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ÖZET 

ÇİPURA (SPARUS AURATA) KARACİĞER MİKROZOMLARINDA 

 İLAÇLARI METABOLİZE EDEN ENZİMLERİN  

KARAKTERİZE EDİLMESİ VE YAŞLANMA İLE İLİŞKİSİNİN 

ARAŞTIRILMASI 

 

Akdoğan Ardağ, Hatice 
Yüksek Lisans Tezi, Kimya ABD 

Tez Yöneticisi: Prof. Dr. Alaattin ŞEN 
Temmuz 2006, 83 Sayfa 

 
Sitokrom P450 enzimleri; retinoidler, biyojenik aminler, prostaglandinler, yağ 

asitleri, vitamin D3, safra asitleri, endojen bileşikleri içeren steroitler, gıda katkı 
maddeleri, çevre kirleticileri, boyalar, anestezik ajanlar, organik çözücüler, pestisitler ve 
ilaçlar gibi ksenobiyotiklerin detoksifikasyon ve aktivasyonunda önemli rol oynayan 
hemoprotein süper ailesidir. Sitokrom P450 ailesi (CYP450), karaciğerdeki faz I 
metabolik enzim sisteminin önemli bir enzim grubunu oluşturur.  

 
Bu çalışmada farklı yaşlardaki çipura (Sparus aurata) balığı karaciğer mikrozom ve 

sitozolleri örnek olarak kullanıldı. Bu çalışmada kullanılan çipura (Sparus aurata) 
balığı, Türkiye’nin Ege bölgesinde bulunan, İzmir’deki Pınar Balık işletmesinden temin 
edildi. Karaciğer mikrozom ve sitozolleri  Arınç ve Şen metoduna göre hazırlandı. 
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); çipura (Sparus aurata) balığı karaciğer mikrozomlarında tayin edildi. 
Sitozolik Glutatyon S-transferaz (GST-CDNB); çipura (Sparus aurata) balığı karaciğer 
sitozollerinde tayin edildi. 

 
Yapılan ölçümler sonucunda; farklı gelişim evrelerindeki (1,5, 4, 8, 9, 11, 15, 20, 24 

aylık) çipura (Sparus aurata) balıkları, karaciğer mikrozumlarında anilin 4-hidroksilaz, 
N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz ve eritromisin N-Demetilaz aktivitelerinde yaş artışı 
ile paralel olarak artış gözlemlendi. 1,5 aylık balıktaki A4H aktivitesi; 0,002 ± 0,001   
nmol/dakika/mg protein iken, 24 aylık balıkta 0,058 ± 0,002  nmol/min/mg protein 
olarak bulundu. 1,5 aylık balıktaki ERND aktivitesi; 0,09 ± 0,006 nmol/dakika/mg 
protein iken, 24 aylık balıktaki aktivite 0,189 ± 0,008 nmol/min/mg protein şeklinde 
ölçüldü. 1.5 aylık balıktaki NDMA-ND aktivitesi; 0,019 ± 0,007 nmol/dakika/mg 
protein iken, 24 aylık balıktaki aktivite; 0,323 ± 0,014   nmol/dakika/mg protein olarak 
tespit edildi. 
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 Kafein N-Demetilaz ve Aminopiren N-Demetilaz aktivitelerinde, yaş artışıyla 

birlikte azalış gözlemlendi. 1,5 aylık balıktaki CN3D aktivitesi; 0,438 ± 0,014  
nmol/dakika/mg protein iken, 24 aylık balıktaki aktivite; 0,069 ± 0,012 nmol/dakika/mg 
protein olarak bulundu. 1,5 aylık balıktaki APND aktivitesi; 0,944 ± 0,024   
nmol/dakika/mg protein iken, 24 aylık balıktaki aktivite; 0,056 ± 0,011 nmol/dakika/mg 
protein şeklinde tespit edildi. 

 
 Çipura (Sparus aurata) balığı karaciğer mikrozomlarında EROD ve PROD 

aktivitelerinde, yaş arışıyla paralel olarak bir artış gösterirken MROD ve BROD 
aktiviteleri tayin edilemedi. 9 aylık balıktaki EROD aktivitesi; 88,6 ± 1,1 
pmol/dakika/mg protein, 24 aylık balıktaki aktivite; 998,4 ± 13,7 pmol/dakika/mg 
protein olarak bulundu ve 1,5-9 aylık balıklarda EROD aktivitesi gözlenmedi. 15 aylık 
balıktaki PROD aktivitesi; 285,6 ± 20,9 pmol/dakika/mg protein, 24 aylık balıktaki 
aktivite; 613,7 ± 16,3 pmol/dakika/mg protein olarak belirlendi. 1,5-15 aylık balıklarda 
PROD aktivitesi gözlenmedi. 

 
GST-CDNB aktivitesinin de yaş artışı ile artış gösterdiği belirlendi. 1,5 aylık 

balıktaki GST-CDNB aktivitesi; 17,71 ± 0,54 pmol/dakika/mg protein, 20 aylık 
balıktaki aktivite; 690,9 ± 32,0 pmol/dakika/mg protein şeklinde tespit edildi. 

 
Anahtar Kelimeler: Sparus Aurata, Sitokrom P450 enzimleri, İlaçları metabolize eden 
enzimler, Yaşlanma 
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ABSTRACT 

CHARACTERIZATION OF AGING OF DRUG METABOLIZING 
ENZYMES AND ASSESSMENT OF AGING IN GILTHEAD 

SEABREAM (SPARUS AURATA) LIVER MICROSOMES  

Akdoğan Ardağ, Hatice 
M. Sc. Thesis in Chemistry 

Supervisor: Prof. Dr. Alaattin ŞEN 
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 D3, 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 İzmir, 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 
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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 

 

 

 



 9

 

İÇİNDEKİLER 

 

Sayfa 
Teşekkür………………………………………………………………………………….i 
Etiksayfası……………………………………………………………………………….ii 
Özet…………………………………………………………………………………..iii-iv 
Abstract……………………………………………………………………………….v-vi 
İçindekiler……………………………………………………………………….....vii-viii 
Şekiller Dizini…………………………………………………………………………...ix 
Tablolar Dizini………………………………………………………………………..…x 
Simgeler Dizini…………………………………………………………………………xi 
 

 
1.GİRİŞ…………………………………………………………………………………..1 

1.1. Sitokrom P450………………………………………………………………………2 
      1.1.1. Sitokrom 450 Döngüsü……………………………………………………4 
      1.1.2. Sitokrom P450’lerin Sınıflandırılması ve Adlandırılması………………...6 
1. 2.  Balık Sitokrom P450’ leri……………………………………………………………....7 

1.2.1. Sitokrom P4501 Ailesi……………………………………………………………...9 
1.2.1.1. Sitokrom P4501A Ailesi……………………………………………………... 9 
1.2.1.2. Sitokrom 1B Ailesi……………………………………………………10 
1.2.1.3. Sitokrom 1C Ailesi……………………………………………………11 

1.2.2. Sitokrom CYP2E..……………………………………………………….12 
1.2.3. Sitokrom P4502P Ailesi………………………………………………….13 
1.2.4. Sitokrom P4502N Ailesi…………………………………………………14 
1.2.5. Sitokrom P4502K Ailesi…………………………………………………15 
1.2.6. Sitokrom P4502M Ailesi………………………………………………...15 
1.2.7. Sitokrom P4503A Ailesi…………………………………………………16 
1.2.8. Sitokrom P4503C Ailesi…………………………………………………17 
1.2.9. Sitokrom P4504T Ailesi…………………………………………………18 
1.2.10. Sitokrom P4504F7 Ailesi………………………………………………18 

1.3. Sitokrom P450 Enzimleri ve  Yaşlanma Mekanizması ……………………….19 
1.4. Glutatyon S-Transferaz Enzimleri……………………………………………………23 
1.5. Deney Hayvanı………………………………………………………………...26 
1.6. Çalışmanın Amacı……………………………………………………………..28 

2. MATERYAL VE METOT…………………………………………………………..29 
2.1. Materyaller………………………………………………………………………... 29 

2.1.1. Kimyasallar…………………………………………………………………….29 
2.2. METOTLAR…………………………………………………………………...30 

2.2.1. Dokulardan Sitozolik ve Mikrozom Fraksiyonlarının Hazırlanması…… 30 
2.2.2. Analitik İşlemler…………………………………………………………31 

2.2.2.1. Protein Miktarı Tayini……………………………………………..31 



 10

2.2.3. Analitik İşlemler………………………………………………………....31 
2.2.3.1. Anilin 4-Hidroksilaz Aktivitesinin Tayini (A4H)…………………31 
2.2.3.2. Mikrozomal N-Demetilaz Aktivite Tayinleri………………………….33 
2.2.3.3. Alkoksiresorufin O-Dealkilaz (AROD) Aktiviteleri 

Tayini……….36 
2.2.3.4. Sitozolik Glutatyon S-Transferaz Aktivite Tayini……………………….38 

2.2.3.4.1. l-Kloro-2,4-Dinitrobenzen (CDNB) Aktivitesi…………………...38 
2.3. İstatiksel Analizler  ………………………………………………………..39 

3. BULGULAR………………………………………………………………………...40 
3.1. Çipura (Sparus aurata) Balığı Çeşitli Dokuların Protein Miktarları…………..40 
3.2 Çipura (Sparus aurata) Balığı Karaciğer Mikrozomal MO Aktiviteleri……….41 

3.2.1. Anilin 4-Hidroksilaz Aktivite Tayini…………………………………….41 
3.2.2. N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz Aktivite Tayini…………………….42 
3.2.3. Eritromisin N-Demetilaz Aktivitesinin Tayini…………………………..44 

  3.2.4. Kafein N-Demetilaz Aktivitesinin 
Tayini………………………………………………………………...…………………45 
  3.2.5.  Amino piren  N-Demetilaz Aktivitesinin 
Tayini………………………………………………………………….……………......47 
  3.2.6. Etoksirezorufin O-Deetilaz (EROD) Aktivitesinin 
Tayini………………………………………………………………………………...…48 
  3.2.7. Pentoksirezorufin O-Depentilaz (PROD) Aktivitesinin 
Tayini………………………………………………………………………………..….50 
 3.3. Çipura (Sparus aurata) Balığı Karaciğer Sitozolik MO 
aktiviteleri…………..51 
  3.3.1. GST-CDNB Aktivite 
Tayini……………………………………………………………………………….…..51 
4. TARTIŞMA………………………………………………………………………….53 
5. SONUÇ………………………………………………………………………………65 
6. KAYNAKLAR………………………………………………………………………67 
7. ÖZGEÇMİŞ………………………………………………………………………….81 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 11

 
 
 

 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

Sayfa 
Şekil 1.1 Sitokrom P450 Reaksiyon Döngüsü.…………………………………………..6 
Şekil 1.2 Yaşlanma Mekanizması……………………………………………………...19 
Şekil 2.1 Anilin 4-hidroksilasyonu……………………………………………………..31 
Şekil 2.2 N-nitrosodimetilamin N-demetilasyonu……………………………………...34 
Şekil 2.3 Kafein N-demetilasyonu……………………………………………………...34 
Şekil 2.4 Eritromisin N-demetilasyonu………………………………………………...35 
Şekil 2.5 Aminopyrine N-demetilasyonu………………………………………………35 
Şekil 2.6 Alkoksirezorufine dealkilasyon………………………………………………...36 
Şekil 2.7 GST-CDNB enzimatik reaksiyonu………………………………………………..38 
Şekil 3.1 Protein miktarı tayini için örnek BSA kalibrasyon eğrisi……………………40 
Şekil 3.2 Anilin 4-Hidroksilaz aktivitelerinin çipura (Sparus aurata)  

karaciğer mikrozomlarında yaşa bağlı olarak değişimi…………………………….42 
Şekil 3.3 N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz aktivitelerinin çipura (Sparus aurata) 
  karaciğer mikrozomlarında yaşa bağlı olarak 
değişimi……………………………………………………………………………...….43 
Şekil 3.4: Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında 
  Eritromisin N-Demetilaz aktivitelerinin yaşa bağlı olarak 
değişimi……………………………………………………………………………...….44 
Şekil 3.5 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında 
  Kafein N-Demetilaz aktivitelerinin yaşa bağlı olarak 
değişimi………………………………………………………………………….……...46 
Şekil 3.6 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında  

Aminopiren  N-Demetilaz aktivitelerinin yaşa bağlı olarak değişimi………………..47 
Şekil 3.7 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında 

EROD aktivitelerinin yaşa bağlı olarak değişimi…………………………………..49 
Şekil 3.8 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında 

 PROD aktivitelerinin yaşa bağlı olarak değişimi………………………………….50 
Şekil 3.9 GST-CDNB aktivitelerinin çipura (Sparus aurata)  

karaciğer sitozollerinde yaşa bağlı olarak değişimi………………………………...52 
 
 

 



 12

 

TABLOLAR DİZİNİ 

Sayfa 
Tablo 1.1 Bazı Sitokrom P450 Substratları ……………………………………………..3 
Tablo 1.2 Örnek Substratlarla Sitokrom P450’lerce  

Katalize Edilen Genel Reaksiyonlar ………………………………………………...5 
Tablo 1.3  Farklı sınıftaki bileşiklerden GST substratlarına örnekler……………………...….25 
Tablo 1.4 Çipura balığının (Sparus aurata) sitematiği…………………………………26 
Tablo1.5 Çipura balığının büyüme gereksinimleri, dağılımı ve orjini 
………………...28 
Tablo 2.1 Çipura karaciğer mikrozomlarındaki anilin 4-hidroksilaz  

aktivitesinin tayini için inkübasyon karışımının bileşenleri………………………..33 
Tablo 2.2 N-demetilaz aktivite tayinleri için 

 inkübasyon karışımının bileşenleri 
………………………………………………..36 
Tablo 2.3 AROD aktivite ölçüm karışımının içeriği…………………………………...37 
Tablo 2.4 Tipik GST-CDNB aktivite ölçüm karışımının içeriği…………………………….38 
Tablo 3.1 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında 

anilin 4-hidroksilaz aktiviteleri…………………………………………………….42 
Tablo 3.2: Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında 

N-nitrosodimetilamin N-demetilaz aktiviteleri…………………………………….43 
Tablo 3.3: Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında 

eritromisin N-demetilaz aktiviteleri………………………………………………..45 
Tablo 3.4 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında  

kafein N-demetilaz aktiviteleri………………………………………………………46 
Tablo 3.5 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında 

aminopiren  N-demetilaz aktiviteleri…………………………………………………48 
Tablo 3.6 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarındaki 

EROD aktiviteleri…………………………………………………………………..49 
Tablo 3.7 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarındaki  

PROD aktiviteleri…………………………………………………………………..52 
Tablo 3.8 Çipura (Sparus aurata) karaciğer sitozollerindeki  

GST-CDNB aktiviteleri ……………………………………………………………55 
Tablo 4.1 Ölçülen Enzim Aktiviteleri………………………………………………….64 
 
 

 



 13

 

SİMGELER DİZİNİ 

ε-ACA  ε- Amino Kaproik Asit 
AROD  Alkoksirezorifin O-Dealkilaz  
B(a)P  Benzo (a) Piren 
BHA  Bütile Hidroksi Anizol 
BHT  Bütile Hidroksi Toluen 
BND  Benzphetamin 
BCNU  3-bis [2-kloretil]-l-nitrosoüre 
BROD  Benziloksirezorufin O-debenzilaz 
BSA  Sığır Serum Albumin 
CDNB  1-Kloro-2,4-DiNitro Benzen 
DDT  Diklordifeniltrikloretan 
EDTA  Etilen Daimin Tetra Asetik asit 
EROD  7-etoksirezorufin O-deetilaz 
GSH  Glutatyon (Redükte form) 
GSSG  Glutatyon (Okside form) 
GST  Glutatyon S-transferaz 
LTs  Lökotrien 
3-MC  Metilkolantren 
MO  Monooksijenazlar 
MROD Metoksirezorufin O-demetilaz 
NADPH p-nikotinamid adenin dinükleotid fosfat 
NDMA N-Nitrosodimetilamin 
PAH  PoliAromatik Hidrokarbonlar 
pAP  p-aminofenol  
PROD  Pentiloksirezorufin O-depentilaz 
PCB  PoliKlorlu Bifeniller 
PCs  Prostaglandin 
PMSF  Fenil Metan Sülfonil Florid 
TCDD  2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin 
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1. GİRİŞ 

 

Bütün organizmalar çesitli yollarla ksenobiyotiklere ve ilaçlara maruz kalırlar. 

Organizmalar için bu bileşiklerin en önemli sorunu vücutta çesitli toksisiteler 

oluşturmasıdır. Bu tür bileşiklerin vücuttan uzaklaştırılmaları için çözünür hale 

getirilmeleri ve organizma dışına atılmaları gereklidir. Ksenobiyotikler çok lipofiliktir ve 

çesitli dokularda birikirler. Bu birikim bir çok toksik etkilere neden olur. Vücutta hücre 

membranlarını, proteinleri ve tüm hayatsal olayları olumsuz olarak etkiler ve tümör 

oluşumuna kadar çeşitli patofizyolojik olgulara neden olur. Bu durumda laurik asit ve 

testesteron gibi endojen  metabolizmalarda değişimler gözlemlenir. Sitokrom P450 

(CYP) süper enzim ailesi hem ekzojen ksenobiyotiklerin ve hem de yağ asitleri gibi 

endojen bileşiklerin metabolizmasinda rol oynayan önemli bir enzim grubudur 

(Orellana ve Guajardo 2001, Yamaori vd 2004, James vd 2005). Ksenobiyotiklerin ve 

yağ asitlerinin metabolizmasında rol alan enzimler sitokrom P450 süper enzim ailesidir. 

Ksenobiyotikler bu enzimler yardımıyla biyoinaktif forma dönüştürülürlerken endojen yağ 

asitleri çeşitli önemli moleküllere dönüştürülür. Memelilerdeki çeşitli CYP izozimleri 

endojen substratları içeren arakidonik asitlerin, prostaglandinlerin (PCs) ve 

lökotrienlerinlerin (LTs) metabolize edilmesinden sorumludurlar (Captevila ve Falck 2001, 

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

 İlaçları metabolize eden sitokrom P450 enzimlerin aktiviteleri ve ekspresyonunda; 

beslenme, tür, genetik polimorfizm, yaş, fizyopatolojik şartlar, mikrobiyolojik ya da 

parasitolojik ajanlar gibi bir çok faktör rol oynar. Özellikle ilaçların ve diğer 

kimyasalların etkileri yaşa bağlı olarak çalışılmıştır. Yaşa bağımlı olarak karaciğer ve 

çeşitli dokularda ilaç metabolizmasının değiştiği çeşitli hayvan türleri ve insanda 

gösterilmiştir (Gibson ve Skett 1994). Bu değişimlerin temel mekanizmaları genel 

olarak saptanamamış olmasına rağmen birçoklarının in vivo metabolizmalarının yaş ile 

değişiklik gösterdiği bildirilmiştir (Monshouwer ve Witkamp 2000). Genç bireylerden 
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yaşlı bireylere kadar, ilaçların absorbsiyon oranı, plazma proteinlerine bağlanma 

dağılımı ve biyotransformasyonları özellikle insanlarda  araştırılmıştır (Nebbia 2001, 

Nebbia 2003, James vd 2005). Her ne kadar insan ve (zirai) veterinerlik açısından 

önemli olan koyun (Kaddouri vd 1990, Kawalek ve El Said 1990b), sığır (Kawalek ve 

El Said 1994), tavuk (Coulet vd 1996) vb. gibi türler üzerinde yaş ile ilaçları metabolize 

eden enzimlerin değişimi üzerine çalışmalar bulunsa da özellikle balıklar üzerinde bu 

alanda çok kısıtlı bilgi mevcuttur. Bu nedenle bu çalışmada  çipura (Sparus aurata) 

balığında ilaçları metabolize eden enzimlerin yaş ile değişimleri araştırılmıştır. 

 

1.1 Sitokrom P450 

Sitokrom P450 enzimleri heme-içeren enzimlerdir (Tavaloni 1993, Orellana vd 2001, 

Orellana ve Guajardo 2001, Orellana ve Guajardo 2004, James vd 2005). Bu sistem. 

böbrek, akciğer, deri, bağırsak, adrenal korteks,  plasenta ve diğer farklı dokularda 

bulunur, ama özellikle karaciğerde etkindir. Ayrıca, böcek ilaçları, prokarsinojenler, 

anestezi malzemeleri, organik çözücüler ksenobiotiklerin metabolizmasında bulunurlar 

(Orellana ve Guajardo 2004, Goeptar vd 1995, Magnusson ve Sandström 2004, 

Szotakova vd 2004, Mikhailova vd 2005). Sitokrom P450’ler, Sitokrom P450’ye bağlı 

monooksijenazlar veya karışık fonksiyonlu oksidazların terminal enzimleridir. Endojen 

ve ekzojen bileşiklerin metabolizmasında önemli olan Faz I enzimlerinin bir ailesini 

teşkil ederler. Bunlar bakterilerden memelilere kadar çalışılmış tüm türlerde bulunan, 

yapısal ve fonksiyonel olarak benzer hemoproteinler içeren bir gen süper ailesinin 

üyesidir (Nebert vd 1991,  Nelson vd 1996).  

