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OZET

BAZI FLAVONOIDLERIN SIGIR KARACIiGER GLUTATYON S-
TRANSFERAZ ENZiMi UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
AYSE SELDA AKSOY
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. OKTAY ARSLAN)

BALIKESIR, MAYIS - 2018

Antiviral, antibakteriyel, antiinflamatuar, vazodilator, antioksidan ve
antiradikal aktivitelerinden dolayr flavonoid tiiketimi olduk¢a popiiler hale
gelmistir. Ancak bu bilesiklerin yan etkilerinin 6nemli bir sorun oldugu
bilinmektedir. Bu calismada, basta detoksifikasyon olmak iizere birgok biyolojik
fonksiyona sahip glutatyon S-transferaz (GST) enzimi iizerinde bazi
flavonoidlerin etkisi arastirilmigtir.  GST enzimi, Holstayn karacigerinden
hidrofobik etkilesim kromatografisi (HEK) ile saflagtirilmistir. Bu amagla
Sepharose 4B-L-tirozin-9- naftilamin kimyasal yapisina sahip jel kullanilmistir.
Enzimin safligi sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ile kontrol edilmistir. Holstayn GST (hGST) enziminin Kp ve Vmax
degerleri, 1-kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB) ve glutatyon (GSH) substratlari
kullanilarak Linewear- Burk yontemine gore tespit edilmistir. Bu degerler GSH
i¢in sirastyla 1,11 mM, 3,06 EU/ mL; CDNB i¢in 1,34 mM, 1,89 EU/ mL’ dir.

Arastirmamizda ¢alisilan  flavonoidlerin, hGST tzerinde etkileri
aragtirtlmistir. Bu amagla % 50 inhibisyona sebep olan inhibitdr konsantrasyonlari
(ICs0) bulunmustur. Bulunan sonuglara gore en giiclii inhibitdr 2,1 mM ICsg
degeri ile 4’-(4-nitrofeniltiyotirenil)-6-hidroksi-apigenidin olarak saptanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Glutatyon S- transferaz (GST), holstayn karaciger,
flavonoid, inhibisyon, hidrofobik etkilesim kromatografisi.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME FLAVONOIDS ON
CATTLE LIVER GLUTATION S-TRANSFERASE ENZYME
MSC THESIS
AYSE SELDA AKSOY
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF. DR. OKTAY ARSLAN)

BALIKESIR, MAY 2018

Due to its antiviral, antibacterial, antiinflammatory, vasodilator,
antioxidant and antiradical activities, flavonoid consumption has become very
popular. However, side effects of these compounds are known to be a major
problem. In this study, the effect of some flavonoids on the glutathione S-
transferase (GST) enzyme with many biological functions, mainly detoxification,
was investigated. The GST enzyme was purified by hydrophobic interaction
chromatography (HEK) from Holstein liver. For this purpose, gel with Sepharose
4B-L-tyrosine-9-naphthylamine chemical structure was used. The enzyme purity
was controlled by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE). The Ky, and Vmax values of Holstein GST (hGST) enzyme were
determined by Linewear-Burk method using 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB)
and glutathione (GSH) substrates. These values were 1.11 mM, 3.06 EU / mL for
GSH; 1.34 mM for CDNB and 1.89 EU / mL for CDNB.

The effects of flavonoids studied in our study on hGST were investigated.
For this purpose, inhibitor concentrations (ICsp) causing 50% inhibition were
found. According to the results, the strongest inhibitor was identified as 4’-(4-
nitrofeniltiyoiirenil)-6-hidroksi-apigenidin with an ICsg of 2.1 mM.

KEYWORDS: Glutathione S-transferase (GST), holstein liver, flavonoid,
inhibition, hydrophobic interaction chromatography.
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ONSOZ

Lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca yardimini esirgemeyen gerek
okul hayatimda gerekse hayatin zorluklar1 konusunda tecriibelerinden
faydalandigim, her yoniiyle bana rol model olan ¢ok kiymetli danisman hocam
Prof. Dr. Oktay Arslan’ a minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel calismalarim boyunca bilgilerinden beni mahrum birakmayan
Dog. Dr. Nahit Genger, Dog. Dr. Semra Isik ve Adem Ergiin ile Biyokimya
boliimiindeki tiim hocalarima tesekkiirlerimi sunarim.

Flavonoidlerin temininde Prof. Dr. Mustafa Kiigiikislamoglu ve g¢alisma
arkadaslarima tesekkiir etmek isterim.

Enzim kaynagi olarak kullanilan sigir karacigerinin temininde bize her
tiirli destegi saglayan Dog. Dr. Mikail Arslan’ a da sonsuz tesekkiir ederim.

Beni dokuz ay karninda, ondan sonraki yirmi bes yil boyunca kalbinde
tastyan canim annem Ayten Aksoy’ a, bana iyi insan olmay1 dgreten, bu hayattaki
en iyi arkadasim olup omzunda huzur buldugum tek adam olan babam Cevdet
Aksoy’ a ve bana giilimsemeyi 6greten agabeyim, Ahmet Aksoy’ a sevgi ve
silkranlarim1 sunarim.

Zorluklarin istesinden gelmeyi onlarin sayesinde 6grendigim, dualarini
esirgemeyen, maddi manevi desteklerinden dolay: biiyiikbabam Sevki Aksoy ile
canmim amcalarim Cemal Aksoy, Muammer Aksoy’ a ve ailemin her ferdine tek
tek tesekkiirlerimi borg bilirim.

Ayn1 zamanda daima iyi dilekleri ile beni mutlu eden, hep yanimda olan
tiim dostlarima ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak tezimi simdi ¢ok uzaklarda olsa da beni riiyalarimda hi¢ yalniz
birakmayan, sevgisinden ilham alarak calismami tamamladigim benim diger

yarim rahmetli biiyiikannem Ayse Aksoy’ a ithaf ederim.
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1. GIRIS

Meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan dogal fenolik bilesik olan
flavonoidler; antiviral, antibakteriyal, antiinflamatuar, antioksidan ve antiradikal
aktiviteleri de iceren ¢oklu biyolojik etkiler gosterdigi saptanmistir [1]. Bu nedenle
tim diinyada flavonoid igeren ¢esitli {irlinlerin hazirlanmasi olduk¢a popiiler hale
gelmistir. Ancak s6z konusu bilesiklerin, basta flavonoid-ilag etkilesimi olmak iizere
bircok yan etkileri ortaya ¢ikmaya baslamistir [2]. Flavonoidlerin yan etkilerini
belirlemek amaciyla bir¢ok enzim iizerinde bu bilesiklerin etkileri arastirilmistir.
Baz1 flavonoid tiirevlerinin, lipoksigenaz ve siklooksigenaz enzimleri iizerinde
belirli diizeyde inhibisyon etkileri gosterdigi saptanmustir [3]. Bir baska ¢alismada ise
6 farkli gruptaki flavonoidlerin sican ince bagirsak glikozidaz ve domuz pankreas a-
amilaz1 ilizerinde inhibisyon etkileri ¢alisilmistir. ICsp degerlerinin mM diizeyde
oldugu tespit edilmistir [4]. Ayrica arastirma grubumuz tarafindan bazi1 yeni
flavonoid tiirevlerinin, enzimatik kararmanin énlenmesinde kilit role sahip polifenol
oksidaz enzimi iizerinde etkileri aragtirtlmigtir. Bu ¢alismada 1Cso degerlerinin mM

diizeyde oldugu gosterilmistir [5].

Flavonoidlerin, glutatyon S- transferaz enzimi {izerindeki etkilerinin

arastirilmasi konusunda literatiirde birgok ¢alismaya rastlamak miimkiindiir [6- 19].

GST hemen hemen tiim canli organizmalarda bulunan, basta detoksifikasyon
olmak iizere bircok biyolojik aktiviteye sahip bir enzim ailesidir. Ozellikle
ksenobiyotik metabolizmasinin Faz Il asamasindaki islevi, bu enzim {izerinde ¢ok
yogun c¢alismalar yapilmasia sebep olmus ve halen caligmalar yapilmaya devam
edilmektedir [20]. Bu enzim, glutatyon ile -elektrofilik ksenobiyotiklerin
konjugasyon reaksiyonunu katalizler. Bu sekilde s6z konusu ksenobiyotigin
hidrofobisitesinin azaltilarak viicuttan atilimini kolaylastirir. GST’ nin bu roli
haricinde, Se-bagimsiz peroksidaz ve izomeraz aktiviteleriyle de énemli fizyolojik
islevlere sahip oldugu bilinmektedir [21]. Ayrica GST; bilirubin, safra tuzlar1 ve
ilaclar gibi bazi molekiilleri baglayarak onlarin mobilitesini arttirarak sitotoksititesini

azaltmaktadir [22]. GST’ nin bu fizyolojik fonksiyonlar1 géz oniine alindig1 zaman,



enzim aktivitesindeki degisiklik canli organizmalar i¢in 6nemli sorunlara neden

oldugu soylenebilir [23].

Yukarida agikladigi gibi birgcok farkli flavonoid tiirevlerinin GST {izerinde
inhibisyon etkilerinin arastirilmasina ragmen, bu c¢alismada kullanilan flavonoid
tirevlerinin GST iizerindeki etkileri konusunda literatiirde bir bilgiye
rastlanmamistir. Arastirmamizda Prof. Dr. Mustafa Kiigiikislamoglu ve ekibi
tarafindan sentezlenen bu bilesiklerin, holstayn sigir karaciger GST enzimi
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi planlanmistir. Bu sigir cinsinin iilkemizde oldukca
popiiler olmast ve s6z konusu flavonoid tiirevlerinin ilk defa GST enzimi {izerinde
calisilacak olmasi, arastirmamizin orijinalligini ortaya koymaktadir. Calismamizdan

elde edilecek sonuglarin farkli alanlarda yaygin etki gosterecegi diisiiniilmektedir.

