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Ozet: Bu calismada, karsinojen ve toksik bir ajan olarak bilinen benzenin karaciger Glutatyon S-
transferaz (GST) enzimi Uzerine etkisi in vitro calisildi. GST enzim aktivitesi, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen-
glutatyon (CDNB-GSH) konjugatinin olusumu spektroskopik izlenerek tayin edildi.

Sonuglarimiz, GST konjugasyon aktivites ile benzen derisimi ve tepkime zamanm arasinda ters
baglant: oldugunu gosterdi. Enzimin CDNB i¢in Vmax ve Km degerlerinde farkliliklar gtzlendi. Elde
edilen sonuglar, GST enziminin CDNB-GSH konjugasyon tepkimesini benzenin karigik inhibisyon
mekanizmasi ile inhibe ettigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Benzen, Glutatyon S-transferaz

Theln Vitro Effect of Benzene on Liver Glutathione
S-transferase Enzyme Activity

Abstract: In this study, the effect of benzene which is known as a carcinogen and toxic agent on liver
Glutathione S-transferase (GST) enzyme was studied in vitro. GST enzyme activity was determined by
monitoring the formation of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene —Glutathione (CDNB-GSH) conjugate by
spectroscopi ¢ method.

Our results showed that there is an inverse correlation between GST conjugation activity and

concentration of benzene, as well as reaction time. Variations in the Vmax and Km value for CDNB of
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the enzyme was observed. The results obtained showed that GST activity for CDNB-GSH conjugation
reaction was inhibited with mixed reaction mechanism by benzene.

Key Words. Benzene, Glutathione S-transferase

1. Giris

Glutatyon S-transferaz (GST) (EC.2.5.1.18), detoksifikasyon metabolik yolunda
son Uriin olan merkapturik asit olusumundaki ilk basamag: katalizleyerek homeostasisi
saglayan cok islevli bir enzimdir. Bu basamakta, Glutatyon (GSH) ile endojen ve
ekzojen hidrofobik elektrofilik bilesiklerin baglanmasi gergeklesmektedir [1]. GST,
memelilerde, boceklerde, baliklarda, kuslarda, annelid, mollusk ve birgok
mikroorganizmada bulunmaktadir. En sik rastlandigi dokular, basta karaciger olmak
Uzere, incebagirsak, kalinbagirsak, bobrek, akciger, meme, kas, dalak, testis ve plasenta
gibi birgok organin sitosolt ve membramdir [2].

GST, ¢ok substratli bir enzimdir. GSH’ un kosubstratina 6zgul olan bir G bolgesi
ve hidrofobik elektrofilik substratlarin baglandigi H bolgesi vardir. GSH’ un tiyol grubu,
cebin acik olan kismina donukttr. Diger substratlara baglanan grup, bu tiyol grubudur
[3]. GST, besinlerle birlikte alinan toksik maddelerin eliminasyonunu sagladigi gibi,
prostoglandinlerin izomerizasyonu, hem, bilirubin, safra tuzlari ve yag asitleri gibi
nonsubstrat ligandlart GSH ile baglayarak tasinmasini da saglamaktadir [4]. Ayrica
reaktif elektrofilik bilesiklerin viicuda zarar vermesini, ayni tur bilesikleri birbirine
kovalent baglayarak ta Onleyebilmektedir [5]. GST'in etkiledigi bu ksenobiyotik
akseptorler icinde nitrojenli, halojenli bilesikler, organofosfatlar, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar yer almaktadir. Bu molekller igin ilk biyolojik resepttr, endoplazmik
retikulum ve elektron tasima sisteminin  bir kismuni  olusturan  mikrozomal
oksijenazlardir. Ksenobiyotikler, bu enzim sistemi ile oksijenlenir, oksijenatli Urinlerin
sonraki mekanizmasi, daha fazla oksijenasyon ve bu Uriinlerin suda daha kolay ¢ozintr
hale gelmesidir [6].