Prokaryotik enzim çözünür bir hemoprotein iken, yüksek organizmalarda membrana 

bağlıdır. Memelilerde, mitokondriyal iç membranda ve endoplazmik retikulum 

membranların da yerleşmiştir. Bu grup protein, mikrozomal preparatın sodyum 

ditiyonat gibi bir indirgeme ajanı ile tepkimeye sokulmasını takiben, karbonmonoksit 

(CO) gazı ile muamelesi neticesinde oluşan karakteristik absorbsiyon spektrumuna 

sahiptirler. CO indirgenmiş hemoproteine bağlanır ve 450 nm’de bir tepe oluşturan 

absorbans spektrumu verir. CO fark spektrumunda 450 nm’de pik veren bir pigment 

olması nedeniyle ismi sitokrom P450’dir (Omura ve Sato, 1964). İnsanlarda ve çoğu 

diğer memelilerde P450’ler;  
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a) Steroid hormonların biyosentezi  

b) Antibiyotikler, karsinojenler, organik çözücüler, boyalar, pestisitler, alkoller, 

çevresel kimyasallar gibi ksenobiyotiklerin aktivasyonu ya da inaktivasyonu  

c) Doymamış yağ asitlerinin hücresel mesajcılara oksidasyonu 

d) Yağda çözünen vitaminlerin stereo ve regio-spesifik metabolizması gibi 

reaksiyonların katalizlenmesinde önemli rol oynarlar (Lu ve Levin 1974, Arınç 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 bazı substratları Tablo 

1.1’de verilmiştir.  

 

Tablo 1.1 Bazı Sitokrom P450 Substratları (Porter ve Coon’dan alınmıştır, 1991).  

Ksenobiyotikler      
(Ekzojen) 

Endojen Bileşikler                   

İlaçlar (asetaminofen) Steroidler 

Karsinojenler (PAH) Eikosanoidler 

Antioksidantlar Yağ Asitleri 

Çözücüler (hekzan) Yağ hiperoksitleri 

Anestetikler Retinoidler 

Boyalar Aseton 

Pestisitler (metil paration)  

Alkoller (etil alkol)  

Petrol ürünleri  

Koku vericiler  
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Sitokrom P450 tarafından katalizlenen genel reaksiyon aşağıda verilmiştir. 

RH + O2 + NADPH, H+                   ROH  +   H2O + NADP+  

      Reaksiyonda substrat (R) alkan, alken, aromatik halka ya da heterosiklik 

sübstituentler gibi oksijenasyon için olanak veren bir bölgeye sahiptir. Reaksiyon bir 

monooksijenasyon ve enzim bir monooksijenaz olarak adlandırılır.  

Sitokrom P450’ye bağlı monooksijenazlar endojen ve ekzojen kaynaklı çok çeşitli 

lipofilik bileşikleri metabolize ederler (Akahori vd 2005). Bu enzimler, bir metil 

grubunun karbon atomunun hidroksilasyonu, bir alkanın metilen karbonuna hidroksil 

grubu sokulması, fenol oluşturmak için aromatik halkanın hidroksilasyonu ya da epoksit 

oluşturmak için çift bağa oksijen atomu katılması gibi çok kompleks ve değişken 

reaksiyonları katalizler. Dealkilasyon reaksiyonlarında, oksijen, karbon-hidrojen bağına 

girmektedir. Ancak son ürün stabil değildir ve primer alkol, amit ya da sülfidril 

bileşiğine dönüşür. Azot, kükürt ve fosfor atomlarının oksidasyon ve dehalojenasyon 

reaksiyonları da sitokrom P450 tarafından katalizlenir. Sitokrom P450’ler tarafından 

katalizlenen bazı reaksiyonlar Tablo 1.2’de gösterilmiştir.             

                                                                 

1.1.1 Sitokrom P450 Döngüsü 

Sitokrom P450 proteinlerinin aktif bölgesi hidrofobik etkileşimlerle  bağlanmış tek 

bir demir protoporfirin IX içerir. Hem grubu demir atomunun beşinci ligandı, sistein 

kalıntısından sağlanan tiyolat anyonudur ve P450’nin olağandışı spektral ve katalitik 

özelliklere sahip olmasını sağlar. Altıncı ligand yeri değişebilen su molekülü tarafından 

kullanılmaktadır. Substrat katalizinde demirin indirgenmesi reaksiyonunda O2 altıncı 

konuma bağlanmaktadır.    
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Tablo 1.2 Örnek 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. Sülfür: klorpromazin, insektisitler, fenilbutazon, tiyo türevleri 
   C. Oksijen: testesteron, kumarin 
3. Dealkilasyon 
   A. Azot: aminopiren, etilmorfin, dimetilanilin, nitrosodimetilamin 
   B. Oksijen: etoksirezorfin, p-nitroanizol, etoksikumarin,  
   C. Sülfür: 6-metilmerkaptopürin, S-metiltiyobenzol 
4. Redüksiyon 
   A. Dehalojenasyonlar: halothane 
   B. Azo: amarant 
   C. Nitro: p-nitrobenzoat 
5. Deaminasyon: amfetamin 
6. Desaturasyon: testesteron 
7. Desülfürasyon: paratiyon, malatiyon tiyobarbital 

 

Genel olarak, P450’ler Şekil 1.1’de gösterilen reaksiyon döngüsüne girerler. Çeşitli 

bileşiklerin hidroksilasyonu sırasında elektronlar NADPH’dan, NADPH Sitokrom P450 

redüktaz tarafından sitokrom P450’ye transfer edilir. Substrat RH öncelikle Fe3+ formu 

ile kombine olur. Daha sonra oksijenlenir ve NADPH’dan ikinci bir elektron oksijene 

bağlanarak, oksijen radikaline dönüştürür. Bir iç oksidoredüksiyon neticesinde 

hidroksillenmiş substratın ve suyun oluşumu gerçekleşir. Serbest sitokrom P450 Fe3+ 

formunda rejenere olur. NADPH-Sitokrom P450 redüktazdan sitokrom P450’ye 

elektron transferine lipitlerin yardımcı olduğu gösterilmiştir (Lu ve Levin 1974). 

Sitokrom P450’ye bağlı monoksijenaz sisteminin tüm üç bileşenide (NADPH-Sitokrom 

P450 redüktaz, Sitokrom P450 ve lipit) hidroksilasyon aktivitesinin oluşturulmasını 

sağlar (Lu ve Coon, 1968, Lu ve Levin vd  1974, Arınç ve Philpot 1976, Adalı ve Arınç 

1990, Şen ve Arınç 1998, Oleksiak vd 2002). 
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Şekil 1.1 Sitokrom P450 Reaksiyon Döngüsü. 

 

1.1.2 Sitokrom P450’lerin Sınıflandırılması ve Adlandırılması 

  Günümüzde sitokrom P450’ler omurgalı ve omurgasız hayvanlar, bitkiler ve 

bakterileride içeren ökaryot ve prokaryot organizmalarda bulunduğu gösterilmiştir. 

Sitokrom P450’lerin birçok reaksiyonu katalizlenmelerinden dolayı enzimlerin 

isimlendirilmesinde sıradan metot yetersiz kalmış ve yapısal homolojiye dayanan 

sistematik bir adlandırma geliştirilmiştir (Nebert vd 1987). Bu sistemde her bir sitokrom 

P450 için belirli aileyi tanımlamak için rakamlar verilir. Bunu, alt aileyi belirlemek için 

büyük harflerin kullanılması izler ve bir diğer rakam özgün P450 formunu göstermek 

için kullanılır. Örnek 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 başlangıcının dizaynı için kullanılır. Bu adlandırma 

sisteminde sitokrom P450 1A2 ve 2E1 CYP1A2 ve CYP2E1 olarak gösterilir. Aynı 

ailenin üyeleri en az %40 homolog amino asit dizisini paylaşır ve aynı alt ailenin üyeleri 

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

 

1. 2 Balık Sitokrom P450’ leri 

 Brodie ve Maickel’in (1962) balıkların ksenobiyotik metabolizması için gerekli 

enzimlerden yoksun olduğunu söylemelerine rağmen, sucul türler üzerine yapılan 

çalışmalar bu türlerde sitokrom P450’ye bağımlı monooksijenaz sistemin ve sitokrom 

P450’lerin varlığını çok iyi göstermiştir (Pohl vd 1974, Bend ve James 1978,  James vd 

1979, Stegeman vd 1981, Lech vd 1982, Monod vd 1987, Goksoyr vd 1987, Celander ve 

Förlin 1991, Arınç ve Şen  1993, Buhler 1995, Arınç vd 2000, Oleksiak vd 2002, Nelson 2002, 

Chaty vd 2004,  James vd 2005, Corley-Smith vd 2005, Godard vd 2005). 

Memelilerde olduğu gibi balıklarda da ksenobiyotikler Faz I ve Faz II enzimleri ile 

katalize edilerek metabolitlerine dönüştürülür. Balıklar tarafından vücutlarına alınan 

pestisit, petrol ürünleri ve çeşitli endüstriyel atıkların oluşturduğu hidrofobik yapıdaki 

ksenobiyotikler önce Faz I enzimleri tarafından katalizlenen redüksiyon, oksidasyon ve 

hidroliz reaksiyonları sonucunda kısmen daha suda çözünür metabolitlere dönüştürülürler. 

Bu metabolitlerin bir kısmı bundan sonra Faz II enzimleri olarak adlandırılan 

konjugasyon enzimleri tarafından, daha da hidrofilik yapıda olan sülfat ve glukuronik asit 

konjugatlarına çevrilerek vücuttan atılırlar (Buhler ve Williams, 1989). Endojen fiziksel 

faktörler ve çevredeki değişimler balıklardaki sitokrom P450 monooksijenaz aktivitesini 

oldukça fazla etkilemektedir. Bunlar;  steroidler, yağ asitleri, vitamin D, safra asitleri, olgun 

balığın cinsiyeti, mevsimsel varyasyonlar, ışık periyodu, basınç, tuzluluk ve gürültü gibi 

diğer stres faktörleridir (Dewaide ve Henderson 1970, Koivussarri vd 1981, Egaas ve 

Varanasi 1982, Walton vd 1983, Kleinow vd 1987,  Edwards vd 1988, Vindimian ve Garric 

1989,  Arınç ve Şen 1994, Chaty vd 2004, Godard vd 2005). 

Gerek memelilerde gerekse balıklarda Faz I enzimlerinin en önemlisi sitokrom 

P450’ye bağımlı olan monooksijenazlardır (MO). Ayrıca P450’ye bağımlı MO’ların toksik 

olmayan bazı ksenobiyotikleri daha toksik ve karsinojenik metabolitlerine dönüştürdükleri 

gösterilmiştir (Nebert ve Gonzales 1987, Arınç ve Şen 1992-1994, Stegeman 1995). Gerek 
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memelilerde, gerekse balıklarda sudaki çözünürlüğü az olan metabolitlerin vücuttan 

atılmayıp, yağ dokularında biriktiği gösterilmiştir. Sitokrom P450 bağımlı 

monooksijenazlar enzim sistemlerinin pestisitler, ilaçlar, kozmetikler, koruyucu gıda katkı 

maddeleri ve çok halkalı hidrokarbonlar (benzpiren, naftoflavonlar) gibi vücuda yabancı 

olan maddeleri metabolize ettikleri gibi, yağ asitleri, kolesterol ve steroid hormonları gibi 

vücudun normal kimyasal maddelerini de metabolize ettikleri saptanmıştır (Arınç ve 

Philpot 1976, Buhler ve Wang-Buhler 1998, James vd 2005). 1976 yılında dünyada ilk kez 

Arınç vd, balık KFO enzim sistemini sitokrom P450, sitokrom P450 redüktaz ve fosfolipit 

olarak komponentlerine ayırmış, komponentleri kısmen saflaştırmış, KFO aktivitesini test 

tüpünde yeniden oluşturarak, balık sitokrom P450’sinin biyokatalitik olarak aktif 

olduğunu göstermiştir (Arınç ve Philpot 1976). Yapılan çalışmalar, balıklardaki P450 

izozimlerinin, endojen ve ekzojen organik kimyasalların metabolizmasında, cinsiyet 

hormonlarının sentez ve yıkımında ve kimyasal karsinojenesizdeki rollerinin ne kadar 

önemli olduğunu göstermiştir (Arınç ve Adalı 1983). 

CYP1A, CYP2B, CYP2E, CYP2M, CYP2N, CYP2K, CYP3A, CYP11A, CYP17, 

CYP19, CYP 26, CYP46, CYP51 aileleri ve daha bir çoğuna ait olan sitokrom P450’nin 

çoklu formları memelilerde olduğu gibi çeşitli balık türlerinde de bulunur. Son yıllarda 

yapılan bir çalışmada, Nelson (2003), 18 memeli ailesinin 17’sinin kirpi balığında da 

bulunduğu belirtilmiştir. Sadece bir P450 ailesi, CYP39, bu balık türünde yoktur 

(Nelson 2003). Yapısal benzerliklerin yanında, balık karaciğer mikrozomal P450 KFO 

sisteminin katalitik fonksiyonları da memelilerdeki ile oldukça benzerdir. PAH, PCB ve 

dioksin tipi toksik çevresel kontaminantlar gibi ekzojen bileşikleri ve testosteron, 

progesteron ve araşidonik asit gibi endojen bileşikleri içeren substratlar balık MO sistem 

tarafından metabolize edilirler. Bu substratlar balık sitokrom P450 MO sisteminin çesitli 

izoformları tarafından epoksidasyon, hidroksilasyon, dealkilasyon ve oksidasyon 

reaksiyonları yolu ile metabolize edilirler. Örnegin; CYP1A1 benzo(a)pirenin 

epoksidasyonunu katalizler, CYP2K1 laurik asidin ω-1 pozisyonundan hidroksilasyonunu 

katalizler (Williams ve Buhler 1984, Amet vd 1997, Haasch vd 1998, Sabourault vd 1998) 

ve CYP3A27 progesteronun 6β pozisyonundan hidroksilasyonunu katalizler (Miranda vd 

1990). Yeni P450 alt aileleri, CYP2N1 ve CYP2N2, araşidonik 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 çalışması sitokrom P4501A üzerinedir. Balık sitokrom P450 

izoformları arasında P4501A1, karsinojenlerin, mutajenlerin ve çevresel kirleticilerin 

metabolizmasındaki fonksiyonlarından dolayı çok geniş şekilde araştırılmıştır (Williams ve 

Buhler 1984, Klotz vd 1983 ve 1986, Goksoyr 1985, Miranda vd 1989, Zhang vd 1991, 

Şen ve Arınç 1998a, Arınç vd 1999, Leaver ve George 2000, Nebbia vd 2003, Chaty vd 

2004, Mikhailova vd 2005). Sitokrom P450’ler arasında sitokrom P4501A karsinojenlerin 

biyoaktivasyonda önemli bir rol oynar. Balıklarda, sitokrom P4501A proteini 

karsinojenlerin aktivasyonu ve metabolizmasındaki rolleri (Gelboin 1980, Conney 1982, 

Stegeman ve Hahn 1994, Parkinson 1995, Stegeman 1995), çevresel kirlilik için biyomarkör 

olarak kullanılma potansiyelleri nedeni ile oldukça geniş bir şekilde çalışılmıştır (Payne vd 

1987, Goksoyr ve Förlin 1992, Bucheli ve Pent 1995, Arınç vd 2000,  Chaty vd 2004). 

 

1.2.1.1 Sitokrom P4501A 

CYP1A1 balıklarda oldukça geniş olarak çalışılmış ve alabalıktan (Williams ve Buhler 

1984, Miranda vd 1989 ve 1990, Celander ve Förlin 1991, Andersson 1992,  Chaty vd 

2004) tatlısu levreğinden (Zhang vd 1991) ve deniz türlerinden Stenotomus chrysop’tan  

(Klotz vd 1983 ve 1986, Stegeman vd 1990), morina balığından (Goksoyr 1985, Goksoyr 

vd 1986), çipuradan (Arınç ve Şen 1997 ) ve kefalden (Şen ve Arınç 1998a) saflaştırılmıştır. 

Moleküler özellikleri, biyokatalitik aktiviteleri, immunolojik özellikleri ve gen regülasyonu 

memeli CYPlAl’i ile benzerlik gösterir. Benzo(a)piren hidroksilasyon ve 7-etoksirezorufin 

0-deetilaz (EROD) reaksiyonları için en büyük katalizördür. 3-Metilkolantren (3-MC) ve 

B(a)P tarafından oldukça fazla indüklenirler, bununla birlikte muamele olmamış balıklarda çok 

zor tespit edilirler. Moleküler ağırlıkları 58 000 dolaylarındadır ve değişik ortologlar ile 

oldukça güçlü çapraz bağlanmalar gösterirler (Arınç ve Şen 1999). 3-MC, B(a)P, 2,3,7,8-

tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD), poliklorlubifenil (PCB) ve diğer halojenli bileşikler 

sitokrom P4501Al’in güçlü indükleyicileri olarak bilinir (Teles vd  2004). 

1994 yılında  Arınç ve Şen B(a)P ile muamele edilmiş çipura balığında (25 mg/kg vücut 

ağırlığı) karaciger mikrozomlarında EROD aktivitesinin 2-3 kat artığını göstermiştir. 

Bununla birlikte aynı muamele sonucunda karaciger mikrozomlarında anilin 4-hidroksilaz 

ve etilmorfin N-demetilaz aktivitelerinde kayda değer bir değişim görülmemiştir (Arınç ve 
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Şen 1994). Bu nedenle PAH türü indükleyiciler tarafından sitokrom P4501A1 enziminin 

indüksiyonu balık populasyonlarında oldukça spesifik ve hassastır (Marionnet vd 2005). 

Payne, 1976 yılında ilk olarak balık mikrozomal P450’ye bağımlı PAH aktivitesinin 

çevresel monitör olarak kullanılabileceği fikrini ortaya atmıştır (Payne 1976). Günümüzde 

balıklarda CYPlAl bağımlı enzim aktivitesi 7-etoksirezorufin substratı kullanılarak tespit 

edilmektedir. EROD aktivitesinin ölçümü balıklarda CYPlAl indüksiyonunu tespit etmek 

için oldukça yaygın olarak kullanılan ve oldukça hassas olan bir yöntemdir. P4501A ve 

EROD aktivitesinin tayinine dayanan biyomonitoring çalışmaları ABD’nin çesitli 

bölgelerinde, Atlantik ve Pasifik Okyanuslarında, Avustralya, Kanada, Baltık Denizi’nde ve 

Fransa’nın Akdeniz sahillerinde ve Ege denizinde 100’ü aşkın saha çalışmasında başarı ile 

kullanılmıştır (Payne vd 1985, 1987, Haux ve Förlin 1988, Goksoyr vd 1994, Bucheli ve 

Pent 1995, Arınç vd 1999, Arınç vd 2000, Whyte vd 2000, Doyotte vd 2001. Arınç ve 

Bozcaarmutlu 2003, Miller vd 2003, Laville vd 2003, Chaty vd 2004, Ricciardi vd 2005). 

CYP1A1 proteinlerinin çeşitli balık türlerinden saflaştırılmasından sonra, bu proteinlere 

karşı antikorlar başarılı bir şekilde üretilmiştir. ELISA, Western Blot gibi 

immunokimyasal teknikler ile bu antikorlar CYP1A1 protein seviyesi ile kontaminantlar 

arasındaki ilişkiyi göstermek için kullanılmaktadır (Stegeman vd 1986, Varanasi vd 1986, 

Stegeman ve Kloepper-Sams 1987, Stegeman vd 1988, Elskus vd 1989, Arınç ve Şen 

1999, Chaty vd 2004, Mikhailova vd 2005).  

İlk balık CYP1A1 geninin klonlanmasından sonra (Heilmann vd 1988) cDNA probu 

CYP1A1 transkriptinin (mRNA) saptanmasında oldukça kullanışlı olmuştur. Çalışmalar 

P4501A1 mRNA seviyesinin P4501A1 enzim aktivitesi ve P4501A1 protein 

seviyelerindeki artış ile ilgili olduğunu göstermektedir (Renton ve Addison 1992).  

 

1.2.1.2 Sitokrom 1B Ailesi 

Sitokrom P450 1 ailesi enzimleri (CYP1A1, CYP1A2 ve CYP1B1) , poliaromatik 

hidrokarbonları, poliklorlanmış bifenilleri ve arilaminleri içeren çevresel kontaminantların 

hidrolize edilmesinde önemli role sahiptirler. Leaver ve George’nin 2000 yılında yapmış 

oldukları bir çalışmada CYP1 gen ailesi marine flat (Pleuronectes platessa) balığından izole 

edilmiştir. CYP1 izoformlarının aminoasit sekans analizleri bunların birbirlerine benzer 
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özelliklerde olduklarını göstermiştir. Elde edilen veriler neticesinde, CYP1B proteininin, 

memelilerdeki CYP1B1 proteini ile % 54 aynı yapıya sahip olduğu belirlenmiştir. CYP1 

ailesi ile yapılan bu çalışma göstermiştir ki CYP1A’nın dokularda PAH-bağımlı 

indüksiyonunun artmasının yanında CYP1B beta naftoflavonun ve PAH gibi diğer uyarıcılar 

ile de artış göstermektedir (Leaver ve George 2000).  

CYP1A ve CYP1B gen aileleri memeli dokularında tanımlanmakla birlikte balık 

türlerinde de tanımlanmıştır. Shen ve arkadaşlarının 1994 yılında yaptıkları bir çalışmada 

CYP1B1 proteini flat balığı karaciğerinden izole edilmiş ve  546 aminoasit içeren bir yapıya 

sahip olduğu bulunmuştur.  2004 yılında yapılan bir diğer çalışmada Carp (Cyprinus 

carpio)’tan CYP P4501B alt ailesinin bir üyesi olan CYP1B2 izole edilmiştir. CYP1B2; 

intraperitonel olarak 3-metil kolantrenin (3-MC) enjeksiyonundan sonra carp karaciğerinden 

izole edilmiştir. Yapılan çalışmalar sonucunda, bu proteinin 530 aminoasitten oluştuğu 

bulunmuştur. CYP1B2’nin cDNA’sının % 91 CYP1B1 ile benzerlik gösterdiği rapor 

edilmiştir (El-kady vd 2004).  

