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OZET

Bu caligmadaki amag, Dogu Karadeniz 'de yetlstmlen bir alabalik tiiri olan Salmo
‘gairdneri karaciger mikrozomlarinin anilini metabolize etme yeteneklerini arastlrmaktlr
Santrifiijleme ile “hazrlanan mikrozomlarin anilinin p-aminofenole hidroksilasyonunu
katalizlemede ¢ok yiiksek yeteneZe sahip -oldufu tespit edilmigtir. Anilin substrati igin
spesifik aktivite 0.0686 nmol/dak/mg protein olarak bulunmugtur. Mikrozomlarda toplam
protein 28.85 mg/mL olarak tayin edilmistir. Bu enzim sisteminin en uygun aktivitesi 25 °C
de potasyum fosfat tamponu, pH 7.4 te gézlenmistir. Anilin'in hidroksilasyon hizi, 1.80 mg
thikrozomal protein {izerindeki mikrozomal protein konsantrasyonlart ile lineer bu-
lunmugtur. Kangik fonksiyonlu oksidaz bilesenlerinden olan cyt. P450 igerigi, 91 mM-lcm-!
lik bir molar absorblama katsayisi kullanilarak ditiyonit-indirgenmis mikrozomlann CO
spektrumlan ile 0.1122 nmol P450/mg protein olarak bulunmugtur. NADPH, karaciger
mikrozomlarinda maksimum anilin hidroksilaz aktivitesi igin gerekli goriilmiigtir. NADPH
ve NADH birlikte kullanildiklarinda %7.7 lik kigiik bir aktivite artigt gézlenmigtir. Ayrica,
bir NADPH tireten sistemle NADPH ile elde edilen aktivite deBerine yakmn aktiviteler elde
edilmigtir. Anilin hidroksilasyon hizi, 0.5 mM anilin konsantrasyonlan tizerinde, 5.30 U/mg
protein lik V_,, degerine ulasmustir. Lineweaver-Burk ve Eadie-Hofstee egrileri, Michaelis-
Menten kinetigi ile uyumlu olan benzer V _, ve K, degerlerini vermistir. Bu sonuglar,
alababk karaciger mikrozomlarinda anilinin hidroksilasyonundan sorumlu olan tek bir
enzimin varligim gostermektedir. Son olarak, birkag metal iyonunun alabalik karaciger
anilin hidroksilaz tizerindeki etkileri aragtirtdmigtir. Mg*2, Cd*2 ve Fe*? iyonlanimin 0.1 mM
konsantrasyonlart hemen hemen aym derecede aktiviteyi arttirici etkiye sahip oldugu
gorilmigtir. Cu*? iyonu ise aktiviteyi oldukca arttirmigtir. Aksine en toksik metal
iyonlarindan ikisi olan Ni*? ve Hg*2, 1 mM konsantrasyonlarinda, anilin hidroksilasyenunu
%25 kadar inhibe etmistir. .

lleride yapilacak in vitro ve in vivo galigmalar, baligin enzimatik hidroksilasyon
sistemlerinin mekanizma, yapt ve fonksiyonlari konusunda daha detayli bilgi elde
edilmesinde yardimct olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Salmo gairdneri , Karaciger Mikrozomlari, Anilin Hidroksilaz,
Sitokrom P450, Anilin, Aktivite, Karakterizasyon
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SUMMARY

The Characterization of The Activity of Aniline Hydroxylase In Rainbow Trout
"Salmo gairdneri" Liver Microsomes

The aim in tﬁs work is to investigate the ability of trout to metabolize aniline in liver
~ microsomes of rainbow trout, Salmo gairdneri, cultured in the Eastern Blacksea. It was

found that microsomes prepared by centrifugation were highly capable of catalyzing
hydroxylation of aniline to p-aminophenol. A specific activity of 0.0686 nmol/min/mg
protein was found for aniline substrate. Total protein in microsomes was determined to be
28.85 mg/mL . Optimum activity for the liver enzyme was observed in potassium phosphate
buffer, pH 7.4, at 25 °C and the rate of aniline hydroxylation was linear with protein
concentrations above 1.80 mg microsomal protein. The content of cytochrome P450, one
of the mixed function oxidase components, was found as 0.1122 nmol P450/mg protein by
carbonmonooxide spectra of dithionite-reduced microsomes using an extinction coefficient
of 91 mM-cm. It was seen that NADPH was essential for maximal activity of aniline
hydroxylase in liver microsomes. When NADPH and NADH were used together, a little
higher activity, 7.7%, was observed with microsomes. In addition a NADPH-generating
system almost competes for NADPH. It was observed that the rate of aniline hydroxylation
was reached to a V. value of 5.30 U /mg protein above 0.5 mM aniline concentrations.
Lineweaver-Burk and Eadie-Hofstee plots gave almost identical K, and V_,, values which
are consistent with Michaelis-Menten kinetics. These results also show that a single enz$'me
is responsible for hydroxylation of aniline in trout liver microsomes. Finally, the effects of
several metal ions on trout liver aniline hydroxylase were investigated, 0.1 mM
concentrations of Mg*2, Cd*? and Fe*3 had almost similar stimulatory effect on the activity.
Cu*? dramatically increased the activity of the enzyme. In contrast, Ni*2 and Hg*?2 being two
of the most toxic metal ions inhibited the rate of aniline hydroxilation by 25% at 1 mM
concentrations.

Further in vitro and in vivo experiments should be done in order to get more detailed
information on the mechanism, structure and function of enzymatic hydroxylation systems
of fish.

Key Words: Salmo gairdneri, Liver Microsomes, Aniline Hydroxylase, Cytochrome
P450 , Aniline, Activity, Characterization
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1.GENEL BILGILER

1.1, Giris

Biitiin organizmalar bulunduklar1 ekosistemlerde ¢ok gesitli kimyasal etkilere maruz
kalirlar. Bu maddelerin baginda protein, yag, karbohidrat, vitamin v.s. gibi besin kaynaklan
gelir. Bunun yaninda her tiirlii ilaglarla birlikte, toksinler, antioksidanlar, organik ¢oziiciiler
ve gevre kirleticileri gibi birgok kimyasal maddeler canli organizmaya olumlu ya da olumsuz
yonde etki edebilmektedirler. Eksojen olan biitiin bu kimyasallar, organizmalar tarafindan
alindiktan sonra miikemmel sayilabilecek biyokimyasal sistemlerle metabolize edilirler. Bir
organizmanin varligint devam ettirebilmesi biinyesine aldig1 her bir molekiilin kendisine
yabanct olup olmadigini ayirt edebilmesi ve yabanci ise onu kendi sistemine uygun ya da
tesirsiz hale getirip, diganya salgilamasina baghdir.

Cevreden herhangi bir yolla alinan kimyasal maddelerin organizmalar tarafindan
islenmesi, organizmadaki iki farkli sistemle gerceklestirilir. Bunlardan birisi, organizma
tarafindan alinan bu kimyasallan taniyan ve olumsuz etkilerini yok eden hiicrelerden olusan
bagigiklik sistemidir. Diger savunma sistemi ise, ksenobiyotik olarak tanimlanan bu yabanci
maddeleri alindiktan sonra degisiklie ugratarak tesirsiz hale getiren ve hiicrede boyle pek
¢ok substratin kimyasal reaksiyonunu katalizleyen sitokrom P450 (cyt. P450) adi verilen
enzim sistemidir.

Cyt. P450 enzim sistemi hemen hemen biitiin canlilarin hiicrelerinde sentezlenir ve bu
sistemin yaklagik ellinin tizerinde alt tiirit mevcut olup, her bir enzim tiirti farkli bir substratin
kimyasal reaksiyonunu enzimatik olarak katalizler. Cyt. P450 enzimleri, steroidler,
vitaminler, safra asidleri, alkaloid ve hormonlar gibi endojen bilesiklerin metabolizmasinda
da gorev yaparlar. Bu enzimler sadece organizmayi cevre kirleticilere karsi korumakla
kalmaz, aym zamanda ilaglan detoksifiye eder ve birgok dnemli sinyal molekiiliin sentezini
gergeklegtirirler. Organizmalarda oldukga yaygin dagihm gosteren bu enzim sistemleri,
Sigara duman, alkol, gevre kirleticileri, ilaglar ve gidalardaki katki maddeleri tarafindan
kuvvetli bir sekilde uyanlirlar (Tablo 1.). Bu uyarilarin bir ¢ok sonucu olarak, organizma
kendini savunacak bu enzimlerin daha fazlasi tiretmis olur. Ayrica birgok endojen ve gevre
faktorleri yaminda, organizmanmn yasi, cinsiyeti, sicaklik ve besin tirid bu enzimlerin
aktivitesini etkileyebilir.
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~ Cyt.P450 enzimlerinin herbirinin degisik substratlara karsl farkl: ilgilerinden d(.)layl,bu
- enzim sistemi Karl§1k Fonksiyonlu .OkSidazlar olarak da bilinmektedir. Bu oksidazlarin esas
fonksiyonu, organizma tarafindan alnan ve oldukca az ¢oziiniir olan organik kimyasallan,
daha az ya da gok toksik olabilen, suda g:é')zi‘mﬁr metabolitleri haline dém'istiirmektedir.

