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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

GLUTATYON-S-TRANSFERAZ’IN BAZI BITKI EKSTRELERI
TARAFINDAN INHIBISYONU

Cemre ALTUNOK

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dal |

Damsman : Dr. Ogr. Uyesi ismet Burcu TURKYILMAZ
IL. Damisman : Prof. Dr. Refiye YANARDAG |

Giiniimiizde teknolojinin gelisimiyle paralel olarak saglik alaninda da yeni gelismeler
olmaktadir. Ancak, kanser hastaligi halen insan saghigi i¢in tehdit olusturmaya devam
etmektedir. Glutatyon-S-transferazlar (GST; E.C. 2.5.1.18), Faz II zehirsizlestirme
reaksiyonlarinda gorevlidirler. Yapilan arastirmalar sonucunda, kanserli dokularda uygulanan
ilaglarin etkinliklerinin azaldig: ve ilaglara karsi direng olustugu tespit edilmistir. Bu durum,
artan GST seviyeleri ile iliskilendirilmistir. Bundan dolayi, kanser hastalarinda bu enzimin
aktivitesinin azaltilmasi i¢in ¢alismalar baglamistir.

Bu calismada Habig ve dig. yontemine gore bazi bitki ekstrelerinin ve kimyasal maddelerin
GST iizerindeki inhibisyon etkileri incelendi. Caligmamizda kullandigimiz bitki ekstreleri ve
kimyasal maddelerin GST tizerindeki % inhibisyon degerlerinin konsantrasyon artisi ile birlikte
arttig1 saptandi.

GST enzimi iizerine en yiiksek inhibisyon etkisi gdsterenin, bitki ekstreleri i¢inde pazi,
kimyasal maddeler i¢inde ise bakir siilfat oldugu belirlendi.

Calismamizda yiiksek GST inhibitor etkisi gosteren bitki ekstreleri ve kimyasal maddelerin
klinik anlamda kullaniminin uygun olabilecegi sonucuna varildu. |
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INHIBITION OF GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE BY SOME PLANT
EXTRACTS

[

Cemre ALTUNOK

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies

Department of Chemistry

Supervisor : Assist. Prof. Dr]Ismet Burcu TURKYILMAZ
Co-Supervisor : Prof. Dr. Refiye YANARDAG |

Nowadays, new developments are taking place in the field of health in parallel with the
development of technology. However, cancer disease still goes on threatining of human health.
Glutathione-S-transferases (GST; E.C. 2.5.1.18) are in charge of Phase II detoxification
reactions. It was determined at the conclusion of researches that there existed a diminishment
of the applied drug efficacy and drug resistance in cancer cells. This situation was associated
with elevated GST levels. For this reason, the studies were began for decreasing this enzyme
activity on cancer patients.

In this study, the GST inhibitory effect of some plant extracts and chemical substances were
examined according to Habig et al. method. It was detected that the inhibition ratio was
increased by the elevated concentration of plant and chemical substances which were used in
our study.

The highest inhibition on GST was determined as chard among the plant extracts as well as
cooper sulphate among the chemical substances.

xiii



It was concluded that, the plant extracts and chemicals which have shown high GST inhibitory
effects, can be used as clinically. |

August 2021, 74 pages.

Keywords: | Glutathione-S-transferase, Plant Extract, Inhibition|
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1. GIRIS

Kanser, kalitsal ve gevresel faktorlere bagh olarak hiicre DNA’smin mutasyona ugramasi
sonucu meydana gelen kontrolsiiz hiicre bdliinmesi olarak tanimlanan ve giliniimiizde 6liim
sebepleri agisindan degerlendirildiginde, gelismis iilkelerde dahi kalp-damar hastaliklarindan

sonra ikinci sirada yerini koruyan bir hastaliktir (Tozkoparan ve Aytag, 2007).

Son yirmi yilda elde edilen verilere gore diinyanin gesitli bolgelerinde bazi kanser tiplerinin
dagilimmin ve goriilme sikliginin da farkli oldugu belirlenmistir. Ornegin; kolon ve meme
kanserinin nadiren goriildiigli Japonya’da mide kanseri daha yayginken; Amerika’da bunun tam
tersi olarak kolon, akciger ve meme kanserlerine daha sik rastlandig1 bilinmektedir. Bununla
birlikte, Amerika’ya go¢ eden Japonlarda iki jenerasyon sonrasinda yasam tarzi ve beslenme
aligkanliklarinin degismesi ile iliskili olarak goriilen kanser tiirlerinin de degistigi saptanmistir

(Giray ve dig., 1996).

Kanser tedavisinde yararlanilan tedavi yoOntemleri, radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi
yontemlerdir. Kemoterapi tedavisindeki ama¢ hem kullanilan ilaglar yardimiyla tiimoriin
biliylimesine ve farkli bolgelerde yeniden gelismesine engel olmak hem de tiimdriin tamaminin
ortadan kaldirilmasini saglayacak sitotoksik tesiri saglamaktir (Calabresi ve Welch, 1962).
Ancak tedavi esnasinda tiimdr hiicrelerinin hastalara uygulanan kemoterapdtik ajanlara karsi
baz1 kanser tiirlerinde kendiliginden, bazilarinda ise tedavi sonrasinda gelistirdikleri direng
mekanizmalar1 ciddi bir klinik soruna sebep olmaktadir (Gaté ve Tew, 2001). Coklu ilag direnci
olarak adlandirilan bu klinik sorun, tiimdr hiicresi popiilasyonunun farkli kimyasal yapilara
sahip ajanlarm hiicreler iizerindeki etki mekanizmasina karsi korunmasidir. Ilaglarm timérlii
hiicrelerden aktif olarak atilimi temeline dayanan bu mekanizma, kanser tedavilerindeki
basarisizliklarin en 6nemli nedenlerinden biridir (Marie ve Legrand, 2003; Zhao ve Wang,

2006).

Kanser hiicrelerinde antikanser ilaglara karsi ¢oklu ilag direnci gelismesi ile ilgili olarak bilinen

mekanizmalar sunlardir (Young ve dig., 2003):

e Hiicre yiizeyinde reseptor kaybina veya ilacin hiicre disina pompalanmasini saglayan

tastyicilarin asirt ekspresyonuna bagli olarak gergeklesen azalmais hiicre ici ilag seviyesi



e Hiicresel hedeflerdeki farkliliklar
e Ilacin biyoaktivasyonunda azalma

e Hiicresel ilag detoksifikasyonundaki artiglar
Hiicre i¢i ilag diizeylerindeki azalma;

e glutatyon-S-transferazlarin (GST) glutatyon ve kemoterapdtik ajanlar arasindaki
etkilesimleri hizlandirmak suretiyle ila¢ detoksifikasyonunu arttirmalari,

e olusan c¢oklu ilag direnci ile iligkili disar1 pompalama proteinlerinin (MRPs) artis1 ile
aciklanabilir. MRP ailesi, ATP bagimli tasiyict proteinlerin bilinen en biiylik grubu
olup, anyonik ilaglar ve asidik ligandlar ile konjuge olmus glukuronat, glutatyon, siilfat

gibi yapilar tasirlar (Avcu, 2006; Zhao ve Wang, 2006).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda tiimor hiicrelerindeki artmis glutatyon ve GST seviyelerinin
hiicresel ila¢ direnci gelisimi ile paralel oldugunun gosterilmesi, GST inhibitorlerinin
gelistirilmesini  saglamistir. GST inhibitorlerinin kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin
icerigine eklenmesi ile tiimdr hiicrelerinin ilag direncine gosterdigi etkiyi azaltmak, ilacin timor
dokusuna daha fazla miktarda tasinmasini saglamak ve hiicre igerisindeki konsantrasyonunun
azalmasini 6nlemek miimkiindiir (Townsend ve Tew, 2003; Mahajan ve Atkins, 2005). Ayrica,
geleneksel kanser tedavilerinin beraberinde terap6tik ve koruyucu amaglar ile bitkisel kaynakl

olm

alarindan 6tiirli daha giivenilir olan fonksiyonel gidalar ve fitokimyasallardan yararlanmasi da

tedavi siirecinde tamamlayici veya destekleyici olmaktadir (Kaufman ve dig., 2002).

Calismamizda geleneksel antikanser ilaglar ile kullaniminda faydali olabilecegi diisiiniilen baz1
bitki ekstrelerinin ve kimyasal bilesiklerin GST enzimi tiizerindeki inhibitér etkilerinin

incelenmesi amaglanmustir. |



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ENZIMLER

Hiicrelerde gergeklesen anabolik ve katabolik olaylar, sindirim, hiicre solunumu, kas kasilmast
gibi Onemli fizyolojik faaliyetlerin tamami metabolizma reaksiyonlarinin neticesinde
gerceklestiginden dolay1 yasam; enzimlerin katalizledigi tepkimelerden ibaret bir sistem olarak
tanmimlanmaktadir (Tekman ve Oner, 1998). Bu baglamda, temel 6nciil maddelerden cesitli
makromolekiillerin meydana geldigi metabolik yollarda sayisiz reaksiyon basamagini kataliz
eden enzimler, canli hiicreler tarafindan sentez edilen ve metabolizmadaki kimyasal tepkimeleri
hizlandirmak suretiyle yan iiriin olusturmaksizin yiizde yiiz iiriin verimi saglayan biyolojik
katalizorler olarak da agiklanabilirler (Tiiziin, 1997; Keha ve Kiifrevioglu, 2018). Enzimatik
reaksiyonlar, enzimlerle kataliz edilmeyen tepkimelere gore 10°-10!7 kat daha hizli gergeklesir.
Ayni1 zamanda reaksiyon tamamlandiginda tamamen orijinal hallerine geri donerler (Murray ve

dig., 1993; Solomons ve dig., 2002) (Sekil 2.1).

Uriinler

“ Substrat Induldem’ms uyum ‘

( jfBalge
=

N [

= =

Enzim/substrat Enzim/tirtin
kompleksi kompleksi

Sekil 2.1: Enzim substrat iliskisi (www.monolib.net).

Enzimler ile ayn1 fonksiyonu gergeklestirdikleri halde ribozim olarak adlandirilan bazit RNA
molekiilleri (riboniikleaz, ribozomal RNA gibi) haricinde tiim enzimler protein yapil
olduklarindan biitiin proteinler gibi genler tarafindan sifrelenirler. Dolayisiyla, biiyiik ve
degisen molekiil agirliklari, 1s1 ile kolayca denatiire olmalari, ortamin alkali veya asit olusuna
duyarli olma gibi proteinlere ait tiim yapisal 6zellikleri gosterdikleri gibi amino asit dizilimleri

de kendilerine O6zglidiir. Bundan dolay1 enzimler, daima bir ¢esit veya ayni tip benzer



tepkimeleri katalizlerler. Enzimler kataliz ettikleri tepkimelerin aktivasyon enerjisini diisiirerek

daha hizli dengeye ulagsmasini saglarlar (Keha ve Kiifrevioglu, 2018).

Bir enzim denatiire edilir veya alt iinitelerine ayristirilir ise genellikle kaybolan katalitik
aktiviteleri, enzimin amino asit komponentlerine ayrilmasi ile tamamiyle kaybolur, yani dogal
protein konformasyonlarmin biitiinliigii bozulmus olur. Enzimler, etki ettikleri maddeler olarak
bilinen substratlara olan secici davranirlar. Bu durum, enzimleri olusturan amino asitlerin say1,
dizilis siras1 ve molekiil yapilar tarafindan belirlenir (Kalaycioglu ve dig., 2006). Enzim ve
substrat, birbirlerine hidrojen baglari, elektrostatik kuvvetler ve Van der Waals baglar1 gibi

etkilesimler ile baglanirlar (Solomons ve dig., 2002).

Bir enzimatik tepkimede substratin, enzim-substrat kompleksini olusturmak amaciyla “aktif
bolge” adi verilen bir kisma baglandigi bilinmektedir. Aktif bolge, genellikle enzimin birkag
amino asidi tarafindan olusturulurken, protein molekiiliindeki diger amino asitler aktif bolgenin
konfigiirasyonunu korumak {izere bir iskelet olustururlar. Protein yiizeyinde bir cep
goriiniimiinde olan aktif bolge ile substratin bi¢imi arasindaki uyumluluk, enzimin 6zgiilliigiinii
belirlemektedir. Substrat bu cebe girdigi anda, indiiklenmis uyum adi verilen ve enzimin
bi¢imini az miktarda degistirecek bir etki meydana getirir. Bu etki; aktif bolgenin substrati ile
etkilesimi kolaylastirarak, aktif bolgedeki kimyasal gruplarin tepkimeyi katalizleme
yeteneklerini arttirir (Campbell ve Reece, 2013).

Enzimlerin hangi maddeye etki edecegini protein kisimlari olarak bilinen “apoenzim” kisimlar
belirler. Enzimler, katalitik etki gosterebilmek adina protein kisim haricinde bir metal iyonuna,
organik bir bilesige yahut her ikisine birden ihtiya¢ duyabilirler. Protein olmayan ve esansiyel

iyonlar ile organik bilesiklerden olusan bu kisim “kofaktor’ olarak bilinir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Enzimlerin kofaktorii olan bazi inorganik iyonlar (Nelson ve Cox, 2016).

