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DOCETAXEL/ADRIAMYCIN KEMOTERAPIiSi ALAN GOGUS
KANSERLI HASTALARDA SERUM L-KARNITIN VE
GLUTATYON S- TRANSFERAZ DUZEYLERININ
SPEKTROFOTOMETRIK OLARAK INCELENMESI

Dilek KAAN
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Tez Damismani: Yrd. Do¢. Dr. Ebru SAATCI

OZET

Bu ¢alismada Docetaxel/Adriamycin kemoterapisi alan gogiis kanserli hastalarda serum
L-karnitin ve Glutatyon S-transferaz diizeyleri spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Saglikli kisilerden (kontrol grubu) (n=24), ila¢ tedavisine baglamamis olan meme
kanseri tanist konmus hastalardan (n=24) ve aynmi hastalarin Docetaxel/Adriamycin
kemoterapisi (n=24) almasindan sonra alinan serum 6rneklerinde L-karnitin diizeyleri
ve Glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri spektrofotometrik olarak incelenmistir. L-
karnitin diizeylerinin incelenmesi sonucunda L-karnitin ortalama degerleri kontrol
grubunda 38,38+10,25 umol/L, tedavi oncesi hastalarda 47,31+24,79 pumol/L ve tedavi
sonras1 hastalarda 49,31+28,04 umol/L olarak bulunmustur. Genel GST substrat1 olan
CDNB’ye kars1 ortalama GST aktiviteleri incelendiginde, serum GST aktivitesi kontrol
grubunda 0,7040,33 nmol/dk/mg, tedavi Oncesi hastalarda 1,70+0,64 nmol/dk/mg ve
tedavi sonrasi hastalarda 1,58+0,58 nmol/dk/mg olarak, GST Pi izoenzim substrati
etakrinik asit (EA)’e kars1 ortalama serum GST aktiviteleri kontrol grubunda 5,52+2,88
nmol/dk/mg, tedavi Oncesi hastalarda 4,10£2,05 nmol/dk/mg ve tedavi sonrasi
hastalarda 8,35+3,58 nmol/dk/mg olarak bulunmustur. DCNB ve EPNP’nin substrat

olarak kullanildig1 calisma kosullar altinda serumlarda GST aktivitesi gozlenmemistir.

Calismada elde edilen L-karnitin degerleri icin, Iki rnek t-testi ile yapilan gruplar arasi
istatistiksel karsilastirmalarda kontrol grubu - tedavi oncesi hastalar ve kontrol grubu -
tedavi sonrasi hastalar arasindaki farklilik anlamli bulunmustur (p < 0,05). Tedavi
oncesi ve tedavi sonrasi hastalar arasindaki farklilik anlamli bulunmamaistir (p > 0,05).
Bulunan CDNB’ye kars1 total serum GST degerleri icin, ki 6rnek t-test’e gdre yapilan
gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalarda kontrol grubu - tedavi dncesi hastalar ve

kontrol grubu - tedavi sonrasi hastalar arasindaki farklilik anlamli bulunmustur (p <



0,05). Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi hastalar arasindaki farklilik anlamli bulunmamais-
tir (p > 0,05). Ayrica serum GST Pi izoenzim karsilig1 olan etakrinik asitin substrat ola-
rak kullanildig1 GST aktivitesi degerleri igin, Iki 6rnek t-test’e gore yapilan gruplar arasi
istatistiksel karsilastirmalarda kontrol grubu - tedavi sonrasi hastalar ve tedavi 6ncesi -
tedavi sonrasi hastalar arasindaki farklilik anlamli bulunmustur (p < 0,05). Kontrol

grubu ve tedavi Oncesi hastalar arasindaki farklilik anlamli bulunmamastir (p > 0,05).

Bu calisma meme kanseri metabolizmas1 ve meme kanseri tedavisinde kullanilan s6z
konusu ilaglarin, L-karnitin’in rol aldigi metabolik yollarin ve Glutatyon S-
transferaz’larin  katalizledigi detoksifikasyon mekanizmalar1 {izerine etkilerinin
incelenmesine, kanser biyolojisi ilizerine yapilan c¢aligmalara ve tedavi yontemlerinin
etkinliklerine dair noktalarin ortaya ¢ikarilmasina 6nemli Ol¢lide katkida bulunacagini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Gogiis kanseri, Docetaxel, Adriamycin, L-karnitin, Glutatyon S-

transferazlar.