Tablo 1. Cyt. P450 Enzimleri Tarafindan Ceslth Klmyasal Reaksiyonlarla Katalizlenen

Ksenobiyotikler
~ Reaksiyon Ksenobiyotik
Alifatik hidroksilasyon Pentobarbital
Aromatik hidroksilasyon Asetanilid
Epoksidasyon Benzen, benzo [a] piren
Dealkilasyon Fenasetin, 6-metil tiyopiirin
Oksidatif deaminasyon Amfetamin
Azot ve kiikiirt oksidasyonu 2-Asetil aminofloren
Dehalojenasyon Halotan
Alkol Oksidasyonu Etanol

Omurgalilarda ksenobiyotik metabolizmasmnin gergeklestii esas organ karacigerdir.
Karaciger hiicrelerinde bulunan cyt. P450 enzimleri organizmaya alinan kimyasallart daha
¢Ozunur hale getirirler. Bu polar olmayan ve dolayistyla lipofilik olan kimyasallar 6nce daha
ok ¢oziinebilen tiirevleri haline doénustiiriilir ve sonra da viicuttan herhangi bir yolla
uzaklagtirilirlar. Birgok cyt. P450 aracih metabolik iglem, O, den kaynaklanan tek bir oksijen
atomunun bir substrata baglanmasiyla sonuglanir. Reaksiyon tiiriine ve gesitli kararsiz ara
triinlerin tabiatina bagh olarak farkh reaksiyonlar meydana gelebilir. Bunlar igerisinde
oksidatif ve rediiktif dehalojenizasyon, N-hidroksilasyon ve N-oksidasyon, oksidatif
deaminasyon; S-, N- ve O-dealkilasyon ile alifatik ve aromatik hidroksilasyon reaksiyonlan
sayilabilir (Tablo 1.). Cyt. P450 enzimlerinin pek ¢ok kimyasali metabolize etme yetenekleri
onlarn ¢oklugu, farkliliklar: ve gakigan substrat spesifitelerinin net sonucundan ortaya gikar.
Bu metabolizasyon iglemleri; yiikseltgenme, indirgenme, hidroliz ve konjugasyon geklindeki
enzimatik reaksiyonlarla gerceklesmektedir. Birgok ksenobiyotigin cyt. P450 ler ile
yukanidaki reaksiyon basamaklarini ihtiva eden oksidatif metabolizmast bilyiik bir oranda
karaciger dokusunun endoplazmik retikulumunda gergeklesir.

Omurgalilarda, ksenobiyotiklerin metabolize edildigi temel yer olan karacigerde bu
kimyasallar1 igleyebilen birgok enzim sinifi mevcuttur. Oksijenazlar, hidrolazlar ve
transferazlar bu siniftan enzimlere birkag 6rnegi teskil eder. Asagidaki tabloda da belirtilen
bu enzimlerin birgogu ¢ok ¢esitli organizmalardan izole edilip, saflastirilmig ve molekiil
aguliklan, elektroforetik ve spektral 6zellikleri ile primer yapilart hakkinda detayl bilgiler
elde edilmistir. Ayrica bu enzimlerin 6zellikleri, yapilart ve regiilasyonlan bakimindan, diger
okaryotik ve prokaryotik organizmalardaki benzer enzimlerle karsilagtinlmiglardir.



Tablo 2. Ksenobiyotik Metabolizleyen Enzimler

Enzim | Reaksiyon Tiirii Substrat
Sitokrom P450 Toluen
Alkol dehidrojenaz Yikseltgenme Etilalkol
Flavin iceren monooksijenaz Dimetilamin
Keton rediiktaz - Indirgenme Metirapon
Epoksit hidrolaz Hidrasyon Piren-7,8-epoksit
Esteraz Hidroliz Prokain
UDP glukuronil transferaz Asetaminofen
Sulfotransferaz f-naftol
N-asetil transferaz Konjugasyon Siilfonilamid
Metil transferaz Tiyourasil
Glutatiyon transferaz Asetaminofen

1.2. Kansik Fonksiyonlu Oksidazlar

Cok substratli karigtk fonksiyonlu oksijenaz sistemleri, son otuz yildan beri oldukga
ilgi toplamustir ve bu konudaki gahigmalar yogun bir sekilde devam etmektedir. Bu enzim
sistemi, organizmalarin her giin maruz kaldig: yabanci kimyasallarla etkilesim halindedir. Bu
sistemin anahtar enzimatik bilegeni sitokrom P450 ( cyt. P450 ) olarak bilinen NAD(P)H-
Cyt. P450 oksidorediiktazdir (1).

Cyt. P450 enzimleri, molekiiler oksijen ihtiva eden, o zamana kadar aligimamig bir
sinif reaksiyonlarin ortaya konmast sirasinda 1940 'larda kegfedilmislerdir. Bu reaksiyonlar-
da, bir oksijen atomu su olusturmak iizere NAD(P)H den salinan hidrojen atomu ile birlesir,
ikinci oksijen atomu ise RH geklinde ifade edilen bir substrat molekiiline baglanir. Bu

tirden reaksiyonlar agagidaki stokiyometriye sahiptirler.
NAD(P)H + H*+0,+RH —— NAD(P)* + H,0 + ROH (D

Kangik fonksiyonlu oksidasyon reaksiyonlan ilk defa karacier ve belirli diger
dokularin 6zel olarak hazirlanmis ekstraktlarinda gozlenmisti. Bu dokularin hiicreleri
homojenizasyon ile parcalandiginda; endoplazmik retikulum, mikrozom adi verilen kiigiik
vesikiillere aynilir. Endoplazmik retikulumdan elde edilen béyle karaciger mikrozomlar1 bu
karnigik fonksiyon reaksiyonlarim gergeklestirirler. Bu gozlemler, karaciger hiicrelerinin
(hepatosit) birgok bilegiin metabolizmasinda énemli bir rol oynadimi ortaya koymaktadir.



Karigik fbnksiyonlu oksidaz aktivitesine sahip mikrozomal bilesenleri belirlemede ilk
-adim, bir hem grubu tagiyan ve o zamana kadar ahgilmamus bir proteinin kesfi ile baslamlstlr.'
Bu hemoprotein, indirgenmis halde iken, bir molekiil karbonmonokside baglandiginda,
450 nm de bir absorbsiyon bandina sahip oldugunun ortaya konmasindan sonra (2, 3), bu
proteini ihtiva eden pigmentler, P450 hemoproteini olarak daha ileri derecede karakterize
edilmigtir (4). R. Sato ve T. Omura gergekte substratlarin oksidasyonunu katalize eden bir
elektron transfer zncirinin sonundaki bilegen olarak bu pigmenti belirlemiglerdir (5, 6).
Molekiiliin spektral 6zelliklerinden dolayr bu pigment sitokrom P450 (cyt. P450 ) olarak
isimlendirilmigtir. Cyt. P450 nin mikrozomal kanigik fonksiyonlu oksijenaz sistemindeki rolii
bu tarihlerde ortaya konmustur. _

Iki 'ayn grubun yaptifi caligmalarda, kangtk fonksiyonlu oksidasyon sistemlert,
bilegenlerine basamakh olarak ayrilmistir. Bu aragtinicilardan biri olan I. C. Gunsalus karbon
kaynagi olarak kamfor iizerinde bﬁyﬁme yetenegine sahip Pseudomunas putida adh
bakterilerle yaptigi ¢aliymalarda, bakterinin kamfor izerinde biiyiimesini saglayan
fonksiyonun kangik fonksiyonlu oksidasyon sisteminin yiiksek seviyesinden kaynaklandigini
gozlemistir (7). Bu caligmalarda, kamfor molekiliine bir hidroksil grubunun ilavesini
saglayan bu sistemin bir flavoprotein, putidaredoksin adh bir demir-siilfir proteini ve
Gunsalus'un P450_, seklinde ifade ettigi cyt. P450 den ibaret Gi¢ proteinden olustugu ortaya
konmustur. Gunsalus, bu proteinlerin indirgenmis NADH formu ile baglayan, daha sonra
flavoproteini ve takiben putidaredoksini ve son olarak cyt. P450 proteinini ihtiva eden bir
elektron transport zinciri halinde bulunduklarim delillerle gostermigtir.

NADH + H* —> Flavoprotein —— Putidaredoksin ——> Cyt. P450,, < ()
SOH + H,0

Aym yillarda tavsan karacifer mikrozomlarinda yapilan ¢aligmalarda, bu elektron
transport sisteminin sadece iki proteinden ibaret oldugu ve bu sistemin aktivitesi igin hiicre
mebranmmn yap: tagint olugturan molekiiller olan fosfolipidlerin varlhifint da gerektirdigi
bildirilmistir (8). Endoplazmik retikulumda bulunan bu iki proteinli cyt. P450 enzim
sistemleri, NADPH ' den elektronlan alip cyt. P450 proteinine transfer edebilen, hem flavin
adenin dinukleotid (FAD) ve hem de flavin mono niikleotid (FMN) ihtiva eden ve
membrana bagli bir protein olan NADPH-P450 oksidorediiktaz ihtiva eder. Bu enzimin
prostetik gruplanindan biri olan FAD, NADPH den gelen elektronlar igin girig noktas: ve
FMN ise elektronlarin birer birer cyt. P450 ye transferi igin ¢ikig noktas: gibi gérev yapar.