1.1 Flavonoidler

1.1.1 Flavonoidlerin Kimyasal Yapisi

Bir grup benzo- y-pyron tiirevi olan flavonoidler meyve ve sebzelerde
bulunan dogal fenolik bilesiklerdir. Latince ° flavus ’ kelimesinden esinlenerek
isimlendirilen flavonoidler, sar1 anlamina gelir. Bu ismi verilmesinin baslica sebebi

ise s6z konusu molekiillerin genel olarak sari renkte olmasidir [24].

Flavonoidler, birgok iilkede insan diyetinin 6énemli bilesenlerindendir [1].
Meyve ve sebzelerce zengin diyetlerin, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser tiirleri ve
diger bircok hastaliga karsi koruyucu etkiye sahip oldugu saptanmistir. Ozellikle
flavonoidlerce zengin diyetlerin alinmasi ile birgok kardiyovaskiiler hastaligin

azalmasi arasinda onemli bir korelasyon bulunmustur [25].

Bitkilerde flavonoidler genellikle glikozillenmis ve siilfatlanmis tiirevler
olarak bulunurlar. Bu seker rezidiilerinin glikoz, ksiloz, arabinoz ve fruktoz oldugu
belirlenmistir [26]. Giliniimiize kadar 9000 den fazla flavonoid tiirevinin bitkilerden

izole edildigi bilinmektedir [27].



Cok sayida flavonoid tiirevi olmasina ragmen en 6nemli yapisal 6zelligi halka
sistemlerinden kaynaklanmaktadir. Bu bilesikler yapilarmma gore alt smiflara
ayrilmistir. Bu alt siniflar soyledir; flavonlar, flavonoller, flavanonlar, flavanonoller,

kalkonlar, dihidrikalkonlar, antosiyanidinlerdir [5].

Flavonoidler sadece difenil propanin farkli formlardaki diizenlenmesiyle degil
ayni zamanda bu halkalara farkl: siibstiientlerin baglanmasiyla cesitlilik kazanir. Her
sinif i¢inde, aromatik halkalara bagh siibstiientlerin sayisi, tlirii ve pozisyonlar1 bu
bilesiklerin yap1 farkliliklarina sebep olur. Tablo 1.1° de yapi iskeletlerine gore

ayrilan flavonoid tiirleri ayrintili sekilde verilmistir.

Tablo 1.1: Farkli iskelet yapilarina gore flavonoidler [5].

Flavonlar Flavanonlar Flavonoller
Krisin Kuersetin Naringenin
Apigenin Rutin Hesperidin
Luteolin Kemferol Naringin
Rhamnetin Eriodiktol
Flavanoller Flavanonoller Antosiyanidinler
Katesin Slibin Siyanidin
Epikatesin Taksifolin Apigenidin

1.1.2 Flavonoidlerin Antioksidant Etkileri

Flavonoidlerin antioksidant ve anti-radikal 6zellikleri hem in vitro hem in
vivo olarak detaylica arastirillmistir. Bu c¢alismalarda reaktif oksijen tiirlerinin
azaltilmasi, metal selatlama aktivitesi, a-tokoferil radikallerinin azaltilmasi, {irik asit
diizeyindeki artis gibi ozellikleri belirlenmistir. Ayrica flavonoidlerin antioksidant
enzimler iizerindeki etkileri saptanmistir. S6z konusu c¢alismalar Prochozkova ve

arkadaslar tarafindan bir derleme c¢alismasi ile sunulmustur [1].




Flavonoidler ayn1 zamanda sulu fazda, hidroksit ve siiperoksit radikallerini
temizledigi saptanmistir [28]. Bununla birlikte flavonoidlerin bazi antioksidant
enzimlerinin ekspresyonunu arttirarak organizmanin antioksidant kabiliyetine 6nemli

katkilar sagladigi bulunmustur [29].

1.1.3 Flavonoidlerin Diger Fizyolojik Etkileri

Flavonoidler antioksidant oOzelliklerinin yan1 sira bircok potansiyel
aktivitelere sahiptir. Bu bilesiklerin, bir¢ok enzim {izerinde inhibisyon etkileri
saptanmistir. Bu enzimler arasinda talomeraz, siklooksigenaz, lipoksigenaz,

ksentinoksidaz ve bazi metalo proteazlar tanimlanmigtir [24]

Ayrica flavonoidlerin, hiicresel ilag tastyici sistemler, glikoz tasiyici sistem
ve protein glikozilasyonu iizerinde 6nemli etkilere sahip oldugu belirlenmistir. Buna
ilaveten paroksanaz ve tiroid peroksidaz aktiviteleri iizerinde belirli etkilere sahip

oldugu gosterilmistir [30].

Tiim bunlarin disinda canli organizmaya alinan flavonoidler; hidroksilasyon,
stilfatasyon ve glikozilasyon ile biyotransformasyona ugrarlar [31]. Olusan bu
metabolitlerin farkli biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 bilinmektedir. Genellikle
flavonoidlerin, hidroksil tiirevlerinin biyolojik aktiviteleri artarken; siilfat

tiirevlerinin ise biyolojik aktivitelerinde azalma oldugu beklenmektedir [24].

1.1.4 Flavonoidlerin GST ’ye Kars1 Afinitesi

Birgok flavonoid tiirevlerinin GST’ leri inhibe ettigi bilinmektedir. Bu
inhibisyon birka¢ agidan kritik ©neme sahiptir. Ilk olarak, GST aktivitesinin
inhibisyonu bir¢ok ksenobiyotigin birikmesine ve toksititesinin artmasina sebep olur
[32]. Ayn1 zamanda bu inhibisyon, 6zellikle kemoterapi direncinin dnlenmesinde

umut verici bir yaklagimdir [33].



Aynt  zamanda GST Iokotrienlerin, streoid hormonlarinin  ve
prostaglandinlerin biyosentezinde rol oynar. GST inhibisyonu bu bilesiklerin

konsantrasyonunu diizenlemek i¢in kullanilmaktadir [34].

Bunlara ek olarak GST’ nin bazi izoformlari, hiicrenin oksidatif stresinin
azaltilmasina Onemli katkilar saglarlar. Bu nedenle, bu izoformlarin spesifik
inhibisyonu tiimorlere veya enfeksiyon ajanlarina yonelik onemli bir yontem

olabilecegi diisiiniilmektedir [35].

Son olarak s6z konusu inhibisyon, tiirler igindeki GST izoenzimlerinin

farklilasmasi ve tanimlanmasi i¢in bir arastirma yontemi olarak islev gorebilir [6].

1.2 Glutatyon S-Transferazlar (GST)

1.2.1 Glutatyon S-Transferaz Enzimi

Glutatyon s-transferazlar, detoksifikasyonun Faz II asamasinda 6nemli bir
role sahip olan cok fonksiyonlu ksenobiyotik metabolizan enzimlerinin siiper
ailesidir.  Elektrofilik  ksenobiyotiklerle indirgenmis glutatyon arasindaki
konjugasyonu katalizleyen GST, detoksifikasyonda anahtar rol oynar. S6z konusu
elektrofilik bilesikler; ilaglar, toksinler, ¢evre kirleticileri, oksidatif stres iirlinleri ve
karsinojenlerdir. Bu bilesiklerin GSH ile konjugasyonu sonucu hidrofilik karakteri

arttirtlarak viicuttan atilimi saglanir [20,36].

Glutatyon s-transferazlar, endojen ve eksojen kaynakli ksenobiyotiklere
konjugasyon i¢in glutatyonu kullanirlar. Okaryotik hiicrelerde en bol bulunan, diisiik
molekil agirlikli, tiyol grubu iceren glutatyon; glutamat, sistein ve glisinden olusan
bir tripeptiddir. S6z konusu tripeptid, metabolizmada olduk¢a 6nemli proseslerde
anahtar role sahiptir. Protein ve DNA sentezi, bircok transport islevi ve

detoksifikasyon bunlardan sadece birkagidir [37].

Glutatyonun biyosentezi iki basamakta ger¢eklesmektedir. Birinci basamakta
v-glutamilsisteinil sentetaz (y-GCS; EC 6.3.2.2) enzimi, sistein ve glutamati y-

glutamil-sisteine déniistiirerek hiz belirleyici basamag: katalizler. Ikinci basamakta
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ise GSH sentetaz enzimi (GS; EC 6.3.2.3), glisin ve y-glutamil-sisteinden glutatyonu
olusturur. Glutatyon, indirgenmis (GSH) ve oksitlenmis (GSSG) olmak iizere iki
formda bulunur [38].

Genis bir aileye sahip olan GST’ ler; memeliler, bocekler, kuslar, bakteriler
de dahil olmak iizere hayatin bir¢ok formunda islev gordiigii bilinmektedir. Bu
enzimler karaciger basta olmak iizere ince bagirsak, kalinbagirsak, bobrek, akciger,
kas, dalak, testis ve plasenta gibi birgok organin sitozolii ya da membranindan izole

edilerek ¢aligilmigtir [39].

Insanlarda GST’ ler oldukga yaygi bir sekilde bulunur. Ozellikle karacigerde
coziilebilen proteinlerin yaklagik % 4’ iinii teskil eder. Bu enzimler ayrica ilaca

direncli hiicreler ve insan tiimorlerinde asir1 derecede eksprese edilirler [20].