SPECTROPHOTOMETRIC DETECTION OF SERUM L-
CARNITINE AND GLUTATHIONE S-TRANSFERASE
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ABSTRACT

In this study, the goal is to determine serum L-carnitine and Glutathione S-transferase
(GST) activities on breast cancer patients whom got Docetaxel/Adriamycin
chemoteraphy. The blood samples were taken from healthy women (control group)
(n=24), breast cancer patients before chemoteraphy (n=24) and the same patients after
Docetaxel/Adriamycin chemoteraphy (n=24). The serum L-carnitine mean levels were
found as 38,38+10,25 umole/L, 47,31+24,79 umole/L and 49,314+28,04 umole/L for
control group, patients before chemoteraphy and patients after chemoteraphy,
respectively. Glutathione S-transferase activities were determined by using their general
substrate CDNB, GST Mu isozyme substrate DCNB, GST Tau substrate EPNP and
GST Pi substrate etachrinic acid (EA). GST mean activities in the serum which were
found as 0,70+0,33 nmole/min/mg for control group, 1,70+0,64 nmole/min/mg for
patients before chemoteraphy and 1,58+0,58 nmole/min/mg for patients after
chemoteraphy by using CDNB as substrate. GST mean activities in the serum which
were found as 5,52+2,88 nmole/min/mg for control group, 4,10+2,05 nmole/min/mg for
patients before chemoteraphy and 8,35+3,58 nmole/min/mg for patients after
chemoteraphy by using EA as substrate. Serum GST activities were not determined by
using DCNB and EPNP as substrates.

Paired Sample Test statistical analysis were used to compare calculated serum L-
carnitine levels and GST activities. For the serum L-carnitine levels, the statistically
significant differences were found for the comparison of control-patients before
chemoteraphy groups (p<0,05), and for the comparison of control and patients after
chemoteraphy groups (p<0,05). The statistically significant difference was not found for
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the comparison of patients before chemoteraphy and patients after chemoteraphy groups
(p > 0,05).

The statistically significant differences were found for the comparison of control and
patients before chemoteraphy groups (p < 0,05), and for the comparison of control and
patients after chemoteraphy groups (p < 0,05) for GST enzyme avtivities by using
CDNB as substrate. The statistically significant difference was not found for the
comparison of patients before chemoteraphy and patients after chemoteraphy groups (p
> 0,05). On the other hand, statistically significant differences were found for the
comparison of control and patients after chemoteraphy groups (p < 0,05), and for the
comparison of patients before and patients after chemoteraphy groups (p < 0,05) for
GST enzyme avtivities by using CDNB as substrate. The statistically significant
difference was not found for the comparison of control and patients before

chemoteraphy groups (p > 0,05).

The study contributes to determine breast cancer metabolism and Docetaxel/Adriamycin
chemoteraphy effect on serum L-carnitine levels and Glutathione S-transferase
activities, have role in drug detoxification and cancer metabolisms. The study shows
that the results can be used as an indicator of some significant theraphies and cancer
metabolism studies on breast cancer biology.

Keywords: Breast cancer, Docetaxel, Adriamycin, L-carnitine, Glutathione S-

transferase.
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1. BOLUM

GIRIS

Meme kanseri ve diger maligniteler hiicre biliylimesi ve gelisimine katilan Onemli
hiicresel yollar1 etkileyen genetik degisimler ile metabolik islemler sonucu ortaya
cikmaktadir. Cogu genetik degisimler sadece kanserli dokudaki kanser hiicrelerinde
gozlenirken, daha az siklikla da olsa germ hiicrelerindeki genetik degisimler ile ortaya

cikan maligniteler kalitsal 6zellik tasimaktadirlar [1].