SH + 0O,
NADPH + H* — Oksidorediktaz —> Cyt. P450 $ 3)
' o - SOH + H,0
Sitokrom P450
NADPH Reditktaz

Sitokrom P450

Sekil 1. Endoplazmik Retikulum Liimeni Cyt. P450 Sistemi Bilegenleri

Oksidorediiktazda iki farkli prostetik grubun bulunmasinin gok onemli bir avantaji
vardir. Bir hemoprotein olan cyt. P450 nin, substrat: oksijenasyonu reaksiyonunda, tagidig
hem demirinin indirgenmesi, oksijeni baglayip pargalayabilmesi i¢in iki elektrona ihtiyag
duymasina ragmeh; hem prostetik grubu her defasinda ancak bir elektron kabul edebilmek-
tedir. Bununla birlikte, oksidorediiktaz enzimi FAD yardimiyla NADPH den iki elektron
kabul edip bu elektronlarin herbirini FMN aracilifs ile cyt. P450 ye aktarabilir.

P450-S

Birinci Elektron

NADPH ——» [FAD —» FMN }

Oksidorediiktaz

Benzeri kanigik fonksiyonlu oksidasyon sistemleri mitokondrilerde de mevcuttur. Bu
sistemler son yirmi yildan beri ¢ahigilmig olup cyt. P450 disinda ilk defa adrenal bezde tespit
edildiginden adrenodoksin rediiktaz adh bir enzim ile adrenodoksin adli bir demir-kiikiirt
proteinini de igerir. Mitokondri durumunda, rediiktaz bileseni mitokondri membranina baglh



olmayip mitokondri matriksinde bulunur ve sadece FAD préstetik grubunu ihtiva eder. Bu
bilesen yine matrikste bulunan ve cyt. P450 ile temas halinde olan ve reditktaz ile cyt. P450
arasinda elektron mekigi gorevini yapan adrenodoksin ile etkilesim halindedir. |

SH+0, |
NADPH +H* —> FAD —> Fe§ — Cyt.P450 | (5)

SOH+H,0

Sitokrom P450

Sekil 2. Mitokondri Cyt. P450 Sistemi Bilegenleni

Son yillarda, elektronlan dogrudan NADPH den alabilen, FAD, FMN ve hem pros-
tetik gruplanini bir molekiilde ihtiva eden, tek proteinli bir cyt. P450 enzimi, Bacillus
megaterium adh bir bakteride karakterize edilmigtir (9).

SH+0,
NADPH + H* — [ FAD — FMN — hem cyt. P450 ] \ (6)

SOH + H,0

1.2.1. Sinfflandiriimalar

Son yirmi yildan bu yana, protein saflagtirma teknikleri yardimiyla, memelilerde ve
diger tirlerde cyt. P450 nin oldukga g¢esitli izoformlant halinde bulundugu delillerle
ispatlanmugtir. Saflagtindmug cyt. P450, lipid ve NADH-Cyt. P450 oksidorediiktaz bilesenleri
ile rekonstititye edilmiy sistemler Gizerinde yapilan galismalar, her bir cyt. P450 formunun



-¢ok gesit'li substratlara kargt farklt spesifite gosterdiklerini ortaya koymustur. Mesela, bir cyt.
P450 formu halkali bir substrati, bir ya da iki mevkiide hidroksile ederken, diger bir cyt.
P450 formu, diger pozisyonlarda hidroksilasyona sebep olabilmektedir. Giiniimiizde, tek bir
tir okaryotta birkag gesit cyt. P450 molekiilii bulunabilecegi ortaya konmustur. En fazla
¢aligilmis olan siganlarda, kirk kadar farkli cyt. P450 geni oldugu ve her bir genin farkh bir
cyt. PA50 enzimini kodladigi gozlenmistir. Bu genlerin gogunun ekspresyonu, biyolojik
olarak 11ag:larm donusturuldugu yer olan karaciger hiicrelerinde gergeklesir. Fakat cyt. P450
genleri, bu enzimlerin 6zel fonksiyonlarinin oldugu diger dokularda da olur. Mesela, steroid
hormonlara hidroksil grubu ilave eden cyt. P450 enzimleri, adrenal bezde (bobrek ustii bezi)
bulunurlar.

Yakin yillarda, cyt. P450 genleri yapisal ozellikler ve benzerlikler dikkate alinarak
siniflandinlmuglardir (10). DNA dizileri en azindan % 40 benzerlik gosterenler, ailelere (1, 2,
3....v.s.) gruplandinlmislardir. Béylece her bir cyt. P450 enzimine 6zel bir isim verilmigtir
(cyt. P450 1A2 gibi). Cyt. P450 enzimlerinin fonksiyonel olarak ¢ok iyi bilinen mitokondr
elektron transport sisteminde bulunan sitokromlarla (cyt. a, b ve ¢ gibi) akrabaliklar1 yoktur.
Cyt. P450 enzimleri elektronlant oksijene, halbuki solunum sitokromlan ise elektronlarm

diger proteinlere aktarirlar.
1.2.2. Mekanizmalari

Cok gesitli karigik fonksiyonlu oksidaz aktivitesine sahip molekiller olan cyt. P450
enzimlerinin tiimii i¢in a) yag asitleri, prostaglandinler, steroidler, ketonlar gibi endojen
bilegikler yaninda b) polisiklik aromatik hidrokarbonlari igine alan karsinojenler,
nitrozoaminler, hidrazinler ve aril aminler ile ¢) nifedifin, mefenitoin, kodein, midazolam ve
siklosporin v.b. eksojen bilesikler gibi sayilan binlere ulagan bir ok substrat bilinmektedir.

Bu enzimlerin ¢ok cesitli substratlarla etkilesiminde, kangik fonksiyonlu oksidasyon
mekanizmasinin  kullanildi: birkag reaksiyon ihtiva edilir. Genelde enzimlerin katalitik
etkinlii birka¢ basit kimyasal basamakla karakterize edilebilir. Karngik fonksiyonlu
mekanizmanin gergeklestigi islem; substrat, cyt. P450 enziminin ferrik (Fe3) sekline
baglandiginda baglar (11). Bir substratin, cyt. P450 enzimi ile oksijenasyonu igin Onerilen
¢evrimsel mekanizma birgok ana basamag ihtiva eder. Substratin cyt. P450 enzimine
baglanmasindan sonra, enzimdeki ferrik demir (Fe*3) elektron salabilen NADH-Cyt. P450
rediiktaz enziminden bir elektron transferi ile ferros (Fe™2) demire indirgenir. Demir
atomunun indirgenmesi molekiiler oksijenin baglanmasini saglar. Bir su molekiiliiniin kayb1
ile (FeO)*3 kompleksi olusur ve takiben bu kompleksteki oksijen atomu substrata transfer
edilir. Oksitlenmis substrat ayrilir ve cyt. P450 enzimi ¢evrime tekrar girmek lizere serbest

olur.



Sekil 3. Bir Substratin Cyt. P450 Enzimi Ile Cevrimsel Oksijenasyon Mekanizmasi

Cyt. P450. enzimlerinin rol oynadifi reaksiyonlarin kimyasal mekanizmalar, bu
enzimlerin molekil yapilari hakkinda son yillarda elde edilen bilgilerin varligiyla kismen
anlagiimistir. Okaryotik organizmalarda bulunan cyt. P450 enzimlerinin endoplazmik
retikulum membranina gémiilii olmalarindan ve saflastirma iglemleri olduk¢a problemli
oldugundan dolay: yapisal analizlerinden ¢ok detayl bilgiler elde edilememigtir. Aksine, bazi
bakteriyal cyt. P450 enzimleri membran-bagli olmadiklari ve hidrofobik olduklarindan
dolayr biyilk miktarlarda elde edilebilmeleri, dolayistyla kristallendirilmeleri oldukc¢a
kolaydir. Boyle, kamforu hidroksilleme ozellifine sahip bakteriyal bir cyt. P450 enzimi
yakin zamanda kristallendirilmis, yiiksek ayinmh kristal yapléx incelenip, enzim ve
fonksiyonunun anlagilmasimda kiymetli bilgiler elde edilmistir (12). Cyt. P450 enzimlerinin
esitli sekillerinin ileride kargilastirilmasi, bu yapisal 6zelliklerin hangilerinin genel ve
hangilerinin de 6zel oldugunun anlagilmasina yardimer olacaktir.

Bakteriyal cyt. P450 molekiillerinin yapisi, diger yapt analizlerine de kullamigh
olmaktadir. Mesela, rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak belirli aminoasit birimlerinin



yer degistirilmesi ile, enzim iizerindeki bazi dnemli bolgeleri belirlemek mimkiin olmaktadir.
Benzer gahigmalar ti¢-boyutlu yapisi- hakkinda higbir bilgi olmayan okaryotik cyt. P450
enzimlerine de uygulanmaktadir.

1.2.3. 'Regiilasyonlarl

Cyt. P450 genlerinin ekspresyonunun regiilasyonu konusundaki ilk bilgiler 1960 larda.
ortaya konmus ve bu galismalarda bazi cyt. P450 enzimlerinin birgok kimyasal tarafindan
indiiklenebilecekleri gosterilmigtir (13). Ozellikle birgok ilag, alkol, belirli yiyecek maddeleri
ve sigara dumaninda bulunan baz kjijasallann bu cyt. P450 genlerinin aktivitesini arttirdig
ve ya azalttif gesitli galigmalarla bildirilmistir.