Glutatyon s-transferazlar (GST; EC 2.5.1.18); elektrofilik substratlarin
glutatyona niikleofilik ataklarini katalize etmesiyle bu substratlarin hiicredeki makro
molekiillerle reaksiyona girme kabiliyetini azaltir [40]. Bu enzimler, ksenobiyotikleri
glutatyondaki tiyol grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini nétralize
ederler. Bu islemle olusan metabolitlerin daha fazla suda ¢oziiniir hale gelmesi
amagclanir. Daha sonra GSH’ dan koparilan glisin ve glutamik asit, sisteinin amino
grubu 1ile asetillenip merkaptiirik asitlere doniistiirilerek safra yolu vasitasiyla
viicuttan atilir. Bu sekilde pek ¢ok sitotoksik, kanserojen ve genotoksik bilesiklerin
hiicre komponentlerine zarar vermeden atilmasi saglanir. S6z konusu zehirsizlestirme

mekanizmasi metabolizma igin biiylik 6nem tasir [2].

1.2.2 Glutatyon S-Transferazlarin Siiflandiriimasi

Bu enzimler hiicresel lokalizasyonuna gore sitozolik, mikrozomal ve
mitokondriyel olmak {izere ii¢ ana gruba ayrilir. Bunlarin arasindan en iyi
tanimlanmis ve en genis aile tiirli; sitozolik GST’lerdir. Diger aile olan mikrozomal
GST’ ler (MAPEQG), eikozanoid sentezinde yer alan GSH’a bagimh transferaz ve
izomeraz reaksiyonlarini katalizleyen integral membran proteinleridir. Mitokondriyel

GST’ ler ise peroksizomlarda lokalize olmuslardir. Katalitik aktivitesi ve bazi tagima



fonksiyonlarmin yaninda yag asitlerinin  B-oksidasyonunda rol oynadigi

diistiniilmektedir [41,42].

GST smiflandirilmast ve isimlendirilmesi, protein dizilimi ve yapisina
dayanmaktadir. GST isimlendirme antlasmasi Mannervik ve arkadaslarinin
derlemesinde 6zetlenmistir. Alfa (A), mu(M), pi (p), sigma (S), zeta (Z), teta (T),
omega (O) olarak bilinen yedi smif memeli sitozolik GST bulunmaktadir. Sitozolik
GST' lerin diger siniflar beta (B), detta (D), epsilon (E), lambda (L), nu, tau (U) ve fi
(F) bitkilerde ve susuz tiirlerde tespit edilmistir [20,42,43]. Sitozolik GST'ler ile
benzerlik gosteren kappa (K) sinifi, insanlardaki tek GST sistemini olusturur.
Sitozolik ve mitokondriyel GST' ler dimer olarak olusur. Yaklasik molekiil agirligi
(mw) 44-55 kDa' dur [43]. MAPEG ailesi 4 alt gruptan (MGST I-IV) olusur.
Bugiine kadar insanlarda alt grup 1,11 ve 1V' ¢ ait altt MAPEG enzimi tespit edilmistir
[44].

Yetiskin insanlarin dokularinda c¢esitli GST izoformlariin farkli bir ifadesi
goriiliir. Ornegin yetiskin insanlarin karacigerinde, alfa smifi GST (GSTA),
hepatositlerde izoenzimlerin baskin oldugu gosterilmistir. Bu izoenzimlerden MGST
ve GSTM smuflart kiigik miktarlarda bulunurken, GSTP smifi sadece safra
epitelyumunda bulunur. GSTK1 haberci RNA (mRNA), incelenen tiim dokularda
degisken seviyelerde bobrek, karaciger ve en bol olmak tizere adrenalin bezinde
eksprese edilmistir. Dahasi, insan dokularindaki bireysel GST izoformlarinin ifadesi,

yasla birlikte degisir; GSTP1 fetal gelisme sirasinda en 6nemli GST” dir [41,45].

1.2.3 Memeli Sitozolik GST’ lerin Genel Yapisi

Genel olarak sitozolik GST’ ler her biri aktif bolge iceren dimerik yapida
proteinlerdir. Alt birimlerinin molekiil agirliklar1 23 kDa-29 kDa ve her bir alt birim
200-240 amino asitten olusan homodimer veya heterodimer olarak bulunan

enzimlerdir [24].



Sekil 1.1: GSTA1-1'in etakrinik asit (EA) ve GSH ile yapilan kompleksin ii¢
boyutlu yapist.

Yukaridaki sekilde goriildiigii gibi mavi renkli bdlgeler, etakrinik asit ve
GSH’in iki alt biriminde aktif bolgeye baglandigini gostermektedir. Dimerik bir
yapiya sahip GST enziminin, GSH kosubstratina spesifik bir G bolgesi ve hidrofobik
ya da elektrofilik substratlarin baglandigt H bolgesi bulunur [39,46]. Her alt
biriminde de iki domain bulunmaktadir. N-terminal domain olarak adlandirilan
alanda o/ B yapisal birimleri hakimdir. Bu domain tiyoredoksin baglanma bolgesi
olarak da anilir ve sistein amino asidini baglama 6zelligi olan Safaffa birimini
yapisinda barindirir. C-terminal domain ise a-heliks yapilarindan olusmaktadir ve H-
bolgesinin  biiyiikk bolimiini  olusturur. Bu enzimlerin arasindaki H-bdlgesini
olusturan hidrofobik aminoasit rezidiilerindeki farkliliklarin, substrat 6zgiinliiglinde

rol oynadig1 diistiniilmektedir [24].

G ve H bolgeleri disinda bazt GST’ ler non- substrat ya da ligand baglama
bolgesi denen spesifik domainler igerir. Bu domaine L-bodlgesi denir. Bu bolge
porfirin, bilirubin, anyonik boyalar, streoid ve tiroid hormonlar1 gibi anyonik yapida
fonksiyonel grup igeren lipofilik molekiilleri baglar [47]. GST, Kkatalitik etkisi
olmayan L bolgesi ile hiicrede depolama ve transport gibi islevler goriir [20].
GST’nin ligand1 baglama 6zelligi, enzimin bazi substratlar1 (GSH ve CDNB) ile
kompetitif olarak inhibe edildigi saptanmistir [22].



1.2.4 Glutatyon S-Transferazlarin Substratlari

GST’ ler ¢ok genis substrat 6zgiilliigiine sahiptirler. Bazi substratlar1 Tablo

1.2’ de gosterilmistir. GST enziminin en yaygin substrati, elektrofilik merkeze sahip

olan CDNB’ dir. Bu substratin GSH ile konjugasyon reaksiyonu ise GST aktivitesi

belirlenmesinde kullanilmaktadir [48].

Tablo 1.2: GST’ nin bazi substratlari.

GST SUBSTRATLARI
Eksojen Kaynakh Endojen Kaynakh Mlaclar Pestisitler
Biitadien Dopamin Sisplatin Lindan
Aflatoksin Prostaglandin Klorambusil Atrazin
Etilenoksit Kolesterol-5,6-0ksit Fosfomisin DDT
Metilen klorid Katekol Nitrogliserin
Ostrojen

GST’ lerin katalizledigi temel reaksiyonlara 6rnek olarak niikleofilik yer

degistirme, oksiran halkasinin niikleofilik ag¢ilimi, polarize cift baglara Michael

katimi1 reaksiyonlar1 verilebilir. GST’ lerin Kkatalizledigi bazi1 reaksiyonlar ve

substratlar1 Tablo 1.3’ de gosterilmistir [37].

Tablo 1.3: GST' lerin katalizledigi reaksiyonlar.

Reaksiyon Tipi

Substrat

1.Michael katimi1

N-asetilbenzokinonmin

2.0Oksiran halkasina atak

1-nitropiren-4,5 oksit

3.Niikleofilik yer degistirme

1-kloro-2,4-dinitrobenzen

4.0rganik hidroksiperoksitin indirgenmesi

Linoleik asit hidroperoksit

5.0rganik nitratin indirgenmesi

Nitrogliserin ve tiirevleri




1.2.5 Glutatyon S-Transferazlarin Biyolojik Aktivitesi

Glutatyon s-transferazlar, ksenobiyotik Faz 1l biyotransformasyonunda
anahtar rol oynamaktan baska ligandlarin baglanmas1 ve tasinmasi, hormon
biyosentezi, tirozin katabolizmasi, lipid hidroperoksitlerinin indirgenmesi ve sinyal

yollarmin modiilasyonu gibi bir¢ok fizyolojik rol oynar [24].

GST’ nin en oOnemli fizyolojik fonksiyonu, c¢ok c¢esitli elektrofilik
ksenobiyotikler ile GSH arasindaki konjugasyon reaksiyonunun bir sonucu olan
detoksifikasyondur. S6z konusu ksenobiyotikler; ¢evresel kirleticiler olan polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH), klinikte kullanilan ¢esitli ilaglar ve Faz 1

metabolitlerini igerir [20].

GSH konjugasyonu i¢in lipofilik substratin yeterince elektrofilik karaktere
sahip olmasi ya da konjugasyon oncesi Faz I biyotransformasyonu ile aktif hale

gelmesi gerekir.

GST’ nin detoksifikasyon aktivitesinin yaninda peroksidaz aktivitesiyle de
metabolizmada 6nemli isleve sahiptir. Bir¢ok insan alfa sinift GST’ ler (GSTAL- 1
ve GSTAZ2-2), lipid peroksidasyonun endojen iiriinlerine karsi peroksidaz aktivitesine
sahiptir. Bu nedenle glutatyon peroksidazin aksine GST’ ye Se-bagimsiz peroksidaz
da denir [21].

Memelilerde bazi GST smiflar1 inflamatuar siirece dahil olan streoid
hormonlarinin ve eikozanoidlerin sentezinde yer alir. Prostaglandin D-sentetaz
olarak da bilinen sigma smifi GST’ ler, PGH,’ nin PGD,’ ye izomerlesmesini
katalizler. Bu enzimler, prostaglandin PGE; iiretiminde 6nemli rol oynarlar. Ayrica
GST’ nin baz1 izoformlari, testosteron ve progesteron biyosentezi i¢in Onciil

maddelerin {iretiminde biiylik 6nem tasirlar [49].