Iyonlar Enzimler

Cu** Sitokrom oksidaz

Fe* veya Fe’* Sitokrom oksidaz, katalaz, peroksidaz

K" Piruvat kinaz

Mg* Heksokinaz, glukoz 6-fosfataz, piruvat kinaz

Mn?** Arginaz, riboniikleotid rediiktaz

Ni** Ureaz

Zn*" Karbonik  anhidraz, alkol  dehidrojenaz,
karboksipeptidaz A ve B




Enzimde esas iglev goren, protein kismina nazaran ¢ok daha kii¢iik molekiillii, 6zgiil islevsel
gruplarin gegici tasiyicist olarak gdrev yapan, organik ya da inorganik kisimlar “koenzim”
olarak bilinmektedir (Tablo 2.2). Koenzimlerin ¢ogunlugunu diyet ile birlikte alinmas1 gerekli
organik besinler olan vitaminler olusturur. Bir enzime diyalizle uzaklastirilamayacak kadar siki,
hatta kovalent olarak baglanan koenzim yahut metal iyonuna ise “prostetik grup”
denilmektedir ve prostetik gruplar, flavin mononiikleotid, flavin adenin diniikleotid
orneklerindeki gibi niikleotid yapisinda da olabilirler. Apoenzim kismi, metal iyonlar1 veya
koenzimiyle birlikte katalitik olarak aktif olan bir enzim ‘“holoenzim “dir (Tekman ve Oner,

1998; Nelson ve Cox, 2016).

Tablo 2.2: Gegici tastyici olarak gorev alan bazi koenzimler (Nelson ve Cox, 2016).

Koenzim Aktarilan Kimyasal Memelilerin Diyetindeki
Gruplara Ornekler Onciilleri

Biyositin CO, Biyotin

Koenzim A Acil gruplart Pantotenik asit ve diger

bilesikler

5'-Deoksiadenozilkobalamin | H atomlari ve alkil gruplart | Vitamin B2

Flavin adenin diniikleotid | Elektronlar Riboflavin (Vitamin B>)

(FAD)

Nikotinamid adenin | Hidrit iyonu (:H") Niasin (Vitamin B3)

diniikleotid (NAD™)

Piridoksal fosfat Amino gruplari Piridoksin (Vitamin Be)

Tetrahidrofolat Tek karbonlu gruplar Folat

Tiamin pirofosfat Aldehitler Tiamin (Vitamin B)

2.2. ENZIMLERIN ADLANDIRILMASI VE SINIFLANDIRILMASI

Giliniimiizde iki binden fazla sayida ve birbirinden farkli enzim oldugu bilinmekle beraber,
enzimler i¢in gegmiste herhangi bir tanima uymayan amigladin, pityalin, pepsin gibi karmasik
bir isimlendirme kullanilmistir. Ancak zaman gectikge farkli bir sistematik bir isimlendirmeye
gereksinim duyulmustur. Bu isimlendirme, Uluslararast Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Birligi IUBMB)’ne gore enzimlerin hem reaksiyon hem de substrat spesifikligini dikkate alan
bir siiflandirma olup, katalizledikleri genel reaksiyon ¢esidinin sonuna “az” eki getirilmek
yoluyla gergeklestirilir ve alt1 temel sinifin her biri, ayr1 reaksiyon 6zgiilliigiine sahip enzimleri
icerir (Can ve Akev, 2016; Keha ve Kiifrevioglu, 2018). Temel olarak 6 sinifa ayrilan enzim

siiflart su sekildedir:



1- Oksidorediiktazlar: Glutamat dehidrojenaz ve katalaz Orneklerinde oldugu gibi
dehidrojenazlar, oksidazlar ve oksijenazlar olmak {iizere alt siniflara da ayrilabilen
oksidorediiktazlar, iki substrat arasindaki indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlarini

katalizleyen enzimlerdir (Sekil 2.2).

\'AD‘ NADH + H* 0

H,C
OH

Laktat Dehidrojenaz
(0]

Laktik Asit Piruvik Asit

Sekil 2.2: Laktat dehidrojenaz tarafindan katalizlenen reaksiyon (https://www.brenda-enzymes.org).

2- Transferazlar: Tek karbonlu gruplari, aldehit, keton, acil, glikozil, fosfat gruplar1 ve
kiikiirt iceren gruplar1 aktaranlar olmak tizere farkli alt siniflara ayrilan transferazlar, iki

substrat arasindaki fonksiyonel gruplarin birinden digerine aktarimini kataliz ederler

(Sekil 2.3).
0 0 Alanin Aminotransferaz 0 0
(ALT) 0
H.C 0 0 —— % HC + HO
3 P E—— 3
\ g OH
OH
' OH
OH OH 0
W NH,
Alanin o-Keto Glutarik Asit Piruvik Asit Glutamik Asit

Sekil 2.3: Alanin aminotransferaz tarafindan katalizlenen reaksiyon (https://www.brenda-
enzymes.org).

3- Hidrolazlar: Lipaz, tripsin, lireaz Orneklerinde oldugu gibi ester, eter, peptit,
asetanhidrit baglarinin su katilmasi vasitasiyla parcalanmasi reaksiyonlarini kataliz

etmekle gorevlidirler (Sekil 2.4).



0

Ureaz
JJ\ 12 H0 0=Cc=0 + 2 NH,

H,N NH,

v

Ure Karbondioksit Amonyak

Sekil 2.4: Ureaz tarafindan katalizlenen reaksiyon (https://www.brenda-enzymes.org).

4- Liyazlar: Karbonik anhidraz, piruvat dekarboksilaz enzimi gibi baz1 enzimleri igeren
liyazlar; substratlardan gruplarin uzaklastirilip ¢ift baglarin olusumunu katalizleyen

enzimlerdir (Sekil 2.5).

0 Dekarboksilaz 0
R ———— /U\ + o0=c=o
R H
OH

2-Okso Karboksilik Asit Aldehit Karbondioksit
Sekil 2.5: Dekarboksilaz tarafindan katalizlenen reaksiyon (https://www.brenda-enzymes.org).

5- Izomerazlar: Bu grup enzimler, geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirlerine
dontistiiriilmesini  kataliz etmekle gorevli olup, epimerazlar ve rasemazlar,
intramolekiiler transferaz, cis-trans izomerazlar ve intramolekiiler oksidorediiktazlardan

olusan alt siniflara ayrilirlar (Sekil 2.6).



OH
(0] "
0 Trioz Fosfat izomeraz
> > HO
HO
0
HO._ / Nooe)
P~ 04 P\
0// OH -
Dihidroksiaseton Fosfat Gliseraldehit-3-Fosfat

Sekil 2.6: Trioz fosfat izomeraz tarafindan katalizlenen reaksiyon (https://www.brenda-enzymes.org).

6- Ligazlar: Bir diger ad1 sentetazlar olan ligazlar, ATP gibi yiiksek enerjiye sahip fosfat
bilesiklerinden fosfat baginin kopmasi neticesinde agiga ¢ikan enerji ile iki molekiiliin
birlesmesini kataliz ederler. Bu sinif enzimlere 6rnek olarak, piruvat karboksilaz

reaksiyonu verilebilir. Reaksiyon Sekil 2.7°de yer almaktadir (Tekman ve Oner, 1981;

Can ve Akev, 2016).
H,C + 0=Cc=0 + HO % o > OH + 2W
OH S : HO
Piruvat
0 Karboksilaz 0
Piruvik Asit Karbondioksit Oksalasetik Asit

Sekil 2.7: Piruvat karboksilaz tarafindan katalizlenen reaksiyon (https://www.brenda-enzymes.org).

Sistematik isimlendirmenin 6zellikleri su sekildedir:
* Her enzim i¢in kisa ve gilinliik kullanima elverisli bir “onerilmis isim”

* Katalizledigi reaksiyona gore bir “sistematik isim”



* Uluslararasi aragtirma dergileri, 6zetler ve indekslerde yer almak tizere enzimin dogru ve agik

tanimin1 yapan bir “Enzim Komisyon Numarasi (E.C.)”

Tepkimeler ve bu tepkimeleri kataliz eden enzimler alt1 gruba boliinmiis ve bu gruplar da kendi
aralarinda dort ila on ii¢ arasinda alt gruplara ayrilmiglardir. Sistematik isimlendirmeyi
glukozun glukoz-6-fosfat’a doniistimiinii katalizledigi bilinen ve Onerilmis ismi hekzokinaz
olan enzim flizerinden O6rnek verebiliriz. Katalizledigi tepkimeye gore sistematik ismi ATP:
glukoz fosfotransferaz ve siniflandirma numarasi ise E.C. 2.7.1.1°dir. EC numarasinda ilk say1
olan 2, ait oldugu smif olan transferazlari temsil ederken; 7, altsinifin1 yani enzimin bir
fosfotransferaz oldugunu gosterir. Uciincii say1 olan 1, fosfotransferaz vazifesi géren enzimin
hidroksil grubu alicis1 oldugunu gosterirken, dordiincii say1 olan 1 ise komisyon tarafindan

verilmis 6zel bir seri numarasini ifade eder (Bekpar ve Unliigerci, 2016).
2.3. ENZIM INHIBiISYONU

Baz1 enzimler katalitik aktivitelerini arttirabilmek adina K*, Ca**, Co?", Fe**, Mg?*, Zn**, Br,,
Cl, F, OH" gibi iyonlara gereksinim duymaktadirlar. Bu iyonlarin bir bolimii yalnizca
substratla birleserek enzimi aktive etme tesiri gosterirken, diger bir boliimii enzimle birlesmek
suretiyle enzimin aktivitesini arttirmaktadir ki bu iyonlara “aktivator” denilmektedir (Onat ve

dig., 2006).

Enzimatik tepkimelerin in vivo ya da in vitro ortamlarda hizlarin1 azaltan veya enzimlerin
kataliz gorevlerini yerine getirmelerini tamamiyle engelleyen maddelere de “inhibitor” adi
verilmektedir. Birgok ila¢ ve toksik madde spesifik bir enzimi inhibe etmek yoluyla etkisini
gosterebilir. Ayrica, koagiilasyon, fibrinoliz, enflamasyon reaksiyonlari gibi metabolizma
fonksiyonlarinin da enzim inhibisyonu ile diizenlendigi bilinmektedir (Bekpinar ve Unliicerci,

2016).
2.3.1. Reversibl (Geri Déniisiimlii) Enzim Inhibisyonu
2.3.1.1. Yarismali (Kompetitif) Enzim Inhibisyonu

Yarigmali inhibitorler, enzimin etki edecegi substrata yap1 bakimindan olduk¢a benzemektedir.

Inhibitdrler, enzime tipki substrat gibi geri doniisiimlii olarak baglanarak aktif bolgesini isgal
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etmek yoluyla, enzimin gergek substrati ile iliski kurmasini engeller ve bu yolla enzimin

katalitik aktivitesini yavaslatirlar (Bingdl, 1977; Altinisik, 2009).

Ortamda yarigmali inhibitér bulundugunda, enzim molekiillerinin bir bolimii substrat ile
birlesmekte, buradan bir miktar iirlin olusumu ger¢eklesmektedir. Ancak, bir kisim enzim ise
inhibitor ile birlesir ve {iriin elde edilmesi engellenir. Bu durum inhibitor ile substrat arasinda
enzimle birlesme esnasinda bir yarigsma oldugu anlamina gelmektedir. Bunlarin yaninda; hem
enzim-substrat hem de enzim-inhibitér komplekslerinin ayrilmalar1 birer denge tepkimesi
oldugundan, substrat konsantrasyonu arttirilir ise denge, enzim-substrat kompleksi lehine
kayacak, yani inhibitdr etki yok edilebilecektir (Onat ve dig., 2006; Keha ve Kiifrevioglu,

2018). Yarigsmal1 enzim inhibisyonu i¢in Lineweaver-Burk grafigi Sekil 2.8’da gosterilmistir.

1/aK)y, 1/19)

Sekil 2.8: Yarigmali enzim inhibisyonu i¢in Lineweaver-Burk grafigi (Nelson ve Cox, 2016).

2.3.1.2. Yarismasiz (Nonkompetitif) Enzim Inhibisyonu

Yarigmasiz inhibisyonda inhibitorler, yarigmali inhibisyonun aksine substrata hig
benzememekte veya ¢ok az benzemektedirler. Yarismasiz inhibitorler, enzime aktif bolge
disinda farkli bir bolge lizerinden baglanmaya calistiklarindan, substrat ile inhibitor arasinda
enzimle kompleks olusturmak adina herhangi bir rekabet s6z konusu degildir. Bunlara ek olarak
baglanan inhibitdr, enzimin {i¢ boyutlu yapisinda degisime sebep olmak yoluyla katalitik
aktiviteyi azaltir (Giirdol ve Ademoglu, 2006; Hames ve Hooper, 2006). Yarigmasiz enzim

inhibisyonu i¢in Lineweaver-Burk grafigi Sekil 2.9°da gosterilmistir.
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Sekil 2.9: Yarismasiz enzim inhibisyonu i¢in Lineweaver-Burk grafigi (https://slidetodoc.com).

