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Bazı Fenolik Bileşiklerin Glutatyon S-Transferaz Enzim İnhibitörleri Olarak Değerlendirilmesi 

Muhammet Serhat ÖZASLAN1* 

ÖZET: Glutatyon S-transferazlar (GSTs) önemli antioksidan enzim sınıfındadırlar ve glutatyonun 

toksik metabolitlerle konjugasyonunu katalize ederler. Yapılan bu çalışmada, bazı fenolik bileşiklerin 

GST enziminin aktivitesi üzerine potansiyel inhibisyon etkileri in vitro olarak test edilmiştir. Morin 

hidrat, eskuletin hidrat, p-kumarik asit ve siringaldehit fenolik bileşiklerinin GST enzimi üzerine IC50 

değerleri sırasıyla 0.718 µM, 0.713 µM, 0.701 µM ve 0.699 µM olarak bulunmuştur. Ki değerleri ise 

sırasıyla 1.610±0.120, 0.179± 0.019, 4.590±0.480, 0.999±0.070 olarak bulunmuştur. Bu sonuçlara göre 

en iyi inhibisyon etkisini eskuletin hidrat göstermiş olup yarışmalı inhibisyon türü sergilemiştir. 

Anahtar Kelimeler: Glutatyon S-transferaz, inhibisyon, fenolik bileşik 

Evaluation of Some Phenolic Compounds as Inhibitors of Glutatione S-Transferase Enzyme 

ABSTRACT: Glutathione S-transferases (GSTs) are important antioxidant enzyme and catalyze the 

conjugation of glutathione with toxic metabolites. In this study, potential inhibitory effects of some 

phenolic compounds on the activity of GST enzyme were tested in vitro. The IC50 values of morine 

hydrate, esculetin hydrate, p-coumaric acid and syringaldehyde phenolic compounds are found as 0.718 

µM, 0.713 µM, 0.701 µM, and 0.699 µM, respectively. Ki values are found as 1.610±0.120, 

0.179±0.019, 4.590±0.480, 0.999±0.070, respectively. According to these results, esculetin hydrate 

showed the best inhibition effect and competitive inhibition. 
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GİRİŞ  

Reaktif oksijen türleri (ROS), dış yörüngelerinde ortaklaşmamış elektron bulundurduğu için 

kararsız bir yapı gösterir, etrafındaki moleküllerden elektron alıp kararlı bir yapı oluşturmaları ve diğer 

moleküller ile oldukça reaktiflik göstermeleri açısından serbest radikallerin önemli bir bileşenidir 

(Demir 2019; Gülçin ve Beydemir 2013). Genellikle gen ekspresyonu, hücre sinyalizasyonu, apoptoz ve 

iyon taşınması sırasında üretilir (Demir ve ark. 2017; Özaslan ve ark 2017). Ancak yüksek 

konsantrasyonda ROS birikmesi oksidatif strese yol açar ve proteinler, lipitler ve DNA gibi hayati 

biyomoleküllerin oksidatif bozunmalarına neden olurlar. (Gülçin ve ark. 2006; Kırıcı ve ark. 2016) 

Glutatyon (GSH) hücrede yüksek konsantrasyonlarda (5 milimolar) bulunan glutamik asit, sistein 

ve glisin aminoasitlerinden oluşan tripeptit yapılı bir moleküldür (Pizzorno, 2014). GSH enzimatik 

olmayan mekanizmalarla serbest radikal önleyici ve indirgeyici görev üstlenerek koruma sağlar. Ayrıca 

fibrogenez, apoptoz ve hücre proliferasyonu gibi bağışıklık sistemi üzerinde önemli bir etkiye sahiptir 

(Mazzetti ve ark. 2015; Türkan ve ark. 2019). 

Glutatyon S-transferazlar (GSTs) merkezinde bulunan kükürt atomuna GSH'ın elektrofilik, 

nükleofilik ve çok çeşitli hidrofobik moleküllerinin eklenmesini katalize eder. GSTs katalitik rollerinin 

yanı sıra, ayrıca bir dizi eksojen ve endojen bileşiği katalitik olmayan bir şekilde bağlayabilir. Bunlara 

hormonlar, yağ asitleri, flavonoidler, bilirubin ve ksenobiyotikler dahildir. (Türkes ve ark. 2021a,b) 

GSTs oksidatif stres ve oksijen toksisitesinin etkilerini en aza indirmek için sinyal iletimine 

aracılık eder. Bu nedenle, GSTs hem prokaryotlarda hem de ökaryotlarda bulunur ve dört aileye 

ayrılabilir bunlar: sitozolik GST, mitokondriyal GST, mikrozomal GST’dir (Ozaslan ve ark. 2018a). 