Benzen, aromatik hidrokarbonlarin 6nemli bir tyesidir [7]. Cevreye insan ve
doganin aktiviteleri sonucu karisan benzen, toksik bir madde olmasi yamnda, karsinojen
olarak da bilinmektedir. Benzen, endistride sik¢a kullanilan stiren, fenol, siklohekzan,
alkilatlar ve anilin gibi birgok kimyasal madde sentezinde, tiketim mallarinda kimyasal
kaynak, ara Urtin ve ¢dzlcu olarak, lastik, ayakkabi, kozmetik, deterjan, zamk, boya
sanayiinde, ziraatta ve otomobil yakitlarinda sikga kullamimaktadir [7]. Vicuda giren
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benzen, basta karaciger olmak Uzere, kemik iligi, kas, bagirsak, akciger, beyin, dalak ve
testis gibi bircok dokuya ulasmakta ve 0Ozellikle yag ve yaglhh dokularda depo
edilmektedir. [8]. Benzenin kendisinden ¢ok, onun metabolitleri (hidrokinon, fenol,
benzokinon, mukonaldehid) ve bunlarin ara etkilesimleri, toksisite ve kanserojenitede
daha etkilidir [9]. Bu molekiller, DNA, protein, karbohidrat ve lipidlere zarar
verebilmektedir. Kronik benzen intoksikasyonu sonucu, trombositopeni, |6kopeni,
anemi ve pansitopeni meydana gelirken, nadiren neoplastik hastaliklar meydana
gelmektedir [7]. Diger biyolojik etki, kromozomal aberasyonlar, kardes kromatid
degisimi, mikroniikleus ve polikromatik eritrositlerin olusumudur [10]. Insanda en
onemli etki, aplastik anemiye neden olan kemik iligi deplesyonudur [7]. Benzen
metabolizmasi, baslica karacigerde Sitokrom P450 IIE1 enzim sistemi araciligi ile
gerceklesmekte olup, bir seri reaktif metabolit olusumunu icermektedir [11].Benzenin
metabolik oksidasyonunun ilk trind, kararsiz bir bilesik olan benzen oksittir. Sitokrom
P 450 sistemi ile oksijenin molekiil icine tasinmasi sonucu olusan benzen oksit, fenol
olusturmak Uzere yeniden dizenlenir [11]. Fenol, epoksitin  spontan ve nonenzimatik
duzenlenmesi ile, hidrokinon ve katekol ise, fenollin hidroksilasyonu ile olugsmaktadir.
Glutatyon ile konjugasyon, ilave bir detoksifikasyon metabolik yoludur. Fenol,
hidrokinon, katekol ve onun daha sonraki hidroksilasyon truni olan 1,2,4-trihidrok-
sibenzen; etersiilfat ve glukuronik asit ile birlestirilir. Bu ara Urtinler, idrarda etersiilfat
ve glukuronidler seklinde atilabilmektedir [12].  Bu galismada, 2.5, 5.0 ve 10 mM lik
benzen derisimlerinin, karaciger glutatyon S-transferaz (GST) enziminin, 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) substratina karsi aktivites Uzerine etkisi in vitro olarak
incelenmistir. Ayrica benzen ile inkiibasyon siresinin aktivite Uzerine etkis de

arastirilmistur.

2. Deneysal Yontem
2.1.Kullanilan Kimyasal maddeler:

Sodyum Karbonat (%2) (merck), Bakir stlfat (%1) (merck), Sodyum potasyum
tartarat (%2) (sigma), Folin-Ciocalteu fenol reaktifi (sigma),Bovine serum albumin
(sigma), Potasyum hidrojen fosfat (merck), Sodyum hidrojen fosfat (merck), Etil alkol
(%99) (merck), 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (merck), Glutatyon (merck), At karaciger
Glutatyon S-transferaz enzimi (sigma), Benzen (%99.5) (merck).
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Enzimsiz tam bir deney karisimi, kontrol olarak kullanildi. Kuvars deney
kivetine ilk 3 ¢ozelti konuldu ve karistirildi. CDNB, GSH yoklugunda GST enzimini
inhibe ettigi icin ve enzim ilaves ile katalitik tepkime hemen bagslayacag: icin, enzim en

son ilave edildi ve karistirildh.