2.3.1.3. Yar1 Yarismali (Unkompetitif) Enzim Inhibisyonu

Bu inhibisyon tiiriinde inhibitor, yalnizca enzim-substrat kompleksi olustuktan sonra aktif
bolgenin bagka bir yerine reversibl baglanarak enzimi inaktif hale getirir (Altinisik, 2009). Tek
substratli tepkimelere kiyasla ¢ift substratli ve yer degistirmeli tepkimelerde daha sik rastlanan
yar1 yarismali inhibisyonlarin klinik alanda bilinen en klasik 6rnegi; intestinal alkalen fosfatazin
L-fenilalanin ile inhibisyonu reaksiyonudur (Bekpinar ve Unliigergi, 2016). Yar1 yarismali

enzim inhibisyonu i¢in Lineweaver-Burk grafigi Sekil 2.10’da gosterilmistir.

T[IJ

Inhibitgrsiiz

1/V

7

0 1/[S]

Sekil 2.10: Yar1 yarigmali enzim inhibisyonu i¢in Lineweaver-Burk grafigi (Nelson ve Cox, 2016).

2.3.2. Irreversibl (Geri Doniisiimsiiz) Enzim Inhibisyonu

Geri doniislimsiiz enzim inhibisyonlarinda, inhibitor aktif bolgeye kovalent baglarla siki sikiya
baglanir, enzimin yapisint bozmak suretiyle geri doniisiim engellemektedirler (Altinisik, 2009).
Bu tip enzim ihbisiyonuna 6rnek olarak, asetilkolin esteraz enziminin diizopropil fosfofloridat

tarafindan geri doniisiimsiiz olarak inhibe edilmesi verilebilir.
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2.4. KLINIK ALANDA ENZIMLERDEN YARARLANILMASI

Enzimlerden tip alaninda gittikce artan bir 6l¢iide yararlanilmaya baslanmasi ve enzimlerin
nitelik ve nicelik tayinlerinin yapilabilmesi sayesinde, kalitsal hastaliklar teshis edilebilmekte,
hastaligin seyri hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir. Ayrica, baz1 hastaliklarin tedavisinde

de enzim preparatlarindan ilag seklinde faydalanilabilmektedir.

Hiicre igerisinde enzim seviyelerinde artis gozlenmesi, enzim sentezinin veya enzim
sentezleyen hiicre sayisinin artmasi gibi ¢esitli faktorlerin de etkisiyle, bazi1 enzimlerin hiicre
dis1 s1viya daha fazla gectigi bilinmektedir (Bingdl, 1977). Ornegin; dokudan kana ge¢mis olan
enzimlerin biiylik cogunlugunu hiicre i¢inde fonksiyon gosterip, kan igerisinde herhangi bir
etkinligi bulunmayan enzimler olusturur. Normal sartlar altinda kanda diisiik diizeylerde
bulunan bu enzimlerin kandaki seviyeleri, hiicrede sentezlerinin hizlanmasi veya bulunduklari
dokuda hasarm olusmasi ile artis gostermektedir. Karacigerin koagiilasyonda gorevli
enzimlerin inaktif formlarini sentez ederek kana verdigi bilindiginden bunun gibi doku kaynakl
enzimlerin kandaki diizeylerinin 6lgiilmesi de doku hasarini degerlendirme amaciyla klinik

alanda yarar saglamaktadir.

Ayni reaksiyonu katalizleyen ve farkli molekiil yapilarina sahip olduklar1 bilinen izozimler,
dokulara has dagilim gostermektedir. Olast bir kalp krizi vakasini takiben izozimlerin
aktivitelerinin kanda artis veya azalmalarinin degerlendirilmesi, krizin meydana gelme zamant
veya tedavinin etkin olup olmadig1 hususunda bilgi vermektedir. Ornegin, tetramer yapida olan
laktat dehidrojenazin (LDH) iskelet ve karaciger kaslarinda iki izomerinden birisi olan
Mas(LDH)s bulunurken, kalp kasinda yaygin olarak H4(LDH;1) formu goriilmektedir (Bekpinar
ve Unliigergi, 2016).

Bazi ilag etken maddeler sayesinde, ilgili enzimin inhibe edilmesi seklinde tedaviler
yapilabilmektedir. Indometazin, ibuprofen gibi antiinflamatuar ilaglar, siklooksijenaz enzimini,
baslangi¢c maddesi arasidonik asit ile yarisma yoluyla inhibe ederler ve bu biyomolekiillerin
sentezine engel olurlar. Aspirinin etken maddesi olarak bilinen asetilsalisilik asit,
siklooksijenazi aktif bolgesindeki serin kalintisini asetillemek yoluyla geri dontisiimsiiz sekilde
inhibe ettiginden dolay1 inflamasyonu baskilamak amaciyla tercih edilmektedir. Bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde mikroorganizmalara spesifik enzimleri inhibe eden ajanlardan

yararlanilir. Kanser tedavisinde yararlanilan ve dihidrofolat rediiktaz enziminin yarigmali
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inhibitorii olan metotreksat ise, DNA (timidilat) sentezi esnasinda koenzim olarak rol oynayan
tetrahidrofolat-dihidrofolat doniisiimiinii engellemek yoluyla timidilat sentezini inhibe eder.
Dolayistyla kanser ve 16semi hiicreleri gibi siiratle boliinen hiicrelerin hasar gormesini saglar

(Bekpinar ve Unliigergi, 2016).
2.5. GLUTATYON

Glutatyon; intraseliller ve ekstraseliiler transport islemlerini iistlenmek yoluyla hiicresel
detoksifikasyonda onemli bir yer kazanmis; glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinin
birlesiminden olusan, hiicre ic¢i derisimi oldukca yiiksek, biitlin memeli hiicrelerince
sentezlenebilen, karaciger, lens, bobrek ve eritrositlerde belirgin olarak yiiksek diizeylerde
bulunan bir tripeptittir (Commandeur ve dig., 1995). iki karboksil, bir amino ve bir tiyol grubu
ile iki peptid bagi ihtiva eden glutatyon; indirgenmis glutatyon (GSH) (Sekil 2.11) ile
yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) olacak sekilde iki formda ve dokular igerisinde birbirleriyle
denge halinde bulunur. Hiicre i¢i GSH; selenyum ihtiva eden glutatyon peroksidaz enzimi

katalizi ile GSSG’ye yiikseltgenir (Konukoglu ve Akcay, 1995).

0 0 SHH 0
HO N N\)kOH
H oo

NH

Sekil 2.11: Glutatyonun molekiiler yapisi (y-L-glutamil- sisteinil-glisin)
(https://www.sigmaaldrich.com) .

Eritrositlerde GSH:GSSG oraninin 99:1 olmasinin yaninda, bu optimum oranin korunmast
hiicreler i¢in kritik bir 6neme sahiptir (Keha ve Kiifrevioglu, 2018). Bu oranin saglanmasi,
GSH/GSSG doniisiimiinii gergeklestiren redoks tepkimeleriyle ve y-glutamil siklusu ile
miimkiindiir (Anjaneyulu ve dig., 2008). Glutatyon, y-glutamilsistein sentetaz ve glutatyon
sentetaz enzimlerinin yardimiyla hiicre icerisinde sentez edilirken, glutatyon konjugatlarinin
yikimi hiicre diginda ve hiicre zar1 lizerinde y-glutamil transferaz aracilifiyla baglatilir

(Townsend ve Tew, 2003; Modén ve Mannervik, 2014) (Sekil 2.12).



14

A

Glutamat
y-glutamilsistein /_‘ Sistein
sentetaz - *

y-glutamilsistein GSH

GSH sentetaz -» ‘ ‘ = NADP KO,

Glutatyon — Pecside

y-glutamil . ‘ ‘—\ - \ 6SSG e

transpeptidaz
Sisteinilglisin
dipeptidaz -» *

Glisin + Sistein

Sekil 2.12: y-Glutamil siklusu (A) ve GSH:GSSG (B) doniisiimii (Anjaneyulu ve dig., 2008).

Canli hiicrelerde birgok Onemli fonksiyona sahip olan glutatyonun gorevleri su sekilde

siralanabilir:

* DNA ve protein sentezlerinin diizenlenmesi reaksiyonlarindaki enzimlerin koenzimleri olarak

gorev yaparlar.
* Proteinlerdeki —SH gruplarinin korunmasini saglar.
* Amino asitlerin transportunda gorev alir.

* Yapisindaki sisteinin -SH grubundan kaynaklanan antioksidan kapasitesi mevcuttur. Bundan
dolay1 hiicre savunmasinda da kilit rol oynar (Commandeur ve dig., 1995; Konukoglu ve

Akcay, 1995).

* GSH, hemoglobin ve diger eritrosit proteinlerinde var olan sistein kalintilarini indirgenmis

sekilde tutarak alyuvarlarda siilfidril tamponu vazifesi yapar (Keha ve Kiifrevioglu, 2018).

Bunlara ek olarak; Faz II detoksifikasyon tepkimelerinde, glutatyon konjugasyonu en 6nemli

reaksiyonlardan biridir (Yang ve dig., 2011). GST ve glutatyon peroksidazlarin (GPx) katalizi
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aracilifiyla serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girme yetenegine sahip olan
glutatyon; bu 6zelligi ile hiicreleri oksidatif tahribata karsi korumakta olup, epoksitler gibi
reaktif metabolitlerle konjugat olusturmak suretiyle onlari inaktif pozisyona getirir ve
detoksifikasyon islemine hazirlamis olur. Bdylelikle hiicredeki oksidatif hasar riski de azaltilir.
Ciinkii; toksik molekiillerin elektrofilik bolgelerinde gergeklesen konjugasyon tepkimeleri, bu
maddelerin biyolojik molekiillerle tepkimeye girmesini engelleyeceginden, DNA hasar1 da
engellenmis olur (Commandeur ve dig., 1995; Townsend ve Tew, 2003). Ayrica, GSH:GSSG
oranindaki degisimin; kanser, norodejeneratif bozukluklar, kistik fibrozis, insan bagisikligi
yetmezligi viriisii (HIV) ve yaslanma gibi genis bir patoloji ile iligkilendirildigi de bilinmektedir
(Townsend ve Tew, 2003).

2.6. GLUTATYON-S-TRANSFERAZLAR
2.6.1. Glutatyon-S-Transferazlarin Yapisi

Glutatyon-S-transferazlar (GST; E.C. 2.5.1.18), polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve aromatik
aminler gibi eksojen kaynakli ya da metabolizmada gerceklesen tepkimeler sonucunda olusan
hidroperoksitler ve alkenaller gibi endojen kaynakli, elektrofilik ve hidrofobik 6zellik gosteren
bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu saglamak yoluyla onlar1 genellikle daha kolay
atilabilen ve daha az toksik metabolitlere doniistimiinii kataliz eden Faz II detoksifikasyon
enzim ailesidir (Armstrong, 1987; Hayes ve dig., 2005). GST, bir biyotransformasyon enzimi
olup, fonksiyonlar1 arasinda zehirsizlestirme reaksiyonlari, organizmay1 karsinojenik bilesimler
ile bu bilesimlerin dokudaki ve kandaki toksik etkilerinden korumak gibi yararl etkileri

bulunur.

GST’lar, genellikle 23-28 kDa agirliginda olup, ayni ya da farkli alt iinitelerin birleserek
olusturduklart homodimer veya heterodimer proteinlerdir (Mannervik ve Danielson, 1988).
Viicutta basta karacigerde olmak {lizere, testis, bobrek, akciger, ince bagirsak gibi doku ve
organlarda bulunurlarken; hiicre igerisinde de sitozol ve mikrozomlarda bulunduklari

bilinmektedir (Landi, 2000).

GST enzimleri, primer yapilari, antikorlarla alakali tepkimeleri, yapisal karakteristik 6zellikleri,
kimyasal affiniteleri, amino asit dizileri, enzimlerin kimyasal davraniglar1 gibi 6zellikleri
degerlendirilerek; sitozolik GST, mikrozomal GST ve mitokondriyal GST olacak sekilde alt
siiflara ayrilmislardir (Sekil 2.13). GSH ile elektrofilleri konjuge etme yeteneklerinde de
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onemli farkliliklar oldugu bilinen GST izozimlerini kategorize edebilmek i¢in, genellikle bu
izozimlere spesifik olan substratlardan yararlanilir. GST izozimleri arasinda en iyi tanimlanmis
ve en genis yelpazeye sahip aile ise sitozolik GST’lerdir. (Hayes ve Pulford, 1995; Vural, 2005).
Memelilerde sitosolik GST’ler; alfa (o), pi (), mii (p), teta (0), sigma (o), zeta ({) ve omega
(o) olacak sekilde yedi gruba ayrilirlar (Mannervik ve dig., 1985).

// Alfa simifi: GST Al1-1, A2-2, A3-3, Ad-4, A5-5
Mu sinifi: GST M1-1, M2-2, M3-3, M44, M5-5
Pi sinifi: GSTP1-1
- / )
Sitozolik GST <\ Teta sinifi: GST T1-1,T2-2
7: Zeta sinifi: GST 2141
L:: Omega sinifi: GST 01-1,02-2
g / \
g . Sigma sinifi: GSTS1-1
=
£ Mitokondriyal GST Kappa sinifi: GSTK1-1
\ Mikrozomal GST (MAPEG) MGST1, MGST2, MGST3

Sekil 2.13: Insan glutatyon-S-transferazlarinin simiflandirilmasi (Wu ve Dong, 2012).