Kadinlar arasinda sik goriilen meme kanserinin 5 yillik sag kalim oraninin %75 olmasi
nedeniyle en iyi yasam siiresine sahip kanser tiirii oldugu literatiirde bildirilmektedir [2].
Avrupa’da yilda 180.000, Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) yilda 184,000 yeni
olgu saptanmaktadir. Meme kanseri siklig1 diinya {izerinde iilkeden {ilkeye farklilik
gostermektedir. Hawai, Kaliforniya, Kanada yilda yiizbinde 80-90 goriilme sikligr ile ilk
siralarda yer alirken, ayni deger Japonya’da sadece ylizbinde 12-15 arasindadir.
Japonya, Singapur ve Cin’de ekonomideki bati tarzi gelisim ve dogurganligin batiya
benzemesi nedeniyle 1975’den bu yana meme kanser goriilme oranindaki fark giderek
azalmaktadir. Avrupa iilkelerinde ise goriilme siklig1, kuzey tlkelerinden gilineye ve bati
tilkelerinde doguya dogru gidildik¢e azalmaktadir. Goriilme sikligindaki en biiyiik artig
Kanada, ABD, Ispanya ve Isve¢’te ortaya ¢ikmistir [2].

Meme kanserinin tedavi evresi olan kemoterapide kullanilacak ilaglarin ilke olarak her
seyden Once ayni timorde ileri donem olgularda etkili oldugu bilinen ilaglardan ya da
onlarin kombinasyonundan olusmasi gerekmektedir. Cogu kemoterapik ilag etkisini
hiicre boliinmesini inhibe ederek gostermektedir [3]. Docetaxel ve adriamicin meme
kanserinin tedavisinde kullanilan en aktif antikanser etmenlerinden biridir. Docetaxel

metastatik meme kanseri hastalarinin tedavisinde siklikla kullanilmaktadirlar [4].



Kanser kemoterapisi sonucu degisen metabolik etkilesimlerden biri kabul edilen
karnitinler, kiigiik, suda eriyebilen ve memelilerde yag metabolizmasinda gorev alan
molekiillerdir. Mitokondri tarafindan yag asitlerinin normal oksidasyonu ig¢in
gereklidirler ve agil koenzim A (KoA)’nin transesterifikasyonu ve atilimi, dalli zincirli
a-ketoasitlerin oksidasyonu, toksik agil-karnitin esterlerinin mitokondride ki yikim
olaylarina da katilmaktadir [6]. Karnitin yap1 olarak amino asitlere benzeyen,
trimetillizin’den koken alan kuaterner bir amindir. Ag¢ik biyokimyasal formiilii 3-
hidoksi-4-N-trimetilamino-butirat seklindedir [5].

Karnitinlerin  kardiyoprotektif etkileri ile ilgili olarak, karnitin yetmezIliginin
kardiyomiyopati ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, karnitinin iskemi,
miyokard enfarktiisii nedenli hasara kars1 miyokardi korudugu da bilinmektedir. Kanser
ve antikanser ilaglara etkisi lizerine ve kanser ile iligkili dis metabolik sendromda,
karnitinlerin roliinii aragtiran ¢alismalar siirmekte ve cesitli deneysel ve Kklinik kanser

modellerinde karnitinlerin etkisi arastirilmaktadir [7,8].

Calismamizda bir diger inceleme konusu olan Glutatyon S-transferazlar (GST), ¢ok
cesitli elektrofilik maddeler ile glutatyon arasinda konjugasyon reaksiyonlarini
katalizleyen multigen siiperailesi izozimleridir. Endiistriyel orijinli bir ¢ok kimyasal
madde veya onlarin metabolitleri, sitotoksik ilaglar ve kimyasal karsinojenler dahil
birgok ksenobiyotik, kimyasal yapilarinda elektrofilik merkezler bulundurdugundan,
glutatyon ile ¢ok kolay reaksiyona girebilmektedir. GST’lerin katalizledigi Faz Il
detoksifikasyon reaksiyonlari, ¢esitli kanserojen madde, toksik madde ve genelde
ksenobiyotiklere karsi viicudu koruyucu rol istlenmektedir. Canli dokularinda
sentezlenen Glutatyon S-transferaz izoenzimleri Alpha, Mu, Pi, Teta, Kappa, Omega ve
Zeta gen ailelerinden olusmaktadir. Glutatyon S-transferazlar izoezimlerinin
polimorfizmi, protein miktar1 ve aktivite Ozellikleri meme kanseri dokularinda,
[9,10,11] meme kanserli hastalarin kanlarinda [12] akciger kanserli hastalarin
kanlarinda [13] arastirmacilar tarafindan ¢aligilmistir. Ayrica GST’lerin, anti-kanser
ilaglariin  (6rnegin chlorambucil, melphalan, thiotepa, 1,3-bis(2-chloroethyl)-1-
nitrosourea (BCNU), cyclophosphamide, gibi) detoksifikasyon mekanizmalarinda gorev

aldig1 bilinerek, bu ilag tedavileri alan hastalarda aktivite calismalar1 yapilmistir [14,15].