Inhibitorsiiz Enzim Aktivite Tayini icin Deney Karigim

Deney Tiipu Kontrol
pH: 6.7,25 °C 10 mM. KP tamponu 1,67 ml. 1,67 ml.
5mM. GSH (Tampondataze hazirlandi) 0,20 ml. 0,20 ml.
CDNB (%99 etil alkolde) (mM) 0,08 ml. 0,08 ml.
GST 1M (Tamponda taze hazirlandi) 0,05 ml. —

Inhibitorlt Enzim Aktivite Tayini icin Deney Karisim

Deney Tipl
Benzen (Tampondataze hazirlanch) 0,05 ml.
GST 1nM (Tampondataze hazirlanch) 0,05 ml.
Karstiralip, 5, 10, 15 dk. inkiibe edilir.
pH: 6.7 ve 10 mM. KP tamponu 1,62 ml.
5mM. GSH (Tampondataze hazirlandi) 0,20 ml.
CDNB (%99 etil alkolde) (mM) 0,08 ml.

Her 6lcim, 3 tekrarli olup, hesaplamalarda 3 tekrarin ortalamasi kullanmilmustir.
GST enzim aktivitesi, enzimin katalizledigi GSH ile CDNB arasinda tiyoeter baginin
olusmasinin, CECIL 5000-spektrofotometrede 340nm. dalga boyunda izlenmesi ile
tayin edildi [13,14]. Deneyler farklt CDNB derisimleri ile tekrar edildi.

Aktivite tayini i¢in en uygun 6lgiim siresi, enzim katalizli tepkimenin en yuksek
diizeyde gerceklestigi ve dengelendigi ana kadar olan siredir. Bu siire, bircok enzim
katalizli tepkime icin, genellikle 5 dakikadir. Ozgiil aktivite, asagidaki formiil yardimi
ile hesaplandi [13, 14].

\%
Spesifik Aktivite = .AE/ At (U/mg.)

€ .d V. Cprote'n

€ : Molar SogurmaKatsayisi (10 M *em?) V : Sonhacim
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C protein - Enzim derisimi (mg/ml) d : Isik yolu (cm)

AE / At : Birim zamanda (1 dk.) absorpsiyon farki v : Kullamlan enzimin hacmi
Istatistiksel degerlendirme, Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney testleri uygulanarak,
yapilirken [15], Protein tayini Lowry ve ark. (1951) nin yontemine gore Sigir serum
albumin standard: kullanilarak yapilmistir [16].

3. Bulgular

Ozgiil aktivite degerleri ve standart hatalar tablol'de goriilmektedir. Kontrol
grubu ile farkli derisimlerde benzen uygulanan deney gruplarinin GST enzimi spesifik
aktivite degerleri incelendiginde, benzen derisimi arttikga, spesifik aktivitede bir azalma
gbzlenmistir. Bu azalma, istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05).

Benzenin GST enzimi Uzerindeki  etkisi ve aktivitedeki azalma ylzdeleri
incelendiginde, GST enzimi aktivitesi; 2,5 mM benzen ile 5 dakikalik uygulama
sonucunda %37, 10 dakikalik uygulama sonucunda %48, 15 dakikalik uygulama
sonucunda ise %54’ luk bir azalma gostermistir. 5 mM benzen ile 5 dakikalik uygulama
sonucunda %45, 10 dakikalik uygulama sonucunda %57, 15 dakikalik uygulama
sonucunda ise %61’lik bir azalma gostermistir. Son olarak, 10 mM benzen ile 5
dakikalik uygulama sonucunda %68, 10 dakikalik uygulama sonucunda %70, 15
dakikalik uygulama sonucunda ise %76’ ik bir azalma gostermistir. Aktivitedeki bu
azalmalar, istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05).

8 farkli substrat derisimindeki ortalama % aktivite disUsleri ve inhibisyon
dereceleri Tablo 2' de, grafik ise Sekil 1’ de gosterilmistir.

Tablo 2. GST Enziminin Benzen ile Etkilesiminde Aktivasyon ve inhibisyon Y tizdel eri

Residiel (kalan) | % Inhibisyon
% Aktivite

Zaman (dk.) Enzim (Kontrol) 100 0
2,5mM benzen 63 37

5 5 mM benzen 45 55

10 mM benzen 32 68

2,5mM benzen 52 48

10 5 mM benzen 43 57
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10 mM benzen 30 70
2,5mM benzen 46 54
15 5 mM benzen 39 61
10 mM benzen 24 76

GST-benzen etkilesiminde elde edilen degerler, Lineweaver-Burk formill esas
alinarak, bilgisayar ortaminda Vo Ve K, degerleri hesaplandi. 2,5 mM, 5 mM ve 10
mM benzen ile 5, 10 ve 15 dk’lik uygulamalar sonucunda hesaplanan Vms ve Kn,
degerleri tablo 3 de, Lineweaver-Burk grafikleri sekil 2, 3 ve 4 de gbsterilmistir.