 

1.2.1.3 Sitokrom 1C Ailesi 

Monooksijenazların CYP P4501 (CYP1) ailesinin üyeleri, çevresel karsinojenlerin ve 

promutajenlerin detoksifiye edilmesinde görevlidirler. Bu görevlerinden dolayı yaygın olarak 

araştırılmaktadırlar. Zebra balığı ile yapılan bir çalışmada CYP1C1 ve CYP1C2 izole edilmiş 

ve sekans analizi sonucunda sırasıyla 523 ve 514 aminoasit içerdiği tespit edilmiştir (Gotoh 

1992). Godard ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada; teleost balıktan iki yeni CYP1 alt ailesi 

(CYP1C1 ve CYP1C2) izole edilmiştir. Elde edilen sonuçlar neticesinde, teleost balıktan 

izole edilen  CYP1C1 ve CYP1C2’nin sırası ile 524 ve 528 aminoasit içerdiği bulunmuştur. 

Bu CYP1C1 ve CYP1C2’nin %80-81 birbirine benzediği tespit edilmiştir. Elde edilen veriler, 

zebra balığı (Danio rerio)’dan izole edilen CYP1C1 ile karşılaştırıldığında, balık türlerinde 

CYP1C1 ve CYP1C2 proteinlerinin benzer bir yapıya sahip oldukları gözlenmiştir. 

CYP1C’ler; katalitik olarak substrat spesifik özelliklere sahip olup, CYP1B’ler ve CYP1A’lar 

ile benzer özelliklere sahiptir. Sonuç olarak türler arasında CYP1C1 ve CYP1C2 

proteinlerinde ortak bir çok özellikleri içermelerine karşın, aminoasit dizisi ve fonksiyon 

bakımından bazı farklılıkların olduğu tespit edilmiştir (Godard vd 2005). 
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2005 yılında yapılan bir başka çalışmada Carp (Cyprinus carpio)’dan CYP P4501C1 izole 

edilmiştir. CYP1C1; intraperitonel olarak beta-naftoflavonun enjeksiyonu sonrası carp 

karaciğerinden izole edilmiştir. Carp CYP1C1’inin, teleost ve memeli CYP1B1’i ile % 48,4, 

carp CYP1B1 ve CYP1B2’si ile % 45,5 benzer kapıda olduğu bulunmuş olup, insan, sıçan ve 

fare CYP1B1’i ile ortak özellikler taşıdığı tespit edilmiştir (Itakura vd 2005). 

 

1.2.2 Sitokrom CYP2E Ailesi 

Sitokrom P4502E1, P450LM3a, P450j, P450ac ya da P450alc olarakta bilinir ve 

önce tavşanlarda daha sonra sıçanlarda ve insanlarda tanımlanan P450’nin etanol ile 

indüklenebilen formudur (Yang ve Hong 1993). Etanolün dışında, aseton, piridin, 

izopropanol, benzen tarafından ve bazı açlık, diyabet, obezite, aşırı yağlı beslenme gibi 

patofizyolojik durumlarda indüklenebilir (Koop ve Casazza, 1985, Hong vd 1987, Song 

vd 1987, Schenkman vd 1989, Kim vd 1990, Arınç vd 1991, Yoo vd 1991, Amet vd 

1997). CYP2E1 Sitokrom 2 (CYP2) ailesinin en çok korunan formudur. Geçen birkaç 

yılda, nitrosoaminler ve diğer toksik ajanlar gibi birçok düşük moleküler karsinojenlerin 

aktivasyonunda önemli rol almasından dolayı hayli önem kazanmıştır (Yang vd 1990, 

Yamazaki vd 1992). Ek olarak, diyabet, obezite ya da yukarıda verilen çeşitli 

kimyasallara bağlı sitokrom P4502E1 indüksiyonunu tiyoasetamid, kloroform, 

karbontetraklorür ve bromobenzen gibi belirli bileşiklerin hepatotoksititesini 

kuvvetlendirdiği bulunmuştur (Hanasono vd 1975, El-Hawari ve Plaa 1983, Wang vd 

2000). Akut diyabetin anilin 4-hidroksilazı ve N-nitrosodimetilamin demetilasyon 

aktivitelerini hamster karaciğer ve böbrek mikrozomlarında 2 kat arttırdığını 

bulmuşlardır (P4502E1’le ilişkili enzimler). Tersine akut diyabetik durum, renal ve 

hepatik pentiloksirezorufin O-dealkilasyon aktivitesinin sırasıyla %66 ve %48 oranında 

düşüşüne neden olmuştur. (P4501B1’le ilişkili). Benzo(a)piren hidroksilasyonu 

(P4501A1’le ilişkili) diyabetik hamster böbrek ve karaciğerinde kontrollere benzer 

bulunmuştur. Balıklarda da; LM3 enzimi, anilin 4-hidroksilazı ve N-nitrosodimetilamin 

demetilasyonu reaksiyonlarını katalizlemektedir (Buhler ve Wang-Buhler 1998, 

Orellana vd 2001). 

Shav ve arkadaşlarının 2000 yılında yapmış olduğu bir çalışmada, İngiltere’nin Port 

Quin semtindeki, kontamine olduğu düşünülen bölgeden, farklı mevsimlerde Mytilus 
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edilus midyesi yakalanıp, bu midyedelerde CYP2E1 seviyeleri tayin edilmiştir. Mart, 

nisan ve mayıs aylarında toplanan midyelerde, mayıs ayında en yüksek seviyede 

CYP2E1 miktarı belirlenmiştir. Yapılan analiz sonucunda bu proteinin miktarının 

mevsimsel olarak değişim gösterebileceği düşünülmüştür (Shav vd 2000). Bir başka 

çalışmada, İtalya’nın endüstriyel olarak kirlenmiş durumdaki Venice Lagoon ve temiz 

bölge olarak nitelendirilen Lido bölgesindeki Mytilus galloprovincialis midyelerindeki 

CYP2E1 immunobloting yöntemi ile incelenmiştir. Elde edilen veriler sonucunda, 

endüstriyel olarak kirlenmiş durumdaki Venice Lagoon bölgesindeki midyelerde, 

CYP2E1 protein miktarında artış olduğu gözlemlenmiştir. Bu proteinin miktarındaki 

artışın; PAH, PCB gibi toksik kimyasalların bu bölgede yoğun bir biçimde atık olarak 

sulu ortama deşarjı nedeniyle olduğu tespit edilmiştir (Peters vd 1998). 

 

1.2.3 Sitokrom P4502P Ailesi 

Arakidonik asit metabolizmasındaki eikosanoid türevleri biyolojik işlevlerin 

düzenlenmesinde kritik rol oynarlar. Hayvanlardaki tuz, su transportu ve hücresel 

proliferasyonda görev alırlar. Memelilerdeki CYP2 sitokrom P450 ailesi arakidonik asit 

(A.A) epoksigenaz reaksiyonlarını ve arakidonik asitin ω-terminal hidroksilsyonunu 

gerçekleştirir (Gilday vd 1996, Schlezinger vd 1998).  

2003 yılında yapılan bir çalışmada, yeni CYP2P sitokrom P450 ailesi teleost bir 

balık olan Fundulus heteroclitus (killi fish)’tan izole edilerek tanımlanmıştır. Bu yeni 

CYP2P’ler memelilerdeki CYP2J’ler ile çok benzer katalitik özellikler gösterir. Balık  

CYP2P’leri memelilerdeki CYP2J’ler ile yapı ve fonksiyon olarak ta benzer özellik 

gösterirler. CYP2P Fundulus heteroclitus’un karaciğer ve bağırsağından izole 

edilmiştir. CYP2P transkripsiyonu, karaciğer ve bağırsaktan predominant olarak ekspres 

edilerek gerçekleştirilmiştir. Killi balığı CYP2P3 ve bazı CYP2J’ler ksenobiyotik 

substratlara karşı benzer özellikler göstermiştir. CYP2P3, CYP2J1 ve CYP2J3 

proteinlerinin hepside benzfetamini benzer oranlarda katalizlediği bulunmuştur (3,3-3,9 

ve 3,0 nmol/dakika/mg protein). Böylece killi balığı CYP2P3 proteininin, insan CYP2J2 

ve sıçan CYP2J3 proteinleri ile katalitik özelliklerinin benzer olduğu belirlenmiştir 

(Oleksiak vd 2003). CYP2P3 benzfetamine N-demetilasyonu ve arakidonik asitin 

oksidasyonunu katalizler. CYP2P3 bölge ve enantiyoselektif özelliğe sahiptir. Bu 
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balıktan CYP2P2 ve CYP2P3 ekspres edilmiştir. Fakat CYP2P1 ekspres edilememiştir. 

Bu enzimler sıçan bağırsağından izole edilen CYP2J proteini ile benzer özellikler 

gösterirler. CYP2P’ler ve CYP2J’ler genel olarak yağ asidi monooksijenayonunda 

görev alırlar (Oleksiak vd 2000).  

 

1.2.4 Sitokrom P4502N Ailesi 

Oleksiak ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, CYP2N enzim ailesi ilk kez teleost 

bir balık olan Fundulus heteroclitus’tan izole edilerek tanımlanmıştır ve balığın 

karaciğer ve kalbinde bir sitokrom P450 altailesi olan CYP2N’lerin cDNA 

kütüphaneleri araştırılmıştır. Nothern blot analizleri sonucunda; CYP2N1 

transkripsiyonunun en çok karaciğer ve bağırsakta olduğunu, CYP2N2’nin de en çok 

beyin ve kalpte bulunduğu belirlenmiştir. CYP2N2 proteininin mRNA’sının da beyin ve 

kalpte bol olduğu görülmüştür (Oleksiak vd 2000).  

CYP2N1 ve CYP2N2 proteinlerinin her ikiside arakidonik asitin 

epoksieikosotrienoik aside metabolize edilmesinde görev alırlar. Epoksidasyon büyük 

oranda bölge ve enantiyoselektif bir özellik ister. CYP2N1 ve CYP2N2 %90-91 

seçiciliğe sahiptir. CYP2N proteinleri arakidonik asit epoksigenaz ve hidroksilaz 

reaksiyonlarının katalizlenmesinde görevlidir. 2000 yılında yapılan bir çalışmada, 

teleost balığın (Fundulus heteroclitus) karaciğer ve kalbindeki CYP2N ekspresyonunun 

açlık ve kimyasalla muamele sonrası değişimi araştırılmıştır. CYP2N tarnskripsiyonu 

açlık ve 12-o-tetradekanoil phorbol-13-asetat ile muamelesi sonrası araştırılmıştır. 

CYP2N1 mRNA seviyesi hem açlık hem de 12-o-tetradekanoil phorbol-13-asetat ile 

muamele sonrası artmıştır. İlginçtir ki kalp CYP2N2 ekspresyonu phorbol ester 

muamelesi sonrası azalmış fakat açlık sonrası artmıştır. Bu sonuçlar göstermiştir ki 

çevresel faktörler ile ekspresyon değişim göstermiştir. CYP2N1 ve CYP2N2 

proteinlerinin vertabratlarda benzer biyolojik fonksiyonlar içerdikleri belirlenmiştir 

(Oleksiak vd 2000). 
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1.2.5 Sitokrom P4502K Ailesi 

     CYP2K1; Rainbow trout (Orcorhynchus mykiss, Gökkuşağı alabalığı)’un temel P450 

içeriğini oluşturur ve LM2 olarak adlandırılır. İlk yapılan çalışmalarda LM2  bu balığın 

karaciğerindeki 10,8 nmol P450 (mg mikrozomal protein)-1 içeriğinden spesifik olarak 

izole edilmiştir (Williams  ve Buhler 1984). LM2 diğer  P450 biyokimyasal ve 

immunolojik çalışmalar neticesinde LMC2 olarak tanımlandı.  LMC2’nin molekül 

ağırlığı SDS-PAGE  analizi ile 54000 Da olarak belirlenmiş olup, CO ortamında alınan 

spekturumunda 449,5 nm dalga boyunda maksimum absorpsiyon yaptığı ölçülmüştür. 

     LMC2; 17β-estradiol’ün 2-hidroksilasyonunu, testosteron’un 16β-hidroksilasyonunu 

ve progesteron’un 16α-hidroksilasyonunu katalizler (Miranda vd 1989). LMC2 P450’si 

laurat’ın (ω-1)-hidroksilasyonu için temel bir katalizördür (Buhler vd 1997, Buhler ve 

Wang-Buhler 1998, Haasch 2002). LMC2, ω-1 ve ω-2 pozisyonlarından regiospesifik 

olarak hidroksilasyon gerçekleştirir. Bu enzim, palmitat, miristat ve stearat gibi uzun 

zincirli yağ asitlerinin (ω-1)- ve (ω-2)- hidroksilasyonunu katalizler. Bu balık türlerinde 

AFB1 (Aflatoxin B1)’in karsinojenik etkilerine karşın LMC2 kuvvetli bir seçimlilik 

göstermiştir (Bailey vd 1984, Bailey vd 1996, Buhler ve Wang-Buhler 1998). 

Balıklardaki sitokrom P4502K ailesi kompleks bir yapıya sahiptir. Northern blotting 

çalışmaları sonucunda CYP2K1’in tek bir kopya gen olmadığı belirlenmiştir. Southern 

blotting analizlerinde de 109 ve 208 kb olmak üzere iki temel mRNA’nın varlığı 

gözlenmiştir. Rainbow trout’dan saflaştırılan LMC2 P450’sinin molekül ağırlığı 

MALDİ-TOF kütle spekrometresinde 56695±55 Da, CYP2K1’in cDNA sekans 

analizinde moleküler ağırlığı 56795 Da  olarak ölçülmüştür.  

     İmmunokimyasal analizlerde LMC2’nin Rainbow trout’un böbreğinde proximal 

tubullerin ikinci kısmında lokalize olduğu bulunmuştur (Lorenzana vd 1988). Balıklarda 

LMC2’nin var olduğu organlar, karaciğer, böbrek ve kalptir (Buhler ve Wang-Buhler 

1998, Haasch 2002) 

 

1.2.6 Sitokrom P4502M Ailesi 

     CYP2M1 P450’si kimyasalla muamele edilmemiş rainbow trout’tan izole edilerek 

saflaştırılmış ve aktivitesi 11,6 nmol P450 (mg protein)-1 olarak belirlenmiştir (Miranda 

vd 1989). LMC1’in maksimum absorpsiyon yaptığı dalga boyu 450 nm olup, SDS-

PAGE sonucundaki molekül ağırlığı; 50000 Da’dur. Çok az 17β-estradiol 2-
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hidroksilasyonu, testosteron’un 16β-hidroksilasyonu,  progesteron’un 6β ve  16α-

hidroksilasyonlarını sağlar. BaP ve benzfetamin (BND) metabolizmasında tayin 

edilmemiştir. Hidroksillenmiş laurat metabolitleri HPLC metodu kullanılarak tayin 

edilmiş ve kütle spektrometresi ile türleri belirlenmiştir (Buhler ve Wang-Buhler 1998).  

     LMC1’in daha önceden ω-hidroksilasyonu gerçekleştirmediği rapor edilmesine 

rağmen (Miranda vd 1990), gerçekte ω-6 hidroksilasyonunu katalizlediği bulunmuştur. 

LMC1 sadece laurat’ın  ω-6 hidroksilasyonunu gerçekleştirmektedir. Saflaştırılan 

LMC1’in molekül ağırlığı ağırlığı MALDİ-TOF kütle spekrometresiyle 57114±55 Da 

olarak belirlenmiştir. cDNA sekans analizinde  LMC1’in molekül ağırlığı ağırlığı 50000 

Da olarak bulunmuştur (Miranda vd 1989). Bu farklılık in vivo olarak ekspres edilen 

CYP2M1 proteininin post-translational modifikasyonlardan kaynaklanmaktadır (Buhler 

vd 1997, Buhler ve Wang-Buhler 1998, Haasch 2002). 

2002 yılında Katchamart ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada, 1 yıllık 

yetişkin gökkuşağı alabalığına, metoksiklor (20mg/kg), dietlstilbestrol (15mg/kg), 4-

tert-oktilfenol (25 mg/kg) ve biochain A (25 mg/kg) intraperitonel olarak, 1, 4 ve 7. 

günlerde enjekte edilerek, onuncu gün sakrifiye edilip hepatik CYP2M1 protein 

seviyeleri incelenmiştir. Metoksiklor, dietlstilbestrol, 4-tert-oktilfenol ve biochain A 

CYP2M1 ekspresyonunu artırmıştır (Katchamart vd 2002). 

 

1.2.7 Sitokrom P4503A Ailesi 

     Saflaştırılmış balık (rainbow trout) CYP3A27 sitokrom P450’sinin aktivitesi; 14,9 

nmol P450 (mg protein)-1 olup, LMC5 olarak tanımlanmıştır. Bu P450 formunun SDS-

PAGE sonucunda elde edilen molekül ağırlığı¸ 59000 Da’dur ve maksimum absorsiyon 

yaptığı dalga boyu 448 nm’dir. LMC5 benzfetamin (BND) N-demetilasyonu, 

eritromisin N-demetilasyonu, projesteron ve testosteron’un 6β-hidroksilasyonu için 

önemli bir aktivite gösterir (Miranda vd 1989). Memelilerde steroid 6β-hidroksilasyonu 

CYP3A enzimleri ile katalizlenir. Balıklardaki LMC5 ile memelilerdeki CYP3A 

enzimleri arasında immunokimyasal olarak homolog bölgeler tayin edilmiştir. Balık 

karaciğer mikrozomlarındaki projesteron 6β-hidroksilaz aktivasyonu LMC5 tarafından 

katalizlenir ve bu CYP3A izoformlarının karakteristik özelliğidir. İnsanlardaki CYP3A4 

(sıçanlarda CYP3A1) ve balıktaki LMC5 arasında katalitik fonksiyon ve yapı 

bakımından benzerlik gösterdiği bulunmuştur (Miranda vd 1991, Buhler ve Wang-
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Buhler 1998). Sitokrom P4503A ile yapılan bir çalışmada, CYP3A, zebra balığından 

izole edilip tanımlanmıştır. Elde edilen sekans analizi sonuçlarına göre, bu proteinin 

1290 nükleotit ve 430 amino asitten oluştuğu bulunmuştur (Bainy ve Stegeman 2004). 

 

James ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada, kasi balığının bağırsağında 

sitokrom P4503A’nın katalitik özelliği ve ekspresyonu tanımlanmaya çalışılmıştır. 

CYP3A’nın katalitik indikatörü olarak, mikrozomal testosteron 6β-hidroksilasyon 

aktivitesi kullanılmıştır. Kedi balığı bağırsağındaki CYP3A indikatörü olan testosteron 

6β-hidroksilasyon aktivitesi 88,6±15,6 pmol/dakika/mg protein olarak bulunmuştur. 

CYP3A protein seviyesi ve testosteron 6β-hidroksilasyon aktivitesi bağırsakta 

karaciğerdekinden daha düşük çıkmıştır.  Elde edilen sonuçlar doğrultusunda, 

CYP3A’nın ksenobiyotik metabolizmasında önemli rolünün olduğu tespit edimiştir 

(James vd 2005). 

 

Yapılan başka bir çalışmada, Atlantik salmon (Salmo salar) balığında, nonilfenol ile 

ilaçları metabolize eden sitokrom P450 enzimlerinin değişimi araştırılmıştır. 7 günlük 

zaman periyodunda balıklar nonilfenol ile muamale edimiş ve farklı muamale 

günlerindeki balıklarda CYP1A1 ve CYP3A protein seviyelerine bakılmıştır. 7 günlük 

zaman aralığında CYP3A protein seviyesi, yedinci gün en yüksek olarak bulunmuştur 

(Meucci ve Arukwe 2006). 

 

1.2.8 Sitokrom P4503C Ailesi 

Corley ve arkadaşlarının (2006) yaptığı bir çalışmada, yeni sitokrom P450 alt ailesi 

olan CYP3C1 rapor edilmiştir. CYP3C1 ilk kez zebra balığın (Danio rerio)’dan 

klonlanmış olup CYP3C1’in 505 amini asitli bir protein yapısına sahip olduğu 

belirlenmiştir. Memeliler ve teleost CYP3A ve CYP3B formlarıyla % 44 - % 54 benzer 

özellik ve yapı göstermiştir. CYP3C1 mRNA’sı balık karaciğeri ve yedi ekstrahepatik 

dokuda tayin edilmiştir (Corley-Smith vd 2006). 
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1.2.9 Sitokrom P4504T Ailesi 

     CYP4 ailesi üyesidir. İnsanda sıçanda ve balıklarda farklı isimlerle adlandırılmıştır. 

Yapılan çalışmalar sonucunda 130 amino asitli peptit içerdiği, tavşan CYP4B1’si ile 

%54,6 homolog ve sıçan CYP4B2’si ile %55,4 aynı özellikler gösterdiği belirlenmiştir. 

CYP4 ailesi benzer özellikler gösterir fakat bu balık P450 enzimi; sitokrom P450 

Nomenclature komitesi tarafından CYP4T1 olarak adlandırılmıştır. Bu enzim henüz ne 

karakterize edilmiş ne de tanımlanmıştır (Falckh vd 1997,  Buhler ve Wang-Buhler 

1998 ). 

 

1.2.10 Sitokrom P4504F7 Ailesi 

Sitokrom P450 ailesi CYP4 üyeleri bir çok organizma ve dokularda bulunmuştur. 