GST ailesinin her bir alt {initesi, iki farkli fonksiyonel bdlgeden olusan bir adet aktif bolgeye
sahiptir. Bu aktif bolgelerin her biri ise, fizyolojik substrat olan glutatyonu baglayan hidrofilik
G bolgesi ile farkli yapidaki elektrofilik substratlar1 baglayan hidrofobik H bdlgelerini igerir.
Glutatyonun baglandigi G bolgesi, N-terminal ugtan meydana gelirken; substratlarin baglandigi
H bolgesi a-heliks yapidaki C-terminal ugtan olusur. GST enzimlerinin substrat baglayan H
bolgesi, yapisal olarak birbirinden farkli substratlarin baglanabilmeleri i¢in hidrofobik ortam
saglar ve davranisi, glutatyona spesifik baglanma bolgesi olan G bolgesinin aksine, ailedeki
farkli GST’ler arasinda oldukca degiskenlik gosterir ki bu da; enzim ailesinin substrat
cesitliginin sebebidir (Commandeur ve dig., 1995; Armstrong, 1997; Eaton ve Bammler, 1999).
Sekil 2.14°te gosterilen amino terminal ug yesil renk ile, karboksi terminal u¢ mavi renk ile ve

protein yiizeyi ise gri alan ile temsil edilmektedir.
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(b)

Sekil 2.14: Glutatyon-S-transferaz enziminin {i¢ boyutlu yapisi (Dixon ve dig., 2002).

Yapilan ¢aligmalardan elde edilen verilere gore; sitozolik GST’ler arasinda kanser ¢aligmalart
en ¢ok One ¢ikan enzim ailesi, Pi sinifi GST’lardir. GST Pi enzimi, karsinojenler ve sitotoksik
ilaglar gibi elektrofilik bilesiklerin zehirsizlestirilmesinde gorev almaktadir. Kemoterapi
uygulanan kanser hastalarindan elde edilen tiimorlerde, GST enzimlerinin tamaminin
aktivitesinin artis gosterdigi tespit edilmistir. Insan tiimérlerinin birgogunda 6zellikle Pi smifi
GST’lerin yiiksek miktarda bulunmasi, tedavi silirecinde azalan ila¢ etkinligi ile Pi sinifi
GST’lerin iliskilendirilmesine sebebiyet vermistir (Ozaydmn, 2000; Tozkoparan ve Aytag,
2007).

Diger bir aile olan mikrozomal GST’ler (MAPEGQG), eikozanoid sentezinde yer alan GSH’a
bagimli transferaz ve izomeraz tepkimelerini katalizleyen membran proteinleri olarak bilinirler.
Sitozolik GST’ler eksojen ve endojen kaynakli ksenobiyotiklerin zehirsizlestirilmesinde gorev

alirken; mikrozomal GST’ler arasidonik asit metabolizmasindan sorumludurlar (Wilce ve dig.,

1995; Landi, 2000).

Kappa siifi olan mitokondriyal GST’ler ise mikrozomal GST’lerin aksine sitozolik GST’ler
ile yapisal benzerlikler gdsteren, ¢oziinebilir enzimlerdir (Allocati ve dig., 2018). Katalitik
aktiviteleri ve bazi tasima fonksiyonlarinin diginda yag asitlerinin B-oksidasyonunda rolleri

oldugu diistiniilmektedir (Vural, 2005).
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2.6.2. Ksenobiyotik Mekanizmasinda Glutatyon-S-Transferazlarin Rolii ve Biyolojik
Aktiviteleri

Yasayan organizmalar dig ¢evre ile daima etkilesim halinde olduklarindan dolay1 sik sik
kimyasal bilesiklere ve ksenobiyotiklere maruz kalmaktadirlar. Dogal olarak meydana gelen bu
maddelerin veya insanlar tarafindan iiretilmis anti-kanser ilaglar, pestisitler, herbisitler gibi
kimyasallarin ¢gogunun solunmasi veya absorbe edilmesi durumunda metabolizma igin zararl
olabilecegi bilinmektedir (Yang ve dig., 2011). Bu sebeple organizmalar, birgogu biiylik l¢lide
polar olmayan, yapisal olarak birbirlerinden farkli bu zararli molekiillerin zehirsizlestirme
streclerini  katalizleyen enzim sistemlerinden olusan gelismis savunma stratejileri
gelistirmiglerdir (Dirr ve dig., 1994). Bircok bakteri tiirlinde reaktif bilesikler enzimler
aracilifiyla yararli metabolitlere doniistiirtiliirken, daha yiiksek yapili yasam formlarinda toksik

bilesikler zararsiz formlara c¢evrilerek organizmadan uzaklastirilirlar (Perbandt ve dig., 2004).

Cogu enzim, bir substrata siki bir bicimde baglanmakta iken, zehirsizlestirme enzimlerinin
stratejisi daha farklidir. Zehirsizlestirme enzimlerinin cogunlukla farkli substrat 6zgiilliiklerine
sahip ¢ok sayida izoenzim igerebilmektedir. Bu strateji sayesinde, tek bir enzim ailesi, hiicre ne
kadar ¢esit ksenobiyotige maruz kalirsa kalsin onlar1 detoksifiye ederek, organizmay1 korur
(Gulick ve Fahl, 1995). Yapilan bir¢ok ¢alisma; kanser, Parkinson, fibromiyalji ve kronik
yorgunluk, immiin islev bozuklugu gibi hastaliklar ile hasar gérmiis detoksifikasyon durumu
arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir. Bundan dolay1 ksenobiyotiklerin olusturmus
oldugu etkilerden hiicrenin korunmasinda zehirsizlestirme mekanizmalarinin 6nemi bir kere

daha vurgulanmaktadir (Liska, 1998; Thier ve dig., 2003).

Yabanc1 bir kimyasal madde, organizmada farkli enzimatik tepkimelerle farkli etkiler gosteren
metabolitlere dontigebilir ve daha sonra konjugasyon mekanizmalari ile inaktif hale getirilerek
organizmadan uzaklastirilir. Bu mekanizma reaksiyonlart neticesinde, bir ksenobiyotik veya
metabolitlerinin toksisitesinin azaltilmasi veya tamamen kaldirilmasi olayina detoksifikasyon

denilmektedir (Thier ve dig., 2003; Vural, 2005).

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyon mekanizmalari ii¢ fazda toplanabilir. Bunlardan ilki
olan Faz I tepkimeleri; yiikseltgenme, indirgenme ve hidroliz olaylarini igerirler. Maddelere

aktif gruplar eklemek suretiyle Faz II tepkimeleri i¢in substrat hazirlamis olurlar. Ornegin,
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birinci fazda; lipitte ¢oziinebilen ksenobiyotikler daha polar molekiiller haline ge¢mis olurlar.
Birtakim konjugasyon ve sentez olaylarini ihtiva eden Faz II tepkimeleriyle ise; endojen
maddelerle birlesen polar metabolitler inaktif hale getirilerek eliminasyona ugrarlar (Vural,
2005). Zehirsizlestirme reaksiyonlarinda ABC tasiyicilar (ATP  binding cassette
transporters/ATP baglayan kaset tastyicilar) da denilen proteinler detoksifikasyon siireglerinde
rol oynamaktadir (Dermauw ve van Leeuwen, 2014; Merzendorfer, 2014). Bu proteinler
araciligiyla gerceklesen detoksifikasyon, ikinci fazda gerceklesen konjugasyon tepkimelerinin
ileri metabolizmas1 olup, bazi1 bilim insanlar1 tarafindan Faz 0 olarak nitelendirilse de, genellikle
Faz-I1I olarak bilinmektedir. ABC tasiyicilar, hiicre i¢inde bulunan ksenobiyotigi hiicre digina
pompalayarak etkisiz hale getirmekle gorevlidirler (Dermauw ve van Leeuwen, 2014).

Detoksifikasyon reaksiyonlar ile ilgili genel sema, Sekil 2.15°te gosterilmektedir.

Faz II reaksivonlar: (detoksifikasyon)
Konjugasyon Enzimleri

(siilfat, asetat. glukuronik asit. glutatyon.
glisin)

rediiksiyon, hidrolizis)

Faz I reaksiyvonlar: (aktivasyon)
CYP P450 (oksidasyon. E&Z@l

FAZIII

Idrar ve Safrayla atilim

Sekil 2.15: Detoksifikasyon reaksiyonlarinin gemasi (Temel ve dig., 2017).

Tiimdr hiicrelerinin ¢oklu ilag¢ direncleri ile ilgili olarak yapilan bir ¢alisma; bazi antikanser
ilaclarin hiicrelerden disar1 atilmasinda aracilik eden ve bir plazma zar1 glikoproteini olan P-
glikoproteininin farkedilmesini saglamistir. Glutatyon-S-konjugatlarinin Faz II tepkimeleri
sonucunda hiicre disarisina atilimini saglayan bir diger ATP bagimli tasinim pompasi ise GS-
X pompasidir ve bu hiicresel fonksiyon; intraseliiler metabolitlerin, basta bilirubin olmak iizere,
hem, safra tuzlar1 ve bazi ilaglarin membrandan hizli bir sekilde taginmasi, ksenobiyotiklerin

eliminasyonu ya da 16kotrien C4 gibi dogal yollarla olugan biyolojik olarak aktif glutatyon-S-
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konjugatlarinin diizenlenmesinde kritik bir 6neme sahiptir (Endicott ve Ling, 1989; Ishikawa,
1992). Bu bilgiler 15181nda; toksik metabolitlerin detoksifikasyonunda vazifesi olan enzimlerin
en dnemlilerinden biri GST genleri tarafindan kodlanan glutatyon-S-transferaz izozim ailesidir
denilebilir. Bu enzimler, hidrofobik ve elektrofilik karakterdeki toksik bilesiklerle
karsilastiklarinda, glutatyon ile toksik bilesik arasindaki konjugasyon tepkimesini katalizlemek
suretiyle suda ¢oziniir hale getirdikleri zararli bilesenlerin hiicreden atilmasini, dolayli olarak
dokularin oksidatif tahribattan korunmasini saglarlar (Commanduer ve dig., 1995; Mannervik

ve dig., 2005).

GST enzim ailesi konu iglevlerini, zehirsizlestirme metabolizmasi son iirlinli olarak bilinen
merkaptiirik asit olusumu tepkimelerinin ilk basamagini kataliz ederek saglarlar. GST
enziminin aktivitesini gosterebilmesi i¢in kosubstratt olan GSH muhakkak ortamda

bulunmalidir (Bas ve dig., 2006) (Sekil 2.16).

GST enzim ailesi, detoksifikasyon ve konjugasyon fonksiyonlariin yani sira, insan alfa sinifi
GST izozimleri vasitasiyla lipit peroksidasyonunun endojen metabolitlerine kars1 peroksidaz
aktivitesine de sahiptir. Ayrica, memelilerde GST siniflarinin bazi izoformlar1 testosteron ve
progesteron gibi steroid hormonlarinin biyosentezi i¢in Onciil maddelerin {iretiminde rol
oynarken, prostaglandin D-sentetaz adiyla da bilinen sigma siifit GST’ler, PGH2 nin PGD>’ye
izomerlesmesini kataliz ederek PGE> yapiminda da 6nemli rol oynarlar (Mannervik ve dig.,
2005). GST enzim ailesinin bazi ligandlarin tesirini azaltarak anti-sitotoksik etki olusturduklari,
tirozin ve fenilalanin katabolizmasindaki gorevleri ve protein kinaz aktivitesini etkileyerek
sinyal yollarinin modiilasyonunda gorev aldiklar1 da yapilan c¢aligmalar ile aydinlatilmigtir

(Abu-Hijleh, 1999; Laborde, 2010).
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Sekil 2.16: Elektrofilik bir ksenobiyotigin glutatyon ile konjugasyonu ve merkaptiirik asit olusum
mekanizmasi (Saygili, 2004).

2.6.3. Glutatyon-S-Transferazlarin Substratlar

Anti-kanser ilaglarin birgcogu yapilan arastirmalar sonucunda, GST enzim ailesinin substratlari
olarak tanimlanmistir. GST’lerin olduk¢a genis bir substrat 6zgiilliigiine sahip olmalarina
karsin, bazi izozimler baz1 substratlar1 oncelikli olarak tercih etmektedir. Bu durum, kanser
tedavisi ile ilgili ¢alismalarda GST’leri birer terapotik hedef haline getirmektedir (Laborde,
2010). 1-Kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), izozimlerin aktivite tayinleri i¢in tercih edilen
genel bir model substrattir. GSH ile konjuge edilen CDNB, 340 nm dalga boyunda

spektrofotometrik 6lgiimlerle takip edildiginde S-(2,4-dinitrofenil)glutatyon tirtiniinii verdigi
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bilinmektedir (Habig ve dig., 1974; Eaton ve Bammler, 1999). Reaksiyon Sekil 2.17°de

O3

NH;

gosterilmigtir.