120 4

Kalan % Aktivite

[inhibitsr)(mm)

Sekil 1. inhibitér Derisimine Gore Kalan % Aktivite Degisimi Grafigi

Tablo 3. GST Enziminin Benzen ile Etkilesiminde Vn ve K, degerleri

V max Ko

pmol/dk mg protein (mM)

Zaman(dak) Kontrol 195,07 3,08
2,5mM benzen 134,67 4,46

5mM benzen 98,43 513

5 10 mM benzen 73,91 6,06
2,5mM benzen 111,22 4,54

5mM benzen 94,87 5,14

10 10 mM benzen 69,05 6,31
2,5mM benzen 97,24 4,60

5mM benzen 85,75 5,27

15 10 mM benzen 56,14 6,46
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V max - Enzimin maksimum aktivite gosterdigi andaki izt K,,: Michadlis-Menten Sabiti

Bu calismada ayrica, GST enziminin benzenin farkli sirelerde etkilesiminde,
uygulama siresinin enzim aktivitesine etkisi de degerlendirilmistir. Kontrol grubu ve
degisik slrelerde benzen uygulanan deney gruplarimin spesifik aktivite degerleri
incelendiginde, uygulama siresi artisi ile aktivitede azalma meydana geldigi
gordlmistar.

Uygulama siiresine gore aktivitede meydana gelen degismeler incelendiginde, 5
dakikalik benzen uygulamasinda, bu degisme 6nemli seviyelerde gerceklesmistir. 10 ve
15 dakikalik uygulamalarda ise, 5 dakikaya kiyasla aktivite degisikligi daha az
seviyelerde gerceklesmistir. Zamana bagli bu aktivite degisimleri dogrusal olmamakla
birlikte, istististiksel agidan sadece 5 ve 10 mM benzen uygulamalarinda, ilk ¢ CDNB

ve 62.5mM derisimde anlamsiz bulunmustur (p>0,05).

—&—Kontrol

—>—2.5mM benzen
—@—5.0 mM benzen
0,06 —X— 10 mM benzen
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Sekil 2. GST Enziminin Benzen ile 5 dk. Etkilesiminde Lineweaver-Burk Grafigi



—&— Kontrol
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Sekil 3. GST Enziminin Benzen ile 10 dk. Etkilesiminde Lineweaver-Burk Grafigi

—i&— Kontrol
—O— 2.5 mM benzen
—&—5.0 mM benzen
—X— 10 mM benzen
0,08 +
k=
Q 0,06
o
o
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1S
5 0,04 ~
©
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>
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-
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Sekil 4. GST Enziminin Benzen ile 15 dk. Etkilesiminde Lineweaver-Burk Grafigi
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Tablo 4 GST Enziminin Kontrol ve Benzen Uygulanmis Gruplarindaki Ozgiil Aktivite Degerlerinin Benzen Derisimine Gore Degisimi

CDNB
Derisimi 1,9531* 3,9062 7,8125 15,625 31,250 62,500 125,000 250,000
(mM)