Calismadaki amacimiz hiicre i¢i detoksifikasyon mekanizmalarinda gorev alan ve

ozellikle meme kanseri i¢in biyomarker olarak kabul edilen glutatyon S-transferaz



izoenzim (Pi ve Mu) aktiviteleri ve, kanser ve ila¢ etkilesimleri ile etkilenen
mitokondriyal karnitin/a¢il karnitin sonucunda degisen serum L-karnitin diizeylerinin
kontroliinde meme kanseri tedavisinde kullanilan Docetaxel/Adriamycin kombine ilag
tedavisinin etkilerini arastirmaktir. Elde edilen sonuglardan, ozellikle ilag tedavisi
baslamadan ve ilag¢ tedavisinden sonraki GST aktivite ve L-karnitin diizey sonuglarinin
karsilastirilmasi ile bu arastirma, hem kanser metabolizmasi hem de tedavi sirasinda
kullanilan ilaglarin s6z konusu metabolik yollar {izerilerindeki etkilerinin gosterilmesi

acisindan klinik olarak onem teskil etmektedirler.



2. BOLUM

GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri ve diger maligniteler, hiicre biiylimesi ve gelisimine katilan 6nemli
hiicresel yollar1 etkileyen genetik degisimler ile ¢ok adimli bir islem sonucu ortaya
cikmaktadir. Cogu genetik degisimler sadece kanserli dokudaki kanser hiicrelerinde
gozlenirken, daha az siklikla da olsa germ hiicrelerindeki genetik degisimler ile ortaya
¢ikan maligniteler kalitsal 6zellik tagimaktadir. Genomdaki bu kalitsal veya kalitsal
olmayan genetik degisimler, belli hiicresel genlerin belli 6zel degisimleri ile iligkili
bulunmustur. Bunlar onkogenler olarak isimlendirilirler ve normal islevlere sahip bir
diger gen grubundan (protoonkogenlerden) tiirevlenmektedir. Protoonkogenler normal
hiicre biiylimesi ve farklilasmasi i¢in Onemli olan bazi proteinlere ait kodlar
icermektedir. Eger bir mutasyon sonucu protoonkogenin yapist degisirse olusan hasar,
genin dolayisi ile gen iiriiniin yapisinin degigsmesine neden olmaktadir ve ¢esitli yollarla
hiicre boliinmesinin kontrolii ortadan kalkar ve malignite ortaya ¢ikmaktadir. Kanser
olusumunda, onkogenlerden 6nemli ikinci bir gen grubu da tiimdr-baskilayici genlerdir.
Bu iki gen grubu kanserojenezde birbiriyle zit etki etmektedir. Onkogenler malign
transformasyona neden olurken tiimor baskilayici genler, hiicre biiyiimesinde islev
goren genleri kontrol ederek tiimor olusumunu engellemektedirler. Eger bu tiimor
baskilayict genlerde bir hasar olursa biiyiime kontrolii ortadan kalkacagindan kanser

ortaya ¢ikmaktadir [1].



Meme kanseri memelilerden sadece insan ve farede goriilen genlerle iligkili bir
hastaliktir. Genel belirti memede sisliktir. 25 yas civarinda baslar ve yas ilerledikge
insidans artmaktadir. Meme kanserinin yas grubuna gore dagilimi Sekil 2.1°de
gosterilmektedir. Kadinlarda en ¢ok goriilen malignitedir ve kansere bagli oliimler

iginde akciger kanserinin ardindan 2. sirada gelmektedir [16].
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Sekil.2.1. Meme kanserinin yas grubuna gére dagilimi [16]
2.1.1. Meme Kanserinde Kemoterapik Ilaclar

Meme kanseri vakalarmin biiyiik ¢cogunlugunda etyolojileri bilinmemektedir. Hastalik
icin ¢ok sayida risk faktorleri belirlenmistir. Bu faktorler arasinda kadin olmak ve
ilerleyen yas en 6nemlileridir. Hasta gurubunda daha az rol oynayan faktorler, ailede
gen¢ yasta meme kanseri Oykiisii, erken menars, gen¢ menopoz, ge¢ yasta ilk canli

dogum, uzamis hormon replasman tedavisidir.