CYP4 enzimlerinin metabolizmadaki rolü; yağ asitlerinin ve prostaglandinlerin (ω-) ve 

(ω-1)- hidroksilasyonunu gerçekleştirmektir. Bu enzimlerin bir çoğu karaciğer ve 

böbrekte ekspres edilmiştir. Hormon gibi endojen substratların yanı sıra, herbisitler, 

insektisitler ve endüstriyel kimyasallar gibi ekzojen substratlarında detoksifikasyonunda 

görev alırlar. İnsan ve sıçanlardaki CYP4F alt ailesi üyeleri tanımlanmış ve CYP4F2 ve 

CYP4F3 sıçan ve insan karaciğerinden saflaştırılmıştır (Jin vd 1998, Kikuta vd 1993). 

CYP P450 enzimlerinin bir çoğu balıklarda da izole edilerek tanımlanmıştır. Balıklarla 

yapılan bir çalışmada; memelilerdeki CYP 4F ile %39 ile %56 arasında değişen 

miktarda aynı özelliğe sahip CYP4F7 alt ailesi belirlenmiştir. CYP4F7’nin, 526 amino 

asitlik protein yapısına sahip olduğu bulunmuştur (Sabourault  vd 1999). 2004 yılında 

yapılan bir başka çalışmada kurbagadan (Xenopus laevis) iki yeni CYP4 geni izole 

edilerek tanımlanmıştır. Bunlar CYP4F42 ve CYP4V4 olup, sırasıyla 528 ve 520 amino 

asit içerdikleri belirlenmiştir (Fujita vd 2004). CYP4F42’nin lökotrien B4’ün 

hidroksilasyonunda görev almaktadır. Başka bir deyişle memelilerdeki CYP4F 

enzimleri, prostaglandin ve arakidonik asidin hidrolizi fonksiyonlarını üstlenmiştirler 

(Lasker vd 2000, Blylund ve Oliw 2001).   
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1.3 Sitokrom P450 Enzimleri ve Yaşlanma Mekanizması 

Yaşlılık, ölüm olasılığının artığı bir yaşam evresidir ve yaşlılığın temel özelliği, iç 

dengeyi (homeostazis) koruma yeteneğinin  bozulmasıdır. Yaşlanma multifaktöryel 

etkenlerle gelişen bir süreçtir. Sonuçta, organizmada kişiye göre yeri, şekli ve şiddeti 

farklı, bir çok değişimler görülür. Örneğin, dokuların biyokimyasal bileşiminde ve 

hücresel düzeyde değişimler olur. Fizyolojik kapasitede ilerleyici azalma, hastalığa 

karşı duyarlılığın ve etkilenmenin artması, çevresel uyaranlara cevap verme yeteneğinde 

azalma, istirahat ve bazal parametrelerde değişim, reserv depoların kaybı sonucu 

maksimum yanıtlarda küntleşme (körelme),  pik seviylere ulaşmada ve  bazal seviyelere 

geri dönmede gecikmeler olabilir. Reserv kapasiteler azaldığı için yaşlanma ile bazı 

hastalıkların görülme olasılığı artarken, var olan hastalıkların da şiddetleri  artmakta, 

tedavileri de daha güç olmaktadır. 

        

 

 
Şekil 1.2 Yaşlanma Mekanizması 

 

 Vücudumuza alınan ilaçları metabolize eden enzimlerin aktiviteleri ve 

ekspresyonunda; beslenme, tür, genetik polimorfizm, yaş, fizyopatolojik şartlar, 

mikrobiyolojik ya da parasitolojik ajanlar gibi bir çok faktör rol oynar. Özellikle 

ilaçların ve diğer kimyasalların etkileri yaşa bağlı olarak araştırılmaktadır. Çeşitli 

sitokrom P450 izozimlerinin ekspres edilmesi, sıçanlarda ve insanlarda yaşlanma ile 

azalmaktadır (Akahori vd 2005). Farklı yaşlardaki maymunlarla yapılan bir çalışmada, 
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toplam sitokrom P450 içeriğinin yaşlanma ile azaldığı gözlemlenmiştir (Akahori vd 

2005). Genç bireylerden yaşlı bireylere kadar, ilaçların absorbsiyon oranı, plazma 

proteinlerine bağlanma, dağılım ve biyotransformasyonu araştırılmıştır. Metabolik 

yollarda rol oynayan bir çok enzim insanlarda yaşa bağlı olarak incelenmiş olup, sıçan, 

köpekler koyunlar,  domuzlar, keçiler ve tavuklarda çalışılmıştır (Kaddouri vd 1990, 

Kawalek ve El Said 1990b, Kawalek ve El Said 1994, Coulet vd 1996). Atlarla yapılan 

bir çalışmada; atların hepatik olarak ilaçları metabolize etme kapasiteleri yaşa bağlı 

olarak yaşama süreçleri içinde karakterize edilmiştir. Yaşları 1 yıl ile 12 yıl arasında 

olan 50 dişi atın karaciğer mikrozomlarında, sitokrom P450 bağımlı monooksijenazlar, 

karboksilesterazlar ve transferazlar analiz edilmiştir. CYP2B, CYP2E, CYP3A 

enzimleri western immunoblotting yapılarak miktarlarının yaş artışına bağlı olarak 

arttığı gözlemlenmiştir. Aynı örneklerde glutatyon S-transferaz aktivitesi araştırılmış ve 

bu enzimin aktivitesinin yaş ilerledikçe azaldığı bulunmuştur. Bu atların yaşları arttıkça; 

EROD, MROD, BROD, Anlin 4-hidroksilaz, NDMA N-demetilaz, Eritromisin N-

demetilaz, Benzo(a)piren hidroksilaz, Benzfetamin N-demetilaz ve Etilmorfin N-

demetilaz aktivitelerinde artış tayin edilmiştir. Aminopiren N-demetilaz  aktivitesinde 

dikkate değer bir değişim gözlemlenmemiştir (Nebbia vd 2003). Jeffrey (1997) ve 

arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada; sıçanlardaki ksenobiyotik 

metabolizmasının, hepatik mikrozomal enzimlerinin aktivitelerine bağlı olarak, 

yaşlanma ile değişimi incelenmiştir. 22 aylık erkek sıçanlar ile 2 aylık erkek sıçanlarla 

çalışılmış ve 22 aylık erkek sıçanlardaki; CYP2B1, CYP2B2, CYP2C11, CYP2E1, 

CYP2A1ve testesteron 5α-redüktaz enzimlerinin mikrozomal aktivitelerinde artış 

görülmüştür. Hepatik sitokrom P450 içeriğinin tamında ise azalma tespit edilmiştir 

(Jeffrey vd 1997).  

Jeffrey ve William’ın yaptığı bir diğer çalışmada, 3-6 aylık genç ve 22-24 aylık 

yetişkin sıçanlardaki p-nitrofenol hidroksilaz ve toplam CYP P450 miktarları 

incelenmiştir. Yapılan analizler sonucunda, toplam Sitokrom P450 miktarında yaş artışı 

ile birlikte azalma gözlemlenmiş olup, p-nitrofenol hidroksilaz aktivitesinde yaşlanma 

ile artış gözlemlenmiştir. 3-6 ve 22-24 aylık sıçanlardaki p-nitrofenol hidroksilaz 

aktiviteleri sırasıyla 0,67 ± 0,14 ve 0,92 ± 0,15 µmol/saat/gram protein olarak 

bulunmuştur (Jeffrey ve William 1997). 2004 yılında 3, 9 ve 24 aylık sıçanlarla yapılan 

bir başka çalışmada, sıçan karaciğer mikrozonlarındaki toplam P450 miktarı 
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incelenmiştir. Elde edilen sonuçlar, sıçanlanlarda toplam P450 miktarının yaşlanma ile 

azaldığını göstermiştir (Wauthier vd 2004). 

Balıklarda yaşlanmaya bağlı olarak yapılan bir çalışmada ise; farklı cinsiyet ve 

yaşlardaki balıkların (rainbow trout) hepatik mikrozomlarında LMC5 konsantrasyonları 

tayin edilmiştir. Western blotting kullanılarak 7 haftalık balık karaciğer 

mikrozomlarındaki LMC5 miktarı 30 pmol (mg mikrozomal protein)-1 şeklinde tayin 

edilmiştir. 15 aylık balık için erkek ve dişi balıklarda 57 ve 33 pmol (mg mikrozomal 

protein)-1 ve 20 aylık balık için 34 ve 33 pmol (mg mikrozomal protein)-1 olarak 

ölçülmüş, bu enzimin erkeklerde yaş artışı ile birlikte arttığı ve dişilerde herhangi bir 

değişme göstermediği bulunmuştur. (Miranda vd 1990). CYP3A27 karaciğer başta 

olmak üzere testis, böbrek ve midede bulunmuş olup, CYP3A27 enziminin böbreklerde 

yaşlanma ile mRNA miktarının arttığı gözlenmiştir (Lee vd 1997). 15 ve 20 aylık 

gelişme evrelerindeki erkek gökkuşağı alabalığının karaciğer mikrozomlarında 91 ve 79 

pmol (mg mikrozomal protein)-1 konsantrasyonunda LMC2 bulunmuştur. Aynı 

yaşlardaki dişi gökkuşağı alabalığının karaciğer mikrozomlarındaki LMC2; 35 ve 24 

pmol (mg mikrozomal protein)-1 olarak tespit edilmiştir (Buhler-Wang-Buhler 1998). 

Gökkuşağı alabalığı ile yapılan bir başka çalışmada, CYP2K1 enzim aktivitesinin 

gelişme ile artış gösterdiği belirlenmiştir. Embiriyo, 40 günlük ve 51 günlük  gökkuşağı 

balıklarında CYP2K1 enzimi ölçülmüş ve 51 günlük balıktaki CYP2K1’in en yüksek 

olduğu belirlenmiştir (Miranda vd 1990).  

Gökkuşağı alabalığı ile yapılan başka bir çalışmada 7 haftalık karaciğer 

mikrozomlarındaki CYP2M1 konsantrasyonu 13 pmol (mg mikrozomal protein)-1 

olarak bulunmuştur. 15 aylık erkek ve dişi karaciğerlerindeki CYP2M1 seviyesi 36 ve 

28 pmol (mg mikrozomal protein)-1 şeklinde tespit edilmiştir. (Miranda vd 1990). Hem 

erkek hem de dişi balıkların karaciğer ve böbreklerinde CYP2M1 gözlenmiştir.  

CYP2M1 yaşlanma ile farlılık gösterdiği; 106 günlük balıktaki CYP2M1’in 

embiriyodakinden daha yüksek olduğu bulunmuştur (Buhler ve Wang-Buhler 1998). 

Glutatyon S-transferazlar (GST’ler) detoksifikasyon metabolizmasında yer alan 

enzimler olup, yaşlanma ve kimyasal stres ile değişim gösterirler (Tchaikovkaya vd 

2005). Morgado ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada; 70 günlük ve 18 aylık sıçan 

karaciğerlerinde GST aktivitesinin değişimi ölçülmüştür. Analiz sonucunda yaşlı (18 

aylık) sıçan karaciğerlerindeki GST aktivitesinin daha yüksek olduğu bulunmuştur. 
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(Morgado vd 2003). Yapılan başka bir çalışmada 5 haftalık ve 9 aylık sıçanların 

karaciğer ve beyinlerindeki GST aktivitesi araştırılmıştır. Sıçan karaciğerlerindeki GST 

aktivitesinin daha fazla olup, yaşlanma ile aktivitenin arttığı bulunmuştur. (Kim vd 

2003).  

 

Brown-Borg ve Rakoczy’in yaptığı bir çalışmada, 3, 12 ve 24 aylık dwarf mice 

karaciğerlerinde γ-glutamil transpeptidaz (GGT) ve glutatyon S-transferaz (GST) 

aktiviteleri incelenmiştir. Böbrekte, GGT aktivitesinde yaş artışıyla birlikte % 30 

azalma gözlenirken, GST aktivitesinde % 85 artış görülmüştür. En yüksek GGT 

aktivitesi kalpte gözlenmiştir. GST aktiviteleri böbrek, karaciğer ve beyinde benzer 

şekilde bulunmuştur (Brown-Borg ve Rakoczy 2005). GST’ler ile yapılan bir başka 

çalışmada, Öztürk ve Gümüşlü 1, 6 ve 12 aylık Wistar sıçanları kullanarak, 20 ve 40oC 

sıcaklıklarda kalp stresine maruz bırakılıp, glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD), 

Süperoksit dismutaz (SOD), ve glutatyon S-transferaz (GST) aktivitelerini 

incelemişlerdir. 1 ve 6 aylık sıçanlarda, kalp stresi sonrası, glukoz 6 fosfat dehidrogenaz 

(G6PD) ve katalaz (CAT) aktivitelerinde artış gözlenmesine karşın, 12 aylık sıçanlarda 

bu enzim aktivitelerinde azalma görülmüştür. süperoksit dismutaz (SOD) enzimi 1, 6 ve 

12 aylık sıçanlarda yaş artışı ile birlikte artış göstermekle birlikte grupların kendi 

içindeki SOD aktiviteleride artmıştır. Glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri kalp 

stresi ile hem her bir grupta hem de yaş artışı ile paralel olarak artmıştır. Böylelikle  

kalp stresinin, çeşitli antioksidant enzimlerin ve GST enziminin aktivitesinde 

değişikliklere neden olduğu belirlenmiştir.(Öztürk ve Gümüşlü 2004). 

 

1.4 Glutatyon S-Transferaz Enzimleri 

Glutatyon S-transferaz enzimleri (GST’ler) [E.C.2.5.1.18] faz II biyotransformasyon 

enzimlerinden çok fonksiyonlu ve dimerik yapısı olan bir ailedir, protein dizilerine, 

izoelektrik noktalarına, substrat spesifikliğine, inhibitörlere olan hassaslıklarına ve 

immünolojik özelliklerine dayanarak 8 sınıfta toplanmışlar ve aerobik organizmalarda 

oldukça geniş olarak tanımlanmışlardır (Habig vd 1974, Keen vd 1976, Clark  1989, 

Meyer vd 1991, Rouimi vd 1996, Armstrong 1997, Board vd 1997, Perez-Lopez vd 

2000,). Çesitli ekzojen veya endojen kaynaklı elektrofilik, hidrofobik bileşiklerin glutatyon 

(GSH) ile konjugasyonunu katalize ederler. Kataliz reaksiyonlarında GST’ler, elektrofilik 
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substratlar üzerine glutatyon (GSH) tripeptidin nükleofilik atağnı kataliz ederler (Jakoby ve 

Habig 1980, Hayes ve Pulford 1995, Armstrong 1997). Böylece GST’ler, dışarıdan alınan 

toksik yabancı maddelerin veya oksidatif basamakta oluşan ürünlerin, vücutta bulunan 

diğer makromoleküller ile birleşmesini önleyip, hücre komponentlerine zarar vermeden 

atılmasını sağlarlar (Mosialou vd 1993, Bulavin vd 1996). Bu anlamda GST’ler, vücut 

için hayati koruyuculuk fonksiyonu üstlenmiş olan enzim gruplarından biridir. Ancak 

bunun yanı sıra GST’ler toksik ve karsinojenik bileşikleri içeren çeşitli kimyasalların 

aktivasyonunda da rol alırlar (Jacoby ve Habig 1980, Ketterer 1988, Eaton ve Bammler 

1999). GST’ler aerobik bakterilerden omurgalılara kadar geniş bir dağılıma sahiptir 

(Stenersen vd 1987, Kalinina vd 1988, Hayes ve Pulford 1995). Bu enzimler temel 

olarak karaciğerin sitozolik fraksiyonlarında lokalize olmalarına rağmen bütün 

dokularda bulunurlar (Sijm ve Opperhuizen 1989). Bu enzimler yüksek organizmalarda, 

özellikle de memeli türlerinde oldukça geniş şekilde araştırılmıştır (Mannervik vd 1985). 

Fakat son yıllarda spesifik biyokimyasal markör olarak kullanılmalarından dolayı sucul 

organizmalarda bulunan GST formlarına olan ilgi de artrmıştır (Machala vd 1997). Çeşitli 

türlerinin bu balık enzimlerinin farklı izozimlere sahip olduğu gösterilmiştir (Rammage 

ve Nimmo 1984, George ve Young 1988). Hepatik ve ekstrahepatik GST aktivitesi bir 

çok teleost balık türlerinde tespit edilmiş ve l-kloro-2,4-dinitrobenzen model substratına 

karşılık enzim aktivitesi çalışılan bütün balık türlerinde gösterilmiştir (Nimmo 1987, 

Leaver ve George 1998, Gadagbui ve James 2000, Melgar Riol vd 2001, Novoa-Valinas 

vd 2002). Aktivite seviyelerine zıt olarak, balık GST izozimlerinin rolü ve moleküler 

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

 

GST’ler, çok geniş substrat spektrumuna sahiptirler. Belirli substratlara karşı GST’lerin 

spesifik aktiviteleri yeni tespit edilen GST’lerin sınıflandırılmasına imkan sağlar. 

Örneğin, α-sınıf GST’ler kumen hidroperoksidine karşı oldukça reaktiftir (Mannervik vd 

1985, Meyer vd 1991), M-sınıf GST’ler epoksitler için önceliğe sahip iken, p-sınıf GST’ler 

de etakrinik asite karşı oldukça reaktiftirler (Meyer vd 1991). CDNB substratı sınıf 

spesifik değildir ve alpha, mu, pi, theta sınıfı GST’ler ile etkilesebilir (Takamatsu ve 

Inaba 1994, Meyer vd 1991). GST’ler, konjugasyon oluşumunu kataliz etmelerinin yanı 

sıra peroksidaz veya izomeraz aktiviteleri de gösterirler ve çok çesitli kimyasallara kovalent 

veya kovalent olmayan şekilde bağlanabilirler (Mannervik ve Danielson 1988). Bu şekilde bu 

metabolitlerin, makromoleküller ile olası etkileşimlerinin önlenmesi ile, ekzojen ve 

endojen olarak tanımlanan elektrofilik intermediyer bileşiklere karşı vücudun çok 
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önemli savunma sistemlerinden birini oluştururlar (Jakoby ve Habig 1980). GST’lerin 

varlığı ilk kez sıçan dokularında gösterilmiş (Booth vd 1961) ve birkaç GST izozimleri 

sıçan karaciğerinden saflaştırılmıştır (Habig vd 1974a ve 1974b, Keen vd 1976). Örtüşen 

substrat spesifikliğine sahip olan çok fazla GST izozimlerinin keşfi (Habig vd 1974a) ve bu 

enzimlerin çesitli toksik bileşiklerin metabolizmasındaki rollerinin gösterilmesi, GSH-

peroksidaz aktiviteleri (Prohaska ve Ganther 1977), hidrofobik moleküllerin hücre içi 

transportundaki katalitik olmayan bağlanmaları sayesinde toksik bileşiklerin 

detoksifikasyonunda rol almalarının gösterilmesi (Jakoby 1978, Listowsky vd 1988) bu 

enzimlere olan ilgiyi  arttırmıştır. Son zamanlarda çesitli patolojik ve çevresel faktörlerin bu 

izozimlerin ekspresyonunu etkilediğinin gösterilmesi de bu ilgiyi daha da arttırmıştır. Buna 

bağlı olarak, tümör markörleri olarak GST’lerin kullanımının mümkün olduğu önerilmiştir 

(Satoh vd 1985, Tsuchida ve Sato 1992, Kato vd 1995, Nielsen vd 1996,  Mikhailova vd 

2005). 

 

Son yıllarda spesifik biyokimyasal markör olarak kullanılmalarından dolayı sucul 

organizmalarda bulunan GST formlarına olan ilgi de artrmıştır (Machala vd 1997). Çeşitli 

türlerinin bu balık enzimlerinin farklı izozimlere sahip olduğu gösterilmiştir (Rammage 

ve Nimmo 1984, George ve Young 1988). Hepatik ve ekstrahepatik GST aktivitesi bir 

çok teleost balık türlerinde tespit edilmiş ve l-kloro-2,4-dinitrobenzen model substratına 

karşılık enzim aktivitesi çalışılan bütün balık türlerinde gösterilmiştir (Nimmo 1987, 

Leaver ve George 1998, Gadagbui ve James 2000, Melgar Riol vd 2001, Novoa-Valinas 

vd 2002). Aktivite seviyelerine zıt olarak, balık GST izozimlerinin rolü ve moleküler 

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

ve diğer deniz hayvanlarında, bir çok ksenobiyotik GST’ler tarafından detoksifiye 

edilmektedir. Bu enzimatik sistem, su kirliliğinin görüntülenmesinde bir çeşit haberci 

biyomarkördür (Melgar Riol vd 2001). Çeşitli ksenobiyotiklerin etkisi ile organizmada 

GST’nin indüksiyonu, çevredeki değişimlere adaptasyonu için bir yoldur (Mikhailova vd 

2005). Birçok türde GST ekspresyon seviyeleri yabancı bileşiklere maruz kalma ile kayda 

değer bir şekilde artabilir, bu artış sucul kontaminasyonun etkili biyomarkörü olarak 

uygunluğunu belirleyebilir. Bu enzimler, balıklar ve diğer deniz canlılarında bileşiklerin 

büyük bir çeşidinin detoksifikasyonuna katılırlar. Farklı balık türlerinde hepatik GST’lerin 

çesitli izoformları saflaştırılmış ve kısmen karakterize edilmiştir (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-
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Ghais 1997). Bu enzimler temel olarak balıkların karaciğerlerinde bulunmasına rağmen 

çeşitli balıkların solungaç, böbrek, ve bağırsaklarında GST aktiviteleri gösterilmiştir 

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

 

Tablo 1.3 Farklı sınıftaki bileşiklerden GST substratlarına örnekler 

 

Bileşik Türü Substratlar 
Kanserojen Metabolitler Aflatoksin B1-8,9-epoksit 

Benzo[a]piren-7,8-diol-9,10 oksit 
5-hidroksimetil krisen sülfat 
4-nitroquinolin-N-oksit 
3-MC 

Pestisitler Alaklor 
Atrazin 
Diklordifeniltrikloretan (DDT) 
Lindan 
Metil paratiyon 

Oksidatif Zarar Ürünleri Akrolein 
Bazik propenallar 
Yağ asidi hidroperoksitleri 
BHA 
BHT 

Anti Kanser İlaçlar 1,3-bis (2-klor etil)-l-nitrosoürea (BCNU) 
Klorambusil 
Siklofosfamid 
Melpalan 
Fosfomisin 

Endojenler Steroidler 
Histidin Metabolitleri 
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1.5 Deney Hayvanı 

 

Chrysophrys aurata sinonimi ile de adlandırılan çipuranın sistematiği Tablo 1.4’de 

gösterilmiştir. 