Kontrol 76,9+2,27 * | 107,22+3,07 * | 138,38+2,02* |163,64+2,1* 177,98+3,56 * | 185,56+1,85* |190,49+3,56* | 195,07+1,5*
5 25mM | 40,86+1,48Y | 62,85+1,237 84,18+0,9Y | 103,64+2,57Y | 117,9+1,75Y | 126,23+3,23¥ | 130,33+1,43" | 134,67+0,61"
d benzen
a 5SmM 26,78+2,08% | 41,57+0,73% | 59,51+2,37°% | 74,31+1,35°% | 84,56+2,42% | 90,98+1,75% | 94,59+1,48% | 98,43+3,71°
k benzen
i 10 mM 17,65+0,9" 28,78+1,44" 42,31+1,07" | 53,89+1,67" 61,83+1,76" 67,34+0,74" 70,36+1,75" 73,91+1,68"
k benzen
a
Kontrol 76,9+2,27* | 107,22+3,07 * | 138,38+2,02* | 163,64+2,1* | 177,98+3,56* | 185,56+1,85* |190,49+3,56* | 195,07+1,5*
10 25mM | 32,57+2,777Y 54,25+3,237Y 69,88+1,787Y 85.,00+0,72" 96,44+0,21Y | 103,46+0,55Y | 107,67+1,24Y | 111,22+0,947Y
d benzen
a 5SmM 25,94+1,35% | 40,28+3,07% | 57,54+1,28% | 71,42+1,28° | 81,86+0,94° | 87,83+3,85% | 91,02+2,17% | 94,87+1,98°
k benzen
i 10mM | 16,63+1,62" 27,08+3,08" 39,17+3,16" 49,39+0,54 " 57,01+1,82" 62,16+0,71" 65,79+1,63" 69,05+4,82"
k benzen
a
Kontrol 76,9+2,27* | 107,22+3,07 * | 138,38+2,02* | 163,64+2,1* | 177,98+3,56* | 185,56+1,85* |190,49+3,56* | 195,07+1,5*
15 | 25mM 31,03+0,97 46,15+2,22"Y 61,90+0,9" 74,58+1,03Y | 84,26+1,42Y | 90,27+1,25Y | 93,54+2,49Y 97,24+3,257
d benzen




a 5mM | 2219+0,36% | 35,53+1,68% | 52,09+0,71% | 64,55+0,61% | 73,90+2,16% | 79,21+3,56°* 82,12+4,5° 85,75+1,48 ¢
k benzen
i 10mM | 13,38+1,03"' | 21,91+0,74"' | 31,09+0,36"' | 39,43+1,03"' | 4597+1,27"' | 51,05+2,41"' | 53,19+4,16"' | 56,14+1,23"
k benzen
a

* . Disey eksende her gruptaaym harfle gosterilen veriler, 0,05 olasilik diizeyinde birbirinden farkl: degildir (x,y,z,t)

** - Tablodaki her veri, x10°seklinde ve 3 tekrarin ortalamasi olup, GST enziminin spesifik aktivite degerlerini (U/mg ) ifade etmektedir.

Tablo 5. GST Enziminin Kontrol ve Benzen Uygulanmis Gruplarindaki Ozguil Aktivite Degerlerinin inkilbasyon Siresine Gore Degisimi

CDNB
Derisimi 1,9531 * 3,9062 7,8125 15,625 31,250 62,500 125,000 250,000
(mM)

Kontrol 76,9+ 2,27* | 107,22 + 3,07 | 138,38 + 2,02° | 163,64 +2,1* | 177,98 +3,56° | 185,56 + 1,85° | 190,49 + 3,56* | 195,07 + 1,55"
25 5 40,86+ 1,48" | 62,85+ 1,23 | 84,18+ 0,90 |103,64+ 2,57 | 117,9+ 1,75 | 126,23+ 3,23 | 130,33+ 1,43 | 134,67+0,61
mM dk.

b 10 32,57 +2,77° | 54,25+ 3,23° | 69,88+ 1,78 | 85,00+ 0,72° | 96,44 +0,21* | 103,46+ 0,55° | 107,67+ 1,24% | 111,22 + 0,94°

e dk.

n 15 31,03+ 090" | 46,15+2,22"' | 61,90+0,9" | 74,58+ 1,03 | 84,26+ 1,42' | 90,27 + 1,25 | 93,54 +2,49" | 97,24+ 3,25

z dk.

e

n

Kontrol 76,9+ 2,27* | 107,22 + 3,07 | 138,38 + 2,02" | 163,64 +2,1* | 177,98 +3,56° | 185,56 + 1,85° | 190,49 + 3,56* | 195,07 + 1,55"

5 5 26,78 +2,08" | 41,57+0,7% | 59,51+ 2,37 | 74,31+ 1,35 | 84,56+ 2,42 | 90,98+ 1,75 | 94,59+ 1,48’ | 98,43 + 3,71