Kemoterapide kullanilacak ilaglarin ilke olarak her seyden once ayni tiimorde ileri
donem olgularda etkili oldugu bilinen ilaglardan ya da onlarin kombinasyonundan
olusmas1 gerekmektedir. Kemoterapik ilaglar etkilerini hiicre boliinmesini inhibe ederek

yapmaktadir [3].

Meme kanseri tedavisinde kemoterapi uygulanacagi zaman bir takim kombine
kemoterapi rejimlerini diisiinmek uygun olmaktadir. Bu rejimler arasinda sunlar yer
almaktadir: Fluorourasil, doxorubicin ve cyclophosphamide (FAC/CAF) veya
cyclophosphamide epirubicin ve fluorourasil (CEF); doxorubicin, epirubicin ve

cyclophosphamide (AC/EC) i¢lii kombinasyonu. Ardisik paklitakselle birlikte AC, 3



haftada bir veya 2 haftada bir filgrastim destegiyle uygulanir. FEC (doxorubicin-
paklitakseli-cyclophosphamide) her biri tek ajan olarak, 2 haftada bir filgrastim
destegiyle birlikte, 4 siklus verilmektedir ve fluorourasil, epirubicin, cyclophosphamide

sonrasinda docetaxel uygulanir [3].

Docetaxel (Taxotere): Uygulamasi damar yoluyla yapilir. Doz kisitlayict yan etkileri
notropeni (diisiik kan akyuvar sayisi) ve nadiren diisiik trombosit sayisidir. Alerjik
reaksiyonlara, akcigerde ve bacaklarda sisliklere neden olabilmektedir. Ellerde ve

ayaklarda karincalanma ve hissizlik yaratan sinir hasar1 yapabilmektedir.

Doxorubicin (Adriamycin): Kullanilan genel uygulamalart damar yoluyladir. Yan
etkileri; kemik iligi baskilanmasi, stomatit (agizda olusan yara), bulanti, kusma ve
nadiren ishaldir. Deride hiperpigmentasyon (deri renginde koyulasma) ve tirnaklarda
renk degisiklikleri yan1 sira, gozlerde yanma ve asir1 yaslanma goriilebilecek olasi yan
etkiler arasindadir. Fark edilebilir sa¢ kaybina sebep olur. Radyoterapi almis hastalarda
yenileyen yumusak deri reaksiyonlar1 goriilmektedir. Damar disina sizmasi durumunda
(Ekstravazasyon), sizint1 olan bolgede derin doku hasarina yol agabilir. Ekstravazasyon
goriilen hastalarin %33’ilinde ciltte derin yara olusumu goriilmiistiir. Olusan yaranin
iyilesmedigi durumlarda bazen cerrahi miidahale gerekebilmektedir. Doksorubicin
uygulamasinin en 6nemli yan etkisi kalp hasar1 gelisimidir. Uygulanan doza bagimh
gelisen kalp hasarinin tibbi tedavisi olduk¢a zordur. Bu komplikasyonun ortaya
c¢ikmasinda etkili olan risk faktorleri; maksimum doz olan 550mg/m2 doza ulasilmasi,
hastanin 70 yas ve lizeri olmasi, kalp bolgesinden radyoterapi almis olmasi ve gecmiste

kalp krizi yada yiiksek kan basinci gibi kalp hastaliklarina sahip olmasidir [3].

2.2. Karnitin

Karnitin yap1 olarak amino asitlere benzeyen, trimetillizin’den koken alan kuaterner bir
amindir. Karnitinler kii¢iik, suda eriyebilen ve memelilerde yag metabolizmasinda
gorev alan molekiillerdir [6]. Serbest karnitinin plazma konsantrasyonu 30-70 umol/L
arasindadir. Kalp, iskelet kaslari, yag dokulari, epididimis ve seminal sivi karnitince
zengindir. Epididimiste testesteronun etkisiyle karnitin diizeyi artmaktadir. Ancak

burada karnitin sentezi yapilmaz, plazmadan saglanmaktadir.