GST’ lerin bir bagka onemli fizyolojik fonksiyonu, bir¢ok molekiiliin
transportunda 6nemli isleve sahip olmasidir. Bu enzimler basta bilirubin, hem, safra
tuzlari, kanserojenler, boyalar ve bazi ilaglar olmak iizere ¢ok sayida bilesiklere
tersinir bir sekilde baglanir. Bu nedenle s6z konusu bilesiklerin hizli bir bigimde

transportunda GST’ nin rolii olduk¢a 6nemlidir. Ayrica bazi ligandlarin aktivitesini
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de azaltarak anti-sitotoksik bir etki olustururlar [22]. Buna ilaveten, zeta sinifinda yer
alan baz1 GST’ lerin fenilalanin ve tirozin katabolizmasinda énemli bir isleve sahip

oldugu bilinmektedir [50].

Bazi GST izoenzimleri, hiicre proliferasyon ve apoptozisi kontrol eden hiicre
sinyal iletim yolarin1 modiile ettigi saptanmistir. Bu enzimler, sz konusu sinyal
iletim yolunda 6nemli fizyolojik role sahip protein kinazin aktivitesini de etkiledigi

bilinmektedir [23].

11



2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyaller

2.1.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Bu c¢alismada kullanilan, L-Glutatyon, 1-kloro,2-4-dinitrobenzen (CDNB),
sodyum hidroksit, sodyum kloriir, sodyum karbonat, amonyum siilfat, siyanojen
bromiir, stilfiirik asit, etil alkol, hidroklorik asit, sodyum bi karbonat gibi kimyasallar
Merck ve Sigma’ dan saglanmistir. Akrilamid, bisakrilamid, amonyumpersiilfat,
SDS, bromtimol mavisi, Coomassie brillant blue G-250 ise Fine Chemical’ dan
temin edilmistir. Ayrica elektroforezde kullanilan protein marker ThermoFisher

Scientific’ ten saglanmstir.

GST enzimi iizerindeki etkileri aragtirilan orijinal flavonoid tiirevleri, Sakarya
Universitesi Organik Kimya Laboratuari’nda Kiiciikislamoglu ve ark. tarafindan
sentezlenen bilesiklerdir. Tez kapsaminda inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan

bilesikler Tablo 2.1’ de verilmistir.
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Tablo 2.1:Arastirmada kullanilan flavonoid tiirevleri ve isimleri.

Bilesik

4’-(4-florofeniliirenil)-
apigenidin

1)

4’-(4-klorofeniliirenil)-
apigenidin

(@)

4’-(4-klorofeniliirenil)-6-
hidroksi-apigenidin
©)

=
T
o:(
=
T
o

4’-(4-klorofeniliirenil)-7-
hidroksi-apigenidin
4)

4’-(4-nitrofeniliirenil )-

- - - O+ o
apigenidin N
) O =
0
4’-(4-nitrofeniliirenil )-6- O NHTNH i : N\ ;
. 0
hidroksi-apigenidin O\ °
(6) %
HO
0
4’-(4-nitrofeniliirenil )-7- NHTNHON\ )
HO O ©

hidroksi-apigenidin
(7)




Tablo 2.1: (Devam).

4’-(4-nitrofeniltiyotirenil)-

6-hidroksi-apigenidin O+\
(8) o nl'ii %

9

4’-(4-nitrofeniltiyoiirenil)- . O NHTNHOI\( .

7-hidroksi-apigenidin HO O\ > °
©) O Yz

4’-(4-klorofeniltiyotirenil)-
7-hidroksi-apigenidin
(10)
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2.1.2 Kullanilan Cihazlar

Bu calismada kullanilan alet ve cihazlar asagidaki verilmistir.

o Hassas Terazi Precisa XB220A
o Manyetik Karistirict Wise Stir MSH-20A
o UV-Spektrofotometre  Biotek Power Wave XS

o pH-metre Orion-Model 920A

o Otomatik Pipetler Thermo ve Eppendorf

o Homojenize Edici Felix Blender

o Derin Dondurucu Beko Buzdolabi

o Sogutmal1 Santrifiij Sigma Laborzentrifiigen

o Kromatografi Kolonu  Sigma (1,5 x 10 cm)

o Gradient Mikser Atta Magnetik Karistiric1 ve Gradient Tiip
o Calkalayici Biolab 1575-2B
o Elektroforez BIORAD

2.1.3 Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Deneysel ¢alismalarda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanislart ve kullanildiklar

asamalar asagida verilmistir.
o Ekstraksiyon Tamponu

0,1 M fosfat tamponu (pH 6,5); 8,709 g (0,05 mol) K;HPO, 500 mL saf suda
coziilerek 1 M hidroklorik asit ile pH’ s1 6,5’e ayarland1 ve hacmi 500 mL’ ye

tamamlandi.
o Hemoglobin ¢oktiirmesi icin kullanilan cozeltiler

20 mM tris-baz (pH 7,4) ; 0,02 g tris-baz 90 mL saf suda ¢6ziilerek 1 M HCl ile pH’ 1

ayarlandi ve son hacmi 100 mL’ ye getirildi.
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o Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda olusan ¢okelegin alindig:

tampon

0,1 M Fosfat Tamponu (pH 6,5) ; 1,7418 g (0,001 mol) K;HPO,95 mL distile suda
¢oziilerek 1 M HCl ile pH’ s1 6,5 e getirildi ve son hacmi 100 mL’ ye tamamlandi.

o Hidrofobik jelin dengelenmesi icin kullamilan tampon

1 M (NH4)2SO, igeren 0,1 M Na,HPO, tamponu (pH 8); 14,2 g (0,1 mol) Na;HPO,
ve 132,14 g (1 mol) (NH4)2SO4 950 ml distile suda ¢oziilerek 1M HCI ile pH’ s1

8,00’ getirildi ve son hacmi 1 L’ ye tamamlandi.
o  GST enziminin eliisyonu icin kullamlan tampon

0,1 M Na;HPO, tamponu (pH 8); 7,1 g (0,05 mol) Na,HPO, 450 mL distile suda
coziilerek 1 M HCl ile pH’ s1 8,00’ getirildi ve son hacmi 500 mL’ ye tamamlandi.

o GST Aktivite 6l¢iimiinde kullanilan tampon

0,1 M Fosfat Tamponu (pH 6,5) ; 8,709 g (0,05 mol) K;HPO, 450 mL distile suda
coziilerek 1 M HCl ile pH’ s1 6,5’e getirildi ve son hacmi 500 mL’ ye tamamlandi.

o Substrat Cozeltileri

0,2 M L-Glutatyon Cozeltisi; 0,3073 g (0,001 mol) L-glutatyon 4 mL distile suda

tyice ¢oziildiikten sonra son hacmi distile su ile 5 mL’ ye tamamlandi.

0,1 M CDNB Cozeltisi; 2,04 g (0,01 mol) 1-kloro-2,4-dinitrobenzen alinarak bir
miktar etanol i¢inde hafif 1siyla ¢oziiliir ve son hacmi etanol ile 100 mL’ ye

tamamlandi.
o GST Aktivite ol¢iimiinde kullanilan etanol

Saf etanol kullanildi.
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o Protein tayininde kullanilan serum albiimin ¢ozeltisi
Standart serum albiimin (1 mg/mL) ; 10 mg serum albiimin 10 mL saf su ile ¢oziildii.
o Kantitatif protein tayini icin ¢ozeltilerin hazirlanmasi

50 mg Coomassie brillant blue G-250, 25 mL etanol i¢inde ¢oziildii. Daha sonra bu
karisima 50 mL fosforik asit (% 95) eklendi.

o Flavonoid ¢ozeltileri

Arastirmamizda kullanilan flavonoid bilesiklerinin stok konsantrasyonlari 0,1 M

olarak hazirlanmistir.

o Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirnlan hGST

enziminin elektroforezinde kullanilan tamponlar

Tris-HCI, pH 6.8 (0.5 M) 5mL
SDS (% 10) 8 mL
Gliserol 4 mL
B-merkaptoetanol 2mL
Renk Reaktifi 0,029
Saf su 1mL
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o SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme cozeltisi

0,66 g Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢6ziildi. Bu ¢ozeltiye 24

mL saf asetik asit ve 120 mL distile su ilave edildi.

o SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk agma c¢ozeltisi

% 7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5 mL distile su i¢ermektedir. Bu amagla 75

mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildu.

o SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jeller

Elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlar1 Tablo 2.2” de belirtilmistir.

Tablo 2.2: Saflastirilan enzimin elektroforez islemindeki ¢ozeltilerin miktarlari

% 10’ luk Ayirma Jeli % 3’ lik Yigma Jeli
Akril amid/ Bis (%30) 16.65 mL 2.6 mL
Destile Su 20.1 mL 12.2 mL
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 12.5 mL -
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) - 5mL
% 10’ luk SDS 0.5mL 200 pL
TEMED 25 uL 20 uL
% 10’ luk amonyum
persiilfat 7o0uL A00uL
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2.2 Yontemler

2.2.1 GST Enziminin Saflastirilmasi

2.2.1.1 Homojenizatin Hazirlanmasi

Enzim kaynagi olarak Holszayn karacigeri kullanildi. Enzim saflastirilmadan
once karaciger homojenize edildi. Bu amacla kii¢lik pargalara ayrilmis karaciger,
blender i¢ine alindi. 0,1 M fosfat tamponu ile birlikte homojenize edildi.
Homojenizat tiilbent ile siiziildii. Elde edilen siiziintii, sogutmali santrifiij ile 1 saat
siireyle +4°C” de 15.000 rpm’ de santrifiij edildi. Coken kisim atildi ve siipernatant

homojenizat olarak kullanildi.