Fenolik bileşikler antimikrobiyal, antikanserojenik, antiobezite ve antidiyabetik gibi önemli 

biyolojik ve farmakolojik özelliklere sahiptir (Aslan ve ark. 2020). Meyve, sebze ve tahıllara tat ve renk 

veren yapısal çeşitliliğe sahip ikincil metabolitlerdir. Bu bileşiklerin yapısal, özelliği, en az bir tane 

aromatik halkaya bağlı bir veya daha fazla hidroksil grubuna sahip olmalarıdır. Fenolik bileşiklerin 

hidroksil gruplarının sayısı ve konumu antioksidan aktivitelerini etkileyen önemli özelliklerdir.  Bu 

bileşiklerin koruyucu etkileri, yalnızca antioksidan aktivitelerine değil, aynı zamanda oksidatif stres 

tepkilerini düzenleyen mitojenle aktive olan protein kinaz basamakları dahil olmak üzere hücre sinyal 

yollarının modülasyonuna da atfedilmiştir. (Ozaslan ve ark. 2018b; Bayrak ve ark. 2020) 

Flavonoidler, insan sağlığı üzerinde önemli bir etkiye sahip, doğal bitki kaynaklı diyet biyoaktif 

bileşiklerdir. Morin hidrat, esas olarak Moraceae familyası bitkilerinin meyvelerinden, gövdesinden ve 

yapraklarından elde edilen bir biyoflavonoiddir. Morin hidratın çeşitli kronik ve yaşamı tehdit eden 

dejeneratif hastalıklara karşı yararlı etkilerini gösterdiğini destekleyen çok sayıda çalışma vardır (Rajput 

ve ark. 2021). Ayrıca, bu flavonun in vitro oksidatif stresin neden olduğu nöronal hasara karşı koruyucu 

etkisine ilişkin yayınlarda, Morin hidrat’ın oksidatif stres ile çeşitli nörolojik durumların tedavisi için 

umut verici bir doğal ilaç olabileceğini düşündürmektedir (Olonode ve ark. 2019). 

Eskuletin, çeşitli doğal bitki ürünlerinde bulunan ve çeşitli biyolojik ve farmasötik özelliklere 

sahip, ödem önleyici, iltihap önleyici ve tümör önleyici etkileri olan bir kumarin türevidir (Subramaniam 

ve ark. 2013).  

Syringaldehit flavonoidler grubuna ait bir polifenolik bileşiktir ve Manihot esculenta ve Magnolia 

officinalis gibi farklı bitki türlerinde bulunur. Değerli biyoaktif özelliklere sahip olması nedeniyle ilaç, 

gıda, kozmetik, tekstil, kağıt hamuru ve kağıt endüstrilerinde hatta biyolojik kontrol uygulamalarında 

kullanılmaktadır. Anti-hiperglisemik ve anti-inflamatuar aktiviteye sahiptir. (İbrahim ve ark. 2012; 

Yancheva ve ark. 2016) 
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P-kumarik asit sinamik asidin bir hidroksi türevidir, ikincil bitki metabolitleri olarak sınıflandırılır. 

Bu asitlerin omurgasını oluşturan bileşiklere çeşitli doğal kaynaklarda sıklıkla rastlanır. Bu maddeler 

antioksidan, antiinflamatuar ve antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. (Buravlev ve ark. 2019) 

Bu çalışmada, insan eritrosit hücrelerinden saflaştırılan GST enziminin aktivitesi üzerine eskulin 

hidrat, siringaldehit, morin hidrat ve p-kumarik asit gibi fenolik bileşiklerin inhibisyon etkilerine 

bakılarak bu maddelerin ilaç etken madde olabilme potansiyellerinin araştırılması amaçlanmıştır.  

 
Şekil 1. Çalışmada kullanılan fenolik bileşiklerin kimyasal yapıları 

MATERYAL VE METOT  

Kimyasallar 

Tüm kimyasallar Sigma-Aldrich Co.'dan (Sigma-Aldrich Chemie GmbH İhracat Departmanı 

Eschenstrasse 5, 82024 Taufkirchen, Almanya) temin edilmiştir. 