Karnitinlerin kardiyoprotektif etkileri ile ilgili olarak, karnitin yetmezliginin
kardiyomiyopati ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, karnitinin iskemi ve
miyokard enfarktiisii nedenli hasara kars1 miyokardi korudugu da bilinmektedir. Kanser
ve antikanser ilaglara etkisi {lizerine ve kanser ile iligkili dis metabolik sendromda,
karnitinlerin roliinli arastiran calismalar siirmekte ve cesitli eksperimental ve klinik

kanser modellerinde karnitinlerin etkisi arastiritlmaktadir [7,8].

Karnitin dogada sadece L formunda bulunmaktadir. D formu ise laboratuar kosullarinda
tiretilmektedirler. Ayrica bir diger form olan D-L formu ise bu iki aktif maddenin
%50’sini igerir. L-karnitin plazmada veya dokularda serbest ve agilkarnitin tiirevleri
olarak yag asitlerine bagl sekillerde bulunabilmektedirler. L-karnitin ve tiirevleri birgok
onemli intraseliiler fonksiyona ve farmakolojik etkiye sahiptir. L-Karnitinin Agik
biyokimyasal formiilii 3-hidoksi-4-N-trimetilamino-butirat seklindedir ve sekil 2.2°de
gosterilmektedir. Karnitinlerin bircok serbest radikaller ve oksijen aracili hastaliklarin

tedavisinde etkili oldugu goriilmiistiir [17].

Karnitinin %75’i diyetle viicuda alinmaktadir. Kalan %25°1 viicutta iskelet kasi, kalp,
beyin, karaciger ve bobrek gibi organlarda esansiyel aminoasitler olan lizin ve
metioninden endojen olarak sentezlenebilmektedir. Bu olay i¢in C vitamini, niasin
adenin diniikleotid (NAD), flavin adenin diniikleotid (FAD), piridoksin, demir ve S-
adenozilmetiyonine ihtiya¢ duyulmaktadir [18]. Giinde 200-500 umol serbest karnitin
idrarla atilir. Hemodiyaliz hastalarinda karnitin kaybi oldukc¢a fazladir. Bu nedenle

disaridan verilme zorunlulugu vardir [18].

Besinlerden ileri gelen L-karnitin eksikligine seyrek rastlanilmaktadir. Daha c¢ok
metabolizmanin bozulmasit sonucu endojen kaynakli eksiklikler goriilimektedir.
Ozellikle biyosentezinin bozulmas1 asir1 elimasyonu ya da harcanmasindan
kaynaklanmaktadir. Baz1 kalitsal metabolizma hastaliklarinda kanda organik asitlerin
artmasi, harcanmasi arttirabilmektedir. Eksiklik belirtileri ¢izgili kas ve kardiyak
bozukluklar seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Eforlarda kas zayifliklari, miyaljiler, kaslarda
yag infiltrasyonu gibi ¢izgili kas bozukluklar1 ve kardiyomiyopati gibi kardiyak
bozukluklar goriilmektedir [18].

Normal kisilerde yiiksek dozlarda da olsa disaridan L-karnitinin alinmasi higbir yan

etkiye neden olmamaktadir. L-karnitin oral ve intravendz (i.v.) yolla 0&zellikle



hemodializ uygulamasi sonucu meydana gelen karnitin eksikliklerinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Kardiyovaskiiler ve ¢izgili kas hastaliklarinda kullanilmasi
onerilmektedir [18] Seminal sivida yiiksek oranda karnitin bulundugundan bazi erkek
kisirliklarinin tedavisinde kullanilmasi onerilmektedir [19]. Karnitin sporcularda ve

yaris atlarinda performans arttirici olarak denenmektedir [20].

CH, N CH, c CH, Coo

Sekil 2.2. L-karnitin molekiiliiniin kimyasal yapisi [6].