Sekil 2.1: Homojenizatin hazirlanmasi.
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2.2.1.2 Hemoglobin Coktiirmesi

Hemoglobin ¢oktiirme islemi i¢in hazirlanan ZnCl,-Tris ¢ozeltisi kullanildi.
Homojenizat alinarak 1/1 oraninda ZnCl,-Tris ¢dzeltisi eklendi. Bu karsim +4°C’de
6.000 rpm hizla 15 dakika santrifiij edildi. Coken kisim atildi ve kalan kisim diger

asamalarda kullanilmak iizere ayrildu.

Sekil 2.2: Hemoglobin ¢oktiirme islemi.

2.2.1.3 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Sekil 2.3: Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesi.

Amonyum siilfat ¢oktiirme araligimi belirlemek amaciyla Tablo 2.3° de

verilen hacimlerdeki numuneye, belirtilen miktarlarda amonyum siilfat eklenmistir.
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Eklenen amonyum siilfat iyice ¢oziindiikten sonra +4°C 6.000 rpm’ de 15 dakika
stireyle santrifiij islemi uygulandi. Cokelek, ¢6ziinebilen minimum hacimde 0,1 M
fosfat tamponu (pH 6,5) ile ¢oziilmiistiir. Bu islem % 0-100 doygunluk arasina
uygulanmistir. Aktivite ve protein tayininden sonra ¢oktiirme araligi % 60 olarak

belirlenmistir.

Tablo 2.3: Amonyum siilfat ¢6ktiirme araliginin belirlenmesinde kullanilan

¢ozeltiler.
Kullanilan
. Absorbans Farki
Tiip No Doygunluk Hacim (mL) Amonyum Siilfat
. (ArAY)

Miktarn (g)
1 0-10 30 1.54 0.651
2 10-20 27 1.43 0.741
3 20-30 27 1.47 0.888
4 30-40 26 1.46 1.157
5 40-50 25 1.45 1.185
6 50-60 24 1.44 1.381
7 60-70 23 1.43 1.305
8 70-80 22 1.42 0.129
9 80-90 22 1.47 0.065
10 90-100 22 1.53 0.014

2.2.1.4 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile GST Enziminin

Saflastiriimasi

Calisma grubumuz tarafindan daha onceden sentezlenen hidrofobik jel
kullanilarak GST enzimi saflastirildi [51]. Hidrofobik jel 1,5x10 cm’ lik kolona
yavas yavas paketlendi. Hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu 6nce 1 M (NHy4),SO4
igeren 0,1 M Na,HPO, (pH 8) tamponu ile dengelendi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilan numune alinarak 0,1 M fosfat tamponu (pH 6,5) ile ¢dziildii ve numune
kolona tatbik edildi. Gradient mikser kullanilarak yiiksek tuz konsantrasyonundan
diisiik tuz konsantrasyonuna dogru tuz gradienti olusturuldu. 2 mL hacmindeki

ependorf tiiplere eliiatlar toplandi. Daha sonra her bir tiip icin GST’nin protein ve
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aktivite iglemleri gergeklestirildi. Hidrofobik etkilesim teknigi ardindan aktivitesi
yiiksek eliiatlar birlestirildi.

Sekil 2.4: Hidrofobik etkilesim kolonu.

2.2.1.5 SDS-PAGE ile hGST’ nin Safhiginin Kontrolii

Arastirmamizda elektroforez islemi %3 ve %10 akrilamid konsantrasyonunda

kesikli olarak Laemelli tarafindan belirtilen yonteme gore gerceklestirildi[52].

Sabitlenen elektroforezin dokme aparatina, Tablo 2.2’ de verilen miktarlara
gore hazirlanan jel eklendi. Elektroforez isleminde ¢ok ©Onemli olan hava
kabarciklarinin  bulunmamasina 6zen gosterildi. Hazirlanan ayirma jelinin
polimerizasyonu i¢in oda sicakliginda 15 dakika beklendi. Daha sonra yigma jeli
dokiilerek tarak dikkatlice yerlestirildi. Tarak, polimerlesme islemi tamamlandiktan
sonra ¢ikarildi ve olusan kuyucuklara numune tatbik edildi. Dékme aparati,

elektroforez tankina yerlestirildi ve yiiriitme tamponu ilave edildi.
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Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucu saflastirilan hGST enziminin
safliginin kontrolii i¢in yapilan elektroforez islemi daha dnce arastirma grubumuz
tarafindan belirtildigi sekilde gerceklestirildi [52]. Sekil 2.5°te goriildiigii gibi yapilan

islem sonucu elde edilen protein bantlar1 belirginlesince jel fotografi ¢ekildi.

Sekil 2.5: Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan hGST' nin

elektroforez islemi.
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2.2.2 Protein Tayini

2.2.2.1 Kalitatif Tayin

Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucu elde edilen eliiatlarin kalitatif
protein tayinleri 280 nm’ de absorbans Gl¢timleri alinarak yapildi. Kalitatif protein
tayini 280 nm’ de proteinlerin yapisinda bulunan tirozin, fenil alanin, triptofan amino
asitlerinin UV 1ginlarin1 absorblamalar1 esasina dayanir. Eliiatlar kuvartz kiivetlerde,
absorbanslar1 spektrofotometrede kdre karsi okundu. Olgiilen bu degerler protein

tayini olarak kaydedildi.

2.2.2.2 Kantitatif Tayin

Saflastirma basamaklarindan elde edilen enzim ¢6zeltisindeki protein miktari
tayinleri, Bradford yontemi ile belirlendi. Bu yontem boya reaktifi olarak kullanilan
ve negatif yiike sahip olan Coomassie brillant G-250 nin protein iizerindeki pozitif

yiike baglanmasi esasina dayanir.

Bu yontem kullanildiginda standart bir grafik hazirlanmasi gerekir. Bu iglem
su sekilde yapild;; 1 mL’ sinde 1 mg protein igeren standart serum albiimin
cozeltisinden tiiplere farkli miktarlarda (0- 100 uL) eklendi. Saf su ile biitiin tiiplerin
hacmi 0,1 mL’ ye tamamlandi. Her tiipe 5 mL boya reaktifi ilave edildi. Hizlica her

tiip calkalandi ve sonra 10 dakika karistirictya birakildi.

Hazirlanan her bir tiip oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 595
nm’ de absorbans dl¢limleri yapildi. Kor olarak kullanilan kiivet igerisine 0,1 mL saf
su ve 5 mL boya reaktifi eklendi. Olgiilen absorbans degerlerine sebep olan protein

miktarlari ile grafik ¢izildi.
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Sekil 2.6: Bradford yontemi ile protein tayini.

Daha sonra belirli saflastirma basamaklarindan sonra elde edilen 4 adet saf
enzim numunelerinden 0,1 mL tiiplere konuldu ve ilizerine 5 mL boya reaktifi ilave
edildi. Hizlica ¢alkalandiktan sonra 10 dakika karistirictya birakildi ve sonrasinda
595 nm’ de absorbanslari Ol¢iildii. Hazirlanan standart grafigin denkleminden

yararlanilarak protein tayinleri belirlendi.

2.2.3 GST Enziminin Aktivite Tayini

Glutatyon s-transferaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin
edildi. Aktivite Ol¢iimii icin 50 pL enzim ¢ozeltisi alinip dnceden hazirlanmis olan
920 pL fosfat tamponu, 10 uL CDNB, 5 pL etanol, 15 uL L-glutatyon ¢o6zeltisine
cabuk bir sekilde eklendikten sonra 1 dakikada absorbansta olusan degisme okundu.

Absorbanstaki artis kaydedildi.
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2.2.4 GST Enzimi ile lgili Kinetik Calismalar

2.24.1 Kpy, Ve Viyax Degerlerinin Bulunmasi

Kn Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla, L-glutatyon (GSH) ve
CDNB substratlarinin Tablo 2.4 ve Tablo 2.5’de gosterildigi gibi degisik derisim
kullanilarak GST enzim aktivitesi tespit edildi.

S6z konusu enzim initelerinden 1/V ve 1/[S] olgtlimleri tespit edilerek
Lineweaver-Burk grafigi bilgisayar programi yardimiyla ¢izildi. Enzimin Kinetik

sabitleri (Km ve Vmax) grafiklerden belirlendi.

Tablo 2.4: CDNB substrati i¢in Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesinde

kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlari.

0,1 M Fosfat | 0,1 M CDNB Etanol 0.2 M GSH Enzim
Tamponu Cozeltisi Cozeltisi Cozeltisi

(uL) (L) (nL) (uL) (L)
928 2

925 5

923 7

920 10

918 12 > 15 >0
915 15

913 17

910 20
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Tablo 2.5: GSH substrati i¢in Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesinde kullanilan

¢oOzeltiler ve miktarlari.

0,1 M Fosfat | 0,1 M CDNB Etanol 0.2M GSH Enzim
Tamponu Cozeltisi Cozeltisi Cozeltisi

(uL) (uL) (nL) (uL) (uL)
933 2

930 5

928 7

925 10

923 10 5 P 50
920 15

928 17

915 20

2.2.4.2 Bazi Flavonoid Tiirevlerinin GST Enzim Aktivitesi Uzerindeki

Inhibisyon Etkilerinin Incelenmesi

hGST enzim aktivite tayin metodunda oldugu gibi Once aktivite tamponu
sonra sirastyla diger c¢ozeltiler kiivete ilave edildi, enzimden Once inhibitor ilave
edilerek enzim aktivitesinde meydana gelen degisme gozlendi. Bu 6l¢iimden once ise
inhibitorsiiz ortamda aktivitesi bulundu ve degerler %100 aktivite olarak kullanildi.
Sigir karacigeri GST enzim aktivitesi tizerine flavonoid tiirevlerinin etkilerini
belirlemek amaciyla Tablo 2.6°da belirtildigi gibi kiivet ortamina en az bes farkl
konsantrasyonda flavonoid tiirevleri katilarak absorbanslari okundu. Okunan bu
absorbans degerleri ile % Aktivite-[Inhibitor] grafigi ¢izildi. S6z konusu grafiklerden

I1Cso degerleri belirlendi.
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Tablo 2.6: Inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlari.

