkate deger bir degisim
gbzlenmemistir. Bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglara gore tiir ve cinsiyet faktoriiniin

bu enzim aktivitesinin degisiminde etkisinin olmus olabilecegi diisiindiirmektedir.

Bu calismada olgiilen enzim aktivitelerinin tamami tablo 4.1 ve tablo 4.2°de
verilmistir. Yapilan ¢alisma literatiir ile karsilastirildiginda tiir, beslenme, cinsiyet ve
yas gibi faktorlerin, canlilarda, ilaglar1 metabolize eden enzimlerin aktivitelerinin
degisiminde rol oynadigi bulunmustur. Bu 6zellikle bizim denek hayvanimiz olan ve
bliyiilk oranda gida maddesi olarak tliketilen ¢ipura (Sparus aurata) baliginin
yetistiriciliginde dnemli rol olusturmakta olup, bu degisimde beslemede kullanilan yem
ve kiigiik yaslardaki hasta baliklara verilen ilag tiirlerininde etkisinin olmus olabilecegi
diistintilerek insan gidasi olarak kullanimi sonucunda insan saglig1 agisindan etkisi daha

sonraki ¢alismalarda incelenebilir.
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(")lg:iilen Enzimler

Cipura (sparus aurata) 1-24 Ayhik Gelisim Periyodundaki Enzim Aktivitesi Degerleri

1,5 ayhk 4 ayhk 8 ayhik 9 ayhk 11 ayhk 15 ayhk 20 ayhk 24 ayhk
Anilin 4-hidroksilaz (A4H) 0,003; 0,003; 0; 0,006; 0,006, 0,009; 0,012; 0,012; 0,015; 0,030; 0,027, 0,040; 0,037, 0,049; 0,049, 0,055; 0,058;
nmol/dakika/mg protein 0,003 0,006; 0,009; 0,009; 0,009; 0,015;0,012; 0,030; 0,030; 0,040; 0,040; 0,036; 0,036; 0,061; 0,055;
0,006; 0,006; 0,009; 0,012 0,012; 0,018; 0,030; 0,027, 0,040; 0,037, 0,030; 0,033; 0,058; 0,061;
0,006; 0,006; 0,012; 0,015; 0,030; 0,034, 0,040; 0,037, 0,049; 0,036, 0,055; 0,058
0,006; 0,009; 0,018; 0,012 0,030; 0,030; 0,037; 0,040; 0,036; 0,049
0,006; 0,006 0,030; 0,030; 0,040;
0,027; 0,027, 0,037;0,037,
0,031; 0,030; 0,040; 0,037,
0,027; 0,027 0,040
Ortalama = Standart Sapma 0,002 + 0,001 0,007 + 0,001 0,010 <+ 0,002 0,014 + 0,002 0,03 + 0,002 0,039 + 0,002 0,044 £ 0,006 0,058 + 0,002
Eritromisin N-demetilaz (ERND) | 0,012; 0; 0,012; 0,025; 0,025; 0,050; 0,038; 0,062; 0,050; 0,062; 0,100; 0,125;0,138; 0,150; 0,150; 0,188;0,175;
nmol/dakika/mg protein 0,012 0,025; 0,038; 0,063; 0,050; 0,062; 0,050; 0,138;0,125; 0,125;0,112; 0,150; 0,112; 0,188;0,188;
0,025; 0,025, 0,050; 0,038 0,062; 0,050; 0,112; 0,087 0,138; 0,125, 0,150; 0,150; 0,200; 0,188;
0,038; 0,063; 0,050; 0,062; 0,062; 0,112; 0,112;0,138; 0,138;0,138; 0,200; 0,188
0,025; 0,025; 0,050; 0,062 0,100; 0,112; 0,138;0,125; 0,150; 0,150
0,025; 0,025 0,100; 0,100, 0,125; 0,125,
0,088; 0,088; 0125;0,138;
0,100; 0,100; 0,125; 0,138
0,088; 0,100
Ortalama + Standart Sapma 0,09 + 0,006 0,030 + 0,010 0,048 + 0,010 0,056 + 0,006 0,099 + 0,018 0,128 + 0,008 0,144 £ 0,012 0,189 + 0,008
N-nitrosodimetilamin N- 0,025; 0,012; 0,038; 0,050; 0,075; 0,088; 0,088; 0,100; 0,162; 0,150; 0,188;0,188; 0,238; 0,238; 0,300; 0,325;
demetilaz (NDMA-ND) 0,025; 0,012 0,050; 0,038; 0,075; 0,075, 0,075; 0,100; 0,150; 0,150, 0,200; 0,200, 0,212; 0,225, 0,338; 0,312;
nmol/dakika/mg protein 0,038; 0,050; 0,075; 0,088 0,100; 0,100; 0,150; 0,162; 0,188;0,188; 0,262; 0,268, 0,325; 0,338;
0,050; 0,038; 0,075; 0,100; 0,162;0,162; 0,188; 0,200; 0,262; 0,238; 0,312; 0,338
0,025; 0,050; 0,088; 0,088 0,150; 0,162; 0,188;0,212; 0,225; 0,275
0,050; 0,038 0,150; 0,150; 0,200; 0,188;
0,150; 0,162; 0,212; 0,200;
0,150; 0,150, 0,188; 0,212
0,162; 0,162
Ortalama + Standart Sapma 0,019 + 0,007 0,043 + 0,008 0,079 + 0,006 0,091 =+ 0,008 0,156 + 0,006 0,196 + 0,01 0,241 + 0,02 0,323 +0,014
Kafein N-demetilaz (CN3D) 0,450; 0,450; 0,375; 0,400; 0,275; 0,250; 0,300; 0,275; 0,175; 0,200; 0,150; 0,150; 0,125;0,125; 0,075; 0,075;
nmol/dakika/mg protein 0,425; 0,425 0,400; 0,400, 0,250; 0,275, 0,300; 0,275; 0,175;0,175; 0,125;0,175; 0,150; 0,175; 0,050; 0,075;
0,350; 0,350; 0,250; 0,250 0,300; 0,225; 0,150; 0,200; 0,100; 0,150; 0,150; 0,125; 0,075; 0,050;
0,375; 0,350; 0,300; 0,275; 0,250; 0,250; 0,175;0,150; 0,125;0,175; 0,075; 0,075
0,400; 0,375; 0,275; 0,300 0,175;0,175; 0,150; 0,150; 0,150; 0,150
0,400; 0,350 0,200; 0,200; 0,150; 0,175;
0,175; 0,200; 0,150; 0,150;
0,225 0,150; 0,175
Ortalama + Standart Sapma 0,438 +0,014 0,383 + 0,025 0,258 + 0,013 0,292 + 0,017 0,193 + 0,027 0,152+ 0,020 0,145+ 0,019 0,069 + 0,012
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Olgiilen Enzimler