 

 

Tablo 1.4 Çipura balığının (Sparus aurata) sistematiği 

 

Süperalem Eukaryoda 

Alem Animalia 

Filum: Chordata 

Altfilum: Vertabrata 

Sınıf: Osteichthyes 

Takım: Perciformes 

Alttakım: Percoidei 

Aile: Sparidae 

Cins: Sparus 

Tür: Aurata (Linneaus 1758) 

 

  

Çipura balığına tüm Akdeniz’de rastlanmakla birlikte doğu ve güney doğu Akdeniz 

ülkelerinde, Kanarya Adaları'nda, İngiltere kıyılarında, Verde Burnu’nda ve nadir 

olarak Karadeniz kıyılarında rastlanır. Genellikle tropikal, subtropikal ve ılıman 

kuşaklarda yayılım gösteren çipura deniz fenogramlarının bulunduğu kumlu–çamurlu 

ve çamurlu ortamlarda yaşamını sürdürür. 

Ülkemizde daha çok güney sahilleri ve Ege kıyılarında yayılım gösterir. 30-50 gram 

olanları ince lidaki, 100 gram olanları lidaki, 100-180 gram olanları kaba lidaki, 200 ve 

üzeri ağırlıkta olanları da çipura olarak adlandırılır (Alpbaz 1990). 0-3 yaş arası 

çipuraların mide içerikleri incelendiğinde bu türün karnivor bir form olduğu ve özellikle 

ergin bireylerin Crustacea ve Mollusca familyasına ait türlerle beslendiği ortaya 

çıkmıştır. Hermafrodit özellik gösteren çipuraların, üst dudağı, alt dudağa oranla daha 

kalın olup gözün başladığı noktanın paralelinde biter. Gözler orta derecede gelişmiştir. 
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Göz çukuru önündeki mesafe, göz çapından en az iki kat daha uzundur. Gözler arasında 

V şeklinde yıldızsı bir bant vardır. 

 

Çipuraların üreme periyodu ülkemizde Ekim-Aralık ayları arasında olup en iyi 

gelişim 22-25 °C aralığında gözlenmektedir. Yaşayabilecekleri sıcaklık aralığı 3-34 °C, 

tuzluluk değeri ise ‰5-40 olarak belirtilmiştir. ‰1 tuzluluğa kadar yaşayabildikleri 

Chervinski ve Chanin (1985) tarafından bildirilmiştir. Genellikle 5-25 m arası 

derinliklerde yayılım gösterirler. Yaşları ilerledikçe derinlerde yaşamayı tercih ederler. 

Bunun için dalyan alanlarında ergin bireylere rastlanmaz. Yaz aylarında 0.5-9 m 

derinliğe kadar olan sığ sulara giriş yapan çipuralar, kış aylarında 35-40 m derinliğe 

kadar inerler. 2 yaşını aşan bireyler daha da derin sulara inebilmektedirler. Maximum 

boyları 70 cm’ye ulaşan çipuraların ortalama uzunlukları 25-40 cm. arasındadır. 

Günümüzde Akdeniz Bölgesi’nde oldukça iyi bir pazara sahip olan çipura balığına ait 

çalışmalar uzun yıllardır devam etmektedir. Yetiştiricilik çalışmalarında elde edilen 

bilgiler ise daha birçok konunun çalışılması gerektiğini ortaya çıkarmaktadır (Tandler 

ve Helps, 1985, Conides, 1992). 

Çipuraların fizyolojisi ve biyolojisi üzerine yapılan çalışmalar diğer türlere oranla 

daha azdır. Laboratuar şartlarında çalışmaların zorluğu ve çipura balığının 

kültür koşullarında üretiminin oldukça güç olması bu türle ilgili araştırmaları 

olumsuz etkilemiştir (Freddi vd  1981, Camus ve Koutsikopoulos 1984, Tandler 

ve Helps 1985). 

 

Ege Denizi’nin Anadolu kıyılarına derinlemesine sokulan İzmir körfezi doğal 

özellikleri bakımından farklıdır. Karaburun Yarımadası ile Gediz Deltası arasında 

kuzeybatı-güneydoğu doğrultusunda uzanan daha geniş ve daha derin kesimi Dış 

Körfez olarak adlandırılır. Deneyimizde kullanılacak olan farklı gelişme 

dönemlerindeki erkek çipura (Sparus aurata) balıkları Karaburun Yarımadasına 

kurulmuş, Çeşme, Ildırı köyü mevkisindeki Pınar balık üretim tesisinden sağlanmıştır. 
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Tablo1.5 Çipura balığının büyüme gereksinimleri, dağılımı ve orjini 

 

Tür Sparus aurata 
Orjin/Dağılım Ege ve Akdeniz Bölgesi 
Su Kalitesi Gereksinimleri 

Oksijen 
Sıcaklık 
Tuzluluk 
Amonyak toleransı 
pH 

 
7-9 mg/L 
23-28oC 
23.5-26.5 % 
< 0.01 mg/L 
7.4-7.7 

Büyüme Dönemleri 
Larva 
Ergin 
Yetişkin 

 
60-70 gün 
8-10 ay 
24 ay 

Büyümede Önemli Faktörler 
 

Sudaki Amonyak Konsantrasyonu 
Su Akımı 
Güneş Işığı 
Sıcaklık  
Oksijen miktarı 
Suyun tuzluluğu ve pH’ı 

 
 

 

1.6 Çalışmanın Amacı 

 

Günümüzde her geçen gün yeni bir ilacın üretilmesi ve bir çok kimyasal 

maddenin gıdalar dahil bir çok alanda kullanılması sonucu insanların bu 

maddelere maruz kalması, bu maddelerin vücutta nasıl metabolize edildiğini 

ortaya çıkarıcı çalışmaların yapılması gerekliliğini ortaya çıkarmıştır. 

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 

aylık çipura (Sparus aurata) balıklarının karaciğer mikrozomlarında incelenip, 

elde edilen bilgilerin yaş değişimi tanımlanmaya, elde edilecek verilerin, önemli 

bir insan gıdası olan çipura balığının yetiştiriciliğinde kullanılması ve bağlantılı 

olarak insan sağlığı ile ilişkilendirilmesi amaçlanmıştır. 

 

2. MATERYAL VE METOD 

 

2.1 Materyaller 

Deneysel çalışmalarımız sırasında; Black Decker, V2600 homojenizatör, Sigma 

3K30 yüksek hızlı soğutmalı santrifüj (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, Nüve ST 402 su banyosu, Vortex mixer VM-20, Hirayama Hiclave HVE-50 

otoklav, Scaltec analitik terazi, Nuaıre -85 oC Ultralow Freezer, Human Power Scholar-

UV saf su sistemi ve Electro-mag M 420P etüv kullanılmıştır. 

 

2.1.1 Kimyasallar 

Sığır serum albumin (BSA; A-7906), bütilemişhidroksitoluen (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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indirgenmiş formu (GSH; G-6013), p-nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (β-NADPH; 

N-7505), fenilmetan sülfonil 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 edilmiştir. Bakir sülfat pentahidrat (61240), gliserol  (15524), 

potasyum klorür (60129), sodyum karbonat (31432), asetil aseton (00909), p-amino 

fenol (1009), kolik asit (27029), magnezyum klorür penta hidrat (63072), sodyum klorür 

(13423), Tris (33742), Fluka Chemie (GmbH Industrie Strasse 25 CH-9471 

Buchs/Switzerland)’den elde edilmiştir. Potasyum monohidrojen fosfat (1.05101), 

potasyum dihidrojen fosfat (1.04873), hidroklorik asit (00314) E. Merck (Darmstadt, 

Germany)’ten elde edilmiştir. Etanol (32221), formaldehit (15512) ve fenol (16017) 

Riedel firmasından elde edilmiştir. 

 

2.2 METOTLAR 

2.2.1 Dokulardan Sitozolik ve Mikrozom Fraksiyonlarının Hazırlanması 

Deneylerde kullanılacak olan farklı gelişme dönemlerindeki (1.5-24 aylık) çipura 

(Sparus aurata) balıkları Karaburun yarımadasına kurulmuş, Çeşme, Ildır köyü 

mevkisindeki Pınar balık üretim tesisinden elde edildi. Balıkların karaciğer dokuları 

dekaptasyon işlemi ile  alınarak etiketlendi ve sıvı azota konuldu. 

Laboratuarda dokular (karaciğer) sıvı azottan çıkarıldı ve daha sonra dokular ilk 

olarak buz üstüne alındı. Önce soğuk distile su daha sonra da soğuk fizyolojik serum ile 

yıkanarak dokuların kanı uzaklaştırıldı. Filtre kağıdı üzerinde kurutulduktan sonra 

dokular hızla tartıldı. Bundan sonraki bütün işlemler 0-4 oC arasında buz üzerinde 

gerçekleştirildi. Makas ile dokular buz üzerinde küçük parçalara ayrıldı. Kesilen 

dokulara 2 mM EDTA, 0,25 mM PMSF, 0,15 mM BHT, % 0,05 Kolat ve % 10 gliserin 

içeren % 1,15’lik KCl çözeltisi içinde, buz içine oturtulmuş olan Potter-Elvehjem teflon 

cam homojenizatörde homojenizasyon işlemi uygulandı. Homojenizatör tüpüne alınan 

dokunun yaklaşık 3 katı homojenizasyon çözeltisi eklendi. Teflon çubuk cam tüp içinde 

10 defa aşağı-yukarı şekilde hareket ettirilerek ve dakikada 2600 dönüş yapacak şekilde 
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çevrilerek homojenizasyon işlemi gerçekleştirildi. Teflon çubuğun döndürülmesi işlemi 

matkap (Black Decker, V2600) kullanılarak yapıldı. 

Homojenat, daha sonra postmitokondriyal fraksiyon elde etmek için 12000 xg’ de 25 

dakika santrifüj edildi. Süpernatant (Sup) çift katlı steril sargı bezinden süzülerek 

çökelekten ayrıştırıldı. Çıkan sup miktarı ölçülerek ölçülen sup miktarının 0,5 katı 

hacminde 0,16 mM CaCl2 supun üzerine eklendi ve 20000 xg’ de 75 dakika santrifüj 

edildi. Santrifüj sonucu çıkan sup üzerine % 10 gliserin olacak şekilde soğuk gliserin 

eklendi, elle homojenize edilip eppendorf tüplere konup -80 oC’de muhafaza edildi. 

Mikrozom fraksiyonlarını elde etmek için kalan çökelek homojenizasyon solüsyonu ile 

yıkandı ve tekrar 20000 xg’de 75 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonucu çıkan çökelek 

üzerine doku ağırlığının 0,5 katı kadar süspansiyon çözeltisi (0,1M EDTA içeren 

%10’luk gliserin çözeltisi) eklendi ve elle homojenize edilip eppendorf  tüplere konup -

80 oC’de muhafaza edildi. 

2.2.2. Analitik İşlemler 

2.2.2.1 Protein Miktarı Tayini 

Çipura dokularından elde edilen mikrozomal fraksiyonların protein miktarı tayini, 

BSA (sığır serum albümin) standart olarak kullanılarak Lowry ve ark., (1951)’nin 

metoduyla yapıldı. 1:200 oranında seyreltilmiş olan mikrozomlar test tüplerine 0,1 

mL’den 0,5 mL’ye değişen hacimlerde alındı ve son hacim deiyonize distile su ile 0,5 

mL’ye tamamlandı. Sonra % 2’lik bakır sülfat, %2’lik sodyum potasyum tartarat ve % 

2’lik sodyum karbonat içeren 0,1 N NaOH’in 1:1:100 oranında karışmasıyla oluşan 2,5 

mL alkali bakır reaktifi ile karıştırıldı ve oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edildi. 

İnkübasyon sonunda, deiyonize distile su ile 1:1 oranında seyreltilmiş olan Folin 

(fosfomolibdik-fosfotungstik asit) reaktifinden her bir tüpe 0,25 mL ilave edildi. Folin 

reaktifini koyar koymaz hemen karıştırıldı ve 50 oC’lik sıcak su banyosunda 10 dakika 

inkübe edildi. Oluşan rengin şiddeti her bir tüp için 660 nm’de köre karşı ölçüldü. 

Protein miktarları elde edilen eğim değeri kullanılarak hesaplandı.  

2.2.3. Analitik İşlemler 

2.2.3.1. Anilin 4-Hidroksilaz (A4H) Aktivitesinin Tayini  
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Şekil 2.1 Anilin 4-hidroksilasyonu 

Çipura karaciğer mikrozomlarındaki anilin 4-hidroksilaz aktivitesi, Imai ve ark., 

(1966) tarafından önerilen metoda göre p-aminofenol (pAP) miktarının ölçülmesiyle 

tespit edildi. 

Tablo 2.1’de verilen tipik reaksiyon karışımına göre tüplere 100 mM HEPES 

tamponu, pH 7,6 ve 10 mM anilin, karaciğer için 1 mg mikrozomal protein ve 0,5 mM 

NADPH üretim sistemi kullanılarak son hacim 0,5 mL’e tamamlandı. 

NADPH üretim sistemi; test tüpüne 0,5 unite glikoz 6-fosfat dehidrogenaz, 2,5 mM 

glikoz 6-fosfat, 2,5 mM MgCl2, 14,6 mM HEPES tamponu, pH 7,8 ve 0,5 mM NADP+ 

eklenmesiyle hazırlandı. Daha sonra üretim sistemi içeren test tüpü 37 oC’de 5 dakika 

inkübe edildikten sonra buz üzerinde muhafaza edildi. 

Reaksiyon 0,075 mL NADPH üretim sisteminin eklenmesiyle başlatıldı ve  içinde 

mikrozomların yer aldığı sıfırıncı zaman körü denilen tüplere reaksiyonu sıfırlamak için 

NADPH üretim sistemi eklemeden önce 0,25 mL % 20 TCA eklendi. İnkübasyon 37 oC 

de, 25 dakikada çalkalamalı su banyosunda gerçekleştirildi. İnkübasyon süresi sonunda 

reaksiyon tüplerine 0,25 mL % 20 TCA eklenmesiyle sona erdirildi. Daha sonra  

karışım eppendorf tüplerine transfer edilerek 12000 xg de 25 dakika santrifüj edildi. 

Sonuçta 0,5 mL süpernatant yeni tüplere transfer edilerek 0,25 mL % 20 Na2CO3 

eklenerek nötralize edildi. Ardından 0,4 N NaOH içeren % 20 fenol eklenerek renk 

oluşumu sağlandı.  Renk oluşumu için 30 dakika 37 oC sıcaklıkta inkübasyonun 

ardından 630 nm’de spektrofotometrik olarak köre karşı ölçüldü.  
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Tablo 2.1 Çipura karaciğer mikrozomlarındaki anilin 4-hidroksilaz aktivitesinin tayini 

için inkübasyon karışımının bileşenleri. 

Stok Solüsyonlar Eklenen Hacim (mL) Son Konsantrasyon 
400 mM HEPES 

tamponu pH 7,6 
0,125 100 mM 

100 mM Anilin 0,050 10 mM 
Mikrozomal protein  Karaciğer  için 1 

mg 
NADPH üretim sistemi 0,075 0,55mM 

0,025 2,5 mM 
0,025 2,5 mM 
0,073 14,6 mM 
0,025 0,5 mM 

100 mM Glikoz 6-
fosfat 

100 mM MgCl2 
200 mM HEPES 

tamponu pH 7,8 
20 mM NADP+ 
500 u Glikoz 6-fosfat 

dehidrogenez 

0,001 0,5 u 

Ultra saf (USS) su 0,5mL’ye tamamla  
Toplam hacim 0,5 mL  

 

2.2.3.2 Mikrozomal N-demetilaz Aktivite Tayinleri 

Çipura karaciğer mikrozomlarındaki N-Nitrosodimetilamin, eritromisin, kafein ve 4-

dimetilamino antipiren (aminopiren) N-demetilaz aktiviteleri Cochin ve Axelrod (1959) 

tarafından önerilen Nash metoduna göre formaldehit miktarının ölçülmesiyle tespit 

edildi. Tablo 2.2’de verilen tipik reaksiyon karışımlarına göre tüplere 400 mM HEPES 

tamponu, pH 7.7, uygun substrat, belirlenen miktarlarda karaciğer mikrozomal protein 
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ve 0,5 mM NADPH üretim sistemi ve ultra saf su kullanılarak son hacim 0,5 mL’e 

tamamlandı. NADPH üretim sistemi tanımlandığı gibi hazırlandı ve 0,075 mL NADPH 

üretim sisteminin ortama eklenmesiyle başlatıldı. İçinde mikrozomların yer aldığı 

sıfırıncı zaman körü denilen tüplere reaksiyonu sıfırlamak için NADPH üretim sistemi 

eklemeden önce 0,5 mL 0.75 N’lik perklorik asit eklendi. İnkübasyon 37 oC de, 25 

dakikada çalkalamalı su banyosunda gerçekleştirildi. 

İnkübasyon süresi sonunda reaksiyon tüplerine 0,5 mL 0,75 N’lik perklorik asit 

eklenmesiyle sona erdirildi. Daha sonra  karışım eppendorf tüplerine transfer edilerek 

12000 xg de 25 dakika santrifüj edildi. Sonuçta 0,5 mL süpernatant yeni tüplere transfer 

edilerek 100 mL distile su da 30,5 gr amonyum asetat, 0,6 mL mutlak asetik asit ve 0,4 

mL asetilasetondan oluşan Nash reaktifinden 0,5 mL eklendi. Renk oluşumu için 10 

dakika 50 oC sıcaklıkta inkübasyonun ardından 412 nm’de spektrofotometrik olarak 

köre karşı ölçüldü. Standart olarak kullanılan formaldehitin farklı konsantrasyonları 

yardımı ile oluşturulan kalibrasyon grafiğinin eğiminden yararlanılarak aktiviteler 

hesaplandı. Enzim aktiviteleri sırasıyla, 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 katalizlediği reaksiyonlar aşağıdaki gibidir. 

 

Şekil 2.2 N-nitrosodimetilamin N-demetilasyon 
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Kafein                   Norkafein 

Şekil 2.3 Kafein N-demetilasyonu 

 

  Eritromisin 

 

                                                                                                   Noreritromisin 
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Şekil 2.4 Eritromisin N-demetilasyonu  

 

 

Şekil 2.5 Aminopyrine N-demetilasyonu 

Tablo 2.2 N-demetilaz aktivite tayinleri için inkübasyon karışımının bileşenleri 
  
Stok Solüsyonlar Eklenen 

Hacim 
(mL) 

Son 
Konsantrasyon 

400 mM HEPES tamponu pH 7.5 (APND için) 
pH 7.7 (NDMA-ND için) 
pH 7.8 (END ve CN3D için) 

 
 

0,125 

100 mM 
50 mM 
50 mM 

Substrat 
1 mM 4-dimetilaminoantipiren 
25 mM N-nitrosodimetilamin 
50 mM Eritromisin 
1 mM Kafein 

 
0,100 
0,100 
0,100 
0,100 

 
0,1 mM 
2,5 mM 
5 mM 

0,1 mM 
Mikrozomal protein (karaciğer) 

APND ve CN3D için  
NDMA-ND, END için 

  
2 mg/mL 
1 mg/mL 

Ultra Saf Su (USS) su  
APND, CN3D, NDMA-ND, END için 

0,5 mL’ye 
tamamla 

 

NADPH Üretim Sistemi 
100 mM Glikoz 6-fosfat                          0,025 mL 
100 mM MgCl2                                                           0,025 mL 
200 mM Hepes tamponu pH 7,8              0,073 mL 
20 mM NADP+                                                            0,025 mL 
500 u Glikoz 6-fosfat dehidrogenaz         0,001 mL 

0,075 0,50 mM 
2,5 mM 
2,5 mM 
14,6 mM 
0,5 mM 

0,5 u 
Toplam hacim 

APND, CN3D, NDMA-ND, END için 
 

1 mL 
 

 

 

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

Hazırlanan çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrpzomlarının AROD aktivitesi 

Burke ve Mayer (1974) metodu ile tespit edildi. Bu aktivite tayininde substrat olarak 7-

etoksirezorufin, 7-metoksirezorufin, 7-pentiloksirezorufin ve 7-benziloksirezorufin 

kullanılmıştır. Tablo 2.2’de verildiği üzere tipik reaksiyon ortamı 1mL son hacimde 

100mM potasyum fosfat tamponu (pH:7,80); 100mM NaCl; 1,2mg BSA; 100µg 

mikrozomal protein; 1,5 µM substrat ve 0,1mM NADPH içermektedir.  

Her bir substrat (7-etoksirezorufin, 7-metoksirezorufin, 7-pentiloksirezorufin ve 7-

benziloksirezorufin) için enzim aktiviteleri sırasıyla; etoksirezorufin O-deetilaz 

(EROD), pentiloksirezorufin O-depentilaz (PROD), metoksirezorufin O-demetilaz 

(MROD) ve benziloksirezorufin O-debenzilaz (BROD) olarak isimlendirilmektedir. 