0,1 M Fosfat 0,1 M CDNB Etanol 0.2M GSH Flavonoid Enzim
Tamponu Cozeltisi Cozeltisi Cozeltisinin Cozeltisi

(uL) (uL) o (uL) Hacri (uL)
(L)

920 -

915 5

910 10

905 15

900 20

895 25

590 10 5 15 2 50

885 35

880 40

875 45

870 50

860 60
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3. BULGULAR

3.1  Bradford Yontemi ile Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayini Boliim 2.2.2.2° de anlatilan prosediire goére Bradford
yontemi kullanilmigtir. Homojenizat ve saflagtirma basamaklarindan elde edilen
enzim ¢ozeltilerindeki protein tayini bu grafige gore belirlendi. S6z konusu grafik
Sekil 3.1°de verilmistir.

y =0,0048x - 0,0109

0,35 -
R?=0,9987

0,3 -
0,25 -
0,2 -

0,15 -

Absorbans (595 nm)

0,05 -

O T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Protein (mg/mL)

Sekil 3.1: Proteinlerin kantitatif tayini i¢in standart grafik.

29



3.2 hGST Enziminin Saflastirilmasi

Enzim saflastirilmasi i¢in Boliim 2.2.1.4° de anlatilan asamalar uygulanmustir.
Saflastirma islemi sonrasi toplanan eliiatlarin her biri i¢in protein tayini ve aktivite
tayini yapildi. Elde edilen degerlerin tiip numarasina karsi grafikleri ¢izildi ( Sekil
3.2 ). Hidrofobik etkilesim kromatografisinin ardindan enzim aktivitesi yiiksek olan
eliatlar toplandi. Hidrofobik jele yiiklenen GST ¢ozeltilerinde protein ve aktivite

tayinleri belirlendi. Elde edilen sonuglar Tablo 3.1’ de verilmistir.

=¢— Aktivite =fll=Protein

1,2 ~ - 0,25

- 0,15

Enzim Aktivitesi
Protein 280 nm

- 0,05

18

Tiip No

Sekil 3.2: hGST enziminin eliisyon grafigi.
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Tablo 3.1: GST enziminin saflastirma basamaklar1 ve derecesi.

. hGST’nin
hGST Saflagtirma | Numune Hacmi Enzim Unitesi Tool Protein Miktar1 Toplam Protein Spesifik Aktivite Saflastirma
oplam i i
Asamasi (mL) (U/mLdk) o (mg/mL) (mg) (U/mg protein) Derecesi
Aktivitesi
Homojenizat 75 8.92 669 15002 1125000 5.95x10™ -
Hemoglobin 3
50 13.6 680 3829 191450 3.55x10 5.97
Coktiirmesi
Amonyum siilfat 3
6 9.55 57.3 6942 41652 1.37x10° 0.4
Coktiirmesi
Hidrofobik
Etkilesim 2 151 3.02 13.81 27.62 0.109 79.8
Kromatografisi
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3.3 SDS-PAGE ile hGST’ nin Saflik Kontrolii

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastiritlan hGST’ nin saflik kontrolii
Bolim 2.2.1.5° de anlatildig1 sekilde gerceklestirildi. SDS-PAGE sonrasi protein
bantlar1 goriilen jelin fotografi ¢ekildi. Proteinin molekiil agirligt 70 ila 55 kDa
olarak belirlendi (Sekil 3.3).

—~130 -
-~100 -

-
o ) =

Sekil 3.3: hGST enziminin SDS-PAGE ile saflik kontrolii.

32



34 hGST Enziminin Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

hGST enziminin kinetik sabitlerinin belirlenmesi gayesiyle, Bolim 2.2.4.1°
de belirtildigi gibi L-glutatyon (GSH) ve CDNB substratlarinin sekiz farkh
konsantrasyonunda enzim aktivitesi Ol¢iimii yapildi. S6z konusu aktivite ve
konsantrasyon degerlerinden 1/V ve 1/[S] grafigi cizildi. Ky ve Vyax degerleri

grafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.

Tablo 3.2: GSH' in kinetik sabitlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler ve

miktarlari.

Degisken GSH .
AA Aktivite

Konsantrasyonu 1/[S] ] 1V
(340 nm) (umol/mL/min)
(mM)
2 0,5 0,188 1,95 0,51
1,7 0,6 0,17 1,77 0,56
1,5 0,7 0,169 1,76 0,57
1,2 0,8 0,143 1,49 0,6
1 1 0,139 1,44 0,7

v

1,5
1/[9]

Sekil 3.4: hGST enzimi i¢in GSH substrati ile elde edilen Linewear-Burk grafigi.
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Tablo 3.3: CDNB' nin kinetik sabitlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltiler ve

miktarlari.
Degisken CDNB o
AA Aktivite
Konsantrasyonu 1/[S] ) VA
(340 nm) (umol/mL/min)
(mM)
4 0,25 0,133 1,38 0,72
3,4 0,29 0,131 1,36 0,73
3 0,33 0,127 1,32 0,75
2,4 0,42 0,121 1,26 0,8
3 0,5 0,12 1,25 0,9
1 -
-1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6
1/[S]

Sekil 3.5: hGST enzimi i¢in CDNB substrati ile elde edilen Linewear-Burk grafigi.
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3.5 hGST Enzim iizerine Baz1 Flavonoid Tirevlerinin Etkileri

Flavonoidlerin, GST enzim aktivitesi lizerine etkilerini belirlemek i¢in Boliim
2.2.3.2° de anlatildig1 gibi GSH ve CDNB substratlarina kars1 aktivitesi 6l¢iildii. 340
nm’ de bir dakikada absorbanstaki degisme okundu ve okunan bu absorbans
degerlerinden faydalanilarak % aktivite hesaplandi. Her bir inhibitor igin % Aktivite-
[1] grafikleri ¢izildi (Sekil 3.6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15). Bu grafiklerde baz
alimarak tim her bir flavonoid tiirevi i¢in ICsy degerleri hesaplandi. 1Csp ve 1Cg

degerleri Tablo 3.4’ de verilmistir.

Tablo 3.4: Flavonoidlerin 1Cs-1Cgo degerleri.

Flavonoid I1Csp Degerleri (mM)

-

ICs0: 9,71 1Cg0: 4,81
5,8
4,69
4,97
4,22
3,77
3,12
2,1
3,05
3,43

© 00 N O O &~ W DN

[EEN
o
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Tablo 3.5: 1.Bilesik'in hGST {izerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan

¢oOzeltiler ve miktarlari.

Flavonoid Kiivetteki Flavonoid o
) AA Aktivite o
Hacmi Konsantrasyonu [1] ) % Aktivite
(340 nm) (umol/mL/min)
(L) (mM)
- - 0,174 1,81 100
10 1 0,168 1,75 96,5
35 3,5 0,151 1,57 86,8
40 4 0,147 1,53 84,5
50 5 0,136 1,41 78,2
60 6 0,129 1,34 74,1
NHTNHOF
+
0 O
N
7
120
100
80 -
3
=
260 -
<
N
40
20 A
0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
[I1mm

Sekil 3.6: 1.Bilesik i¢in % aktivite- [I] grafigi.
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Tablo 3.6: 2.Bilesik'in hGST {izerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan

¢oOzeltiler ve miktarlari.

Flavonoid Kiivetteki Flavonoid o
) AA Aktivite o
Hacmi Konsantrasyonu [1] ) % Aktivite
(340 nm) (umol/mL/min)
(L) (mM)
- - 0,178 1,85 100
15 15 0,15 1,56 84,3
20 2 0,147 1,53 82,6
30 3 0,139 1,45 78,1
40 4 0,121 1,26 67,9
60 6 0,084 0,87 47,2
NH—|-|—NH—<: :}—CI
+
0 @)
N
=
120 -~
100
80 - ¢
3
=
260 -
<
=\
40 -
20 -
0 T T T T T T 1
0 4 5 6 7
[ mM

Sekil 3.7: 2 Bilesik i¢in % aktivite- [I] grafigi.
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Tablo 3.7: 3.Bilesik’in hGST iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan

¢oOzeltiler ve miktarlari.

Flavonoid Kiivetteki Flavonoid o
) AA Aktivite o
Hacmi Konsantrasyonu [1] ) % Aktivite
(340 nm) (umol/mL/min)
(L) (mM)
- - 0,114 1,18 100
10 1 0,103 1,07 90,3
20 2 0,083 0,86 72,8
30 3 0,072 0,75 63,1
40 4 0,065 0,68 57,6
60 6 0,047 0,49 41,2
70 7 0,044 0,46 38,6
NH NH cl
+ T < >
0 0
AN
o
HO
120 +
100
80
=
0 1
S
40 -
20 -
0 T T T 1
0 2 4 6 8
[I] mM

Sekil 3.8: 3.Bilesik i¢in % aktivite- [I] grafigi.
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Tablo 3.8: 4.Bilesik'in hGST {izerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan

¢oOzeltiler ve miktarlari.