Son yillarda, bir cyt. P450 enzimi aktivitesinin akciger kanseri ile baglantisi
oldugunun ortaya konmast onun regiilasyonu konusunda biiyiik ilgi toplamigtir. Enzimin bu
olduk¢a yiiksek indiiklenebilen haline sahip bireylerin tiimér olugturmaya oldukga duyarh
olduklan gesitli ¢aligmalarla g6zlenmigtir. Bu regiilasyon mekanizmasinin ortaya konmasi,
bir dioksin tirevinin (2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin) cyt. P450 enziminin en
potansiyel indiikleyicilerinden biri oldugunun kesfi ile baglamigtir (14). Daha sonra bu
dioksin tiirevinin farelerde gok giiglii tiimér olusumunu saglayici bir kimyasal oldugu ortaya
cikmugtir (15). Bu regiilasyon mekanizmasinda, dioksinin sitoplazmada bulunan bir aril
hidrokarbon hidroksilaz reseptoriine baglanmast ile olusan kompleks, bir hiicre gekirdegine
bagl transferaz enzimine baglanir. Bu gekilde hiicre g¢ekirdegine giren bu kompleks cyt.
P450 geninin tizerinde bulunan ve ksenobiyotik diizenleyici bolge olarak bilinen spesifik bir
bolgeye baglanirlar. Boylece, bu islem diger bazi faktorlerin de etkisiyle, kalip olan cyt.
P450 mRNA 'simin sentezini aktive etmis olur. Ilag ve difer ksenobiyotik kimyasallarin
metabolizmasinda rol alan diger protein tiirlerinin de ayni mekanizmalarla kontrol edildigi
bilinmektedir (1).

1.2.4. Fonksiyonlar:

Cyt. P450 enzimlerinin biyolojik fonksiyonlarim ilgilendiren iki goriig vardir. Biri, bu
enzimler temel olarak endojen bilesiklerin metabolizmasinda gérev yapmaktadir. Digeri ise,
yabanci kimyasallan organizma biinyesinden uzaklagtirmaktir. Her iki goriisii de destekleyen
omekler mevcuttur. Bazi durumlarda, her iki fonksiyonunda tek bir enzim tarafindan
gerceklestirilebildigi bilinmektedir. Fakat ¢ogu kez, bazi enzimler bir ya da diger amaca
yonelik gorev yapar.

Bazi cyt. P450 enzimlerinin esas gérevlerinden biri ilaglanin metabolizmasidir. Ayrica
cyt. P450 reaksiyonlan karsinojenlerin metabolizmasinda da oldukga onemlidir. Bu

enzimlerin organizmada aktivitesi karsinojene bir cevap olarak tiimér olusumu ile
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sonuclanacak pbzitif ya da negatif etkilere sebebiyet verebilir. Baz1 durumlarda 6zel bir cyt.
P450 enzimi var olrhadxkga, karsinojenler biyolojik bir hasar olusturmaz. Boyle durumlarda,
enzimler karsinojenleri modifiye eder ve bu maddeler kimyasal olarak aktif ya da elektrofilik
olur. Dolayzsiyla aktiflenmis karsinojenler bu enzimler vasitasiyla mutasyonlar vermek iizere
DNA ile kovalant olarak etkilesirler. Mesela, insan cyt. P450 1A2 enzimi kismen yanmig
yiyecek ve sigara dumanindan kaynaklanan karsinojenik etkilerden sorumludur. Yiyecek
maddelerinin yanmas: heterosiklik amin vermek iizere aminoasitleri ve karbohidratlary
degistirir. Bununla birlikte, bu heterosiklik aminler cyt. P450 enzimi ile aktive edilmedikge
karsinojenik degildir.

Iaglan. ve karsinojenleri modifiye etmenin yaninda, cyt. P450 enzimleri, endojen
bilegiklerin modifikasyonununda da gorev yaparlar. En onemli fonksiyonlarindan biri
steroid, safra asitleri ile A ve D vitamini gibi maddelerin hidroksilasyonudur. Bu hidrok-
silasyonlar, baz: genetik hastaliklarin tanisinda dnemlidir. Endojen alkoloidler de cyt. P450
enzimleri igin birer substrattirlar. Bu alkoloidlerden ikisi olan kodein ve morfinin sentezinde
cyt. P450 enzimleri rol oynar.

Ozellikle karacigerde bulunan mikrozomal cyt. P450 enzimleri, genelde hidrofobik
maddeleri, viicuttan kolayca uzaklagtirilabilen daha hidrofilik tiirevieri haline déniigtiirme
fonksiyonunu yaparlar. Mesela, bir lipofilik bilegik, bir cyt. P450 enzimi tarafindan
hidroksile edilebilir ve ardindan bir hidroksil grubu, bir siilfat ya da glukuronik asit ilave
eden transferaz enzimleri igin bir substrat olabilir. Konjuge olmug hidrofilik madde daha
sonra idrar ya da safra yoluyla organizmadan kolayca uzaklagtirihir. Bununla birlikte,
organizmanin bu savunma mekanizmasi, bazi bilegiklerin oksijenasyonu sirasinda olugan
yiksek enerjili ara wriinler;, DNA, RNA ve protein gibi biyomolekiillerle etkilegerek
mutasyon, hiicre transformasyonu ve 6liimi ile toksiteye sebep olabilmektedir. Cyt. P450
lerin bu ozellii onlann substrat spesifite ve regiilasyonlarinin tamamen anlagilmasi
gerekliligini ortaya koyar.

1.3. Anilin Hidroksilaz Aktivitesi

Anilin, birgok hayvan tiiriine ve insana oldukga toksik oldugu tespit edilen 6nemli
endiistriyel kimyasallardan biridir. Endistride; bazi ilaglarin sentezinde, azo boyalarn
uretiminde, bazi selillozik maddelerin elde edilmesinde, plastik endiistrisinde ve ¢oziici
olarak laboratuvarlarda oldukg¢a bol miktarda kullanilmaktadir.

20. yuzyihn baglarinda anilin tretimi yapan bir fabrikadaki iggiler arasinda mesane
“kanserinin goriilmesinden sonra, anilin ve gesitli tiirevlerinin mesane kanserine sebep
olduguna inamlmaktaydi. Epidemiyolojik ve toksikolojik g¢aligmalar, anilinin yiiksek
derecede kronik ve akut toksiteye sahip oldugunu gostermesine ragmen son yillarda deney
hayvanlan iizerinde yapilan g¢aligmalarda, anilin ya da bir anilin tiirevi olan asetanilidin
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herhangi bir karsinojenik- aktiviteye sahip olup olmadigi konusunda gitvenilir deliller elde
édilememigtir. Akut anilin zehiflenmesinde, ‘esas sempton kanda kismen ‘methemoglobin
olusumu ile sonuglanan siyanozdur. Methemoglobinemi disinda, anilin eritrositlerde
morfolojik degismelere de sebep olur.

insan, hayvan ve diger organizmalarn anilin ve anilin tirevierine dogrudan temas
yoluyla maruz kald1g1 birgok kaynak mevcuttur. Bu ksenobiyotigin orgamzmaya gevreden
alimigi solunum veya sindirim ile ya da organizmanin gevre ile etkllesxmde olan viicut '
yiizeyleri ile gergeklesir. Buna ilave olarak, anilinin bir tiirevi olan asetanilid seklinde ve bazi
ilaglarin bir metaboliti olarak enzimatik yolla viicutta olugturulabilir.

Son yillarda, anilin ve tiirevlerinin 'ﬁretivminden ziyade, bu kimyasallanin gevre ve
gevrede bulunan organizmalarla etkilesimler ile ilgili problemler gittikge daha agik olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Sonugta, boyle kimyasallarin iiretim ve kullanm alanlarindan ¢esitli
cevre ortamlarina yayildifi g6zlenmektedir. Bu sekilde, agini anilin ya da anilin tirevieri
nehir ve golleri kirletebilmektedir. Kirletilmis nehir ve gol sulari yoluyla anilin ya denizlerde
birikerek denizde yasayan canlilara ya da bu sulan igme suyu olarak kullanan canlilara
dogrudan etki eder. Bu sebeplerle, anilin ve tiirevlerinin biyokimyastnin, hem insana ve hem
de insana besin kaynagi olabilen organizmalanin besin zincirine girerek dogrudan ve bu
besinlerle beslenenlere dolayli olabilecek etkilerin ve problemlerin dikkate ahmarak
aragtinlmas: zorunlulugu vardir. Ayni zamanda bu problemlerin ve etkilerin ¢6ziimlenmesi
uygun bir ekolojik dengenin saglanmasi ve korunmasi igin de gereklidir.

Baligin besleyici degerinin olduk¢a yitksek olmasina ve insanlar tarafindan bolca
tikketilmesine ragmen ¢ok sayida ksenobiyotifin ve 6zellikle anilin ve tiirevlerinin balik
tarafindan metabolize edilmesi konusunda literatirde ¢ok smirl sayida bilgi birikimi
mevcuttur. Bu sebeple bu tir kimyasallann balik karacierinde hangi dereceye kadar
metabolize edildigi oldukga fazla 6nem arzetmektedir.