Reaksiyon çözeltisinin hazırlanmasında Tablo 2.3’de belirtilen hacimlerde stok 

çözeltilerden alınarak, florometre küvetinde 1 mL reaksiyon karışımı hazırlandı. 

Reaksiyon en son substrat ilave edilerek başlatıldı 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 karışımına iç standart olarak 

rezorufinin bilinen miktarı eklendi ve florosans’taki artış kaydedildi. Enzim aktiviteleri, 

rezorufin eklenmesinin neden olduğu florosans artış kullanılarak hesaplandı. 

Tablo 2.3 AROD aktivite ölçüm karışımının içeriği 

Stok Solüsyonlar Eklenen hacim 
(mL) 

Son konsantrasyon 

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 µg 
Substrat 

10 µm 7-Etoksirezorufin 
1,5 mM 7-metoksirezorufin 

0,15  
1,5 µM 

0,225 µM 
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1,5 mM 7-pentiloksirezorufin 
1,5 mM 7-benziloksirezorufin 

0,225 µM 
0,225 µM 

NADPH Üretim 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 

2.2.3.4. 1  l-Kloro-2,4-Dinitrobenzen (CDNB) Aktivitesi 

 

Şekil 2.7 GST-CDNB enzimatik reaksiyonu 

 

Hazırlanan çipura sitozollerinde GST aktivitesi 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) 

substratı kullanılarak Habig vd, (1974) tarafından önerilen spektrofotometrik metotla ve Şen 

ve Kırıkbakan’ın optimize ettiği şartlar kullanılarak tayin edildi. Habig metodu, GST 

tarafından CDNB ile GSH konjügasyonu sonucu oluşan 2,4-dinitrofenil glutatyon 

kompleksinin ışığı 340 nm’de absorpsuyonuna dayanmaktadır. 

Tablo 2.4’deki gibi tipik reaksiyon ortamı son 1 mL hacimde 100 mM potasyum 

fosfat tamponu (pH 7,50); 1 mM redükte glutatyon (GSH); 25 µg sitozolik protein ve 1 

mM CDNB içermektedir. 
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Tablo 2.4 Tipik GST-CDNB aktivite ölçüm karışımının içeriği 

Stok çözeltiler Eklenen 
hacim (mL) 

Son 
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 µg 
Ultra saf su (USS) 0,630 - 
Toplam 1 - 

 

Reaksiyon çözeltisinin hazırlanmasında Tablo 2.4’de belirtilen hacimlerde stok 

çözeltilerden alınarak, spektrofotometre küvetinde 1 mL reaksiyon karışımı hazırlandı. 

Reaksiyon en son CDNB ilave edilerek başlatıldı ve reaksiyon 10 sn’lik bir bekleme 

süresinden sonra absorbans değişimi Shimadzu UV-1600A Spektrofotometre de 340 

nm'de 1 dakika boyunca takip edildi. Enzim aktiviteleri, elde edilen dakikada absorbans 

değisimleri ve 9,6 mM1-.cm1-  olan molar absorblama katsayısı kullanılarak hesaplandı. 

 

2.3. İstatiksel Analizler   

Elde edilen sonuçlar her biri veri noktası için Oratalama ± Standart Sapma olarak 

ifade edilmiştir. Farklı gruplar içinde ve arasında kayda değer bir fark olup olmadığını 

analiz etmek için One Way Anova, Tukey ve Dunnet testleri uygulandı. 
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3. BULGULAR 

 

3.1 Çipura (Sparus aurata) Balığı Çeşitli Dokuların Protein Miktarları 

Postmitokondriyal, sitozolik ve mikrozomal fraksiyonların protein miktarlarını 

hesaplamak için 0’dan 200 mg BSA’ya kadar olan standart BSA eğrisi kullanıldı (Şekil 

3.1). Her bir nokta iki ölçümün ortalamasıdır.  
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Şekil 3.1 Protein miktarı tayini için örnek BSA kalibrasyon eğrisi 

 

 

 

 

 

 

3.2 Çipura (Sparus aurata) Balığı Karaciğer Mikrozomal MO Aktiviteleri 

 

3.2.1 Anilin 4-Hidroksilaz Aktivite Tayini 

Çipura (Sparus aurata) balığı karaciğer mikrozomlarındaki anilin 4-hidroksilaz 

aktivitesi, Imai ve ark., (1966) tarafından önerilen metoda göre 630 nm’de 

spektrofotometrik olarak, p-aminofenol (pAP) miktarının ölçülmesiyle tespit edildi. 

Yapılan çalışmada çipura balığının 0-24 aylık gelişim evrelerindeki anilin 4-

hidroksilaz aktiviteleri ölçüldü. Elde edilen sonuçlar Tablo 3.2’de verilmiştir ve Şekil 

3.2’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.2 Anilin 4-hidroksilaz aktivitelerinin çipura (Sparus aurata) karaciğer 

mikrozomlarında yaşa bağlı olarak değişimi 

 

 

 

Tablo 3.1 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında anilin 4-hidroksilaz 

aktiviteleri 

Yaş 
(ay) 

Balık Sayısı Anilin 4-hidroksilaz Aktivitesi 
(nmol/dakika/mg protein) 

Ortalama ± 
Standart Sapma 

(SS) 
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; 

0,006; 0,006; 0,006; 0,006; 0,009; 
0,006; 0,006 

0,007 ± 0,001         

8 52 0,009; 0,012; 0,009; 0,009; 0,009; 
0,012 

0,010 ± 0,002      

9 48 0,012; 0,015; 0,015; 0,012; 0,012; 
0,018; 0,012; 0,015; 0,018; 0,012 

0,014 ± 0,002        

11 45 0,030; 0,027; 0,030; 0,030; 0,030; 
0,027; 0,030; 0,034; 0,030; 0,030; 

0,03 ± 0,002      
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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; 
0,037; 0,040; 0,037; 0,037; 0,040; 
0,040; 0,037;0,037; 0,040; 0,037; 
0,040 

0,039 ± 0,002 

20 35 0,049; 0,049; 0,036; 0,036; 0,030; 
0,033; 0,049; 0,036; 0,036; 0,049 

0,044 ± 0,006     

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

0,058 ± 0,002      

 

 

3.2.2 N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz Aktivite Tayini 

Çipura (Sparus aurata)  balığı karaciğer mikrozomlarındaki N-Nitrosodimetilamin N-

Demetilaz aktivitesi Cochin ve Axelrod (1959) tarafından önerilen Nash metoduna göre 

412 nm’de spektrofotometrik olarak formaldehit miktarının ölçülmesiyle tespit edildi. 

Çipura (Sparus aurata)  balığı karaciğer mikrozomlarında incelenen N-

Nitrosodimetilamin N-Demetilaz aktivitesinin farklı gelişim evrelerine bağlı olarak değişimi 

araştırıldı. Çalışma sonucunda elde edilen değerler Tablo 3.2’de sunulmuştur ve Şekil 3.3’de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 3.3 N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz aktivitelerinin çipura (Sparus aurata) 

karaciğer mikrozomlarında yaşa bağlı olarak değişimi 

Tablo 3.2 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında NDMA-ND aktiviteleri 

Yaş 
(ay) 

Balık Sayısı N-Nitrosodimetilamin N- Demetilaz 
Aktivitesi 

(nmol/dakika/mg protein) 

Ortalama ± 
Standart Sapma 

(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;  

0,050; 0,050; 0,038; 0,025; 0,050; 
0,050; 0,038 

0,043 ± 0,008     

8 52 0,075; 0,088; 0,075; 0,075; 0,075; 
0,088 

0,079 ± 0,006     

9 48 0,088; 0,100; 0,075; 0,100; 0,100; 
0,100; 0,075; 0,100; 0,088; 0,088 

0,091 ± 0,008    

11 45 0,162; 0,150; 0,150; 0,150; 0,150; 
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 

0,156 ± 0,006  

15 36 0,188; 0,188; 0,200; 0,200; 0,188; 
0,188; 0,188; 0,200; 0,188; 0,212; 
0,200; 0,188; 0,212; 0,200; 0,188; 
0,212 

0,196 ± 0,01  

20 35 0,238; 0,238; 0,212; 0,225; 0,262; 
0,268; 0,262; 0,238; 0,225; 0,275 

0,241 ± 0,02  

24 25 0,300; 0,325; 0,338; 0,312; 0,325; 
0,338; 0,312; 0,338 

0,323 ± 0,014    

 

3.2.3 Eritromisin N-Demetilaz Aktivitesinin Tayini 

Çipura (Sparus aurata)  balığı karaciğer mikrozomlarındaki Eritromisin N-Demetilaz 

aktivitesi      Cochin ve Axelrod (1959) tarafından önerilen Nash metoduna göre 412 

nm’de spektrofotometrik olarak formaldehit miktarının ölçülmesiyle tayin edildi. 

Bu çalışmada çipura (Sparus aurata)  balığının farklı yaşlardaki Eritromisin N-Demetilaz  

aktiviteleri incelendi. Sonuçlar Tablo 3.3’de verilmiş olup Şekil 3.4’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.4 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında Eritromisin N-Demetilaz 

aktivitelerinin yaşa bağlı olarak değişimi 

 

 

 

 

 

Tablo 3.3 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında eritromisin N-demetilaz 

aktiviteleri 

Yaş 
(ay) 

Balık Sayısı Eritromisin N- Demetilaz 
Aktivitesi 

(nmol/dakika/mg protein) 

Ortalama ± 
Standart Sapma 
(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; 

0,025; 0,038; 0,063; 0,025; 0,025; 
0,025; 0,025 

0,030 ± 0,010  

8 52 0,050; 0,038; 0,063; 0,050; 0,050; 
0,038 

0,048 ± 0,010 

9 48 0,062; 0,050; 0,062; 0,050; 0,062; 
0,050; 0,050; 0,062; 0,050; 0,062 

0,056 ± 0,006  

11 45 0,062; 0,100; 0,138; 0,125; 0,112; 
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 

0,099 ± 0,018 
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15 36 0,125; 0,138; 0,125; 0,112; 0,138; 
0,125; 0,112; 0,138; 0,138; 0,125; 
0,125; 0,125; 0125; 0,138; 0,125; 
0,138 

0,128 ± 0,008 

20 35 0,150; 0,150; 0,150; 0,112; 0,150; 
0,150; 0,138; 0,138; 0,150; 0,150 

0,144 ± 0,012  

24 25 0,188; 0,175; 0,188; 0,188; 0,200; 
0,188; 0,200; 0,188 

0,189 ± 0,008    

 

3.2.4 Kafein N-Demetilaz Aktivitesinin Tayini 

 

Çipura (Sparus aurata) balığı  karaciğer mikrozomlarındaki Kafein N-Demetilaz 

aktivitesi      Cochin ve Axelrod (1959) tarafından önerilen Nash metoduna göre 

formaldehit miktarının 412 nm’de spektrofotometrik olarak ölçülmesiyle tespit edildi. 

Çipura (Sparus aurata)  balığı karaciğer mikrozomlarında incelenen Kafein N-

Demetilaz aktivitesinin 0-24 aylık gelişim evrelerine bağlı olarak değişimi araştırıldı. Çalışma 

sonucunda elde edilen değerler Tablo 3.4’de sunulmuştur ve Şekil 3.5’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.5 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında Kafein N-Demetilaz 

aktivitelerinin yaşa bağlı olarak değişimi 

Tablo 3.4 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında kafein N-demetilaz 

aktiviteleri 

Yaş 
(ay) 

Balık Sayısı Kafein  N- Demetilaz Aktivitesi 
(nmol/dakika/mg protein) 

Ortalama ± 
Standart Sapma 

(SS) 
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; 

0,350; 0,375; 0,350; 0,400; 0,375; 
0,400; 0,350 

0,383 ± 0,025       

8 52 0,275; 0,250; 0,250; 0,275; 0,250; 
0,250 

0,258 ± 0,013    

9 48 0,300; 0,275; 0,300; 0,275; 0,300; 
0,225; 0,300; 0,275; 0,275; 0,300 

0,292 ± 0,017    

11 45 0,175; 0,200; 0,175; 0,175; 0,150; 
0,200; 0,250; 0,250;  0,175; 0,175; 
0,200; 0,200; 0,175; 0,200; 0,225 

0,193 ± 0,027    

15 36 0,150; 0,150; 0,125; 0,175; 0,100; 
0,150; 0,175; 0,150; 0,150; 0,150; 
0,150; 0,175; 0,150; 0,150; 0,150; 
0,175 

0,152± 0,020   

20 35 0,125; 0,125; 0,150; 0,175; 0,150; 
0,125; 0,125; 0,175; 0,150; 0,150 

0,145 ± 0,019 

24 25 0,075; 0,075; 0,050; 0,075; 0,075; 
0,050; 0,075; 0,075 

0,069 ± 0,012  

 

3.2.5 Amino piren N-demetilaz Aktivitesinin Tayini 

Çipura (Sparus aurata)  balığı karaciğer mikrozomlarındaki 4-Dimetilamino antipiren  

N-Demetilaz aktivitesi  Cochin ve Axelrod (1959) tarafından önerilen Nash metoduna göre 

412 nm’de spektrofotometrik olarak formaldehit miktarının ölçülmesiyle tayin edildi. 

Bu çalışmada çipura (Sparus aurata)  balığının farklı gelişim gruplarındaki, amino 

piren N-demetilaz aktiviteleri incelendi. Sonuçlar Tablo 3.5’de verilmiş ve Şekil 3.6’da 

gösterilmiştir. 
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Şekil 3.6 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında Aminopiren  N-Demetilaz 

aktivitelerinin yaşa bağlı olarak değişimi 

 

 

 

 

 

 

Tablo 3.5 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında aminopiren  N-Demetilaz 

aktiviteleri 

 

Yaş 
(ay) 

Balık Sayısı Aminopiren  N- Demetilaz 
Aktivitesi 

(nmol/dakika/mg protein) 

Ortalama ± 
Standart Sapma 

(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; 

0,875; 0,825; 0850; 0,875; 0,875; 
0,875; 0,850 

0,852 ± 0,027       

8 52 0,750; 0,725; 0,725; 0,750; 0,725; 
0,725 

0,733 ± 0,013    

9 48 0,700; 0,675; 0,675; 0,600; 0,675; 
0,675; 0,675; 0,650; 0,675 

0,668 ± 0,026       

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 

 

Çipura (Sparus aurata)  balığı karaciğer mikrozomal Etoksirezorufin O-Deetilaz 

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

 

Çipura (Sparus aurata)  balığı karaciğer mikrozomlarında incelenen EROD 

aktivitesinin 0-24 aylık gelişim periyotlarına bağlı olarak değişimi araştırıldı. Çalışma 

sonucunda elde edilen değerler Tablo 3.6’de sunulmuştur ve Şekil 3.7’de gösterilmiştir.  
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Şekil 3.7 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında EROD aktivitelerinin yaşa 

bağlı olarak değişimi 

 

Tablo 3.6 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarındaki EROD aktiviteleri 

 

Yaş 
(ay) 

Balık Sayısı EROD Aktivitesi 
(pmol/dakika/mg protein) 

Ortalama ± 
Standart Sapma 

(SS) 
1,5 35 Gözlenmedi - 
4 75 Gözlenmedi - 
8 52 Gözlenmedi - 
9 48 89,61; 88,74; 89,13; 86,84; 87,47; 

88,58; 89,61; 90,08; 87,16; 89,05 
88,63 ± 1,1        

11 45 273,8; 286,5; 272,6; 288; 272,2; 
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 

280,8 ± 7,4    

15 36 421,6; 445,6; 399,5; 401,2; 416,8; 
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 

423,9 ± 18,0  

20 35 631,1; 630,6; 635,3; 628,8; 822,1; 
637,3; 821,7; 628,7; 619,5; 619,3 

667,4 ± 81,6      

24 25 989,3; 979,9; 1009,2; 1003,6; 
996,6; 1001,0; 1013,4; 1021,1; 
986,5; 983,4 

998,4 ± 13,7        
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3.2.7 Pentoksirezorufin O-Depentilaz (PROD) Aktivitesinin Tayini 

 

Çipura (Sparus aurata)  balığı karaciğer mikrozomlarındaki Pentoksirezorufin O-

Depentilaz (PROD) aktivitesi florometrik olarak Burke ve Mayer (1974) metodu 

kullanılarak tespit edildi. 

 

Çipura (Sparus aurata)  balığı karaciğer mikrozomlarında incelenen PROD 

aktivitesinin yaşa bağlı olarak değişimi araştırıldı. Çalışma sonucunda elde edilen değerler 

Tablo 3.7’de sunulmuş ve Şekil 3.8’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.8 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarında PROD aktivitelerinin yaşa 

bağlı olarak değişimi 
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Tablo 3.7 Çipura (Sparus aurata) karaciğer mikrozomlarındaki PROD aktiviteleri 

 
 

Yaş 
(ay) 

Balık Sayısı PROD Aktivitesi 
(pmol/dakika/mg protein) 

Ortalama ± 
Standart Sapma 

(SS) 
1,5 35 Gözlenmedi - 
4 75 Gözlenmedi - 
8 52 Gözlenmedi - 
9 48 Gözlenmedi - 
11 45 Gözlenmedi - 
15 36 274,8; 286,5; 273,6; 288,0; 273,2; 

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

285,6 ± 20,9 

20 35 319,9; 319,9; 342,8; 320,3; 411,2; 
411,2; 357,8; 357,8; 357,9; 302,3 

350,1 ± 37,6       

24 25 623,5; 629,6; 599,8; 609,4; 631,5; 
627,0; 587,9; 601,1; 624,2; 619,9 

613,7 ± 16,4         

 
 
 
 

Pentoksirezorufin O-Depentilaz (PROD) aktivitesi, farklı yaşlardaki çipura (Sparus 

aurata) balığı karaciğer mikrozomlarında ölçülmüş ve Pentoksirezorufin O-Depentilaz 

(PROD) aktivitesinin 0-24 aylık gelişim periyotlarında artış gösterdiği belirlenmiştir 

(Tablo 3.7). 

Benziloksiresorufin O-debenzilaz (BROD) aktiviteleri de ölçüldü fakat örneklerde bu 

enzimlerin aktiviteleri gözlenemedi. 24 ve 20 aylık çipura (Sparus aurata) karaciğer 

mikrozomlarında, metoksiresorufin O-demetilaz (MROD) aktivitelari gözlemlendi. 

 

 

3.3 Çipura (Sparus aurata) Balığı Karaciğer Sitozolik MO Aktiviteleri 

 

3.3.1 GST-CDNB Aktivite Tayini 

 

Glutatyon S-Transferazlar çipura balığı karaciğer sitozollerinde 1-kloro-2,4-

dinitrobenzen (CDNB) substratı kullanılarak çalışıldı. Maksimum enzim aktivite 

optimum şartlar tespit edildi. GST aktivitesi spektrofotometrik olarak 340 nm’de Habig 

ve ark.,  (1974a) tarafından önerilen metoda göre CDNB substratı kullanılarak tayin 

edildi. 
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Bu çalışmada çipura balığının farklı yaşlardaki GST  aktiviteleri incelendi. Sonuçlar 

Tablo 3.8’de verilmiş ve Şekil 3.9’da gösterilmiştir. GST izozimleri pirimer olarak 

sitozolik olmalarından dolayı GST aktiviteleri sitoplazmada tespit edildi. 
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Şekil 3.9 GST-CDNB aktivitelerinin çipura (Sparus aurata) karaciğer sitozollerinde 

yaşa bağlı olarak değişimi 

Tablo 3.8 Çipura (Sparus aurata) karaciğer sitozollerindeki GST-CDNB aktiviteleri  

 

Yaş 
(ay) 

Balık Sayısı GST Aktivitesi 
(nmol/dakika/mg protein) 

Ortalama ± 
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; 

25,62; 23,96; 25; 29,37; 27,29; 
28,96; 26,67 

26,81 ± 1,77 

8 52 36,25; 36,04; 38,75; 42,71; 43,75; 
46,67 

40,69 ± 4,34 

9 48 318,3; 319,2; 300,2; 275,4; 259,2; 
262,3; 320,4; 321,2; 300,2; 275,4 

295,2 ± 25,0 

11 45 571,2; 571,7; 510,2; 516,2; 573,3;  
573,7; 525; 518,3; 450,2; 492,9;  
563,1; 522,9; 565,2; 525; 432,1; 
430,8; 434,2; 432,9 

511,6 ± 54,3 

20 35 728,5; 703,5; 626,4; 645,2; 699,2; 
715,2; 699,2; 715,2; 682,1; 694,2 

690,9 ± 32,0 
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4. TARTIŞMA 

Vücudumuza alınan ilaçları metabolize eden enzimlerin aktiviteleri ve 

ekspresyonunda; beslenme, tür, genetik polimorfizm, yaş, fizyopatolojik şartlar, 

mikrobiyolojik ya da parasitolojik ajanlar gibi bir çok faktör rol oynar. Özellikle 

ilaçların ve diğer kimyasalların etkileri yaşa bağlı olarak araştırılmaktadır. Çeşitli 

sitokrom P450 izozimlerinin ekspres edilmesi, sıçanlarda ve insanlarda yaşlanma ile 

azalmaktadır. Farklı yaşlardaki maymunlarla yapılan bir çalışmada, toplam sitokrom 

P450 içeriğinin yaşlanma ile azaldığı gözlemlenmiştir (Akahori vd 2005). Bu 

değişimlerin temel mekanizmaları genel olarak saptanamamış olmasına rağmen 

birçoklarının in vivo metabolizmalarının yaş ile değişiklik gösterdiği bildirilmiştir 

(Monshouwer ve Witkamp 2000. Akahori vd 2005). 