Numune Hazırlama ve Enzim Saflaştırma 

Atatürk Üniversitesi Araştırma Hastanesi kan merkezinden atık eritrositler temin edildi.  Daha 

sonra eritrositler buzlu su ile hemoliz edilerek 15.000 x g'de ve 4°C'de 30 dakika santrifüj edildi. GSH -

agaroz afinite kolonuna hemolizat uygulandı. Bağlı GST enzimi elüsyon tamponu (50 mM Tris-HCl pH 

9.0 ve 10 mM'ye kadar GSH) ile ayrıştırıldı ve 2 mL hacimde ayrıştırılan fraksiyonlar toplandı. Protein 

ve enzim aktiviteleri ölçüldü ve 4°C'de inhibisyon çalışmaları için saklandı. (Aksoy ve ark. 2016; Aksoy 

ve Küfrevioğlu 2017; Özaslan ve ark. 2017).  

Enzim Aktivitesi  

GST aktivitesi, model substrat olarak 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) kullanılarak önceki 

yapılan prosedüre göre gerçekleştirilmiştir (Aksoy ve ark. 2016). 

İn Vitro İnhibisyon Çalışmaları 

Çalışmada kullanılan fenolik bileşiklerin, GST üzerindeki en az beş farklı inhibitör 

konsantrasyonunda inhibisyon etkileri araştırıldı. IC50, %50 inhibisyona neden olan bileşik 

konsantrasyonu olarak tanımlandı ve her bir bileşik için Aktivite (%)–[Fenolik bileşik] grafiklerinden 

hesaplandı. Ki değerleri ve inhibisyon tipleri Lineweaver ve Burk eğrileri (1934) kullanılarak bulundu. 
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BULGULAR VE TARTIŞMA  

GSH ile ilişkili enzimler, hücrelerin zarar görmemesi için detoksifikasyon sistemi ile serbest 

radikaller tarafından indüklenmesinde önemli bir rol üstlenirler. GSH'la ilişkili enzimlerden olan 

GST'ler, ilaçları metabolize etmede etkili hücresel enzimler olup, esas olarak faz II metabolizmasında 

görev alırlar (Erat ve ark. 2013). Bu enzimler, toksik bileşikleri kovalent ve kovalent olmayan bağlanma 

ve azaltılmış GSH yoluyla dolaşımdan uzaklaştırmak için eksojen ve endojen elektrofilik 

ksenobiyotiklerin sentezini ve metabolizmasını katalize edebilir. GST'ler ayrıca hücresel sinyalleşme ve 

redoks homeostazında önemli bir role sahiptir (Board ve ark. 2013). 

GST inhibitörleri, antikanser ajanlar arasında direnç gelişimini yönetmek için umut verici terapötik 

ajanlar olarak ortaya çıkmaktadır. Bu amaçla, GST inhibitörleri olarak bu sistemi hedefleyen çeşitli 

bileşik grupları belirlenmiş ve etkileri deneysel ve klinik olarak araştırılmıştır (Townsend ve ark. 2003; 

Mahajan, 2005) Bununla birlikte çeşitli onkogenlerde kanser kemoterapötik ajanlara direnç, belirli GST 

enzimlerinin aşırı eksprese edilmesi ve bunların GSH'a ilaç konjugasyonunu katalize edebilmesiyle 

bağlantılıdır. Örneğin GSTP1-1'in birçok insan tümör hücre hattında aşırı eksprese edildiği 

bilinmektedir. Bu nedenle, tümör kemosensitizörleri olarak düşük moleküler ağırlıklı GST 

inhibitörlerinin geliştirilmesi önemlidir (Yang ve ark. 2010). Literatürde tanımlanan GSTP1-1 

inhibitörleri, küçük organik moleküller, GSH analogları, doğal ürünler ve GSH konjugatları olarak 

gruplandırılabilir (Mahajan ve Atkins 2005, Zhao ve ark. 2007, Morales ve Laborde 2007). 

Canlı vücuduna giren birçok kimyasal madde ve ilaç enzim yapısını etkileyerek metabolizmada 

görev alan enzimlerin aktivitesini durdurabilir veya arttırabilir. Günümüzde terapötik olarak kullanılan 

aktif maddelerin önemli bir kısmını enzim inhibitörleri olarak işlev gören ilaçlar oluşturmaktadır (Demir 

2020; Türkes ve ark. 2021c). Bu nedenle, tıbbi olarak aktif bileşiklerin metabolik enzimler üzerindeki 

etkilerinin belirlenmesi ilaç tasarım çalışmaları için çok önemlidir (Kalaycı ve ark. 2020; Sever ve ark. 

2020). Fenolik bileşikler, bitkilerin pigmentasyonunda, büyümesinde ve üremesinde ve ayrıca 

patojenlere karşı bitki direncinde önemli rol oynayan ikincil bitki metabolitleridir. Ayrıca antioksidan, 

antimutajenik, antikanser, antikanserojenik, antiviral, antienflamatuar ve antibakteriyel ve biyolojik 

aktiviteler gibi birçok karakteristik özelliği olan moleküllerdir (Demir ve ark. 2019; Ceylan ve ark 2019). 