Anilinin in vivo metabolizmast memelilerde ve kuglarda gesitli galismalarla ortaya
konmustur. Bu ¢aligmalarda, anilinin bu organizmalann yasadifi degisik ekosistemlerdeki
etkileri ve metabolizasyonu incelenmis ve sonug olarak anilinin orto ve para mevkiilerinden
hidroksillendigi gozlenmistir (16). Bu bulgular, iki bagimsiz enzim sisteminin ihtiva edildigi
ve anilin-2-hidroksilaz aktivitesinin karnivorlarda daha fazla oldugunu, diger tiirlerde ise p-
hidroksilasyonun baskin oldugunu 6ne siirmiislerdir. Baz: tiirlerde ise, anilinin hemen hemen
esit derecede o- ve p-aminofenol olusumu yoluyla metabolize edildigi ortaya konmugtur
(16).

Bunula birlikte tavsanda anilinin in vivo metabolizmasi o-, m- ve p-aminofenollerin
olusumu ile sonuglanmigtir. Fakat tavsan karaciger mikrozomlarimin anilini daha baskin
olarak p-pozisyonunda hidroksile ettizi ve daha ¢ok p-aminofenollerin olustugu
gozlenmigtir. m-aminofenoliin ise ihmal derecesinde az oldugu bildirilmistir (16). Anilinin,
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gesitli- calismalarla ortaya komnan, in vivo metabolizmasi ve olusan metabolitler agafida

- verilmistir.
' HN-—é—CHg,
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Anilin hidroksilaz aktivitesine sahip ekstraktlarda goriilen aktivitenin cyt. P450 enzim
sisteminin varligma bagh olarak gergeklestifi bildirilmistir. Koyun karacifer mikrozom-
larindan deterjanla izole edilmig cyt. P450 ile yapilan ¢aligmalarda kangitk fonksiyonlu
oksidazlara dahil olan anilin hidroksilazin aktivitesi rekonstitiiye edilmigtir. Bu sonuglar
anilin hidroksilazin esasta, anilin substratin1 hidroksile eden bir cyt. P450 oldugunu ortaya
koymugtur (17). Diger baz1 ¢aligmalarda anilin hidroksilaz enzimi aktivitesinin'organizmamn
turuy, cinsiyeti, yasi, beslenme durumuna ve ayni zamanda enzimin ¢alisildifn doku, ortamin
sicaklifina ve hayvanin bir 6n isleme tabii tutulup tutulmamasina bagl oldugu gozlenmistir
(18-20). Bazt memeli tiirlerinde ise karaciger anilin-4-hidroksilaz aktivitesi tespit edilmig ve
aktivite igin NADPH ve oksijen gerektigi bildirilmistir (21).

Karaciger mikrozomal anilin-4-hidroksilaz tarafindan, anilinden p-aminofenoliin

olusumunun, bir detoksifikasyon iglemi oldugunu vurgulamak gerekir. Dolayisiyla, balik
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karac1ger mlkrozomlan anilin-4-hidroksilaz- enziminin- ozelhklenm bilmek olduk¢a 6nem
- tagimaktadir. -Ayrica, bu enzimin rol . ald1g1 elektron taginma sistemi- konusunda detayh.
bilgilere ihtiyag vardir.

Bu caligmanm amaci, gokkugaf alabalifn (Salmo gairdneri) karaciger
mikrozomlaninda anilin hidroksilaz aktivitesinin karakterizasyonu, maksimum enzim
akt1v1tes1 i¢in gerekli sartlarin optlmxzasyonu en21m aktmtesmm kofaktér ihtiyaci ve metal
iyon etkisinin aragtiriimasim kapsamaktadir,



2. YAPILAN CALISMALAR
' 2.1. Materyal

- - Trikloroasetik asit, p-aminofenol, sodyum: kolat,. folin reaktifi, dihidronikotinamid-
adenindiniikleotidfosfat (NADPH) tetra sodyum tuzu, dihidronikotinamid-adenindiniikleotid
di sodyum tuzu, kalsiyum kloriir, sifir serum albumini Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
US.A. dan saglandi. Sodyum hidroksit, sodyum karbona;c, bakir silfat, etilen diamin
tetraasetikasit disodyum tuzu, monobazik potasyum fosfat ve dibazik potasyum fosfat,
potasyum kloriir, kadmiyum kloriir, nikel kloriir, magnezyum kloriir, sodyum-potasyum
tartarat, anilin, sodyumditiyonit ve fenol Merck A.G., Darmstadt, Germany firmasindan
satin alindi. Sitokrom P450 tayininde kullanilan %100 karbonmonoksid gazi Habas, Istanbul
firmasindan temin edildi. Diger biitiin maddeler, analitik saflikta olup diger ticari firmalardan
temin edildi.

2.2. Metod
2.2.1. Balik Karaciger Mikrozomlarmin Hazirlanmasi

Bu caligmada kullanilan gokkusagi alabalig: (Salmo gairdnert) Uysag, Yomra ve
Ozbalikeiik, Rize Su iiriinleri firmalar ile Su Uriinleri Arastirma Enstitiisii, Yomra 'dan
saglandi. Baliklanin denizden alindif1 kafeslerin kiyidan uzakh@ 250 + 50 m ve baligin
alindi® deniz suyu dernligi ise 2 £ 0.5 m idi. Baliklanin alindigi andaki deniz suyu
sicakliklant 18 + 1°C olarak kaydedildi. Gokkugag: alabaliklarinin agirhgi 0.66 + 0.2 kg,
boyu 32 £ 2.4 cm idi. Elde edilen degerler, ortalama deger + standart sapma olarak verildi.

Baliklar denizden ¢ikarilir gikanlmaz dekapitasyonla 6ldirtildi. Karacierleri alinip
safra kesesi uzaklagtinildiktan sonra plastik tiiplere konup, siv1 azot igerisinde laboratuvara
tagindi. Karacigerler birkag giin igerisinde kullanilmak tizere -29 °C de derin dondurucuda
saklandi.

Mikrozomlann hazirlanmasinda 5 adet balik karaciBeri kullanuldi. Biitiin adimlar
0-4 °C de homojen sogutma sistemine sahip sofuk odada gergeklestirildi. Derin
dondurucudan ¢ikarilan karacigerler literatiirde belirtildigi gibi 4 °C de bir saat bekletilerek
donmus karacigerler gevsemeye birakildi. Karacigerler 4 °C de 6nce saf su ile ve daha
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sonra da bn‘kag kez % 1.15 lik KCI g;ozelnm ile yikandt. Islak karacxger dokulan stzgeg
kagldx uzennde bekletllerek su uzaklagtinld: ve 36.14 + 0.10 g olarak tartildi. Homojen bir
ka.ramger niimunesi elde edebilmek i¢in bu dokular 10 mM EDTA 1ht1va eden % 1.15 1k
KCl c;ozeltlsmde ve buz banyosu iizerinde Braun marka el blendin ile kiigiik pargalara
ayrildi ve Potter-Elvehjem teflon homojenizer ile buz banyosunda homojenize edildi. Bu
homojenizasyon iglemi 8 kez tekrarlandi. Ele gegen homojenat mikrozomlann
hazirlanmasinda kullamld1 (22). M1krozom1ar literatiire uygun sekﬂde elde edildi (23)

HomOJenat (;oze1t131 once Heraus marka yiiksek hizh sogutmals santnﬁljde 3.000xg
ve 0 °C de 10 dak santrifiij edildi. Pellet uzaklagtirildiktan sonra ele gegen siipernatant
11.000° x g de 0-4 °C de 20 dak kadar santriflij edildi. Bu agamada olugan pellet,
peroksizom, mitokondri, lisozom ve golgi cisimcikleri ihitva ettiginden uzaklagtirnld:r ve
mikrozomlari ihtiva eden siipernatant alindi. Siipernatantin 9 mL sinde 1 mL olacak sekilde
80 mM CaCl, ilave edildi ve buz banyosunda yanm saat olgunlasmaYa birakildi. Bulanik
¢ozelti 27.000 x g de 0 °C de 25 dak santrifiij edildi. Mikrozomlan ihtiva eden pellet
yukarida kullanilan homojenizasyon ¢ézeltisinin egit hacmi ile yikandi ve 27.000 x g de 0 °C
de tekrar 30 dak santrifiyj edildi. Ele gegen mikrozomal pellet %20 gliserin (v/v) ve 0.1 mM
EDTA ihtiva eden 0.1 M potasyum fosfat tamponu, pH 7.4, ile karacier agirliginin yarisina
esit hacmi ile homojenize edildi. Homojenat ya hemen ¢esitli analizler igin kullanildi ya da
-29 °C de derin dondurucuda saklandi (23).

2.2.2. Analitik islemler
2.2.2.1. Protein Tayini

Mikrozomlann protein igerii Lowry metodu ile tayin edildi (24). Bu iglemde standart
olarak kristal sifir serum albumini kullanildi. Kalibrasyon igin bir seri serum albumin
gozeltileri hazirlandi. Bu gézeltilere %1 CuSO,.5 H,0 ve %2 Na-K tartaratin 0.1 N NaOH
ihtiva eden ¢oOzeltiye ilavesi ile hazirlanan ¢ozeltiden, 2.5 mL ilave edilip, 10 dak oda
sicakhifinda bekletildikten sonra, 1:1 oraninda seyreltilmis folin reaktifinden 0.25 mL ilave
edildi. Karanlkta 30 dak kadar bekletildikten sonra 660 nm deki absorbanslar, standart
serum albumin ve hazirlanan mikrozom ornekleri igin okundu ve bu mikrozomal
orneklerdeki protein miktarlar ug /mL olarak tayin edildi.