Flavonoid Kiivetteki Flavonoid o
) AA Aktivite o
Hacmi Konsantrasyonu [I] ) % Aktivite
(340 nm) (umol/mL/min)
(L) (mM)
- - 0,654 6,8 100
10 1 0,588 6,12 89,9
20 2 0,537 5,58 82,1
25 2,5 0,523 5,44 79,9
30 3 0,485 5,04 74,1
35 3,5 0,416 4,32 63,6
40 4 0,397 4,13 60,7
50 5 0,311 3,23 47,5
60 6 0,255 2,65 38,9
NH NH Cl
+ T < >
HO 0 0
AN
S
120 -
100
80 -
3
=
£ 60 -
<
N
40 -
20 A
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
[1T mM

Sekil 3.9: 4.Bilesik i¢in % aktivite- [I] grafigi.
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Tablo 3.9: 5.Bilesik’in hGST iizerinde etkilerinin belirlenmesi i¢in kullanilan

¢oOzeltiler ve miktarlari.

Flavonoid Kiivetteki Flavonoid o
) AA Aktivite o
Hacmi Konsantrasyonu [1] ) % Aktivite
(340 nm) (wmol/mL/min)
(nL) (mM)
- - 0,108 1,12 100
20 2 0,087 0,90 80,5
30 3 0,063 0,65 58,3
40 4 0,058 0,60 53,7
50 5 0,043 0,45 39,8
60 6 0,038 0,39 35,2
0
NH-—NH N’
N \ .
o) 0 0
N
=
120 -+

100

% Aktivite
(o)) 0
o o

B
o

N
o
1

[11 mMm

Sekil 3.10: 5.Bilesik i¢in % aktivite- [I] grafigi.
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Tablo 3.10: 6.Bilesik hGST iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

ve miktarlari.

Flavonoid Kiivetteki Flavonoid o
) AA Aktivite o
Hacmi Konsantrasyonu [1] ) % Aktivite
(340 nm) (wmol/mL/min)
(nL) (mM)
- - 0,119 1,24 100
30 3 0,071 0,74 62,2
40 4 0,055 0,57 59,7
45 4,5 0,052 0,54 46,2
60 6 0,045 0,47 37,8
0
+
NH NH N
. I < > \
0 0 0
N
Z
HO
120 -
100
@ 80 -
=
2 60 -
<
N
< 40
20 -
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
[1] mM

Sekil 3.11: 6.Bilesik i¢in % aktivite- [I] grafigi
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Tablo 3.11: 7.Bilesik’in hGST fizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan

¢oOzeltiler ve miktarlari.

Flavonoid Kiivetteki Flavonoid o
) AA Aktivite o
Hacmi Konsantrasyonu [1] ) % Aktivite
(340 nm) (umol/mL/min)
(nL) (mM)
- - 0,086 0,89 100
10 1 0,064 0,66 74,4
20 2 0,052 0,54 60,5
30 3 0,047 0,49 54,6
40 4 0,038 0,39 44,2
50 5 0,037 0,38 42,6
60 6 0,032 0,33 37,2
0
+
NH NH N
, T < > \
HO 0 0 0
AN
/
120 -~
100 ©
80 -
b 2
=
£ 60 -
<
N
< 40 -
20 -
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
[1] mMm

Sekil 3.12: 7.Bilesik i¢in % aktivite- [I] grafigi.
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Tablo 3.12: 8.Bilesik’in hGST iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan

¢oOzeltiler ve miktarlari.

Flavonoid Kiivetteki Flavonoid o
) AA Aktivite o
Hacmi Konsantrasyonu [1] ) % Aktivite
(340 nm) (umol/mL/min)
(L) (mM)
- - 0,11 1,14 100
10 1 0,081 0,84 73,6
20 2 0,068 0,71 61,8
40 4 0,05 0,52 455
50 5 0,033 0,34 29,8
60 6 0,029 0,30 26,4
9
+
NH NH N
, T < > \
0 S 0
AN
Z
HO
120 -~
100 ©
80 -
2 .
=
£ 60 -
<
N
S 40 - *
20 -
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
[1] mMm

Sekil 3.13: 8.Bilesik icin % aktivite- [I] grafigi.
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Tablo 3.13: 9.Bilesik'in hGST iizerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanilan

¢oOzeltiler ve miktarlari.

Flavonoid Kiivetteki Flavonoid o
) AA Aktivite o
Hacmi Konsantrasyonu [1] ) % Aktivite
(340 nm) (wmol/mL/min)
(nL) (mM)
- - 0,129 1.34 100
5 0,5 0,114 0,92 88,4
20 2 0,079 0,82 61,1
30 3 0,065 0,68 50,3
35 3,5 0,063 0,65 48,8
45 4,5 0,049 0,51 37,9
0
+
NH NH N
. I < > v
HO 0 S 0
N
Z
120 ~
100
80 -
2
=
£ 60 -
<
X
a0 -
20 -
O T T T T 1
0 1 2 3 4 5
(1] mMm

Sekil 3.14: 9.Bilesik i¢in % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.14: 10.Bilesik’in hGST {izerinde etkilerinin belirlenmesi i¢in kullanilan

¢oOzeltiler ve miktarlari.

Flavonoid Kiivetteki Flavonoid o
) AA Aktivite o
Hacmi Konsantrasyonu [1] ) % Aktivite
(340 nm) (umol/mL/min)
(L) (mM)
- - 0,136 1,41 100
10 1 0,110 1,14 80,8
20 2 0,093 0,97 68,4
30 3 0,072 0,75 52,9
40 4 0,061 0,64 44,8
50 5 0,052 0,54 38,2
60 6 0,038 0,39 27,9
NH—|-|—NH—<: :)—CI
+
HO 0 S
AN
=
120 -~
100
80 -
3
=
£60 -
<
X
40 -
20 -
O T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
[1T mM

Sekil 3.15: 10.Bilesik i¢in % aktivite- [I] grafigi.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan hGST
enzimi iizerine bazi flavonoid tiirevlerinin inhibisyon etkileri arastirilmistir. Bu
enzim, giris boliimiinde de belirtildigi gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyona sahiptir. GST
enzimi hemen hemen tiim canli organizmalarda bulunan, basta detoksifikasyon
olmak iizere bircok biyolojik aktiviteye sahip bir enzim ailesidir. Ozellikle
ksenobiyotik metabolizmasinin Faz II asamasindaki islevi, bu enzim iizerinde ¢ok
yogun calismalar yapilmasina sebep olmus ve halen ¢aligmalar yapilmaya devam
etmektedir [20,53-60]. Bu enzim; glutatyon (GSH) ile elektrofilik ksenobiyotiklerin
konjugasyon reaksiyonunu Katalizler. Bu sekilde s6z konusu ksenobiyotigin
hidrofobisitesinin azaltilarak viicuttan atiliminm1 kolaylastirir. Buna ilaveten bir¢ok
organik hidroperoksitlerin indirgenmesinde antioksidan olarak fonksiyon ve GSH-
bagimli peroksidaz aktivitesi de vardir [21]. Bu enzimler, non-katalitik aktiviteleri ile

bir¢ok hidrofobik ligand1 baglayarak onlarin transportunda 6nemli rol oynar.

Aragtirmamizda enzim kaynagi olarak holstayn karacigeri kullanilmistir.
Ulkemizde, diger adiyla Siyah Alaca olarak bilinen holstayn yetistiriciligi siit ve dol

verimliliginin avantajlar1 sebebiyle olduk¢a popiilerdir [61].

Meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan dogal fenolik bilesik olan
flavonoidler; antiviral, antibakteriyal, anti-inflamatuar, antioksidant ve antiradikal
aktiviteleri de igeren ¢oklu biyolojik etkiler gosterdigi saptanmistir [1]. Bu nedenle
tiim diinyada flavonoid igeren ¢esitli iirlinlerin hazirlanmasi oldukg¢a popiiler hale

gelmigtir.

20. yiizyilin ortalarina dogru flavonoidlerin 6nemli bir kismini1 olusturan
apigenidin tlirevlerinin biyolojik aktiviteye sahip olduklariin anlagilmasindan dolay:

flavonoidlere karsi ilgi artmustir [62].
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Bu c¢alismamizda Prof.Dr. Mustafa Kiiclikislamoglu ve ekibi tarafindan
sentezlenen flavonoid tiirevleri kullanilmistir. Bu bilesiklerin polifenol oksidaz
enzimi iizerinde inhibisyon etkilerinin oldugu arastirma grubumuz tarafindan daha
once tespit edilmistir [5]. S6z konusu bilesiklerin GST iizerindeki etkileri ilk defa bu
calismada belirlenmistir. Inhibisyon ¢alismalarinda saf enzim kullanilmistir. Enzim
Sepharose-4B-L-tirozin-9-naftilamin  kimyasal yapisina sahip jel kullanilarak
hidrofobik etkilesim teknigiyle saflagtirilmistir. Enzimin GSH disinda farkl
hidrofobik substratlar1 baglayabildigi bir bolgeye sahip oldugundan dolay1 s6z
konusu teknik tarafimizca uygulanmistir. Bu teknikte kullanilan jel ile arastirma
grubumuz tarafindan bircok enzim saflagtirilmistir. Ayni jel kullanilarak GST
enziminin saflagtirilmasinin birka¢ acidan onemli oldugu diisiincesindeyiz. Afinite
tekniginde kullanilan gerek ligand gerekse matriks olduk¢a pahali oldugu gibi sentez
sirasindaki olumsuzluklar, teknigin uygulanmasini siirlamaktadir. Uyguladigimiz
hidrofobik teknikte ise ayni jelle birgok enziminin saflagtirilmas:t biiyik bir

avantajdir.

Hidrofobik etkilesim tekniginde kullanilan tuzun tipi ve konsantrasyonu da
onemli noktalardan biridir.. Bu kromatografide yaygin olarak Na,SO4, K,SO4, NaCl,
NaBr, NaSCN kullaniliyor olmasina ragmen amonyum siilfat en ¢ok tercih
edilendir[63].