Biyokimyasal aktiviteleri nedeniyle, hastalıkların tedavisinde ve önlenmesinde dikkate değerdirler 

(Aslan ark. 2017; Demir ve ark. 2021). Bir dizi bilimsel kanıt, diyete fenolik bileşiklerin eklenmesinin 

çeşitli hastalıkları iyileştiren ve sağlığı geliştirici etkileri olabileceğini bildirmiştir. 

Bu çalışmada, GST enzimi insan eritrositlerinden saflaştırılarak enzimin aktivitesi üzerine morin 

hidrat, eskuletin hidrat, p-kumarik asit ve siringaldehit maddelerinin etkisi incelenmiştir.  Sonuçlar 

kıyaslandığında maddelerin inhibisyon etkisi şu şekildedir: eskuletin hidrat (Ki: 0,179± 0,019) ˃ 

siringaldehid (Ki: 0,999±0,070) ˃ morin hidrat (Ki: 1,610±0,120) ˃ p-kumarik asit (Ki: 4,590±0,480). 

Eskuletin hidrat GST enzimi üzerine en iyi inhibisyon etkisi göstermiştir ve inhibisyon tipi yarışmalı 

olarak bulunmuştur. Bunun sebebi eskuletin hidratın yapısında bulunan OH- iyonlarının pozisyonunun 

enzimin aktif bölgesine uyumunun diğer fenolik bileşiklere göre iyi olmasından kaynaklanabilir.   
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Şekil 2. Çalışmada kullanılan inhibitörlerin Lineweaver-Burk grafikleri 

Tablo 1. IC50, Ki değerleri ve inhibisyon tiplerini gösteren tablo 

Fenolik Bileşikler IC50 (µM) Ki (µM) İnhibisyon Tipi 

Eskuletin Hidrat 0,713 0,179± 0,019 Yarışmalı 

Siringaldehid 0,699 0,999±0,070 Yarışmasız 

Morin Hidrat 0,718 1,610±0,120 Yarışmasız 

p-kumarik Asit 0,701 4,590±0,480 Yarışmasız 

Yapılan bu çalışmaya benzer şekilde literatürde ilaç veya kimyasalların GST enziminin aktivitesi 

ile ilgili birçok çalışma yapılmıştır. Örneğin, yapılan bir çalışmada araştırmacılar GST'nin paklitaksel, 

siklofosfamid ve gemsitabin tarafından inhibe edildiğini belirlemişlerdir. Paklitakselin diğer bileşiklere 

kıyasla daha iyi inhibisyon etkisi gösterdiğini bulmuşlardır (Erat ve Şakiroğlu 2013). Gülçin ve ark 

(2016a) rosmarinik asidin GST enzimi üzerindeki inhibisyon etkilerini incelemişler ve Ki sabiti değeri 

48,74 M olarak hesaplanmıştır. Başka bir çalışmada, kafeik asit esterinin GST üzerindeki inhibisyon 

etkileri incelenmiş Ki sabiti 0,453 nM olarak hesaplanmıştır (Gülçin ve ark 2016b).  

Gülçin ve ark (2018) yaptıkları çalışmada üsnik asit, psoromik asit, floretin, eupatorin, eupatili ve 

Gardenin A gibi kimyasal bileşiklerin GST enzim aktivitesi üzerine inhibisyon etkileri araştırmış ve en 

iyi inhibisyon etkisi gösteren psoromik asitin Ki sabiti değerini 8,34 µM olarak hesaplamıştır. 

Başka bir çalışmada Daucus carota L. ssp. bitkisinin metanol özütünden elde edilen fenolik 

bileşiklerin GST enziminin aktivitesi üzerine etkileri incelenmiştir. Klorojenik asit (2,089.096 µg g-1), 

şikimik asit (193,14 µg g-1) ve kumarin (113,604 µg g-1) fenolik bileşikleri için IC50 değeri belirlenmiştir 

(Atalar ve ark, 2021). 

SONUÇ 

Çalışmada kullanılan fenolik bileşik türevlerinin GST enzim aktivitesine karşı in vitro inhibisyon 

çalışması incelenmiş ve enzim aktivitesinde önemli düzeyde azalma görülmüştür. Eskuletin hidrat 
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bileşiği en iyi inhibisyon etkisi göstermiştir. Elde edilen sonuçlardan GST enzimi radikal giderici etkisi 

fenolik bileşiklerin ilaç tasarımında veya antikanser çalışmalarında önem arz edebilir.  
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