mM dk
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b 10 | 2594+ 1,35 | 40,28+ 3,07 | 57,54+ 1,28 | 71,42+ 1,28 | 81,86+ 0,94° | 87,83+ 3,85 | 91,02+ 2,17* | 94,87 + 1,98°
e dk.
n 15 2219+0,36' | 3553+ 1,68 | 52,09+0,71' | 64,55+ 0,61' | 73,90+2,16' | 79,21+356" | 82,12+4,5 | 8575+ 1,48
z dk.
e
n
Kontrol 76,9+ 2,27* | 107,22 + 3,07 | 138,38 + 2,02" | 163,64 +2,1* | 177,98 +3,56° | 185,56 + 1,85° | 190,49 + 3,56* | 195,07 + 1,55"
10 5 17,65+ 0,90° | 28,78 +1,44° | 42,31+ 1,07 | 53,89+ 167 | 61,83+ 1,76 | 67,34+0,74' | 70,36 + 1,75 | 73,91 + 1,68
mM dk.
b 10 16,63+ 1,62 | 27,08+ 3,08 | 39,17 + 3,16 | 49,39+ 0,54° | 57,01+ 1,82* | 62,16+ 0,71* | 65,79 + 1,63° | 69,05 + 4,828°
e dk.
n 15 13,38+ 1,03' | 21,01 +0,74" | 31,09+ 0,36' | 39,43+ 1,03 | 4597+ 127" | 51,05+ 2,41"' | 53,19+ 4,16' | 56,14 + 1,23
z dk.
e
n

* : Dusey eksende her grupta ayn: harfle gosterilen veriler, 0,05 olasilik diizeyinde birbirinden farklidir (x,y,z,t)
**Tablodaki her veri, x 10° seklindedir
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4. Tartigma ve Sonug

Benzen, insan ve dogamin aktiviteleri sonucu cevreye kontamine olur.
Teknolojik, endustriyel ve bilimsel alanda ihtiyag duyulmas: sebebiyle de zararli etkileri
bilinmesine ragmen birgok Ulkede kullaniimaktadir. Benzenin insan kaynakli cevreye
kontaminasyonu, petrol ve petrol Grinlerinin kullanimi, sigara dumani, kdmir ocaklari,
bazi tiketim mallar1 ve endlstriyel alanda sikga kullaniimast ile olmaktadir.

Benzen metabolizmasinda rol alan enzimlerden birisi de, GST enzimidir. Benzen
oksitin GST aracilig: ile suda ¢Oztinen, dolayisiyla idrar ile atilabilecek son Urtnlere
donisum, benzen metabolizmasinda ayri bir yoldur. Bu ¢alismada, benzen uygulanmis
enzimatik tepkimedeki GST'in 6zgul aktivitesi incelendiginde, benzen uygulamasi ile
kontrole gére 6nemli azalmalar gerceklesmistir. GST enzimi, cok substratli enzim
oldugu i¢in inhibitdrlt ve inhibitdrsiiz enzimatik tepkimelerin Ky, ve Vax degerlerinin
hesaplanmasinda farkli CDNB ve GSH derisimlerinde hesaplama yapilir. Bu
calismadaki Ky, ve Vux degerleri farkli derisimlerde kullamlan CDNB icindir. GSH
derigimi sabit tutulmustur (5 mM). Sonuglarimiz, benzen’in GST katalizli tepkime igin
inhibitor gibi davrandigini géstermistir. Benzen derisimi, uygulama siresinden daha
onemli bulunmustur. 2,5 mM uygulama 5 ve 10 mM uygulamalar ile kiyaslandiginda,
daha 6nemli bulunmustur. Yani ortamda 2,5 mM benzenin bulunmasi, GST enzimini
Onemli derecede inhibe edebilir, benzen derisiminin logaritmik artislari, bu inhibisyonu
belirli 6lclde arttirmaktadir, ancak benzen derisimi 2 katina ¢ikmis olmasina ragmen,
inhibisyon 2 katina gitkmamustir (Tablo 4). 5 dk' ik benzen uygulamasindaki inhibisyon
10 ve 15 dk.'ik uygulamalar ile karsilastirildiginda, dnemli bulunmustur (tablo 4).
CDNB’nin 1,9531 mM, 3,9062 mM, 7,8125 mM derisimlerinin 5 mM ve 10 mM
benzenli uygulamasinda 5 dk ve 10 dk inkUbasyonlari, istatistiksel olarak Gnemsiz
disusler gogterirken, 15,625 mM, 31,250 mM, 62,500 mM ve 250,00 mM’lik CDNB
derisimleri 6nemli dusUsler gbstermistir. Bu sonucglar, GST enzimi inhibisyonu igin
ortamda belirli bir miktar benzen varligimin yeterli oldugunu, ilk 5 dk’lik inkiibasyonda
gerceklesen inhibisyonun maksimum %68 olarak 10 mM benzende, 15 dk.hik
inktibasyonda ise maksimum %76 olarak 10 mM benzende gergeklestigini gostermistir .