2.2.2.2, Sitokrom P450 Tayini

Cyt. P450 spektrofotometrik olarak Shimadzu model UV-120-01 uv-vis spektrofo-
tometre ile ol¢ildii (5, 25).
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0.1 mM EDTA ihtiva eden 0.1 M potasyum fosfat tamponu, pH 7.4, iginde ha-
'zlflanm1§ mikrozomal gozeltiden, birer mL hem 6rmek hem de referans kiivetlerine yer-
lestirildi. Ornek kiivetinde bulunan g¢ozeltiden 20 saniye kadar karbonmonoksid gazi
dikkatlice gegirildi. Her iki kivetteki ¢ozelti de sodyum ditiyonit (Na,S,0,) ilavesi ile
indirgendi. Ornek kiivetindeki indirgenniis ¢ozeltiden tekrar 20 saniye kadar CO gaz
gegirildi ve fark spektrumlan alindi. Bitiin spektrofotometrik 6lgiimler oda sicakhfinda
yapildi. Cyt. P450 igerigi A5, - Agoo farka igin molar absorblama katsayist € = 91 mM-lom-!
alinarak hesapland: (5, 25). ’

2.2.2.3. Anilin-4-Hidroksilaz Aktivitesinin Tayini .-

Balik karaciger mikrozomlarinda anilin-4-hidroksilaz aktivitesi, denklem 7 de olusan
p-aminofenol miktarinin spektrofotometrik olarak 6lgtilmesi ile tayin edildi (17, 26).

Inkiibasyon kangiminin 1.0 mL si ; 0.1 M fosfat tamponu, pH 7.4, 10 mM anilin,
1.44 mg mikrozomal protein ve 10 mM NADPH igermektedir. Reaksiyon karigimi destile su
ile 1.0 mL ye tamamlandi. NADPH ilavesi ile reaksiyon baglatildi ve 37 °C de hava oksijeni
altinda hafif sallantili su banyosunda 25 dak reaksiyona devam edildi. Reaksiyon siiresi
sonunda 0.5 ml %20 TCA ilavesiyle reaksiyon durduruldu. Bozunmusg proteinler
16.000 x g de 15 dak santrifiij edilerek ayrildi. Son olarak alinan 1.0 mL lik ¢ozeltilere, 0.5
mL %20 Na,CO; ¢ozeltisi ve %4 fenol ihtiva eden 0.4 N NaOH ¢ozeltisinden 0.5 mL ilave
edildi. Kangim 37 °C de 30 dak inkiibe edildi. Olugan mavi rengin yogunlugu 630 nm de
Shimadzu model UV-120-01 uv-vis spektrofotometre ile olgiildi.

Bu denemede standart olarak p-aminofenol ¢ozeltisi kullamidi. Kalibrasyon igin bir
seri p-aminofenol ¢ozeltisi hazirlandi. Reaksiyon kangimmi 1.0 mL ye tamamlamak igin
destile su yerine, esit hacimde kalibrasyon ¢6zeltisi ilave edildi. Reaksiyonu baglatip derhal
durdurmak i¢in 500 pul. %20 TCA ¢ozeltisi de baslangigta ilave edildi. Boylece toplam
hacmi 1.5 mL olan inkiibasyon karigimmin reaksiyonu, deneme ile aym sartlarda gergek-
lestirildi ve 630 nm de mavi rengin yogunlugu olgiildd.

Tablo 3. Anilin-4-Hidroksilaz Aktivitesinin Tayini I¢in Reaksiyon Bilesenleri

Bilesenler Stok Cozelti . Hacim (mL) Nihai Kons. (1 mL)
Fosfat tamponu, 200 mM 0.50 100 mM
pH 7.40
Anilin 100 mM 0.10 10 mM
Mikrozom 5.76 mg protein /mL 0.25 1.44 mg protein
Su 0.10

NADPH 10 mM 0.05 0.5 mM
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Anilin-4-hidroksilaz 'in karakterizasyonu iseasagldaki denemelerle sagland1.
A. Anilin-4-Hidroksilaz Aktivitesi Uzerine Kofaktor Etkisi

Bu islemde kofaktor harig, Tablo 3. te belirtilen diger reaksiyon bilegenleri esit hacim

ve konsantrasyonda alindi. Kofaktor olarak herbir reaksxyon kanglmmda farkli olmak Gzere

'NADPH, NADH, NADPH-NADH (1: l) ve NADPH wiretim sistemi kullanildi. Deneme

anilin-4-hidroksilaz . aktivitesi tayininde oldugu gibi aym: sgartlarda ve aym sekilde
gergeklestirildi.

Tablo 4. Reaksiyon Kangimlarinin Kofaktor Muhteviyati

Kofaktor Stok Cozelti Hacim (mL) 1 mL reaksiyon
karigimindaki kons.
Kontrol - 0.050 -
NADH 10 mM 0.050 0.50mM
NADPH 10 mM 0.050 0.50 mM
NADH-NADPH 10 mM-10 mM 0.025-0.025 0.25 mM-0.25mM
(1:1)
NADPH Uretim
sistemi :
Glukoz-6-Fosfat 50 mM 0.025 2.50 mM
MgCl, 50 mM 0.025 2.50 mM
Fosfat Tamponu, 200 mM 0.071 14.2 mM
pH 7.4
NADP+ 10 mM 0.025 0.25 mM
Glukoz-6-Fosfat 140 Gnite/mL 0.004 0.56 tnite
Dehidrojenaz

B. Mikrozomal Protein Miktarmin Anilin-4-Hidroksilaz Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Bu islemde mililitresindeki mikrozomal protein miktari birbirinden farkli olacak
sekilde bir seri mikrozomal protein ¢dzeltisi hazirlandi. Tablo 3. te belirtilen diger reaksiyon
bilesenleri esit konsantrasyon ve hacimde alindi. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
mikrozomal protein ¢ozeltileri de istirak ettirilip reaksiyon baslatildi. Reaksiyona 37 °C de
25 dak devam edildi. Deneme anilin-4-hidroksilaz aktivitesinin tayininde oldugu gibi

gerceklestirildi.
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C. Anilin-4-Hidroksilaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonu Etkisi

Bu islemde konsantrasyonu farkli bir seri anilin ¢dzeltisi hazirlandi. 1 mL inkﬁbasyon
karigimm: olugturan diZer bilesenler 0.1 M fosfat tamponu, pH 7.4, 10 mM anilin, 0.5 mg
mikrozomal brotein, 0.5 mM NADPH olacak sekilde hazirlandi. Bflesenlerin hacmi Tablo
3. te belirtilen ile aym idi. Reaksiyon anilin-4-hidroksilaz aktivitesi tayininde oldugu gibi ayni
sekilde ve aym sartlarda gerceklestirildi.

D. Anilin-4-Hidroksilaz Aktivitesi Uzerine In Vitro Metal iyonlarinimn Etkisi

Bu denemede Cd*2, Ni*2, Hg*2, Cu*2, Mg*2 ve Fe*3 olmak iizere toplam 6 ayn metal
iyonunun bir seri ¢ozeltileri hazirlandi. Reaksiyon kanigimi, 1 mL sinde, 0.1 M Fosfat tam-
ponu, pH 7.4, 10 mM anilin, 0.5 mg mikrozomal protein, 0.5 mM NADPH olacak sekilde
hazirlandi. Reaksiyon kangimlarini 1.0 mL ye tamamlamak igin 0.1 mL destile su yerine
farkh konsantrasyonlarda in vifro metal iyonu g¢ozeltileri ilave edildi. Reaksiyon anilin-4-
hidroksilaz aktivitesi tayininde oldugu gibi ayni gekilde ve aym sartlarda gerceklestirildi.



3. BULGULAR
* _3.1. Protein Tayini

Santriﬁijleme ile elde edilen mikrozomlarmn protein igerigi Lowry ve arkadaglant (24)
tarafindan belirtildigi gibi tayin edildi. Bu islemlerde, standart olarak kristal bovine serum
albumin kulianild: ve protein igerigi 28.85 mg/mL olarak tespit edildi.

3.2. Sitokrom P450 Tayini

Sitokrom P450 konsantrasyonu spektrofotometrik olarak ve molar absorblama
katsayist 91 mM-Icm-! kullanilarak tayin edildi (5, 25). 0.1 M Potasyum fosfat tamponunda,
pH 7.4, hazirlanan mikrozomal fraksiyonlari 6rnek ve referans kiivetlerine konuldu.
Karbonmonooksit gaz1 dikkatlice ve 20 sn siiresince drnek kiivetinden gegirildi. Her iki
kiivette ‘bulunan fraksiyonlara sodyum ditiyonit ilave edilerek indirgendi. Tekrar 6rnek
kiivetindeki mikrozomal ekstrakttan CO gazi 20 sn gegirildi. 450 nm deki absorbans farki
okunarak cyt. P450 igerigi 0.1122 nmol/mg protein olarak belirlendi.