ipura (sparus aurata) 1-24 Aylik Gelisim Periyodundaki Enzim Aktivitesi Degerleri

1,5 ayhk 4 ayhk 8 ayhk 9 ayhk 11 ayhk 15 ayhik 20 ayhk 24 ayhk
Aminopiren N-demetilaz (APND) 0,950; 0,925; 0,825; 0,875; 0,750; 0,725; 0,700; 0,675; 0,325, 0,325; 0,225; 0,200; 0,100; 0,100; 0,050; 0,075;
nmol/dakika/mg protein 0,925; 0,975 0,875; 0,875, 0,725; 0,750, 0,675; 0,600, 0,300; 0,275, 0,175; 0,225, 0,125; 0,125, 0,050; 0,050,
0,825; 0,875; 0,725; 0,725 0,675; 0,675; 0,325; 0,300; 0,200; 0,175; 0,100; 0,125; 0,050; 0,050;
0,825; 0850; 0,675; 0,650; 0,300; 0,325 0,200; 0,225; 0,100; 0,125; 0,050; 0,075
0,875, 0,875; 0,675 0,325; 0,300; 0,150; 0,225; 0,100; 0,125
0,875; 0,850 0,325; 0,300; 0,175;0,225;
0,325; 0,300; 0,175;0,225;
0,300; 0325, 0,175; 0,200
0,325; 0,300
Ortalama + Standart Sapma 0,944 + 0,024 0,852 + 0,027 0,733 £ 0,013 0,668 + 0,026 0,311 £ 0,015 0,198 + 0,025 0,115+ 0,013 0,056 + 0,011
7-etoksiresorufin O-deetilaz (EROD) | yok Yok yok 89,6; 88,74; 273.,8; 286,5; 421,6; 445,6; 631,1; 630,6; 989,3; 979,9;
pmol/dakika/mg protein 89,13; 86,84; 272,6;288;272,2; | 399,5;401,2; 635,3; 628,8; 1009,0; 1003,6;
87,47, 88,58; 274,9;288,2; 416,8; 421,5; 822,1; 637,2; 996,6; 1001,0;
89,60; 90,08; 272,9;289,3; 404,4;411,0; 821,7; 628,7, 1013,4; 1021,1;
87,16; 89,05 273,5;287,4; 450,2; 448,3; 619,5;619,3 986,5;983,4
274,5;273,6; 439,6; 427,9;
275,1;286,7, 403,6; 398,9;
288.,9; 289,1; 426,2;431,0;
287,4 447,0; 435,9
Ortalama + Standart Sapma 88,63 + 1,11 280,8 + 7,39 423,9 + 18,0 667,4 + 81,6 998.4 + 13,7
Pentoksiresorufin O-depentilaz yok Yok yok yok yok 274.,8; 286,5; 319,9; 319,9; 623,5; 629,6;
(PROD) pmol/dakika/mg protein 273,6; 288,0; 342.8; 320,3; 599,8; 6094,
273,2;275,9; 411,2;411,2; 631,5;627,0
287,2;275,6; 357,8;357.8; 587,9; 601,1;
276,4;275,5; 357,9;302,3 624,2;619,9
274,6; 275,1;
285,6; 287,8
Ortalama + Standart Sapma 285,6 + 20,9 350,1 + 37,5 613,7+ 16,4
Metoksiresorufin O-demetilaz yok Yok yok yok yok yok 7,58; 8,37; 62,24; 59,67,
(MROD) pmol/dakika/mg protein 19,89; 17,68; 54,47; 65,21;
19,89; 18; 52,89; 55,79;
8,37, 7,67, 64,03; 54,63;
19,26; 23,29 64,03; 55,34
Ortalama + Standart Sapma 15,00 + 6,22 58,83 +4,72
Benziloksiresorufin O-debenzilaz yok Yok yok yok yok yok yok yok
(BROD) pmol/dakika/mg protein