@

e
e

Sekil 2.17: Glutatyon-S-transferazin 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile reaksiyonu (Enache ve
Oliveira-Brett, 2015).

NHz

OH

L

1,2-Dikloro-4-nitrobenzen (DCNB) ise, mii sinift GST’lerin spesifik substrati olarak taninir ve
tepkime sonucunda olusan iiriin 345 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak belirlenebilir
(Habig ve dig., 1974). 1,2-Epoksi-3-propan (EPNP), 4-nitrobenzil-klorid (4-NBC) ve 1-
menatftil siilfat (MS) ise teta siifi GST enzimleri i¢in Onerilen substratlardir (Meyer ve dig.,

1991; Hussey ve Hayes, 1992).
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2.7. FITOKIMYASAL KAVRAMI

Fitokimyasal kavrami, beslenmedeki yeri yakin ge¢cmiste oldukg¢a dikkat ¢ekici bir hale
gelmistir. Diinya Saghk Orgiitii (WHO) niin de tavsiyesi olan sebze ve meyvelerden olusan
saglikli beslenme stili, giiniimiizde kanser ve kardiyovaskiiler rahatsizliklarda hayvansal
kokenli besinlerin tiiketilmesinin roliiniin oldugunun fark edilmesi ve toplumda olusan
farkindalik ile daha da 6n plana ¢ikmistir (Diindar, 2001). Bitkisel {iriinlerin temel alindig1
beslenmenin kronik hastalik riskini, 6zellikle kanser riskini azaltabildigine dair ¢cok sayida in
vivo, in vitro ve klinik deneme verileri bulunmakta olup, diyetlerinde fazla miktarda meyve ve
sebze tiiketen bireylerde az miktarda tiiketenlere kiyasla kanser riskinin daha diisiik oldugu
saptanmistir. Dolayisiyla giiniimiizde fitokimyasallar, tedavi edici stratejilerin gelistirilmesinde
tek Dbaslarina kullanilabildikleri gibi, geleneksel kanser tedavileriyle birlikte de
kullanilabilmektedir (Block ve dig., 1992).

Fitokimyasallar, bitkilerin kendilerine 6zgii renklerinin, koku ve tatlarinin olusumunda goérevli,
diyete eklenerek tiiketildikleri zaman saglik agisindan faydali tesirleri olan, sahip olduklari
kuvvetli antioksidan kapasite ile hiicreleri disaridan gelebilecek zararlardan koruyan biyoaktif
bilesikler olarak tanimlanabilir (Balch ve Balch, 1997; Visioli ve dig., 2000). Meyve, sebze ve
tahillardan izole edilerek tanimlandig1 bilinen bes binden fazla fitokimyasal; bagirsak florasini
diizenlemek, safra asitlerini kontrol etmek, sinyal iletim yollarin1 uyarmak, hormon
metabolizmasini diizenlemek, detoksifikasyonu arttirmak gibi daha birgok 6nemli metabolik
olayda rol oynamaktadir. Ayrica yalnizca sebze ve meyve tliketimi arttirilarak tespit edilen
edilen kanser vakalarinin ylizde yirmisinin ve dolayisiyla iki yiiz bin kanser sebepli 6liimiin
oniline gecilebilecegi de bildirilmektedir (A¢ikgdz ve Yildiz, 2017). Fitokimyasallarin bahsi
gecen kansere karst koruyuculuk islevlerini nasil gosterdiklerini ise giincel bilimsel
yaklagimlarla aciklamak miimkiindiir. Ornegin; Faz 1 enzimleri fitokimyasallar tarafindan
inhibe edilerek veya Faz Il asamasina ulasmis karsinojenlerin detoksifikasyonu saglanarak
kanserojen etkinin oniine gegilebilir. Anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir bi¢imde ¢ogalmalari
durdurularak tiimor olusumu engellenebilir. Yine fitokimyasallarin etkisi ile baz1 metabolitler
yakalanarak DNA yapisinin zarar gérmesi Onlenebilir ve farkli kanserlere yakalanma riski ile

hasta tizerindeki etkileri azaltilabilir (Diindar, 2001).
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Kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyuculuklari ile taninan ve fitokimyasallarin
ciddi bir kismini olusturan fenolik bilesikler iyi birer antioksidan olmalar ile birlikte, ayn1
zamanda anti-alerjen, anti-kanserojen, anti-inflamatuar karakterleri ile de dikkat ¢ekmektedirler
(Hemingway, 1998; Friedman ve Levin, 2009). Faz I enzimlerini inhibe etme yetenekleri olan
ve fitokimyasal olarak nitelendirilen flavonoidler, 6zellikle turunggiller ile ¢ilek, bogiirtlen gibi
kiigiik ve sulu meyvelerde bolca bulunurlar ve kanser hastalifina sebebiyet veren bazi
hormonlarin hiicrelere taginmasina engel olurlar (Diindar, 2001). Cin’de kalabalik bir grupta
yapilmis bir vaka-kontrol denemesine gore, mide kanseri riski ile sarimsak ve sogan tiiketimi
arasinda ters bir oran oldugu kanitlanmistir. Bu durum, sarimsak ve soganda bulunan kiikiirtlii
bilesiklerin bagisiklik sistemini gliglendirmesi, tiimor hiicresi proliferasyonunu baski altinda
tutan enzimleri uyarmasi ve karsinojenlerin detoksifikasyonunu arttirmast ile iligskilendirilmistir
(Coskun, 2005). Maydanoz ve domateste bulunan fitokimyasallardan kumarinlerin ve
klorojenik asitin, karsinojenik maddelerin tahrip edici etkilerini engelledigi; soya fasulyesinde
bulundugu bilinen genisteinin kanserden korucuyucu etkisini, anjiyogenez inhibitorii 6zelligi
sayesinde ve yeni kilcal damarlarin olusumuna engel olarak tiimor hiicrelerinin beslenmesine

engel olmak yoluyla gosterdigi belirtilmistir (Dtindar, 2001).

Bu bilgiler dikkate alinarak, bitki kaynakli besinlerde dengeli sekilde bulunan ve yapay yollar
ile Tretilmesi olduk¢a =zor olan fitokimyasallarin, hastaliklarin Onlenmesi veya
iyilestirilmesinde, ozellikle kanser tedavisinde yaygin kanser tiirlerinin goriilme sikliginin
azaltilmasinda biiylik potansiyele sahip olmalar1 nedeniyle, ¢calismamizda bazi bitki ekstreleri

ve kimyasal maddelerin GST {izerine inhibisyon etkilerinin arastiritlmas: amaglanmaistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

B.l. DENEYLERDE KULLANILAN CiHAZLAR
Buzdolabi: Argelik

Derin Dondurucu: Beko

Distile Su Cihazi: Brand MonaDest 3000

Etitv: Memmert

Evaporator: Bibby Rotary Evaporator RE100
Isitici: Electromantle

pH metre: Hanna Instruments HI 2211

Sonikator: Bandelin Sonorex

Spektrofotometre: Shimadzu UV-mini 1240
Teraziler: Radwag AS 220/C/2 ve Radwag AS 220/X Hassas Teraziler

Vorteks: Fisons Whirlimixer

3.2. DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER
Inhibisyon deneyinde kullanilan kimyasal maddeler su sekilde siralanmgtir:
-Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO42H>0) (Fluka 71642)

-Indirgenmis glutatyon (GSH) (Fluka 49750)

-1-Kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) (Fluka 24440)

-Mutlak alkol (Riedel de Héen 32221)

-Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) (Riedel de Haen 04243)
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-Sodyum kloriir (NaCl) (Merck 106404)

3.3.ENZIM iNHIiBiSYON DENEYLERINDE KULLANILAN BiTKi EKSTRELERI
3.3.1. Deneylerde Kullanilan Bitkilerin Sulu Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Cesitli aktarlardan temin edilen bitki rnekleri, iyice yikandiktan sonra, distile sudan gecirilerek
oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulma isleminin ardindan, ekstrelerin hazirlanacagi giline kadar

+4°C’de bekletildi.

100 g kuru bitki materyali, bir cam balona konuldu. 1L distile su ilavesinin ardindan, geri
sogutucu altinda 8 saat refliiks islemi yapildi. Bu islemden sonra, karisim oda sicakligina gelene
kadar bekletildi ve siizge¢ kagidindan siiziildii. Stizme islemi, 6nceden darasi alinmis bir cam
balon igerisine gergeklestirildi. Evaporatore yerlestirilen balon igerisindeki ¢ozeltinin suyu,
basing degeri diislik tutularak ortamdan uzaklastirildi. Elde edilen ekstre, dnceden darasi
alinmis bir porselen krozeye alinarak, 37°C’deki etiivde 1 hafta boyunca bekletildi. Bu islem
ile ekstre icinde kalmasi muhtemel suyun uzaklastirilmas1 amaglandi. Islem sonucunda elde
edilen ekstreler, Eppendorf tiiplerine aktarildi ve deneyin yapilacagi giine kadar -20°C’de

muhafaza edildi.
3.3.2. Deneylerde Kullanilan Bitki Ekstreleri

Inhibisyon deneyinde kullanilan bitki ekstrelerinin Latince isimleri ve bitkilerin kullanimda

tercih edilen kisimlar1 Tablo 3.1°de gdsterildi.
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Tablo 3.1: Bitki materyallerinin Latince isimleri ve tercih edilen kisimlari.

Bitki Materyalinin Tiirkce
Ismi

Bitki Materyalinin Latince
Ismi

Bitkinin Deneyde Kullanilan
Kism

Avokado Persea americana Meyve
Briiksel Lahanasi Brassica oleracea gemmifera Yaprak
Elma Malus domestica Meyve
Havug Daucus carota Sebze
Ispanak Spinacia oleracea Yaprak
Kara Lahana Brassica oleracea acephala Yaprak
Kereviz Apium graveolens dulce Sap ve yaprak
Kivi Actinidia chinensis Meyve
Limon Citrus limon Kabuk
Paz1 Beta vulgaris L. var. cicla Yaprak
Pirasa Allium porrum L. Sebze
Siyah Turp Raphanus sativus var. sativus Sebze

3.3.2. Doku Homojenizatinin Hazirlanmasi

Enzim kaynagi olarak, dana karacigeri kullanildi. Doku homojenizati, % 0.9 NaCl kullanilarak

hazirlandi. Homojenizat 10000 x g hiz1 ile +4°C’de santrifiije edildi. Santrifiij sonras1 elde

edilen siipernatant, Eppendorf tiiplerine aktarildi. Deneyin yapilacagi giine kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

3.4. ENZIiM
MADDELER

INHIBiISYON DENEYLERINDE KULLANILAN KiMYASAL

Enzim inhibisyon deneylerinde inhibitor etkileri incelenen kimyasal maddeler su sekilde

siralanmaktadir:
Askorbik asit (Merck 100127)

Bakair stilfat (Panreac)
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Benzoik asit (Merck 136)

Cinko stilfat (Merck 8881)

Gallik asit (Fluka 48630)
Magnezyum klortir (Fluka 63065)
Nikel siilfat (Merck 6726)

U vitamini (Fluka 64382)

3.5. GLUTATYON-S-TRANSFERAZ ENZIM INHIBISYONUNUN
BELIRLENMESI

GST inhibisyon deneyi, Habig ve dig. (1974) tarafindan gelistirilen yonteme gore tayin edildi.
Kor tiiptine 950 uL, kontrol tiipiine 850 pL, numune tlipiine 790 uL 0.1 M pH 6.6 fosfat
tamponu eklendi. Biitlin tliplere sirayla 15 pL. CDNB, 5 pL. mutlak alkol ve 30 uL GSH
¢ozeltileri ilave edildi. Ornek tiipiine, 60 pL inhibitdr ¢ozeltisinden eklendi. Ardindan kontrol
ve Ornek tliplerine 100 uL enzim kaynagi (doku homojenizati) ilave edildi. Kontrol ve drnek
tiiplerinin absorbanslar1 kor tiipline karsi spektrofotometrik olarak 340 nm dalga boyunda 3

dakika boyunca 6l¢iildii.

GST inhibisyon deneyinde elde edilen sonuglar agsagida belirtilen formiile gore hesaplandi.
% Inhibisyon = [(AKontrolaps-AOrnekabs)/(AKontrolaps)] x 100

AKontrolaps = 3 dakika boyunca kontrol tiipiinde meydana gelen absorbans degisimi
AOrnekans = 3 dakika boyunca 6rnek tiipiinde meydana gelen absorbans degisimi

GST enziminin ICso degerleri, absise ¢alisilan madde konsantrasyonu ve ordinata % enzim
inhibisyon degerleri konularak g¢izilen grafikten elde edilen dogru denklemi yardimiyla

hesaplandi. Sonuglar bulgular kisminda belirtildi.
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4. BULGULAR

[Cahsmamlzda, sulu ekstreleri hazirlanan bazi bitki ekstrelerinin ve kimyasal maddelerin, GST

enzimi Uzerine inhibitor etkisi incelendi.