3.3. Gokkusag Alabahg Karaciger Mikrozomlar: Anilin Hidroksilaz Aktivitesi

Dogu Karadeniz'deki belirli kafes istasyonlardan alinan gokkusag: alabalig
karacigerlerinden daha o6nce galigmalarda belirtilen iglemlerle (23, 27) hazirlanan mik-
rozomlarda anilin hidroksilaz aktivitesinin varlif1 aragtirildi. Bu enzimin aktivitesi, enzimatik
reaksiyon sonucu olugan p-aminofenoliin miktarinin spektrofotometrik olarak 6lgiilmesi ile
tayin edildi (26). 630 nm deki absorbanslara karsi elde edilen p-aminofenol standart
kalibrasyon egrisi ($ekil 4.) kullanilan deney sartlan durumunda bir dogru vermistir. Anilin
hidroksilaz spesifik aktiviteleri birkag defa gesitli karacier mikrozomal ekstraklarinda
olgiildii ve spesifik aktiviteler, dakikada miligram mikrozomal protein bagma olusan
nanomol p-aminofenol (iinite/mg protein) olarak ifade edildi. Ortalama spesifik aktivite
0.0686 U/mg mikrozomal protein olarak tespit edilmigtir.

Hazirlanan  ekstraklardaki anilin  hidroksilaz  aktivitesi, mikrozomlar derin
dondurucuda saklandiinda yaklagik 1-2 ay ¢ok fazla degismeden kalmugtir.
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_3.4. Gokkugagt Alabahigx Karaciger Anilin Hidroksilaz Enziminin Ozellikleri
3.4.1. Anilin Hidroksilazan Kofaktor Ihtiyact

Cok cesitli subsratlarin hidroksilasyon ' reaksiyonlanm katalizleyen ve cyt. P450
sistemini ihtiva eden enzimlerin NADH ve NADPH gibi bir kofaktére ihtiyag duydugu
. sayisiz galigmalarla bildirilmistir. Ozellikle NADPH m maksimum anilin hidroksilaz aktivitesi
‘igin gérekli oldugu ortaya konmugtur. Calismamizda, karacifer mikrozomal anilin
hidroksilaz enzimi tarafindan katalizlenen, anilinin hidroksilasyonu igin kofaktér olarak
NADH ve NADPH kullanildi ve bu kofaktorlerin doygun konsantrasyonlan (0.5 mM )
varhiginda aktivitedeki degigmeler incelendi (Tablo 5.). Bu deneme sartlarinda oldukga
birbirine yakin fakat NADPH durumunda, NADH tan daha fazla anilin hidroksilaz aktivitesi
tespit edildi. NADH ve NADPH birlikte kullamldiklarinda ise %8 daha fazla aktivite
gozlendi. NADH (veya NADPH) yoklugunda ise ihmal edilebilir aktiviteler bulundu. Ayrica
NADPH iretim sistemi (Tablo 5.) varliginda aktivite %98 degerine ulagmaktadir.

Tablo 5. Gokkusag: Alabalifi Karaciger Mikrozomlar1 Anilin Hidroksilaz
Aktivitesinin Kofaktore Bagimlilig

Koenzim Nihai Aktivite % Aktivite

Konsantrasyon  (pmol/dak/mg pro.)
Kontrol - - 0
NADH 0.50 mM 22 17.0
NADPH 0.50 mM 12.9 100.0
NADH-NADPH 0.25 mM-0.25 mM 13.8 107.7
(1:1)

NADPH iiretim 12.7 98.0
sistemi :

Glukoz-6-Fosfat 2.50 mM

MgCl, 2.50 mM

Fosfat tamponu, 1420 mM

pH 7.4

NADP~+ 0.25 mM

Glukoz-6-fosfat 0.56 tinite

dehidrojenaz

3.4.2. Anilin Hidroksilaz Aktivitesi Uzerine Mikrozomal Protein Igeriginin
Etkisi

Gokkugag alabaligi karaciger mikrozomlarinda gozlenen anilin  hidroksilaz
aktivitesinin, mikrozomal protein igerigi ile degisimi Sekil 6. da gosterilmektedir. Cesitli



Aktivite (U/mg protein)
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Sekil 5. Sabit Kofaktsr Konsantrasyonlarnda Anilin-4-Hidroksilaz Aktivitesi
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protem igerikli 1.0 mL lik mikrozomal kangimlarda, protein u;erlglmn belirli miktarina kadar
anilin hidroksilaz aktmtesmm lineer olarak degistidi gozlendl Anilinin hldroksﬂasyon iz,
yaklaslk 0.5 mg mikrozomal protein igerigine kadar diizgiin bir sekilde arttif1 ve 2 mg' 1n
iizerindeki protein konsantrasyonlarinda ise anilin hidroksilaz aktivitesinin degismedigi tespit
edildi. Dolaysiyla bu g¢aligmada, yeterli aktivite elde edilebilecek gsekilde 0.5 mg/mL
mikrozomal protein konsantrasyonunu ihtiva eden mikrozomal inkiibasyon kanslmlan
kulla.mldl o

3.4.3. Gokkusagi Alabah@ Karaciger Mikrozomal Anilin Hidroksilaz
Aktivitesi Uzerine Anilin Substrat: Konsantrasyonu Etkisi

Gokkugag alabalify karaciger mikrozomlarinda anilinin p-aminofenole doniisiimiinii
katalizleyen bir hidroksilaz aktivitesi tespit edildikten sonra bu aktivitenin anilin substratt
konsantrasyonu ile nasil degistigi ¢esitli anilin konsantrasyonlarnin kullamldigi kinetik
deneylerle gozlendi. Gokkugag alabalif karacifer mikrozomlannin substrat doygunlugunu
gosteren egri Sekil 7. de verildi. Anilinin p-aminofenole hidroksilasyonu igin, optimum
substrat konsantrasyonu, bu egrinin, substrat konsantrasyonu artmastyla degismeyen veya
sabit kalan aktivitedeki, minimum substrat miktart 0.5 mM olarak belirlendi. 0.01-5 mM
arasinda degigen anilin konsantrasyonlan kullamldiginda goézlenen aktivite degerleri ile
cizilen Lineweaver-Burk (Sekil 8.) ve Eadie-Hofstee (Sekil 9.) oldukga lineer olup her iki
egri de ¢ok uyumlu maksimum hiz (V) ve Michaelis sabiti (K,,) degerlerini vermigtir.
Lineweaver-Burk egrisinden 5.30 U/mg protein V_,, ve 0.050 mM K, degerleri ve Eadie-
Hofstee egnisinden de V. 5.40 U/mg protein ve K,; 0.051 mM degerleri elde edildi.

Tablo 6. Gokkusagt Alabalig: Karaciger Mikrozomal Anilin Hidroksilaz Enzim
Kinetigi ve Anilin Konsantrasyonunun Etkisi

v, [S] (mM) 1/V, 1/]S] V,/[S]
(pmol/dak/mg)

0.88 0.01 1.1363 100.0 88.000

2.64 0.05 0.3787 20.0 52.800

3.36 0.10 0.2976 10.0 33.600

4,80 0.50 0.2083 2.0 9.600

4.88 1.00 0.2049 1.0 4.880

4.96 5.00 0.2016 0.2 0.992
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Sekil 7. Gokkusag Alabalif Karaciger Mikrozomal Anilin Hidroksilaz Aktivitesi Uzerine
Anilin Substrati Konsantrasyonu Etkisi
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Sekil 8. Gokkusag1 Alabali Karaciger Mikrozomal Anilin Hidroksilaz Aktivitesi
(Lineweaver-Burk Egrisi)
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3.4.4. GﬁkkuSagl Alabalg Karaciger Mikrozomal Anilin ‘Hidroksilaz
- Aktivitesi Uzerine In Vitro Metal Iyonlarinm Etkisi .

Gokkusag: alabaligt karacier mikrozomlarinda gozlenen anilinin hidroksilasyonu
reaksiyonuna metal iyonlannin herhangi bir etkisinin olup - olmadigin1 tespit etmek
malgsadllylav yaklgslk 0.1-10 mM konsantrasyon arahginda Cd*2, Ni*?, Hg*2, Cu'?, Mg*? ve
Fe*3 iyonlaninin ilavesi ile aktivitedeki degismeler g‘ézléndi, Bu aktivite deneyleri yapilmadan
once mikrozomal kangimlar hazirlanirken mevcut olabilecek metal iyonlarinin etkisini
azaltmak ve sonuglar etkilemesini 6nlemek i¢in 0.1 mM EDTA ihtiva eden potasyum fosfat
tamponu, pH 7.4, ile kangmlar muamele edildi. Santrifiilemie isleminde mikrozomlar
¢oktiriiliip bu metal iyonlanmn etkisi ortadan kaldinldi. Daha sonra, mikrozomlar uygun
tampon ile homjenize edildi ve metal iyonlanmn etkisini incelemek maksadiyla uygun
konsantrasyonlarda metal tuzlan ilave edildi.

Tablo 7. ve Sekil 10. da 0.1-10 mM MgCl, konsantrasyonlariun anilin hidroksilaz
aktivitesi iizerine etkisi gorillmektedir. 0.5 mM Mg*2 konsantrasyonunda maksimum
hidroksilaz aktivitesi gozlenmesine ramen Mg*2 nin daha ¢ok aktiviteyi stimiile edici etkisi

oldugu gozlendi.