Glutatyon S-tarnsferaz (GST-CDNB) 17,92;17.,5; 29,37, 27,08, 25,62; 36,2; 36,0; 38.8; 318,3;319,2; 571,2;571,7, 510,2; - 728,5; 703,5; 626,5; -
nmol/dakika/mg protein 17,08; 18,33 25,42;27,29; 25,62; 42,7, 43,7, 46,7 300,2; 275,4; 516,2; 573,3; 5737, 645,2;699,1; 715,2;
23,96; 25; 259,2;262,3; 525; 518,3; 699.,2; 715,2; 682,1;
29,37, 27,29; 28,96, 320,4; 321,2; 450,2; 492,9; 563,1; 694,2
26,67 300,2; 275,4 522.9; 565,2; 525;
432,1; 430,8; 434,2;
4329
Ortalama + Standart Sapma 17,71+ 0,54 26,81 +1,8 40,7+ 4,3 295,2 + 25,0 511,6 +54,3 690,9 + 32,0
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5. SONUC

Yasadigimiz ¢evrede her gegen gun yeni bir ilacin Uretilmesi ve bir ¢ok
kimyasal maddenin gidalar dahil bir cok alanda kullaniimasi sonucu insanlarin
bu maddelere maruz kalmasi, bu maddelerin viicutta nasil metabolize edildigini
ortaya c¢ikarici c¢alismalarin  yapilmasi gerekliligini ortaya c¢ikarmistir.
Deneyimizde; GST (glutatyon S-transferaz), EROD (etoksirezorufin O-Deetilaz),
MROD (metoksirezorufin O-Demetilaz), PROD (pentiloksirezorufin O-
Depentilaz), BROD (benziloksirezorufin O-Debenzilaz), anilin 4-hidroksilaz
(A4H), N-Nitrosodimetilamin N-demetilaz (NDMA-ND), eritromisin N-demetilaz
(ERND), kafein N-Demetilaz (CN3D) ve aminopiren N-demetilaz (APND)
aktiviteleri, 24, 20, 15, 11, 9, 8, 4 ve 1,5 aylik gipura (Sparus aurata) baliklarinin
karaciger mikrozomlarinda incelenip, elde edilen bilgiler dogrultusunda yas
degisimi tanimlanmistir. Yas artisi ile EROD, PROD, A4H, NDMA-ND ve
ERND aktiviteleri artmis, CN3D ve APND aktiviteleri azalmis ve MROD ve
BROD aktiviteleri goézlenmemistir. Literatlirde baliklarda; ilaglari metabolize
eden enzimlerin yas ile degisimine iliskin ¢ok kisitli bilgi mevcuttur bu nedenle
bu calismanin katki saglayacagl dusunulmektedir. Yapilan g¢alisma sonuglari
diger literatir calismalari ile karsilastirildiginda; ilaglari metabolize eden
enzimlerin aktivitelerinin degisiminde tir, beslenme, cinsiyet ve yas gibi

parametrelerin etkili oldugu goériimustur. Bu bilgiler 1siginda énemli bir insan
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gidasi olan cipura baliginin yetistiriciliginde kullanilan yem ve ilag tdrleri
incelenip, bununla baglantili olarak insan saghgi ile iliskilendirilebilecegini

dusundurmektedir..
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