GST enzimi literatirde genel olarak GS-Agaroz afinite jeli kullanilarak
saflastirilmigtir [64]. Ornegin GST enzimi; Erat ve arkadaslari tarafindan Glutatyon-
agaroz afinite kolunu ile 16 EU/mg protein spesifik aktiviteyle, 1143 Kkat
saflagtirnlmistir [65]. Baska bir g¢alismada GST enzimi Tilapya (Oreochromis
niloticus) baliginin  karacigerinden  glutatyon-sepharose afinite  kolonuyla
saflagtirilmigtir [66]. Insan cenin karacigerinden yapilan bir calismada GST’nin
asidik bir formu afinite kromatografisiyle saflagtirtlmistir [67]. Yine bir baska
caligmada kefal baligi karacigerinden anyon degisim kromatografisi yardimiyla
GST’nin 14 izoformu saflastirilmistir [68]. Plasental glutatyon S-transferaz (GST-n)
enzimi dogum yapmis hastanin plasentasindan alinarak glutatyon-agaroz afinite
kolonu kullanilarak Celik ve arkadaslar1 tarafindan saflastirilmistir [69]. Bir diger
calismada, Down sendromlu ¢ocuklarin eritrositlerinde bulunan GST’ nin afinite

teknigiyle saflastirilarak, saglikli gocuklarin enzimleriyle karsilastirilmistir [70].
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GST enziminin saflastirilmasi konusunda bir diger calismada, sifali bir bitki
olan Thonningia sanguinea’dan izole edilen ve antioksidan bir madde olan
thonningianin A, in vitro olarak karaciger sitozolik GST ile etkilestirildiginde
kuvvetli inhibitor oldugu tespit edilmistir [71]. HepG2 karaciger hiicrelerine
kurutulmus, dondurulmus ve taze zencefilin metanol ekstrakti ile 12 ve 24 saat
boyunca muamele edilerek GST enzim aktivitesi ve glutatyon seviyeleri
incelenmistir. Enzim aktivitesi ve GSH seviyesi 24 saat muamele sonucunda 12 saate
kiyasla daha yiiksek etki gosterdikleri saptanmustir [72]. Insan eritrositlerinden elde
edilen GST enzimi iizerine hiperisin etkisini incelendigi calismada, s6z konusu

enzim eritrositlerden %71 verimle 2250 kat saflastiritlmistir [73].

Arastirmamizda hGST enziminin GSH ve CDNB substratlari i¢in K, Ve Vpax
degerleri belirlenmistir. Bu amagla sabit CDNB konsantrasyonunda, GSH’ in 8 farkl
konsantrasyonunda aktivite Ol¢limii yapilarak Linewear-Burk grafigi ¢izildi. S6z
konusu grafiklerden GSH icin elde edilen Ky, ve Viax degerleri sirasiyla 1,11 mM,
3,06 EU/ mL olarak hesaplanmustir. Benzer sekilde, CDNB igin bulunan K, Ve V nax
degerleri sirastyla 1,34 mM, 1,89 EU/ mL’ dir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglara
gore hGST enziminin daha diisiik Ky, degerine sahip olan GSH substratina ilgisinin
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Literatiirde farkli kaynaklarda izole edilen
enzimler i¢in tespit edilen Ky ve Vmax degerlerinin farkli oldugu goriilmektedir.
Tilapya baligr karacigeri GST enziminin CDNB ve GSH substratlar1 i¢in Kp,
degerleri 0,42 mM ve 0,35 mM olarak belirlenmistir [66]. Bir diger ¢alismada,
gokkusagi alabalik eritrositlerinden saflastirilan GST enziminin GSH ve CDNB
substratlar1 icin Kp Ve Vmax degerleri 0,0395- 0,2590 ve 0,0328- 0,0655 EU/ mL
olarak saptanmistir [74]. Bir balik tiirii olan monopterus albus karacigerinden
saflagtirllan GST enzimin substratlar1 olan GSH ve CDNB i¢in Ky, sabitlerini
strastyla 0,20 mM ve 0,28 mM olarak Vmax degerlerini ise 7,57 pmol/mg ve 15,68
umol/mg olarak belirlenmistir [75]. Yine baska bir ¢aligmada plasental glutatyon s-
transferaz enzimi i¢in Kp ve Vmax degerleri belirlenmistir. Belirlenen degerler GSH
i¢in Ky, sabiti 2 mM, Vpax degeri 11,1 EU/ mg ve CDNB i¢in Ky, sabiti 0,55 mM,
Vmax degeri 35 EU/ mg’ dir [69].
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Arastirmamizda kullanilan flavonoidlerin ICsp degerleri %  Aktivite-
Flavonoid konsantrasyonlar1 grafiklerinden tespit edilmistir. Bu c¢alismada
kullandigimiz flavonoidlerin tiimiiniin, ¢alisilan konsantrasyonlarda (0,5-7 mM)
hGST enzimini inhibe ettigi belirlenmistir. 8.Bilesik olan flavonoid tiirevinin 2,1 mM
ICso degeri ile en giiclii inhibitér oldugu goriilmektedir. 1.Bilesik ve 2.Bilesik ise
yiikksek ICsp degerleri ile dikkat ¢ekmektedir (9,71 mM - 58 mM). Diger
flavonoidler, 2 ila 5 mM araliginda ICso degerleri ile hGST {izerindeki afinitelerinin
benzer oldugu saptanmistir. Literatiirde flavonoidlerin GST enzimi {izerindeki
inhibisyon etkilerinin farkli oldugu goriilmektedir[76-78]. Sican karacigerinden
saflastirilan GSTA 1-1 enzimi iizerine silybin flavonoidinin etkileri arastirilmistir.
Bu calismada ICsp degeri 20 uM olarak belirlenmistir [6]. Bunun yaninda yine sigan
karacigerinde quercetin tiirevi flavonoid ile yapilan ¢aligmada pM diizeylerde 1Csg
degerleri bulunmustur[7]. insan rekombinant GSTP1-1 enzimi iizerine quercetin
tirevi flavonoidin etkileri Zanden ve arkadaslari tarafindan arastirilmis. % 100
inhibisyon saglanan bu caligmada ICsy degeri 100 uM olarak saptanmustir [79].
Hayeshi ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada insan rekombinant GST P1-1,
Al-1, A2-2, M1-1 izoenzimleri {izerine genistein flavonoidinin etkileri arastirilmas.
Yapilan bu ¢alismada P1-1 ve A2-2 izoenzimleri inhibisyon etkisi gostermezken,
Al-1 izoenziminde ise % 93 inhibisyon etkisi saglanmigtir. M1-1 izoenziminde pM
diizeylerde ICso degerleri hesaplanmistir[11]. Yine basgka bir ¢alismada GST P1-1
enzimini {lizerine galangin tiirevi flavonoidin inhibisyon etkileri arastirilmis ve ICsg
degeri 14,4 uM olarak tespit edilmistir [80]. Hiicre hatlar {izerine baz1 flavonoid
tirevlerinin inhibisyon etkilerinin arastirilmis ve kaempferol i¢in 23,1 uM,
eriodictyol i¢in 22,8 uM, quercetin ig¢in 25,9 uM ICsy degeri bulunmustur [80].
Hepatoseliiler karsinom denilen HepG2 ile yapilan ¢alismada quercetin kullanilarak
% 30 inhibisyon saglanmistir (ICsp 250 uM ) [12]. Yapilan baska ¢alismada ise insan
meme kanseri hiicre hatlar lizerine protoapigenon flavonoidinin inhibisyon etkileri
aragtirilmugtir. Intact hiicrelerinde ICso degeri 10 uM iken hiicre lizatlarinda bu deger
26,3 uM olarak hesaplanmigtir [14]. Yine kanserli insandan alinan hiicre {izerine
2,2’-dihidroksikalkonun etkilerinin arastirildigi c¢alismada; ICso degeri 28,9 uM
bulunmustur [16].
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Bolim 1° de belirtildigi gibi meyve sebzelerde bulunan dogal fenolik
bilesikler olan flavonoidler antiviral, antibakteriyel, antiinflamatuar, antioksidan ve
antiradikal gibi ¢oklu biyolojik aktivitelere sahip olmasi, bu bilesiklerin tiiketilmesini
onemli Olgliide arttirmistir. Ancak s6z konusu bilesiklerin potansiyel olumsuz
etkilerinin de olmasi1 flavonoid tiiketimi konusunda endiselerin ortaya ¢ikmasina
sebep olmustur. Bu bilesiklerin 6zellikle sitokrom P450 ve GST’ de dahil olmak
tizere bazi Faz II enzimleri iizerindeki olumsuz etkilerinin, hiicrelerin
detoksifikasyon kabiliyetinde azalmaya sebep oldugu diisiiniilmektedir.
Arastirmamizda GST iizerine ¢alisilan flavonoidlerin mM diizeyde inhibe etmesi iki
acidan onemlidir. Bunlardan ilki; 6zellikle iilkemizde yaygin olarak yetistirilen ve
onemli bir itk olan holstayn GST’ sini ¢alisilan flavonoidlerin inhibe etmesi, s6z
konusu sigirin  detoksifikasyon  kabiliyetini  ve  gelisimini  etkileyecegi
diisiiniilmektedir. ikinci olarak; bu flavonoid tiirevlerinin GST enzimini inhibe
etmesi, 6zellikle kemoterapide en 6nemli sorun olan ila¢ direncinin azaltilmasi igin
aday bilesikler olacagi diisiiniilmektedir. Bunun i¢in insan GST izoenzimleri

tizerinde daha detayli ¢alismalarin yapilmasi gerektigi diislincesindeyiz.
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