Tablo 7. Mg*? Iyonunun Gokkusagi Alabalign Karaciger Mikrozomal Anilin
Hidroksilaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

[Mg*?], mM Aktivite (U/mg protein) % Alktivite
0.0 10.8 100
0.1 12.0 111
0.5 17.6 163
5.0 152 : 141
10.0 15.2 141

Tablo 8. de gesitli metal iyonlarinin alabalik karaciferi mikrozomal anilin hidroksilaz
tizerine etkileri belirtilmektedir. GorildiiZa gibi Ni*? iyonunun ilavesi ile anilin hidroksilaz
aktivitesi 1 mM Ni*2 durumunda hemen hemen %23 oraminda azalmistir. Benzer bir etki
Hg*2 nin 1 mM oldugu durumda da gézlenmigtir. 1 mM Cd*2 veya Fe*3 ise daha ¢ok anilin
hidroksilaz aktivitesini az oranda stimiile ederken Cu*2 iyonu diger iyonlara gére aktiviteyi

oldukga arttirmugtur.
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Tablo 8. Cesitli Metal Iyonlarmm Gokkusaf Alabahg Karacxger Mlkrozomal Anilin
Hidroksilaz Al\t1v1te31 Uzerine Etkisi :

[Metal Iyonu], 1 mM % Aktivite
Kontrol 100
Mg 163
Cu*? 365
cd2 . 131
Fet3 : 122
Ni+2 78
Hg*? 78
X
g
=
< 400
300,
2001
100}
'é ot
S p O S 2 7 Y

[Metal Iyonu], 1 mM

Sekil 11. Cegitli Metal Iyonlannm Gokkugaft Alabaligi Karaciger Mikrozomal Anilin
Hidroksilaz Aktivitesi Uzerme Etkist



4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calismada, Dogu Karadeniz bolgesinde kiiltiir olarak yetigtirilmekte olan ve
endiistriyel dneme sahip Gokkusagl alabalif Salmo gairdneri karaciger mikrozomlarinda
anilinin p-aminofenole dontigimini katalizleyen bir enzimin varlii ortaya konmug ve
mikrozomlarda bu enzim sistemi gesitli yonleriyle karakterize edilmigtir. Boylece, anilin
hidroksilazin alabalik karacifer mikrozomlarinda varligi, alabalikta anilin igin bir
detoksifikasyon sisteminin gérev yaptiini gostermektedir.

Caligmalanmizda alabalikk karacier mikrozomu anilin  hidroksilaz akthlt&Sl
0.0686 nmol p-aminofenol/dak/mg protein olarak tespit edilmigtir. Anilin hidroksilaz
aktiviteleri yaklagik olarak siganda; 0.32, koyunda; 0.66, domuzda;, 0.71 ve tavsanda da
ortalama 0.75 nmol p-aminofenol/dak/mg protein (17, 27) olarak bildirilmektedir. Bu
sonucglardan da goriilebilecegi gibi alabalik karacier mikrozomlan, yukandaki

organizmalardaki anilin hidroksilaz aktivitelerine uygunluk gostermektedir.

Alabalik karaciger mikrozomlan {izerinde yaptigimiz in vitro ¢aligmalarda, anilin
hidroksilaz aktivitesi iizerinde gesitli ortam sartlarmin  etkisi de aragtirdmugtir.
Santrifigasyonla elde edilen mikrozomlarda, anilinin p-aminofenole hidroksilasyonu, 0.5 mg
mikrozomal protein igerifine kadar diizgiin bir gekilde artmig ve yaklagk 2.0 mg
mikrozomal protein konsantrasyonu tizerindeki degerlerde, anilinin hidroksilasyon hizinin
deZismeden kaldii gozlenmistir (Sekil 6.). Benzer sonuglar tavsan ve koyun karacifer
mikrozomal anilin hidroksilaz aktiviteleri i¢in bildirilmektedir (17, 21).

Cok cesitli arastiricilar, cesithh organizmalanin karaciger ve akciger mikrozomlarinda
tespit ettikleri anilin hidroksilazin maksimum aktivitesi igin NADPH i gerekli oldugunu
ortaya koymuslardir. Ayni zamanda NADH 1n da NADPH ile yangtigt bazi g¢aligmalarla
belirlenmigtir. Alabalik karacifer mikrozomlarinda . tespit ettiimiz anilin hidroksilaz
aktivitesinin bu kofaktorlere bagimhilif, bu bilegikler ayr ayn veya birlikte ya da NADPH
tretim sistemi kullanilarak tayin edilmigtir (Tablo 5.). Deneme sartlarinda ve doygun
kofaktér konsantrasyonlarinda karaciger mikrozomlann NADPH ile NADH tan ¢ok daha
fazla anilin hidroksilaz aktivitesi gostermistir. Bu iki kofaktor birlikte kullanildiklarinda ise,
NADPH ile elde edilen aktiviteden ortalama %7.7 kadar daha fazla bir aktivite gozlenmis,
NADPH veya NADH 'in her ikisininde yoklugunda ise ihmal edilebilir aktiviteler elde
edilmistir. NADH tek bagina, NADPH ile g6zlenen aktivitenin %17.7 si kadar aktiviteye
sebep olmugtur. Ayrica NADPH {iretebilen bir sistem kullanildiginda da NADPH tek basina
kullanildiginda elde edilen aktiviteye olduk¢a yakin (%98) bir aktivite degerine vanlmigtir.
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* Elde edilen bu sonuglar diger hayvanlarin mikrozomlarinda tespit edilen degerlerle oldukga -
Liyum'lulUk gostermekte olmasi, yine alabalikta benzer bir enzim sisteminin mevcudiyetini
ortaya koymaktadir. | |

Sekil 7. de gorildiigt gibi alabalik karaciger mikrozomal anilin hidroksilaz enzimi
hemen hemen 0.5 mM konsantrasyonda anilin substratina doymakta ve maksimum hizlara
varilabilmektedir. Ayrica degisen substrat konsantrasyonlan ile elde edilen hiz verilerinin
Lineweaver-Burk (Sekil 8.) ve Eadie—,I-fofs’téé (Sekll 9.) egrileri ile belirlenmesiylé bldukga )
uyumlu kinetik veriler elde edilmigtir. Lineweaver-Burk egrisinden V. 5.30 U/mg protein,
Ky 0.050 mM ve Eadie-Hofstee egrisinden de V_,, 5.40 U/mg protein, K, 0.051 mM
olarak tespit edilmistir. Elde edilen her iki egrininde lineer ve gok uyumlu olmasi, ayrica tek
bir V. ve K,, degeri vermeleri alabalik karacifer mikrozomlarinda, anilinin p-aminofenole
donisiimiini katalizleyen tek bir enzimin varlifi sonucunu ortaya koymakta ve alabalik
karacifer mikrozomal anilin hidroksilaz enziminin Michaelis-Menten kinetigine uydugunu
gostermektedir. Ilave olarak, bu egrilerden elde edilen K,, degeri ortalama 0.05 mM olarak
alindiginda, 10 kati kadar substrat konsantrasyonunda (0.5 mM anilin ) bile anilin hidrok-
silazin doygunluga ulasacad: ve yaklagik %91 lik bir aktiviteye varilacad: ortaya ¢ikmaktadir
(Sekil 7.).

Anilin hidroksilaz aktivitesinin metal iyonlarindan etkilendigi, gesitli ¢aligmalarla
bildiriimektedir. Tablo 7. den de Ni*2 ve Hg iyonlarinin énleyici etkiye séhip olduklan
gorulmektedir. 1 mM Ni*2 iyonu durumunda aktivitede %22 oraninda bir azalma, 1 mM
Hg*? iyonunda da gozlenmistir. Bu metal iyonlarinin deniz suyunda bulundugu ve her iki
iyonunda organizmalara karsi karsinojenik ya da toksik oldugu bilinmektedir. Dolayistyla
organizmalarin bu metal iyonlarina maruz kalmasi, karacierde detoksifikasyon
reaksiyonlarinda bozukluklara sebebiyet verecegi agiktir. Boylece anilin organizmada
birikecek, hem dogrudan organizmaya ve hem de dolayh olarak besin zinciri yoluyla diger
canlilara zarar verecektir. Bu iki metal iyonu diginda, Cd*2, Cu*? ve Fe*? iyonlarinin alabalik
karaciger mikrozomal anilin hidroksilaz aktivitesini stimiile ettii gozlenmistir.

Stimtile edici bir 6rnek tegkil etmesi bakimindan Mg*? iyonunun anilin hidroksilaz
Uzerne etkisi ayrica incelenmigtir. 0.1-10 mM MgCl, konsantrasyonlannin mikrozomal
anilin hidroksilaz aktivitesinde once bir artis, Mg*? iyonu konsantrasyonunun artistylada
aktivitede daha fazla bir degisme olmadi1 g6zlenmistir.

Izole edilip, saflagtinlmis anilin hidroksilaz enzimi ile yapilacak karakterizasyon
islemleri, in vitro ve in vivo g¢aligmalar, bu enzim sisteminin galijma mekanizmasi ve
fonksiyonu hakkinda kuskusuz daha detayh bilgi saglayacaktir.
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