 

Genç bireylerden yaşlı bireylere kadar, ilaçların absorbsiyon oranı, plazma 

proteinlerine bağlanma dağılımı ve biyotransformasyonları özellikle insanlarda  

araştırılmıştır (Nebbia 2001, Nebbia 2003, James vd 2005). Metabolik yollarda rol 

oynayan bir çok enzim insanlarda yaşa bağlı olarak incelenmiş olup, bir çok türde de 

araştırılmıştır (sıçan, köpek, koyun, domuz, keçi 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 açısından önemli olan koyun (Kaddouri vd 

1990, Kawalek ve El Said 1990b), sığır (Kawalek ve El Said 1994), tavuk (Coulet vd 

1996) vb. gibi türler üzerinde yaş ile ilaçları metabolize eden enzimlerin değişimi 

üzerine çalışmalar bulunsa da özellikle balıklar üzerinde bu alanda çok kısıtlı bilgi 

mevcuttur. Bu nedenle bu çalışmada  çipura (Sparus aurata) balığında ilaçları 

metabolize eden enzimlerin yaş ile değişimleri araştırılmıştır. 

 

 



 68

Günümüzde bilinen 21.000 farklı balık türü bulunmakta ve bu balıklar çok farklı 

ortamlarda yaşayabilmektedirler. Buna bağlı olarakta, çevreyi ilgilendirmesinden dolayı 

balık monooksijenaz sistemine olan ilgi artmaktadır. Sitokrom P450 formları arasında 

sitokrom P4501A1 karsinojenlerin, mutajenlerin ve çevresel kirleticilerin metabolize 

edilmesinde önem arz etmektedirler. 

İzmir’deki gıda, içecek, deri, bitki yağı, sabun, kimya, metal, plastik, boya ve tekstil 

endüstrilerinin atıkları nedeni ile körfez sularının ağır metalleri, poliklorlu bifenil ve 

türevlerini, poliaromatik hidrokarbonları, klorlu benzofuranları ve dioksin gibi dayanıklı 

organik kimyasalları içerdiği muhakkaktır. Suda doğal olarak parçalanmayan bu 

bileşikler balıklarda ve insanlarda birikmekte ve çeşitli toksik etkilerinin yanı sıra 

karsinojenik ve mutajenik etki yapmaktadırlar (Arınç vd 2002). Organizmalar için bu 

bileşiklerin en önemli sorunu vücutta çesitli toksisiteler oluşturmasıdır. Bu tür bileşiklerin 

vücuttan uzaklaştırılmaları için çözünür hale getirilmeleri ve organizma dışına atılmaları 

gereklidir. Sitokrom P450 (CYP) süper enzim ailesi hem ekzojen ksenobiyotiklerin ve hem 

de yağ asitleri gibi endojen bileşiklerin metabolizmasinda rol oynayan önemli bir enzim 

grubudur. Bu bileşikleri metabolize eden sitokrom P450 enzimlerin aktiviteleri ve 

ekspresyonunda; beslenme, tür, genetik polimorfizm, yaş, fizyopatolojik şartlar, 

mikrobiyolojik ya da parasitolojik ajanlar gibi bir çok faktör rol oynar. Özellikle 

ilaçların ve diğer kimyasalların etkileri yaşa bağlı olarak çalışılmıştır (Nebbia 2001, 

Nebbia 2003). 

Bu çalışmada hermofrodit çipura (Sparus aurata) balığı karaciğer dokusunda ilaçları 

metabolize eden sitokrom P450 enzim gruplarının aktivitelerindeki değişim bu balığın 

değişik gelişim evrelerinde araştırıldı. Bu amaçla farklı yaş sınıflarındaki çipura (Sparus 

aurata) balıkları, İzmir;  Çeşme, Ildırı köyündeki Pınar Balık üretim tesisinden 

sağlandı. Yapılan ölçümler sonucunda; çipura (Sparus aurata) balığı karaciğer 

mikrozomlarında EROD aktivitelerinde, yaş artışıyla paralel olarak bir artış 

gözlemlenmiştir (Tablo 3.6 ve 3.7). EROD aktivitesi; 24, 20, 15, 11 ve 9 aylık çipura 

(Sparus aurata) balıklarında yaşa bağlı olarak değişiklik gösterirken, 8, 4 ve 1,5 aylık 

balıklarda EROD aktivitesi gözlenmemiştir. 9, 11, 15, 20, 24 aylık çipura (Sparus 

aurata) balığı karaciğer mikrozomlarında EROD aktivitesi sırasıyla birbirine göre; 3,2 / 

1,5 / 1,6 / 1,5 kat artış göstermiştir. Yapılan ölçümler sonucunda, EROD aktivitesinde 

yaş artışı ile artışın gözlenmesi, balıkların zamanla vücutlarına aldıkları çeşitli 

kirleticilerden kaynaklanış olabileceğini düşündürmektedir. Ancak daha önce bu alanda 
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yapılan kirlilik çalışmalarında bu bölgenin organik kirlilik açısından temiz olduğu 

görüldü. Bu artışın genel nedeninin balıkların beslenmesinde kullanılan yem ve küçük 

yaşlardaki hasta balıklara verilen ilaç türlerinden kaynaklanmış olabilir.  

Yapılan çalışmalar göstermiştir ki, balık sitokrom P450’leri memeli  sitokrom 

P450’leri ile ortak özellikler taşımaktadırlar (Goksoyr ve Förlin 1992, Andersson ve 

Förlin 1992, Stegeman 1995, Buhler 1995, Şen ve Arınç 1998). Bu güne kadar en iyi 

karakterize edilmiş ve kullanılan biyokimyasal markör sitokrom P4501A bağımlı 

karışık fonksiyonlu oksidazlar veya monooksijenazların indüksiyonudur.  PCB, PAH, 

PCDD ve PCDF gibi organik kontaminatlar balık karaciğerinde CYP1A’yı indüklerler 

(Gelboin 1980, Conney 1982, Kleinow vd 1987, Stegeman ve Lech 1991, Bucheli ve 

Fent 1995). CYP1A indüksiyonu daha sonra ki zamanlarda oluşacak önemli patolojik 

durumlar için erken uyarı sinyali olarak görev yapmaktadır (Payne vd 1987). 

 P4501A1, çeşitli organik kimyasalların oksidasyonunu katalizleyerek onları daha 

hidrofilik veya Faz II enzimleri tarafından ileri konjügasyonlara uğratılabilecek 

formlara dönüştürüp vücuttan atılımını sağlayan sitokrom P450 bağımlı karışık 

fonksiyonlu oksidazların alt ailesidir. Sitokrom P450 bağımlı karışık fonksiyonlu 

oksidazlar ayrıca yabancı kimyasalların reaktif ara ürünlere aktivasyonundan da 

sorumludur. Özellikle P4501A1 izozimi, PCB, PAH ve dioksin gibi kimyasalların 

reaktif ara ürünlere dönüşümlerini katalize eder. PAH’ların bir üyesi olan, petrol 

ürünlerinde ve endüstriyel atıklarda bulunan benzo(a) piren, mutajenik ve karsinojenik 

forma CYP1A1 tarafından katalize edilerek dönüşür (Conney ve Burns 1972, 

Heidelberger 1973).  

Balıklarda PAH’lar, PCB’ler, dibenzodioksinler ve dibenzofuranlara karşılık  

Sitokrom P4501A1’nın indüksiyonu ve ilgili enzim aktiviteleri, bu alanda yapılmış 

çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir (Payne vd 1987, Haasch vd 1989, Goksoyr ve Förlin 

1992, Stegeman 1995, Addison 1996, Buhler vd 1998, Arınç ve Şen 1999, Arınç vd 

2000, Arınç vd 2001, Van der Oost vd 2003). Yapılan çalışmalarında genel amaç, 

şüphelenilen bölgelerden toplanan balıklardaki CYP1A1 ilgili enzim aktivitelerinin 

referans bölgesinden alınan balıklardaki aktiviteler ile karşılaştırılmasıdır. İlk arazi 

çalışmaların çoğunda belirteç için karaciğer B(a)P hidroksilaz aktivitesinin indüksiyonu 

kullanılmıştır.  
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Günümüzde ise CYP1A1 ilgili enzim aktiviteleri 7-etoksirezorufin substratı 

kullanılarak yapılmaktadır. 7-etoksirezorufin 0-Deetilaz (EROD) aktivitesinin ölçümü 

oldukça hassastır ve balıklarda CYP1A1’nın indüksiyonunu tespit etmek için oldukça 

yaygın olarak kullanılmaktadır. İzmir körfezi Akdeniz’in en kirli bölgelerinde biridir. 

Endüstriyel ve evsel atıklar, zirai bölgelerden gelen tarımsal mücadele ilaçları, doğal ve 

sentetik gübreler, taban sedimentlerinden ve atmosferden körfez yüzeyine yayılan 

kimyasallar bilhassa İzmir iç körfezindeki kirlilği artırmıştır. Körfezde, kefal ve dil 

balıklarında CYP1A1 indükdiyonunun ölçülmesi ile ilgili çalışmalar 1995’den beri 

yapılmaktadır (Arınç ve Şen 1999, Arınç vd 2000, Arınç vd 2001). Bu çalışmalar 

körfezin PAH, PCB ve diğer dirençli prekarsinojen/karsinojen kimyasallar ile oldukça 

kontamine olduğunu göstermiştir. Canlı organizmalarda biriken kirleticiler, moleküler 

ve hücre seviyesinde etkilerini gösterirler. Daha sonra, organizmalarda çeşitli 

olumsuzluklara sebep olarak, ileriki yıllarda da populasyon ve komünite seviyesinde 

önemli değişikliklere neden olurlar (Arınç vd 2002). 

Sitokrom P450 1 ailesi enzimleri (CYP1A1, CYP1A2 ve CYP1B1) , poliaromatik 

hidrokarbonları, poliklorlanmış bifenilleri ve arilaminleri içeren çevresel kontaminantların 

hidrolize edilmesinde önemli role sahiptirler. Leaver ve George’nin 2000 yılında yapmış 

oldukları bir çalışmada CYP1 gen ailesi marine flat (Pleuronectes platessa) balığından izole 

edilmiştir. CYP1 izoformlarının aminoasit sekans analizleri bunların birbirlerine benzer 

özelliklerde olduklarını göstermiştir. Elde edilen veriler neticesinde, CYP1B proteininin, 

memelilerdeki CYP1B1 proteini ile % 54 aynı yapıya sahip olduğu belirlenmiştir. CYP1 

ailesi ile yapılan bu çalışma göstermiştir ki CYP1A’nın dokularda PAH-bağımlı 

indüksiyonunun artmasının yanında CYP1B beta naftoflavonun ve PAH gibi diğer uyarıcılar 

ile de artış göstermektedir (Leaver ve George 2000).  

Elde edilen verilere bakıldığında, EROD aktivitesinin gözlenmesine karşın MROD 

aktivitesi sadece 24 ve 20 aylık çipura (Sparus aurata) karaciğer miktozomlarında 

gözlendi. 

EROD aktivitesi ile karşılaştırıldığında, MROD aktivitesinin aynı yaşlardaki balıklarda 

tespit edilememiş olması, bu iki aktivitenin farklı izozimlece katalizleniyor olabileceğini 

ortaya koymaktadır. Bu tezin tespiti için daha ileri düzeyde, gen  ve protein düzeyinde 

çalışmalar gerektirmektedir. 
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PROD aktivitelerinde, yaş artışıyla paralel olarak bir artış gözlemlenmiştir (Tablo 

3.7).  PROD aktivitesi; 24, 20 ve 15 aylık balıkların karaciğer mikrozomlarında, gelişim 

periyotları ile ilişkili olarak değişiklik arz ederken, 11, 9, 8, 4 ve 1,5 aylık balıkların 

karaciğer mikrozomlarında PROD aktivitesi tespit edilmemiştir. 15, 20, 24 aylık çipura 

(Sparus aurata) balığı karaciğer mikrozomlarında PROD aktiviteleri sırasıyla birbirine 

göre; 1,2 / 1,8 kat artış göstermiştir ve artış düzenlidir. Eğer 24 ay üstü yaşlardaki 

balıklarda da PROD aktivitesine bakılmış olsa idi muhtemelen artış devam edecekti. 

Çipura (Sparus aurata) karaciğer miktozomlarında PROD  aktivitesinin gözlenmesine 

karşın BROD aktivitesinin gözlenmemiştir.  

PROD aktivitesi balıklarda, CYP2B ve benzeri izozimlerce katalizlendiği 

bilinmektedir (Font vd 1998). Bu P450 izoformları testesteron metabolizmasında (15 α 

hidroksilasyonu vb) rol aldığı düşünüldüğünde, PROD aktivitesinin genç ve ergin 

olmayan bireylerde gözlenmemesi ve erginleşmeye başlamış balıklarda gözlenmesi 

normaldir. Çünkü bu balıklarda testesteron düzeyi ancak yeni yeni belirli düzeylere 

ulaşmaya başlamıştır. Eğer bu çalışmada daha yaşlı (36 aylık gibi) balıklarda da bu 

aktivite tayini yapılabilmiş olsa idi, muhtemelen PROD aktivitesinin daha da artmış 

olması gözlenecekti. 

Her nekadar Anklay vd 1987, 3-MC ile muamele edilmiş “channel cathfish 

(Ictalurus punctatus)” balıklarında BROD ve MROD aktivitelerinde artış olduğu 

bulunabilmiş olmasına rağmen benzer sonuçlar başka çalışmalar ile tekrarlanmamış ve 

literatürde rapor edilmemiştir. Ayrıca bir çok balıkta BROD aktivitesi ölçülememiş ya 

da ölçülemeyecek kadar düşük bildirilmiştir. Bu nedenle balıklardaki PROD ve BROD 

aktivitelerinin, memelilerde katalizleyen CYP2B izoformlarınca katalizlendiği veya 

farklı formlarca katalizlendiği tam net değildir. Bu aktiviteler memelilerde PB ile 

indüklenmelerine rağmen balıklarda bu etki gözlenmemiştir (Addison vd 1987, 

Tatarazako vd 2002). Bu nedenle bizim bu çalışmamızda da BROD aktivitesi 

gözlememiş olmamız literatür verileri ile uygunluk göstermektedir. 

Glutatyon S-tranferazlar bir çok elektrofilik madde ile glutatyon konjügasyonunu 

katalize eden çok fonksiyonlu izozimler ailesidir. GST’ler karsinojen metabolizmasında 

da rol oynarlar. Çeşitli dokularda GST’lerin bir çok izozimleri tanımlanmıştır (Noda vd 

2000, Prapanthadara vd 2000). Detoksifikasyon metabolizmasında yer alan, Glutatyon 

S-transferazlar (GST’ler), yaşlanma ve kimyasal stres ile değişim gösterirler 
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(Tchaikovkaya vd 2005). Morgado ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada; 70 günlük 

ve 18 aylık sıçan karaciğerlerinde GST aktivitesinin değişimi ölçülmüştür. Analiz 

sonucunda yaşlı (18 aylık) sıçan karaciğerlerindeki GST aktivitesinin daha yüksek 

olduğu bulunmuştur. (Morgado vd 2003). White-Footed (Peromyscus leucopus) dişi ve 

erkek micelarda da GST aktivitesinin yaşla değişimi incelenmiş ve yaş artışı ile GST 

aktivitesinin azaldığı bulunmuştur (Guo vd 1993). 

Bu çalışmada; farklı yaş gruplarındaki (20, 11, 9, 8, 4 ve 1,5 aylık) çipura (Sparus 

aurata) balıkları, karaciğer sitozollerinde GST-CDNB aktiviteleri tayin edildi (Tablo 

3.9). Yapılan ölçümler sonucunda; çipura (Sparus aurata) balığı karaciğer 

sitozollerindeki GST-CDNB aktivitelerinde, yaş artışıyla paralel olarak bir artış 

gözlemlenmiştir. 1,5, 4, 8, 9, 11, 20 aylık çipura (Sparus aurata) balıkları, karaciğer 

sitozollerinde GST-CDNB aktiviteleri sırasıyla birbirine göre; 1,5 / 1,5 / 7 / 1,7 / 1,3 kat 

artış gösterdiği belirlenmiş olup en yüksek aktivite artışı 9 aylık çipura (Sparus aurata) 

balıkları, karaciğer sitozollerinde gözlemlenmiştir. Faz II enzimlerinden olan GST-

CDNB aktivitelerinin farklı yaş gruplarında ölçülmesi sonucunda yaş artışı ile bu 

enzimin aktivitesinde artışın olduğu bulunması, Faz I enzimi olan EROD aktivitesi ile 

bağlantılı olarak, bu enziminde aktivitesinin yaş artışı ile artması, EROD 

aktivitelerindeki artışı doğrulamaktadır. Farklı bir tür olan sıçanlarda da, farklı 

yaşlardaki GST aktivitesi ölçülmüş, yaşlı sıçanda GST aktivitesinin arttığı 

belirlenmiştir. Bu çalışmada kullanılan çipura (Sparus aurata) balığı ile benzer şekilde 

yaş artışı ile vücuda alınmış yabancı maddelerin metabolizmasının hızlandığı 

görülmüştür. Bu durum insanlarda bu şekilde değildir. 

 İnsanlarda vücuda alınan ksenobiyotiklerin metabolize edilme hızları zamanla 

azalmakta, bununla bağlantılı olarak vücutta oluşan serbest radikal ve istenmeyen 

reaktif ürünlerin oluşumu artmaktadır. Benzer şekilde dişi atlarla yapılan bir çalışmada 

da GST aktivitesi yaş artışı ile azalmıştır. GST enzimleri farklı türlerde, farklı 

düzeylerde ekspres edilmektedir. Ayrıca yaş, hormonal gibi endojen veya çevresel 

(inhibitörler) faktörler aktivitelerdeki değişime neden olmuş olabilir. Bu çalışmada da 

yaş faktörünün etkisi incelenmiş ve farklı gelişim evrelerinde, yaş artışı ile GST-CDNB 

aktivitesinin artış gösterdiği belirlenmiştir. 

 Çalışmamızda farklı gelişim periyodundaki (1,5, 4, 8, 9, 11, 15, 20 ve 24 aylık) 

çipura (Sparus aurata) balıklarında anilin 4-hidroksilaz aktiviteleri ölçülmüş ve bu yaş 
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grubundaki balıklardaki aktivite değerlerinin sırasıyla birbirine göre; 3,5 / 1,43 / 1,40 / 

2,1 / 1,3 / 1,13 / 1,32 kat artış gösterdiği bulunmuştur. Aktivitedeki artışın en çok 

olduğu periyot 1,5-4 aylık gelişim evresinde görülmüştür. Genel olarak anilin 4-

hidroksilaz’ın, 1,5 aylık balıklardaki aktivitesi 0,002 ± 0,001 nmol/dakika/mg protein 

iken 24 aylık balıklardaki aktivitesi 0,058 ± 0,002 nmol/dakika/mg protein olarak 

bulunmuştur. Bu sonuçlar yaş artışı ile, anilin 4-hidroksilaz aktivitesinin yaklaşık 29 kat 

artığını göstermektedir. Bu artışa balık beslenmesinde kullanılan azot içeren yem ve 

ilaçların yanı sıra Pınar LTD.’nin diğer birimlerindeki bazı yağ ağırlıklı atıkların besin 

olarak kullanılmasından kaynaklanmış olabileceğini düşündürdü. Vücuda alınan azotlu 

gıda maddelerinin metabolize edilmesi sırasında muhtemelen P450LM3a geninin 

indüksiyonu artmaktadır. Bu genin indüksiyonunun artması, vücuda alınan çeşitli besin 

maddelerinin hidroksile edilerek polaritelerinin artırılmasını içermektedir.  

NDMD N-demetilaz aktiviteleri; 1,5, 4, 8, 9, 11, 15, 20 ve 24 aylık  çipura (Sparus 

aurata) balıkları karaciğer mikrozomlarında incelendi ve her bir yaş grubunun 

aktiviteleri arasındaki artış sırası ile birbirine göre; 2,26 / 1,84 / 1,15 / 1,71 / 1,26 / 1,23 

/ 1,34 kat olarak bulunmuştur. En fazla aktivite artışı 1,5-4 aylık gelişim evresinde 

gözlemlenmiştir. Dişarıdan besin ve diğer yollarla alınan, nitrosoamin bileşikleri, 

P450LM3a geninin indüksiyonunu artırmaktadır. Bu nedenle nitrosoamin ve diğer 

karsinojen meddelerin biyotransformasyonunda rol almalarından dolayı önem 

kazanmıştır. Elde edilen sonuçlara göre, ilk 4 ayda NDMD N-demetilaz aktivitesi daha 

fazla artış göstermekle birlikte, 24 aya kadar düzenli bir şekilde artmaktadır. Eğer 

ölçümlerimiz 24 ay sonrasıda devam etmiş olsa idi muhtemelen bu artış devam 

edecekti. N-Nitrosodimetilamin N-demetilaz, 1,5 aylık balıklarda 0,019 ± 0,007 

nmol/dakika/mg protein aktivite gösterirken 24 aylık balıklarda 0,323 ± 0,014 

nmol/dakika/mg protein aktivite göstermiştir. Bu sonuçlar, N-Nitrosodimetilamin N-

demetilaz aktivitesinin yaklaşık 17 kat arttığını göstermektedir. 

Sıçanlarda obezitenin CYP2E1’nin üzerindeki etkisi, 1990 yılında Raucy ve 

arkadaşları tarafından test edilmiştir. Hepatik CYP2E1 seviyelerinin bu hastalıktan 

yükseldiğini bulmuşlardır. Yoğun enerji (enerji-dense) diyeti ile obez hale getirilmiş rat 

karaciğer mikrozomlarında ve toplam P450 içeriğinde  %28 yükselme gözlenmiştir. 

CYP2E1 ile ilişkili katalitik aktivitelerinden NDMD N-demetilasyon  %66, anilin 

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

eritromisin N-demetilasyonunu değiştirmemiştir (Raucy vd 1990). 