Bu calismada, GST enziminin kontrol tepkimesinde CDNB substratina kars1 K,
degeri 3,08 mM, V nax degeri ise 195,07 U/mg protein bulunmustur. Civciv karacigeri ile
yapilan bir ¢calismada, GST'in CDNB'e kars1 K, degeri 588 uM, V. degeri ise 1,33
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umol/mgdk olarak bulunmustur [13]. Ayni arastirmaci, incebagirsaktan elde ettigi
GST'in CDNB'e kars1t Ki, degerini 1111 pM, Vmax degerini 0,562 pmol/mg dk olarak
bulmustur [13]. Farkli calismalardaki K., ve Vma degerleri arasindaki farklilik,
kullanilan substratlarin derisimi, tur ve doku farkliliklari, deneylerin in vivo ve in vitro
kosullarda uygulanmis olmasindan kaynaklanmis olabilir. Ancak sonuglar birbiri ile
paralellik gostermektedir. Farkli derisimlerde benzen uygulanmis tepkimelerde, GST
enziminin CDNB' e kars1 Vmax Ve Kindegerleri tablo 3’ de gosterilmistir.

Bu sonuglara gore, Vma degerlerinde onemli bir azalma gerceklesirken, K,
degerlerinde artis gerceklesmistir. Sonuclarimiz, benzenin GST Uzerindeki etkisinin
karigik tip inhibisyona uyum gosterdigini ortaya koymustur. Bu inhibisyonda inhibitér,
enzime aktif merkez disinda bir yerden baglanmir. Bir kissm enzim molekult normal
olarak substratlar1 ile birlesir ve enzim-substrat kompleksi olusurken, bir kismi ise,
inhibitor ile birlesir ve enzim-inhibitor kompleksi olusur. Bir kistm enzim molekill ise,
hem substratla, hem inhibitorle birleserek, enzim-inhibitor-substrat kompleksini
meydana getirir. Olusan bu yapi, enzimin blydk bir kismumi ortamdan alikoyar ve
tepkimenin yavaslamasina neden olur. Sadece inhibitér derisimine bagli inhibisyonda,
substrat derisimi tepkime hizi Gizerinde etkisizdir [16].

Benzen ve onun metabolitleri, 2 sekilde etki etmis olabilir; ya dogrudan enzime
aktif merkez disindaki bolgeden baglanmak ve enzimin 3 boyutlu yapisimi degistirmek
suretiyle ya da enzim-substrat kompleksine baglanmak suretiyle enzimin katalitik
etkinligini azaltmak seklinde olabilir. Cok substratli enzimler igin 6nerilen genel hiz
esitligine gore, enzimin substratlarindan birinin (GSH) derisimi sabit tutulursa, tek
substratli tepkimeler gibi MichaelisMenten Esitligi’'ne uyar. BOylece ona uyan
Lineveawer-Burk grafigi de dogrusal olacaktir. Ancak dogrularin hepsi inhibitor
tarafindan etkilenir. Boylece degisik inhibitor derisimlerindeki ¢izimlerin ekseni kesim
noktas: ve egimi farkli olacaktir. Bu tip inhibisyona “Karisik Tip Inhibisyon” ach
verilmektedir. Benzen dogrudan enzime baglamyor ise grafik, 1/Vo ekseninin soluna
kayar. Fakat 1/[S]'in Ustinde kalir. Bu tip inhibisyona aym zamanda kompetitif-
nonkompetitif inhibisyon da denmektedir. Clnki godzlenen ornek, kompetitif ve
nonkompetitif arasinda yer almaktadir. Eger benzen enzim-substrat kompleksine
baglanmis olsaydi, grafik yine 1/V, ekseninin soluna kayacakti. Ancak 1/[S]’in altinda
olacakti. Bu tip inhibisyon ise, nonkompetitif- unkompetitif inhibisyon denir [17]. Bizim
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calismamizda elde ettigimiz Lineveawer-Burk grafiginde farkli benzen derisimlerine ait
cizimler, 1/V, ekseninin solunda ve 1/S ekseninin Ustiinde kesismektedir.