4.1. BITKi EKSTRELERININ GLUTATYON-S-TRANSFERAZ ENZiMi UZERINE
INHIBIiTOR ETKILERI

Sulu ekstreleri hazirlanan bazi bitki ekstrelerinin GST enzimi iizerine % inhibisyon ve 1Csg

degerleri, Tablo 4.1°de gosterildi.

Tablo 4.1: Cesitli bitki ekstrelerinin glutatyon-S-transferaz enzimi iizerine % inhibisyon ve ICsg

degerleri.
Konsantrasyon Inhibisyon ICsy Degeri
Bitki Ekstresinin Ad1
(mg/mL) (%)* (mg/mL)*
10 25.30 +2.87
Avokado 20 35.12+£2.73 31.28 £2.71
30 49.25+3.14
10 14.33 £0.86
Briiksel lahanasi 15 19.10 +£2.29 4436 +3.21
20 24.83 £0.73
40 18.62 +2.01
Elma 50 23.19+1.93 92.87 £5.75
60 30.72 £2.66
40 11.97 +£1.35
Havug 50 26.48 + 3.86 75.50 £3.59
60 32.67+227
5 13.80 £0.53
Ispanak 10 32.04 £5.60 24.93 +£2.86
20 40.24 +3.21

*Ortalama + standart sapma
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Tablo 4.1 (devam): Cesitli bitki ekstrelerinin glutatyon-S-transferaz enzimi tizerine % inhibisyon ve

ICso degerleri.
Konsantrasyon Inhibisyon ICsy Degeri
Bitki Ekstresinin Adi
(mg/mL) (%)* (mg/mL)*
10 7.35+0.74
Kara lahana 15 15.69 +1.82 3572+ 5.78
20 24.51 £4.41
30 22.25+0.65
Kereviz
35 25.36+0.78 67.96 £ 12.94
(Sap1 ve yapragi)
40 30.22 £ 2.59
30 6.95 +£0.96
Kivi 40 17.91 £0.90 64.31 £2.69
50 32.52+1.44
5 11.31+1.35
Limon
10 28.85+£0.89 29.32 £2.98
(Kabuk)
20 34.60 +£2.52
1 7.16 £0.63
Paz1 3 11.69 £ 1.52 17.01 £1.16
5 17.97 £ 1.36
30 8.57+0.94
Pirasa 40 18.76 £ 1.78 76.35+£5.96
50 26.43 £2.50
10 12.05+0.89
Siyah turp 30 22.03+1.86 68.57 £2.86
50 38.78 £0.93

*Ortalama + standart sapma
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Tablo 4.1°e gore; sulu ekstreleri hazirlanan bitki ekstrelerinin GST enzimi iizerine % inhibisyon
degerleri, konsantrasyon degerlerinin artmasi ile artis gosterdi. En diisiik ICso degeri ise en

yiiksek orandaki enzim inhibisyonunu gostermektedir.

Buna sonuglara gore; en diisiik ICso degerinin paz1 ekstresinde (17.01 = 1.16 mg/mL) oldugu
ve bu ekstrenin en yiliksek GST inhibisyonunu gosterdigi tespit edildi. Paz1 bitkisinin yan1 sira,
1spanak (24.93 + 2.86 mg/mL) ve limon kabugu (29.23 £+ 2.98 mg/mL) sulu ekstrelerinin de
GST enzimini yiiksek oranda inhibe ettigi tespit edildi.

Bu sonuglara gore; en diisiik 1Cso degerleri goz Oniinde bulundurularak, bitki ekstreleri
arasindaki en yiiksek inhibitor etki siralamasi su sekilde yapilmaktadir: pazi, 1spanak, limon
kabugu, avokado, kara lahana, briiksel lahanasi, kivi, kereviz sap1 ve yapragi, siyah turp, havug,

pirasa, elma.

4.2. KIMYASAL MADDELERIN GLUTATYON-S-TRANSFERAZ ENZiMi
UZERINE INHIiBITOR ETKILERI

Tablo 4.2°de, baz1 kimyasal maddelerin GST enzimi {izerine % inhibisyon ve I1Cso degerleri

gosterilmektedir.

Tablo 4.2: Baz1 kimyasal maddelerin glutatyon-S-transferaz enzimi {izerine % inhibisyon ve ICso

degerleri.
Kimyasal Maddenin Konsantrasyon Inhibisyon ICsy Degeri
Ad (mM) (%)* (mM)*
300 52.53+2.24
Askorbik asit 400 65.16 £3.03 280.28 £21.42

500 78.73 £1.04
1 1094 +2.11

Bakir siilfat 5 32.53+£2.95 5.72+0.13
10 95.26 + 1.06

*Ortalama + standart sapma
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Tablo 4.2 (devami): Bazi1 kimyasal maddelerin Glutatyon-S-transferaz enzimi iizerine % inhibisyon

ve [Cso degerleri.

Kimyasal Maddenin Konsantrasyon Inhibisyon ICsy Degeri
Ad (mM) (%)* (mM)*
30 10.11 £ 1.67
Benzoik asit 40 22.92 +1.66 66.55 +3.35
50 31.93+2.32
1 14.30 £2.29
Cinko siilfat 10 22.08 £1.20 25.68 £1.62
50 88.77+£4.92
50 19.01 £1.95
Gallik asit 75 34.88 £2.97 104.32 +4.54
100 46.98 +2.34
100 28.30+3.22
Magnezyum kloriir 250 43.59 +£4.52 326.16 £21.00
500 66.22 +2.07
10 7.29+1.19
Nikel siilfat 25 11.81+£2.10 75.74 +£20.49
50 35.54 £8.31
100 10.47 £0.69
U vitamini 300 17.53 £1.64 1100.00 + 223.21
500 27.05+4.48

*Ortalama + standart sapma

Tablo 4.2°de belirtilen kimyasal maddelerin GST enzimi iizerine % inhibisyon degerleri,
konsantrasyon degerlerinin artmasi ile artig gostermistir. En diisiik ICso degeri ise en yiiksek

orandaki enzim inhibisyonunu gostermektedir.
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Elde edilen sonuglara gore; en diisiik ICso degerleri géz oniinde bulundurularak en yiiksek
inhibitor etki gosteren kimyasal maddenin bakir stilfat (5.72 £ 0.13 mM) oldugu tespit edildi.
Bakar siilfatin yani sira, ¢inko siilfat (25.68 + 1.62 mM) ve benzoik asidin de (66.55 £+ 3.35 mM)
yiiksek inhibisyon gosterdigi tespit edildi. En diisiik ICso degerleri géz Oniine alindiginda,
kimyasal maddeler arasindaki en yiiksek inhibitor etki siralamasi su sekildedir: Bakir siilfat,
cinko siilfat, benzoik asit, nikel siilfat, gallik asit, askorbik asit, magnezyum kloriir ve U

vitamini.
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5. TARTISMA VE SONUC

| Transferazlar, iki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini gerceklestiren
enzimlerdir. Glutatyon-S-transferazlar (GST; E.C. 2.5.1.18), bu enzim smifina dahil olup
prokaryotlarda ve Okaryotlarda bulunmaktadir. GST, basta karacigerde olmakla beraber,
akciger, bobrek, lens, retina ve kornea ile plasenta, beyin ve eritrositlerde de mevcuttur (Ahmed

ve dig., 2016).

GST, hem endojen hem de eksojen kaynakli olan gerek elektrofilik gerekse hidrofobik ve
sitotoksik bir¢ok bilesigin GSH ile konjugasyon reaksiyonunu gerceklestiren bir enzim
ailesidir. Bu konjugasyon, GSH’1in yapisinda yer alan serbest tiyol grubunun niikleofilik
katilimi ile saglanir. Bu reaksiyon sonucunda toksik olan bazi bilesikler, inaktif hale getirilebilir
ve viicuttan daha kolay atilabilir bir yapiya doniistiiriiliirler (Nepovim ve dig., 2004;

Tozkoparan ve Aytag, 2007).

Bu enzim, detoksifikasyon reaksiyonlarinda dnemli bir yere sahiptir ve Faz II asamasinda
glutatyon ile konjuge olmus bilesiklerin olugmasini saglar (Nepovim ve dig., 2004). Olusan
konjugasyon ara bilesiginden 6ncelikle glutamik asit ve glisin ayrilir, ardindan sistein asetillenir
ve son agamada ise merkaptiirik asit olusumu gerceklesir (Habig ve dig., 1974). Enzimin Faz I1
reaksiyonlarindaki bu aktif etkisi, genig substrat spesifitesi ile tanimlanmaktadir (Raha ve Tew,
1996). Bu substrat spesifitesi, GST izozimlerinin H bolgesinde (hidrofobik substratlar
baglayan bdlge) bulunan amino asitlerin dizilim farkliliklarindan ileri gelmektedir. Bu farklilik
sayesinde, katekolaminler, aromatik hidrokarbon bilesikleri, prostaglandinler GST substratlar1

olarak sayilmaktadir (Aksoy, 2010).

GST’m oksidatif stres tirlinlerinin detoksifikasyonunun yani sira aromatik asitlerin yikilmasi,
steroid hormonlarin sentezi, eikosanoidlerin sentezi ve inaktivasyonlar1 (Hayes ve dig., 2005),
izomerizasyon ve hiicre sinyal iletimleri gibi farkli reaksiyonlarda yer aldigi, cesitli
arastirmacilar tarafindan yayinlanmigtir (Cho ve dig., 2001; Axarli ve dig., 2004; Isik ve dig.,
2015; Ahmed ve dig., 2016).

Endojen olarak tanimlanan tiim bu olumlu yonlerine ragmen, GST enzimlerinin ¢esitli kanser
vakalarinda aktivitelerinin arttig1 bildirilmistir. Kanser ve GST enzimleri arasindaki baglanti

ise su sekilde agiklanmaktadir.
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Kanser, hiicrelerin kontrol edilemeyen bir hizla ¢cogalmasi ve invazif 6zellik kazanarak yayilim
(metastaz) yapmasi ile karakterize edilen bir hastaliktir (Tozkoparan ve Aytag, 2007). Viicudun
cesitli organ ve dokularinda ortaya ¢ikabilen bu hastaligin giiniimiizdeki temel tedavi sekli ise
cerrahi yontemler, kemoterapi ve/veya radyoterapi uygulanmasi ile gerceklestirilmektedir.
Kemoterapik yontemler ile kisilere verilen antikanser ilaglarinin biiyiik bir cogunlugu malign
hiicre gelisimini ve ¢ogalmasini dnlemektedir (Tozkoparan ve Aytag, 2007). Ancak bazi
durumlarda ise tiimor hiicreleri gerek dogal yollardan gerekse uygulanan kemoterapi siirecinde
uygulanmig olan kanser ilaglarina karsi direng gelistirmektedirler (Gaté ve Tew, 2001). Bu
sekilde olusan direncin GST enzimleri ile olan baglantisinin temelleri ise tiimdr hiicrelerindeki

GSH seviyelerinin belirlenmesi ile atilmistir.

Normal kosullarda, plazma GSH seviyeleri 30 uM seviyelerinde iken bobrek hiicrelerindeki
konsantrasyon degeri 3 mM civarindadir. Timor olan farkli organlarda ise GSH
konsantrasyonlarinin 10 mM’a kadar yiikseldigi bildirilmistir (Tew ve dig., 1993; Tew, 1994).
GSH seviyelerinin tiimor olan organlarda beklenmedik sekilde ylikselmesi, arastirmacilart GST
enzimlerinin  aktiviteleri ve ekspresyonlarimin belirlenmesine yonelik g¢aligmalara
yonlendirmistir. Yapilan ¢alismalar, timor tespit edilen organlarda GST enzim ailesine ait bazi
enzimlerin ekspresyonunun arttigini vurgulamaktadir (Townsend ve Tew, 2003; Di Pietro ve
dig., 2010). Bu etkisinin yan1 sira enzim, tedavide uygulanan antikanser ilaglarin GSH ile
gerceklesen konjugasyonu sonucunda, bu iirlinlerin protein yapisina sahip bazi pompalar
sayesinde hiicre disina taginmasini saglamaktadir. Boylece, artan enzim aktivitesi ile ilaglarin
hiicre i¢inde kalma siireleri de azalmaktadir (Franco ve Cidlowski, 2009). Kanser ilaglarinin
biiylik bir ¢cogunlugunun alkilleyici yapida ve GST 1n substratlar1 oldugu Townsend ve Tew

(2003) tarafindan bildirilmistir.