2003 yılında atlarla yapılan bir çalışmada; atların hepatik olarak ilaçları metabolize 

etme kapasiteleri yaşa bağlı olarak yaşama süreçleri içinde karakterize edilmiştir. 

Yaşları 1 yıl ile 12 yıl arasında olan 50 dişi atın karaciğer mikrozomlarında, sitokrom 

P450 bağımlı monooksijenazlar, karboksilesterazlar ve transferazlar analiz edilmiştir. 

CYP2B, CYP2E, CYP3A enzimleri western immunobltting yapılarak miktarlarının yaş 

artışına bağlı olarak arttığı gözlemlenmiştir. Aynı örneklerde glutatyon S-transferaz 

aktivitesi araştırılmış ve bu enzimin aktivitesinin yaş ilerledikçe azaldığı bulunmuştur. 

Bu atların yaşları arttıkça; EROD, MROD, BROD, Anlin 4-hidroksilaz, NDMA N-

demetilaz, Eritromisin N-demetilaz, Benzo(a)piren hidroksilaz, Benzphetamin N-

demetilaz ve Etilmorfin N-demetilaz aktivitelerinde artış tayin edilmiştir. Aminopiren 

N-demetilaz  aktivitesinde dikkate değer bir değişim gözlemlenmemiştir (Nebbia vd 

2003). 

 

White-Footed (Peromyscus leucopus) micelarla yapılan bir çalışmada; 6, 8, 12, 18, 

24, 30, 36 ve 48 aylık dişi ve erkek denekler kullanılarak, EROD, PROD, NDMA-N-

demetilaz ve GST aktivitelerinin yaşla değişimi incelenmiştir. PROD ve NDMA-N-

demetilaz aktiviteleri dişi micelarda yaş artışı ile azalma göstermiştir. Fakat Erkek 

micelarda sadece PROD aktivitesi azalma göstermiştir. NDMA-N-demetilaz 

aktivitesinde dikkate değer bir artış gözlemlenmemiştir. Erkek yetişkin micelarda, 

dişilere oranla daha yüksek EROD aktivitesi gözlenmiştir. Faz II enzimlerinden olan 

GST aktivitesi de hem dişi hemde erkek micelarda yaş artışı ile azalma göstermiştir 

(Guo vd 1993). 

Bu çalışmada; farklı gelişim evrelerindeki çipura (Sparus aurata) balıkları, 

karaciğer mikrozomlarında; anilin 4-hidroksilaz ve N-Nitrosodimetilamin N-demetilaz 

aktiviteleri araştırıldı. Farklı yaş gruplarındaki (1,5, 4, 8, 9, 11, 15, 20 ve 24 aylık) 

çipura (Sparus aurata) balıkları, karaciğer mikrozumlarında anilin 4-hidroksilaz ve N-

Nitrosodimetilamin N-demetilaz aktivitelerinde yaş artışı ile paralel olarak artış 

gözlemlenmiştir. Elde edilen bu sonuçlar, denek hayvanımızın yağ ağırlıklı 

beslenmesinin bu artışa neden olmuş olabileceğini düşündürmektedir.  
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Sıçanlarda aksine anilin 4-hidroksilaz, N-Nitrosodimetilamin N-demetilaz 

aktivitelerinde yaş artışı ile azalış görülmüştür. Atlarla yapılan bir çalışmada, bizim 

sonuçlarımızla benzer olarak anilin 4-hidroksilaz ve N-Nitrosodimetilamin N-demetilaz 

aktivitelerinde yaş artışı ile birlikte artış gözlemlenmiştir. White-Footed (Peromyscus 

leucopus) dişi ve erkek micelarla yapılan bir çalışmada ise bizim çalışmamızdan farklı 

olarak yaşlanma ile NDMA-N-demetilaz aktivitelerinde azalma tespit edilmiştir. 

Böylelikle sitokrom P450 enzimlerinin aktivitelerinin değişiminde, tür, cinsiyet, yaş ve 

beslenme faktörünün etkili olduğu bulunmuştur. Literatürde balıklar üzerine yaş ile 

ilaçları metabolize eden enzimlerin değişimine ilişkin çok kısıtlı bilgi mevcuttur. 

Farklı yaş grubundaki (1,5, 4, 83 9, 11, 15, 20 ve 24 aylık) çipura (Sparus aurata) 

balıkları karaciğer mikrozomlarında Eritromisin N-demetilaz aktiviteleri ölçüldü ve 

değişik gelişim periyodundaki balıklardaki aktivite artışı sırası ile birbirine göre; 3,5 / 

1,6 / 1,16 / 1,76 / 1,29 / 1,12 / 1,3 kat olarak belirlenmiştir. 1,5 aylık ile 4 aylık balık 

karaciğer mikrozomlarındaki Eritromisin N-demetilaz aktivite artışı en fazladır. Diğer 

balık gruplarında artış düzenlidir. Çipura (Sparus aurata) balık yavrularının belli 

dönemlerde hastalanmaktadırlar ve tedavi amaçlı olarak bir çok ilaç kullanılmaktadır. 

Bu kullanılan ilaçlar CYP3A27 geninin indüksiyonunu artırmakta bununla bağlantılı 

olarakta,  Eritromisin N-demetilaz aktivitesinde de artış gözlenmektedir. Eritromisin N-

Demetilaz’ın, 1,5 aylık balıklardaki aktivitesi 0,009 ± 0,006 nmol/dakika/mg protein 

iken 24 aylık balıklardaki aktivitesi, 0,189 ± 0,008    nmol/dakika/mg protein olarak 

bulunmuştur. Bu sonuçlar eritromisin N-demetilaz aktivitesinin yaklaşık 21 kat attığını 

göstermiştir. 

Sıçanlarla yapılan bir çalışmada, eritromisin N-demetilaz aktivitesinde değişim 

görülmemiştir. Bu da eritromisin N-demetilaz aktivitesinde beslenme dışında bir çok 

faktörün etkisi olduğunu göstermektedir. Atlarla yapılan bir çalışmada da, bizim 

sonuçlarımızla benzer olarak eritromisin N-demetilaz aktivitelerinde yaş artışı ile 

birlikte artış gözlemlenmiştir. Elde edilen sonuçlara göre, sitokrom P450 enzimlerinin 

aktivitelerinin değişiminde, tür, cinsiyet, yaş ve beslenme faktörlerin rol oynadığı 

bulunmuştur.  

Farklı yaş grubundaki (1,5, 4, 8, 9, 11, 15, 20 ve 24 aylık) çipura (Sparus aurata) 

balıkları, karaciğer mikrozumlarında kafein N-demetilaz aktiviteleri ölçülmüş ve bu yaş 

grubundaki balıklardaki aktivite azalışı sırası ile birbirine göre; 1,14 / 1,48 / 0,88 / 1,5 / 
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1,27 / 1,1 / 2 kat olarak belirlanmiştir. En fazla azalış 20-24 aylık gelişim periyodunda 

görülmüştür. Genel olarak; kafein N-demetilazın 1,5 aylık balıklardaki aktivitesi, 0,438 

± 0,014  nmol/dakika/mg protein ve 24 aylık balıklardaki aktivitesi 0,069 ± 0,012 

nmol/dakika/mg protein olarak bulunmuştur. Bu sonuçlar kafein N-demetilaz 

aktivitesinin yaklaşık 6 kat azaldığını göstermiştir. Vücudumuzda kafein evrimsel 

olarak vardır ve CYP1A2 geninin indüksiyonu neticesinde zamanla metabolize 

edilmektedir. Yapılan ölçümlerde göstermektedir ki yaş ilerledikçe, kafein N-demetilaz 

enziminin aktiviteside azalmaktadır. 

Değişik gelişim evresindeki (1,5, 4, 83 9, 11, 15, 20 ve 24 aylık) çipura (Sparus 

aurata) balıkları, karaciğer mikrozumlarında, amino piren N-demetilaz aktiviteleri 

incelenmiş ve farklı yaş grubundaki balık mikrozomlarındaki aktivite azalışı sırası ile 

birbirine göre; 1,11 / 1,16 / 1,1 / 2,15 / 1,6 /1,72 / 2,05 kat olarak belirlenmiştir. 

Aktivitedeki azalış yaş ilerledikçe artmaktadır. 9 aydan sonra gruplar arasında yaklaşık 

2 kat azalma gözlenmektedir. Çeşitli azot içeren ilaç türlerinin genç balıkların 

hastalıklarının tedavisinde kullanılması sonucunda bu enzimin aktivitesi genç balıklarda 

daha fazladır ve zamanla metabolize edilmektedir. Bu ilaçlar muhtemelen balıklardaki 

CYP2C9 geninin indüksiyonunu artırmaktadır. Amino piren N-demetilazın 1,5 aylık 

balıklardaki aktivitesi, 0,944 ± 0,024 nmol/dakika/mg protein iken 24 aylık balıklardaki 

aktivitesi, 0,056 ± 0,011 nmol/dakika/mg protein olarak bulunmuştur. Amino piren N-

demetilaz aktivitesinde yaklaşık 17 kat azalma belirlenmiştir. Çalışmalarımız daha 

ileriki yaşlarda da devam etmiş olsaydı muhtemel olarak bu enzimin aktivitesi azalmaya 

devam edecekti. Bu enzimle yapılan bir başka çalışmada, yaşları 1 yıl ile 12 yıl arasında 

olan 50 dişi atın karaciğer mikrozomlarında, amino piren N-demetilaz aktiviteleri 

ölçülmüş ve dikkate değer bir değişim gözlenmemiştir. Bu da bize bu enzimin 

aktivitesinde tür yaş faktörünün yanında tür ve cinsiyet faktörününde önemli olduğunu 

göstermiştir. 

Farklı yaş grubundaki bu çipura (Sparus aurata) balıkları, karaciğer 

mikrozumlarında kafein N-demetilaz ve Amino piren N-demetilaz aktiviteleride 

incelendi. Bu enzimlerin aktivitelerinin her ikisinde de yaş artışıyla birlikte azalış 

gözlemlenmiştir. Kafein organizmalarda evrimsel olarak bulunmaktadır ve bu 

nedenledir ki zamanla vücutta metabolize olduğu için genç bireylerde daha fazla Kafein 

N-demetilaz aktivitesi görülmektedir. Bu yaş büyüdükçe azalmaktadır.  
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4-metilamino antipiren (Aminopiren) N-demetilaz aktiviteside yaş artışı ile azalış 

göstermiştir. Farklı bir tür ve cinsiyet olan dişi atlarla yapılan bir çalışmada, yaş artışı 

ile Aminopiren N-demetilaz aktivitesi incelenmiş ve dikkate değer bir değişim 

gözlenmemiştir. Bu çalışmada elde ettiğimiz sonuçlara göre tür ve cinsiyet faktörünün 

bu enzim aktivitesinin değişiminde etkisinin olmuş olabileceği düşündürmektedir. 

 Bu çalışmada ölçülen enzim aktivitelerinin tamamı tablo 4.1 ve tablo 4.2’de 

verilmiştir. Yapılan çalışma literatür ile karşılaştırıldığında tür, beslenme, cinsiyet ve 

yaş gibi faktörlerin, canlılarda, ilaçları metabolize eden enzimlerin aktivitelerinin 

değişiminde rol oynadığı bulunmuştur. Bu özellikle bizim denek hayvanımız olan ve 

büyük oranda gıda maddesi olarak tüketilen çipura (Sparus aurata) balığının 

yetiştiriciliğinde önemli rol oluşturmakta olup, bu değişimde beslemede kullanılan yem 

ve küçük yaşlardaki hasta balıklara verilen ilaç türlerininde etkisinin olmuş olabileceği 

düşünülerek insan gıdası olarak kullanımı sonucunda insan sağlığı açısından etkisi daha 

sonraki çalışmalarda incelenebilir. 
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Tablo 4.1  Ölçülen Enzim Aktiviteleri 
 

Çipura (sparus aurata) 1-24 Aylık Gelişim Periyodundaki Enzim Aktivitesi Değerleri Ölçülen Enzimler 
1,5 aylık 4 aylık 8 aylık 9 aylık 11 aylık 15 aylık 20 aylık 24 aylık 

Anilin 4-hidroksilaz (A4H) 
nmol/dakika/mg protein 

0,003; 0,003; 0; 
0,003 

0,006; 0,006; 
0,006; 0,009; 
0,006; 0,006; 
0,006; 0,006; 
0,006; 0,009; 
0,006; 0,006 

0,009; 0,012; 
0,009; 0,009; 
0,009; 0,012 

0,012; 0,015; 
0,015; 0,012; 
0,012; 0,018; 
0,012; 0,015; 
0,018; 0,012 

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

0,040; 0,037; 
0,040; 0,040; 
0,040; 0,037; 
0,040; 0,037; 
0,037; 0,040; 
0,040; 
0,037;0,037; 
0,040; 0,037; 
0,040 

0,049; 0,049; 
0,036; 0,036; 
0,030; 0,033; 
0,049; 0,036; 
0,036; 0,049 

0,055; 0,058; 
0,061; 0,055; 
0,058; 0,061; 
0,055; 0,058 

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) 
nmol/dakika/mg protein 

0,012; 0; 0,012; 
0,012 

0,025; 0,025; 
0,025; 0,038; 
0,025; 0,025; 
0,038; 0,063; 
0,025; 0,025; 
0,025; 0,025 

0,050; 0,038; 
0,063; 0,050; 
0,050; 0,038 

0,062; 0,050; 
0,062; 0,050; 
0,062; 0,050; 
0,050; 0,062; 
0,050; 0,062 

0,062; 0,100; 
0,138; 0,125; 
0,112; 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 

0,125; 0,138; 
0,125; 0,112; 
0,138; 0,125; 
0,112; 0,138; 
0,138; 0,125; 
0,125; 0,125; 
0125; 0,138; 
0,125; 0,138 

0,150; 0,150; 
0,150; 0,112; 
0,150; 0,150; 
0,138; 0,138; 
0,150; 0,150 

0,188; 0,175; 
0,188; 0,188; 
0,200; 0,188; 
0,200; 0,188 

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-
demetilaz (NDMA-ND) 
nmol/dakika/mg protein 

0,025; 0,012; 
0,025; 0,012 

0,038; 0,050; 
0,050; 0,038; 
0,038;  0,050; 
0,050; 0,038; 
0,025; 0,050; 
0,050; 0,038 

0,075; 0,088; 
0,075; 0,075; 
0,075; 0,088 

0,088; 0,100; 
0,075; 0,100; 
0,100; 0,100; 
0,075; 0,100; 
0,088; 0,088 

0,162; 0,150; 
0,150; 0,150; 
0,150; 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 

0,188; 0,188; 
0,200; 0,200; 
0,188; 0,188; 
0,188; 0,200; 
0,188; 0,212; 
0,200; 0,188; 
0,212; 0,200; 
0,188; 0,212 

0,238; 0,238; 
0,212; 0,225; 
0,262; 0,268; 
0,262; 0,238; 
0,225; 0,275 

0,300; 0,325; 
0,338; 0,312; 
0,325; 0,338; 
0,312; 0,338 

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) 
nmol/dakika/mg protein 

0,450; 0,450; 
0,425; 0,425 

0,375; 0,400; 
0,400; 0,400; 
0,350; 0,350; 
0,375; 0,350; 
0,400; 0,375; 
0,400; 0,350 

0,275; 0,250; 
0,250; 0,275; 
0,250; 0,250 

0,300; 0,275; 
0,300; 0,275; 
0,300; 0,225; 
0,300; 0,275; 
0,275; 0,300 

0,175; 0,200; 
0,175; 0,175; 
0,150; 0,200; 
0,250; 0,250;  
0,175; 0,175; 
0,200; 0,200; 
0,175; 0,200; 
0,225 

0,150; 0,150; 
0,125; 0,175; 
0,100; 0,150; 
0,175; 0,150; 
0,150; 0,150; 
0,150; 0,175; 
0,150; 0,150; 
0,150; 0,175 

0,125; 0,125; 
0,150; 0,175; 
0,150; 0,125; 
0,125; 0,175; 
0,150; 0,150 

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

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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Tablo 4. 1 Ölçülen Enzim Aktiviteleri Devamı 
 

Çipura (sparus aurata) 1-24 Aylık Gelişim Periyodundaki Enzim Aktivitesi Değerleri Ölçülen Enzimler 
1,5 aylık 4 aylık 8 aylık 9 aylık 11 aylık 15 aylık 20 aylık 24 aylık 

Aminopiren N-demetilaz (APND) 
nmol/dakika/mg protein 

0,950; 0,925; 
0,925; 0,975 

0,825; 0,875; 
0,875; 0,875; 
0,825; 0,875; 
0,825; 0850; 
0,875; 0,875; 
0,875; 0,850 

0,750; 0,725; 
0,725; 0,750; 
0,725; 0,725 

0,700; 0,675; 
0,675; 0,600; 
0,675; 0,675; 
0,675; 0,650; 
0,675 

0,325; 0,325; 
0,300; 0,275; 
0,325; 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 

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 

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

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

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) 
pmol/dakika/mg protein 

yok Yok yok 89,6; 88,74; 
89,13; 86,84; 
87,47; 88,58; 
89,60; 90,08; 
87,16; 89,05 

273,8; 286,5; 
272,6; 288; 272,2; 
274,9; 288,2; 
272,9; 289,3; 
273,5; 287,4; 
274,5; 273,6; 
275,1; 286,7; 
288,9; 289,1; 
287,4 

421,6; 445,6; 
399,5; 401,2; 
416,8; 421,5; 
404,4; 411,0; 
450,2; 448,3; 
439,6; 427,9; 
403,6; 398,9; 
426,2; 431,0; 
447,0; 435,9 

631,1; 630,6; 
635,3; 628,8; 
822,1; 637,2; 
821,7; 628,7; 
619,5; 619,3 

989,3; 979,9; 
1009,0; 1003,6; 
996,6; 1001,0; 
1013,4; 1021,1; 
986,5; 983,4 

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 
(PROD) pmol/dakika/mg protein 

yok Yok yok yok yok 274,8; 286,5; 
273,6; 288,0; 
273,2; 275,9;  
287,2; 275,6; 
276,4; 275,5; 
274,6; 275,1; 
285,6; 287,8 

319,9; 319,9; 
342,8; 320,3; 
411,2; 411,2; 
357,8; 357,8; 
357,9; 302,3 

623,5; 629,6; 
599,8; 609,4; 
631,5; 627,0 
587,9; 601,1; 
624,2; 619,9 

Ortalama ± Standart Sapma      285,6 ± 20,9 350,1 ± 37,5      613,7 ± 16,4         
Metoksiresorufin O-demetilaz 
(MROD) pmol/dakika/mg protein 

yok Yok yok yok yok yok 7,58; 8,37;  
19,89; 17,68; 
19,89; 18;  
8,37; 7,67;  
19,26; 23,29 

62,24; 59,67; 
54,47; 65,21; 
52,89; 55,79; 
64,03; 54,63; 
64,03; 55,34 

Ortalama ± Standart Sapma       15,00 ± 6,22 58,83 ± 4,72 
Benziloksiresorufin O-debenzilaz 
(BROD) pmol/dakika/mg protein 

yok Yok yok yok yok yok yok yok 

Glutatyon S-tarnsferaz (GST-CDNB) 
nmol/dakika/mg protein 

17,92; 17,5;  
17,08; 18,33 

29,37; 27,08; 25,62; 
25,42; 27,29; 25,62; 
23,96; 25; 
29,37; 27,29; 28,96; 
26,67 

36,2; 36,0; 38,8; 
42,7; 43,7; 46,7 

318,3; 319,2; 
300,2; 275,4; 
259,2; 262,3; 
320,4; 321,2; 
300,2; 275,4 

571,2; 571,7; 510,2; 
516,2; 573,3; 573,7;  
525;  518,3;  
450,2; 492,9; 563,1; 
522,9; 565,2; 525;  
432,1; 430,8; 434,2; 
432,9 

- 728,5; 703,5; 626,5; 
645,2; 699,1; 715,2; 
699,2; 715,2; 682,1; 
694,2 

- 

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. SONUÇ 

Yaşadığımız çevrede her geçen gün yeni bir ilacın üretilmesi ve bir çok 

kimyasal maddenin gıdalar dahil bir çok alanda kullanılması sonucu insanların 

bu maddelere maruz kalması, bu maddelerin vücutta nasıl metabolize edildiğini 

ortaya çıkarıcı çalışmaların yapılması gerekliliğini ortaya çıkarmıştır. 

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 aylık çipura (Sparus aurata) balıklarının 

karaciğer mikrozomlarında incelenip, elde edilen bilgiler doğrultusunda yaş 

değişimi tanımlanmıştır. Yaş artışı ile  EROD, PROD, A4H, NDMA-ND ve 

ERND aktiviteleri artmış, CN3D ve APND aktiviteleri azalmış ve MROD ve 

BROD aktiviteleri gözlenmemiştir. Literatürde balıklarda; ilaçları metabolize 

eden enzimlerin yaş ile değişimine ilişkin çok kısıtlı bilgi mevcuttur bu nedenle 

bu çalışmanın katkı sağlayacağı düşünülmektedir.  Yapılan çalışma sonuçları 

diğer literatür çalışmaları ile karşılaştırıldığında; ilaçları metabolize eden 

enzimlerin aktivitelerinin değişiminde tür, beslenme, cinsiyet ve yaş gibi 

parametrelerin etkili olduğu görülmüştür. Bu bilgiler ışığında önemli bir insan 
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gıdası olan çipura balığının yetiştiriciliğinde kullanılan yem ve ilaç türleri 

incelenip, bununla bağlantılı olarak insan sağlığı ile ilişkilendirilebileceğini 

düşündürmektedir.. 
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