Widersten ve ark (1996), GSH'un yapisindaki Glisin aminoasidinin COOH
grubunun enzim Uzerindeki 2 Arg kalintisina baglandigini 6ne sirmuslerdir [19]. Eger
benzen, GSH'a atak yapacak olursa, GSH'un enzime baglanmas: engellenebilir ya da
GSH yapisindaki degisme, 2. substratin enzime baglanmasinm engelleyebilir. Bir baska
calismada, benzenin GSH seviyesini azalttigi gozlenmistir. Ancak bu azalma,
istatistiksel agidan anlamsiz bulunmustur. Deneylerimizde, 6nce enzim, benzen ile bir
sire muamele edilmis, sonra enzimatik tepkime baglatilmistir. Benzen GSH veya
CDNB' yi etkilemis olsaydi; sonuglarimizda, tepkimenin basindaki V, hizlari, kontrole
yakin, tepkime sonuna dogru kontrolden sapmalar gostermeliydi. Fakat benzen,
muhtemelen enzim ile etkilesmis olmal1 ki, tepkime bagindaki 6zgul aktivite degerleri
kontrolden farkli gikmustr.

Bu calisma, in vivo gerceklestirilmis olsaydi, benzen uygulamas: ile GST
aktivitesinde azalma degil, aksine bir artis beklenebilirdi. Cinkl benzenin
organizmadaki ilk biyolojik reseptoril, karacigerdeki Sitokrom P 450 IIE1 enzim
sistemidir. Bu enzim icin iyi bir substrat olan benzen, Sitokrom P450 I1E1 aracilig: ile
(benzenin dusuk derisimlerinde Sitokrom P450 11E1, yiksek derisimlerinde Sitokrom P
450 11B1 devreye girer) benzen oksite metabolize olduktan sonra, basta fenol olmak
Uzere, hidrokinon, katekol, benzokinon ve 1,2,4-trihidroksibenzen gibi ara metabolitlere
donustaralmektedir [20]. Bu ara metabolitlerin birgogu karacigerdeki mikrozomal
fraksiyonlara, proteinlere, enzimlere baglanmakta ve bircok hepatik fonksiyonu
etkilemektedir. Duzhak ve ark (1988), fare ve sicanlar Uzerinde yaptiklari
calisgmalarinda, benzenin karaciger metabolizmasi ve Sitokrom enzimi ile iliskisini
incelemisler ve benzen uygulamasi ile her 2 canlida da Sitokrom P450 I1E1 enzim
sisteminin indiklendigini gozlemlemislerdir [21]. Benzenin Sitokrom P450 I1E1 araciligi
ile metabolize oldugu benzen oksit, GST icin iyi bir substrattir. Benzen oksitin GST
araciligr  ile fenil merkapturik asitlere donUstUrdlmesi  tepkimesi, benzen
detoksifikasyonunda ilave bir metabolik yoldur. Pathiratne ve ark’ mn (1986) sicanlar
Uzerinde uyguladiklar1 calismalar sonucunda, benzenin GST aktivitesini indiklemis
olmasi bu distincemizi dogrular niteliktedir [22].
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In vivo kosullarda uygulanan benzen molekdliniun bir kismi, GST' yi inhibe
edebilir. Ancak bir kisim benzen molekili GST ile temas ederken, blydk bir kismi
Sitokrom P450 11E1 araciligi ile benzen okside metabolize olmaktadir. Bu yizden in
vivo calismalarda GST, benzen tarafindan indikleniyor gorilmektedir. Ancak inhibitor
etkisi ortadan kalkmis degil, sadece ortamdaki benzen molekdilleri Sitokrom P450 11E1
katalizorltginde hizla metabolize olmustur [7].

Sonuglarimiz, organizma igin oldukga toksik, kanserojenik ve mutajenik etkilere
sahip benzen kimyasalinin GST igin substrat olmadigim ve GST enzimini inhibe ettigini
gogtermistir. GST, benzen detoksifikasyonunda bu kimyasali dogrudan kullanmayip,
onun ara bir metaboliti olan benzen oksiti substrat olarak kullanmaktadir.

Tesekkiir: Bu arastrma Uludag Universites Arastrma Fonu  tarafindan
desteklenmistir. Desteklerinden dolay: tesekkirlerimizi sunariz.
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