Kanser vakalarinda ekspresyonlari ve aktiviteleri artan bazt GST izozimlerinin GSTM, GSTT
ve GSTP oldugu bilinmektedir. Bu enzimlerin etkili oldugu kanser tiirleri su sekilde
siralanabilir: Bas ve boyun kanseri (Rebbeck, 1997), bobrek kanseri (Karami ve dig., 2008;
Simic ve dig., 2009), gogiis kanseri (Gudmundsdottir ve dig., 2001), kolorektal kanser (Clapper
ve Szarka, 1998), mide kanseri (Chen ve dig., 2010), prostat kanseri (Lima ve dig., 2008) ve
tiroid kanseri (Li ve dig., 2012).
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GST enzim ailesinin bu sekilde etki gostermesinin Oniine gecebilmek icin farkli formiillere
sahip ilag ve molekiiller gelistirilmektedir. ila¢ niteliginde gelistirilmekte olan spesifik GST
inhibitorleri temel olarak iki grupta toplanmaktadir. Birinci grup, yapist GSH’a benzeyen
bilesiklerden, ikinci grup ise GSH ile kolaylikla konjuge olabilecek elektrofilik gruplari iceren
bilesiklerden olugsmaktadir (Turella ve dig., 2005, Cui ve dig., 2008). Fakat, yap1 olarak GSH’a
benzer sekilde tasarlanan bazi bilesiklerin GST’1 etkili bir bi¢imde inhibe etmelerine ragmen,
hiicre iginde birikimleri ¢esitli pompalar yardimiyla engellenmesinden dolay1 kanser

hiicrelerinde etkilerini net olarak gostermedigi bildirilmektedir (Aksoy, 2010).

Tiim diinya genelinde, bir¢ok hastaligin tedavisinde kimyasal ilaglar kullanilmaktadir. Ancak,
tedavi amacl tercih edilen bu kimyasal ilaclarin yan etkileri, yararh etkilerini kisitlamaktadir.
Bundan dolayi, yapilan arastirmalar, meyve ve sebzelerin, fitokimyasallar agisindan zengin
bitkisel kokenli dogal iirlinlerin ve besinlerin tercih edilmesini tavsiye etmektedir (Chikara ve
dig., 2018). Bu iiriinler, gerek bir¢cok kanser tiirii gerekse diyabet, kalp-damar hastaliklari,
Alzheimer gibi gliniimiizde ¢ok yaygin olan bir¢ok hastaligin gelisimini ve ilerleyisini 6nleyici
etkiye sahiptir (Kris-Etherton ve dig., 2002; Gezginci-Oktayoglu ve dig., 2014; Sharma ve dig.,
2017; Wightman, 2017; Chikara ve dig., 2018).

Bu sebeplerden dolay1, calismamizda bazi bitkilerin sulu ekstreleri hazirlandi ve GST {iizerine

inhibitor etkileri incelendi.

Pazi (Beta vulgaris L. var. cicla), diinyanin birgok bolgesinde kolaylikla yetistirilebilen ve
geleneksel olarak tercih edilen bir bitkidir. Yapraklar1 ve kokleri, besinsel olarak siklikla
kullanilmaktadir. Pazi, fitokimyasal i¢erigi bakimindan oldukca zengin bir bitkidir. Paz1 bitkisi
yapisinda A, C, B vitaminleri, kalsiyum, demir, fosfor, saponinler, flavonoid ve fenolik
bilesikleri bulundurmaktadir (Bolkent ve dig., 2000; Pyo ve dig., 2004). Yapilan arastirmalar
neticesinde pazi bitkisinin antidiyabetik, antioksidan, antibakteriyel, antiasetilkolinesteraz
ozelliklerinin oldugu ve gesitli kimyasal maddeler ile olusturulan organ toksisite modellerinde
koruyucu etkilerinin oldugu ¢esitli arastirmacilar tarafindan belirtilmistir (Sacan ve Yanardag,

2010; Oztay ve dig., 2015; Akyuz ve dig., 2019; Tunali ve dig., 2020).

Calismamizda paz1 bitkisinin sulu ekstresinin, tiim bitki ekstreleri ile karsilastirildiginda GST
enzimini en yliksek oranda inhibe ettigi ve en diisiik ICso (17.01 + 1.16 mg/mL) degerine sahip
oldugu tespit edildi. Cesitli bitkilerde bulunan C vitamini, flavonoid ve fenolik yapilarin GST
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enzimini inhibe ettikleri, buna ek olarak farkli mekanizmalar ile kanser hastaliklarinin
etkilerinin azaltilmasinda son derece etkili olduklar1 ¢esitli arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Yu ve Abo-Elghar, 2000; Park, 2013; Khwairakpam ve dig., 2018). Pazi
bitkisinin GST enzimini inhibe etmesinin nedeni, yapisinda yer alan 6nemli miktarda C

vitamini ve flavonoid icerigi nedeniyle olabilir.

Ispanak; bazi vitaminler ve mineraller basta olmak {izere birgok fitokimyasal ve biyoaktif
bileseni i¢inde barindiran temel bir yiyecektir (Roberts ve Moreau, 2016). Yapisinda 3-karoten,
folat, a-tokoferol ve askorbik asit gibi vitaminler ve vitamin Onciilleri ile flavonoidler ve
fenolik asitler bulunmaktadir (Bunea ve dig., 2008; Milano ve dig., 2019). Buna ek olarak,
yapilan arastirmalar, 100 g 1spanak bitkisinin giinlik magnezyum, potasyum ve demir
ihtiyaglarini sirastyla % 20, % 16 ve % 15 oraninda karsiladigini kanitlamistir (U.S. Department
of Agriculture).

Akkemik ve dig. (2012) tarafindan yapilan bir calismada, demir, bakir ve ¢inko gibi bazi
metallerin bilesiklerinin GST enzimi {izerinde inhibisyon etkisinin oldugu kanitlanmistir.
Calismamizda 1spanak bitkisinin sulu ektresinin, GST enzimini yiiksek oranda inhibe ettigi ve
ICso degerinin 24.93 + 2.86 mg/mL oldugu bulundu. Ispanak bitkisi, yapisinda demir
icermesinin yani sira, paziya benzer Ozellikte B-karoten, C vitamini, flavonoid icerigine
sahiptir. Tiim bu igerikleri gbz oniine alindiinda, 1spanak bitkisi de paz1 gibi yiiksek bir

inhibisyon ve diisiik bir ICso degeri ile GST’1 inhibe etmistir.

Limon, tiim diinya genelinde yetistirilen bir meyvedir. Ulkemiz, limon iiretiminde diinya
siralamasinda 6. sirada yer almaktadir (Yalgin Sever, 2020). Limonun, yapisinda yer alan birgok
yararlt bilesenler ile obezite, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve bazi kanser tiirlerinin
onlenmesinde ve kan lipit seviyelerinin diisiiriilmesinde 6nemli rolii oldugu bir¢ok arastirmaci
tarafindan literatiirde belirtilmektedir (Benavente-Garcia ve Castillo, 2008; Lee ve dig., 2018;
Den Hartogh ve Tsiani, 2019; Mahmoud ve dig., 2019).

Yapilan in vitro ¢alismalarda, limonun yapisinda yer alan biyoaktif maddeler su sekilde
belirlenmistir: eriositrin, naringin ve hesperidin gibi flavononlar; luteolin, diosmin ve diosmetin
gibi flavonlar; rutin, kuersetin ve kaempferol gibi flavonol bilesikleri ile A vitamini (retinol),

B (B1, B2, B3, Bs, Bo vitaminleri) ve C vitamini, belirli bir oranda kalsiyum, demir, magnezyum,
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fosfor, potasyum, sodyum ve ¢inko ile eser miktarda bakir, mangan ve selenyum (Gonzalez-

Molina ve dig., 2010; Ashraful Alam ve dig., 2014).

Calismamizda, limon ekstresinin GST enzimini inhibe ettigi tespit edildi. Flavonoid
bilesiklerinin biiyiik bir cogunlugunun, yapilarindaki aromatik B halkasinda yer alan hidroksi
gruplarinin sayesinde, GST enziminin inhibisyonunda rol oynadigi BousSova ve dig. (2012)
tarafindan bildirilmistir. Bunun yami sira, luteolin, C vitamini ve bazi metallerin GST
inhibisyonunda rol oynadig: bilinmektedir (Akkemik ve dig., 2012; Park, 2013; Balyan ve dig.,
2015). Limonun GST enzimini inhibe etmesi, bu biyoaktif maddeleri igermesi nedeni ile

olabilir.

Avokado, Meksika ve Amerika basta olmak {izere diinyanin bir¢ok yerinde iiretilen ve tiiketilen
bir meyvedir. Zengin besinsel igerigi ile saglikli beslenme agisindan siklikla tercih edilen bir
meyve olan avokadonun kanser, diyabet ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar1 6nleyici, mikrobiyal
ve anti-inflamatuar etkilerinin oldugu Bhuyan ve dig. (2019) tarafindan yaymlanmistir. Buna
ek olarak yapilan ¢alismalar sayesinde yapisinda, bu hastaliklar1 6nlemede etkili olan bir¢cok
yararli bilesenler oldugu da tanimlanmistir. Proantosiyanin, p-kumarik asit, gallik asit,
klorojenik asit, kuersetin, katesin gibi fenolik asitler, lutein, a- ve - karotenler gibi
karotenoidler, kalsiyum, demir, magnezyum, fosfor, potasyum, sodyum, ¢inko, bakir, mangan,
selenyum gibi mineraller, B vitaminleri, C ve K vitamini gibi bilesenler avokadonun yapisinda
bulunan yararli bilesenlerden bazilaridir (Tremocoldi ve dig., 2018; Bhuyan ve dig., 2019;
Salazar-Lopez ve dig., 2020).

Calismamizda, avokado sulu ekstresinin GST enzimini 30 mg/mL konsantrasyon degerinde %
49.25 £+ 3.14 mg/mL inhibisyon degeri ve 31.28 £ 2.71 mg/mL ICso degeri ile inhibe ettigi tespit
edildi. Avokadonun yapisindaki cesitli biyoaktif bilesenler sayesinde, GST inhibisyonu

gosterdigi sdylenebilir.

Kara lahana ve briiksel lahanasi, Brassica oleracea sinifina dahil olan ve siklikla tercih edilen
iki sebzedir. Beyaz lahana, karnabahar ve brokolinin de ayni sinifa dahil oldugu bu sebzeler,

antioksidan ve diger biyoaktif bilesenler agisindan olduk¢a zengindir.



39

Kara lahanada bulunan yararl bilesenlerin tespit edilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda, kara
lahananin kalsiyum, ¢inko, demir, potasyum ve fosfor gibi mineralleri ve C vitamini, polifenol,
sulforafan gibi glukosinolat tiirleri ve karotenoidler acisindan zengin oldugu (Becerra-Moreno
ve dig., 2014; Kapusta-Duch ve dig., 2012; Griindemann ve Huber, 2018), tim Brassica
oleracea smifi igerisinde radikal yakalama ve metal kelatlama 6zeliklerinin yan1 sira (Heimler
ve dig., 2007), en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir (Podsedek,
2007). Briiksel lahanasimin da yiiksek miktarda cesitli vitaminleri karotenoid ve polifenol
icerdigi (Jakopic ve dig., 2016; Blazevi¢ ve dig., 2020), tiim Brassica ailesinin basta akciger,
mide, kolon, rektal kanserleri olmak iizere bir¢ok kanser tiiriinii dnlemede, prostat kanseri
riskinin azaltilmasinda etkin oldugu ¢esitli arastirmacilar tarafindan literatiirde belirtilmektedir

(Silverman ve dig., 1998; Van Poppel ve dig., 1999; Jakopic ve dig., 2016).

Bu calismada, kara lahana ve briiksel lahanasinin sulu ekstrelerinin ICso degerlerinin sirastyla
35.724+5.78 mg/mL ve 44.36+3.21 mg/mL oldugu tespit edildi. Bu ekstrelerin GST enzimini
inhibe etmelerinin sebebi, icerdikleri zengin mineral ve C vitamini, polifenol igeriklerinden

kaynaklanabilir.

Kivinin kuersetin ve tiirevilerini i¢erdigi, bu icerigi sayesinde anjiyotensin doniistiiriicli enzimi
(ACE) inhibe ettigi (Hettihewa ve dig., 2018), polifenol, karotenoidler, bir¢ok amino asit, C ve
E vitaminleri, esansiyel yag asitlerini ve mikroelementleri bulundurdugu (Papunidze ve dig.,
2001; Mave dig., 2017; Wang ve dig., 2018), antitiimor, antioksidan, antiinflamatuar etkilerinin
oldugu, tirozinaz ve kollajenaz enzimlerini inhibe ettigi, ¢esitli aragtirmacilar tarafindan yapilan
tez caligmalarinda ve literatiirde belirtilmektedir (Calay, 2010; Deng ve dig., 2013; Sinanoglu,
2013; Sun ve dig., 2017; Hou ve dig., 2018).

Calismamizda kivi ektresinin GST enzimini 50 mg/mL konsantrasyonda % 32.52+1.44
oraninda inhibe ettigi bulundu. Kuersetin ve fenolik bilesiklerin GST enzimini inhibe ettikleri
Coruh ve dig. (2007) ile Aring ve dig. (2015) tarafindan saptanmustir. I¢erdigi bu biyoaktif
bilesenler sayesinde kivinin GST enziminin aktif merkezini inhibe etmekte oldugu

sOylenebilir.
Kereviz, yapisinda -karoten ve C vitamini ile sodyum, potasyum, kalsiyum ve magnezyum

gibi bazi mineralleri igermektedir (Fazal ve Singla, 2012). Antioksidanlar agisindan zengin olup
yapisinda yer alan klorojenik asit ve luteolin tiirevi fenolik bilesiklerin kronik hastaliklar

izerinde iyilestirici etkileri vardir (Liu ve dig., 2017). Bunun yan1 sira kerevizin antidiyabetik,
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karacigeri koruyucu, total trigliserid, total kolesterol, diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol
seviyelerini diistiriicii etkilerinin oldugu bilinmektedir (Tsi ve dig., 1995; Popovic ve dig., 2006;
Shivari ve dig., 2013; Yusni ve dig., 2018). Calismamizda kullanilan kereviz sap1 ve yapraginin
yapisinda hesperidin, luteolin, kuersetin ve rosmarinik asit gibi flavonoidler tanimlanmis olup
(Priecina ve Karklina, 2014), bu kisimlarin antitimor ve antiinflamatuar etkileri bulunmaktadir
(Sellami ve dig., 2012). GST enzimi iizerindeki inhibitdr etkisinin yapisinda yer alan
flavonoidlerden kaynakladigi sdylenebilir. Kereviz sagi ve yapraginin ICso degerinin

67.96+12.94 mg/mL oldugu tespit edildi.

Siyah turp, tiim diinya genelinde yetistirilebilen, salatalarda ve yemeklerde kullanilan bir
sebzedir. Yapisindaki fenolik bilesiklerin varligi Goyeneche ve dig. (2015) tarafindan
belirtilmistir. Buna ek olarak Chihoub ve dig. (2019) tarafindan yapilan bir c¢alismada,
icerisinde belirli miktarda okzalik asit ve sitrik asit igerdigi de ispatlanmistir. Calismamizda,
siyah turp sulu ektresinin GST enzimini 50 mg/mL konsantrasyonda % 38.78 + 0.93 oraninda
inhibe ettigi tespit edildi.

Geleneksel besin olarak da siklikla tercih edilen havucun besinsel degerini zengin kilan
fitokimyasallar; karotenoidler, fenolik bilesikler, poliasetilenler ve askorbik asit olarak
tanimlanmaktadir (Ahmad ve dig., 2019). Tiim karotenoidlerin antioksidan ozellikleri
sayesinde serbest radikal olusumunu engelledikleri (Rao ve Rao, 2007), immun sistemi (hem
immunoglobulin A (IgA) konsantrasyonunu arttirmak hem de IgA salgilayan hiicrelerin
sayilarini arttirmak suretiyle) diizenledikleri (Nishida ve dig., 2014), kanser olusumunda rol
oynayan enzimlerin aktivitelerinin azaltilmasi (Freudenheim ve dig., 1996) yoniinde etkileri
olduklar literatlirde yer almaktadir. Fenolik bilesikler ve askorbik asite ek olarak, havucta yer
alan falkarinol gibi poliasetilen tiirevi bilesiklerin de bu 6zellikleri ile kolit ile iliskili kolon

kanserini 6nledigi Butler ve dig. (2013) tarafindan bildirilmistir.

Calismamizda, havucun GST enzimini 50 mg/mL konsantrasyonda % 26.48 + 3.86 oraninda
inhibe ettigi ve ICso degerinin 75.50 £+ 3.59 mg/mL oldugu tespit edildi. Havucun bu inhibisyon

etkisinin yapisinda yer alan biyoaktif bilesenlerden kaynaklandig1 sylenebilir.

Pirasa, uzun yapraklari olan ve silindirik beyaz bir kokle yetisen bir sebzedir. Halk arasinda,
kolay yetistirilmesi ve yapisinda yer alan birgok fitokimyasal bilesenden dolayi, en ¢ok

tiiketilen sebzelerden biridir (Bernaert ve dig., 2014). Yapilan aragtirmalar, pirasanin yapisinda
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yer alan organostilfiir ve fenolik bilesiklerinin yani sira, pek ¢ok amino asidin ve organik asidin
bulundugunu vurgulamaktadir (Bianchini ve Vainio, 2001; Hsing ve dig., 2002). Bunun yani
sira, pirasanin prostat, kolorektal ve mide kanserleri risklerini azalttig1 literatiirde yer
almaktadir. A//ium sinifinda yer alan pirasa ve diger sebzelerin tiiketiminin gogiis kanseri riskini
onemli dlgiide azalttig1 Pourzand ve dig. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada belirtilmistir.
Pirasa ve bu sinifa ait sebzelerin antikanser etkisi, yapisinda yer alan organosiilfiir bilesikleri
ile iligkilendirilmektedir (Challier ve dig., 1998, Milner, 2001). Calismamizda pirasa ektresi,
GST enzimini 50 mg/mL konsantrasyon degerinde %26.43+2.50 oraninda inhibe etmistir.

Yapisinda yer alan aktif bilesenlerin enzimin inhibisyonunda rol oynadig1 sdylenebilir.

Elmanin yapisinda yer alan ve bu meyveye antioksidan Ozelligini kazandiran kimyasal
bilesikler, flavonoidler, prosiyanidinler, terpenoidler, pektik asit ve floretinler olarak literatiirde
bildirilmistir (Gerhauser, 2008; Delphi ve Sepehri, 2016). Yapilan arastirmalar sonucunda, tipki
diger flavonoidler gibi floretinin de yapisinda yer alan hidroksi gruplarinin sayesinde
antioksidan etkisinin oldugu (Mendes ve dig., 2018), buna ek olarak prostat, servikal ve mide
kanserleri (Hsiao ve dig., 2019; Kim ve dig., 2020; You ve dig., 2020) iizerinde antikanser

etkisinin de bulundugu bilinmektedir.

Bu ¢alismada, elmanin sulu ekstresi GST enzimini, 50 mg/mL konsantrasyonda % 23.19 &+ 1.93
oranda inhibe ettigi ve ICso degerinin 92.87 + 5.75 mg/mL oldugu tespit edildi. Elmanin GST

enzimi lizerindeki bu etkisinin, yapisinda yer alan flavonoidlerden kaynakladigi ileri siiriilebilir.

Calismamizda, sulu ekstreleri hazirlanan bu bitkilere ek olarak askorbik asit, bakir siilfat,
benzoik asit, ¢inko siilfat, gallik asit, nikel siilfat, magnezyum kloriir ve U vitamini gibi bazi
kimyasal maddelerin de GST enzimi iizerine inhibisyon etkisinin olup olmadigi incelendi.
Yaptigimiz deneyler neticesinde bakir siilfatin, GST inhibisyonunu yliksek oranda inhibe ettigi
bulundu. Enzimi inhibe etme oranlarina gére kimyasal maddelerin siras1 benzoik asit, ¢inko

stilfat, gallik asit, nikel siilfat, askorbik asit, magnezyum kloriir ve U vitamini seklindedir.

Biyolojik sistemlerde elektron transfer reaksiyonlardan, bakir iyonlarinin ¢ok 6nemli bir roli
vardir. Bakir iyonlarinin hem tiyol gruplarina kars1 hem de proteinlerin yapisini olusturan
amino asitlere kars1 yiiksek affinite gosterdigi bilinmektedir (Ahmed ve dig., 2016). Ahmed ve
dig. (2016), iki degerlikli bakir iyonlarinin deve karacigerinden saflastirdiklart GST enzimi

iizerinde inhibisyon etkisinin oldugunu saptamistir. Bu inhibitor etkiyi, bakir iyonlarmin GST
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yapisinda yer alan tiyol gruplarma olan yiiksek ilgileri ile iliskilendirmiglerdir. Bu bilgiye
paralel olarak, calismamizda bakir siilfatin 10 mM konsantrasyonda % 95.26 + 1.06 mM
oraninda inhibe ettigi ve ICso degerinin 5.72 + 0.13 mM oldugu tespit edildi.

Benzoik asit, besinlerin = sindirimlerini arttirmaya yarayan, patojenik bakterilerin
proliferasyonunu inhibe eden ve bagirsaktaki mikro-ekolojik dengenin korunmasina yardimci
olan, en temel yapili karboksilik asittir (Diao ve dig., 2014). Benzoik asit ve tiirevlerinin
asetilkolin esteraz, miyeloperoksidaz, ndraminidaz ve tirozinaz gibi bazi enzimleri inhibe ettigi
cesitli aragtirmacilar tarafindan yapilan galigmalarda da belirtilmektedir (Calay, 2010; Ertik,
2015; Huang ve dig., 2015; Guo ve dig., 2019; Oliveira ve dig., 2019). Calismamizda benzoik
asit, bakir siilfattan sonra GST enzimini yiiksek oranda inhibe eden kimyasal madde olarak

belirlendi.

Metal bilesiklerinin proteinlere olan affiniteleri neticesinde kolaylikla baglanabilmelerinden
dolay1, proteinleri inaktif hale getirdikleri bilinmektedir. Calismamizda kullanilan ¢inko siilfat,
nikel stilfat ve magnezyum kloriiriin GST enzimini inhibe ettikleri tespit edildi. Bu metal
bilesiklerinin hepsi, bilesiklerinde iki degerlikli halde olup, iki degerlikli bakir iyonlarinin

enzim {izerindeki inhibisyonuna benzer sekilde inhibitor etki gosterdigi one siirtilebilir.

Gallik asit, biyolojik aktivite agisindan dnemli polifenolik bilesiklerden biridir (Verma ve dig.,
2013). Gallik asitin riboniikleotid rediiktaz ve siklooksijenaz inhibisyonu, apoptozu
indiiklemesi gibi degisik yollar ile kanser metabolizmasi ilizerinde koruyucu etki gosterdigi
(Verma ve dig., 2013), akut miyeloid 16semi ve over kanseri gibi bazi kanser tiirleri iizerinde
antikanser etkisinin oldugu bazi aragtirmacilar tarafindan literatlirde bildirilmistir (Gu ve dig.,
2018; Varela-Rodriguez ve dig., 2020). Gallik asidin yaptigimiz deneyler sonucunda ICso
degerinin 104.32+4.54 mg/mL oldugu bulundu. Gallik asidin bu etkisinin, bitkilerde olan diger
fenolik bilesiklerin GST tizerindeki inhibitor etkilerine paralel olarak, yapisinda yer alan

hidroksi gruplar1 sayesinde gerceklestigi one siiriilebilir.

Coziinebilirlik agisindan suda ¢oziinen vitaminler sinifinda olan askorbik asit (C vitamini),
antioksidan 6zelligi ile biiyiik 6nem arz eden yapilardan biridir. Askorbik asidin immun sistemi
diizenleyici ve kronik inflamasyon hastaliklarin1 6nleyici 6zelliginin oldugu (Sorice ve dig.,
2014), ilerlemis kanser vakalari lizerinde antikanser etkisinin bulundugu (Ohno ve dig., 2009),

kalp saghig1 iizerinde koruyucu etkisinin oldugu (Moser ve Chun, 2016) literatiirde yer
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almaktadir. Buna ek olarak Anabilim Dalimizda yapilan yiiksek lisans tez ¢aligsmalarinda da
anjiyotensin doniistiiriici enzim, asetilkolin esteraz, elastaz, histon deasetilaz, kollajenaz ve
néraminidaz enzimlerini inhibe ettigi bulunmustur (Cepel, 2011; Orak, 2011; Goktas, 2012;
Sinanoglu, 2013, Dagsuyu, 2015; Ertik, 2015).

Calismamizda, askorbik asit icerigi yiliksek olarak bilinen bitkilerin GST enzimi {izerindeki
inhibitor etkileri incelendi. Askorbik asidin ICso degeri ise 280.28 £ 21.42 mM bulundu.
Askorbik asidin enzim iizerindeki inhibitor etkisinin yapisinda yer alan hidroksi gruplar

sayesinde oldugu one siiriilebilir.

U vitamini (S-metil metiyonin siilfonyum kloriir), son otuz yillik zaman dilimi igerisinde ¢esitli
toksisite modellerinde birgok doku ve organ iizerinde koruyucu etkisinin oldugu kanitlanmis
olan kiikiirt iceren bir maddedir (Salim,1992; Sokmen ve dig., 2012; Oktay ve dig., 2018;
Turkyilmaz ve Yanardag, 2019; Oztay ve dig., 2020). Esas olarak lahana basta olmak tizere
Brassicacea ailesinin tiim tiirlerinde belirli miktarlarda bulunmaktadir (Racz ve dig., 2008).
Antioksidan ve radikal yakalayici 6zelliginin yani sira (Tunali ve dig., 2015), anti-inflamatuar
ve anti-fibrotik etkilerinin oldugu Gezginci-Oktayoglu ve dig. (2016) tarafindan literatiirde
belirtilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda, U vitamininin bu etkilerinin yapisinda yer alan kiikiirtli
gruptan kaynaklandigi belirtilmektedir. Bu sonuglar géz onilinde bulunduruldugunda, U
vitamininin GST {izerindeki inhibitor etkisinin, yapisinda yer alan kiikiirtten dolay1 oldugu ileri
stirilebilir. Calismamizda, U vitamini, GST enzimi tizerinde 500 mM konsantrasyon degerinde

% 27.05 £ 4.48 oraninda inhibitor etki gostermistir.

Sonug olarak, ¢alismamizda GST enzimi {izerinde inhibitor etkilerinin oldugu belirlenmis olan
bu bitkilerin ve kimyasal maddelerin, enzimin inhibisyonu vasitasiyla antikanser etkili ilaglarin

tasarlanmasinda yararl olacag1 one siiriilebilir. |
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