2.2.1. Karnitin Sistemi

L-karnitin, asetil-L-karnitin (ALCAR) ve propiyonil-L-karnitin (pL-C) gibi karnitin
esterleri, gesitli 6zgiil hiicre igi enzimler gibi sistemlerden olusmaktadir. Bunlar kisa ve
uzun zincirli yag asitlerinin hiicre ici-dis1 gecislerinde rol oynamaktadirlar. Ayrica
karnitin sistemi; 1) mitokondrial diizeylerde enerji lireten substratlarin kullaniminda; 2)
enerji Uretimi ile iligkili olmayan, peroksizomal diizeyde lipid peroksidasyonunda; 3)
endoplazmik retikulum diizeylerinde diisiik dansiteli lipoproteinler gibi proteinlerin agil
ve deagilasyonunda; 4) membran fosfolipid devrinde; 5) hiicre osmotik dengesinin
stirdiiriilmesinde gorev almaktadir. L-karnitin ve tiirevlerinin reaktif oksijen tiirevleri
olusumunu Onleme, serbest radikalleri siipiirme ve hiicreleri peroksidatif stresten
koruma etkileri oldugu da bilinmektedir. L-karnitinin gastrik mukoza lezyonlar1 {izerine
etkileri ile ilgili yapilan ¢alismada, gastrik mukozay1 koruyucu etkisinin antioksidatif,
antiperoksidatif ve serbest radikal siipiiriicii 6zelligine bagh oldugu diistintilmiistiir
[21,22]. Iskemi ve reperfiizyon hasarindan korumada Packer ve arkadaslari tarafindan
pL-C’nin, hidroksil radikal olusumu igin gerekli olan demiri selasyona ugratarak ve
serbest radikalleri siipiirerek reperfiizyon hasarindan iskemik kalbi korudugu

gosterilmistir [23].



Anemilerde ve hemodializ hastalarinda oral veya i.v. karnitinlerin kullanim1 hematokrit,
retikiilosit sayisi, hemoglobin diizeyi, eritrosit sayisi ve yasam siiresini artirmakta ve
hastalarin eritropoetin ihtiyacin1 azaltmaktadir. Karnitinin hiicresel membranlari

sabitlestirdigi ve eritrosit osmotik rezistansini arttirdig1 goriilmiistiir [24,25].

Meme kanserli hiicrelerde Doxorubicin stereocizomeri olan epirubicin tedavisinin
etkisinin ¢alisildig1 L-karnitin eklemesinin yapildig1 bir ¢alismada, Epirubicin ile tedavi
edilen meme kanseri hastasina verilen karnitin takviyesinin kardiyak toksisite gelisimini
azaltacak bir hipotez incelenmistir. In vitro hiicreleri kullanarak L-Karnitin eklentisinin
epirubicinin timor sitotoksik etkilerini azaltip azaltamadigini incelenmistir. L-karnitin
takviyesinin, epirubicinin meme kanserli hiicreleri 6ldiirmesinde higbir katkist olmadigi
belirlenmistir. Yine bu ¢alismada metionin ve lizinden gelen sentezlenir bir kuaterner
amonyum bilesik olan L-Karnitin, mitokondrideki oksidatif metabolizmasi igin gerekli
oldugu ve kalp fonksiyonu, L-karnitin temel bir kofaktér oldugu, oksidatif
metabolizmasi ile yakindan baglantili oldugu belirtilmistir [26].

Karnitinlerin noroprotektif ve ndromodiilator etkilileri {izerine yapilan bir¢ok ¢aligma,
karnitinlerin noronal aktivitede rollerinin oldugunu gostermistir. Bunlar arasinda,
Alzheimer hastaligit gibi kognitif fonksiyonlardaki olumlu etkisini [27,28],
antidepresan-benzeri etkisini, analjezik etkiyi ve Parkinson gibi nodrodejeneratif
hastaliklardaki etkisini sayabiliriz [29].

Meme kanserinde Kkarnitinin koruyucu etkisini ve "arjinaz-nitrik oksit" etkilesimini
aragtiran bir ¢aligmada tiimor dokularindaki histopatolojik incelemeyle arjinaz etkinligi,
ornitin ve nitrik oksit (NO) seviyeleri saptanmigtir. Tedavi gruplarinda mitotik hiicreler,
hiicre arginaz etkinligi ve ornitin seviyeleri karnitin ile birlikte dnemli oranda azalmistir.
Nitrik oksit seviyeleri tedavi gruplarinda énemli oranda yiiksek oldugu belirtilmistir.
Timor ilerlemesindeki karnitinin koruyucu roliindeki olasi mekanizmalardan biri
karnitinin NO degerinin yiikseltmesi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu mekanizmanin
timor-arttirma  ajanlarinin iiretimini azaltabilecegi diisiiniilmiis, poliaminler ve NO

tiretiminin artmasinin kanser gelisiminde koruyucu etki sahip oldugu saptanmustir [30].
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2.3. Glutatyon s-Transferaz Enzim Ailesi

Glutatyon S-transferazlar (EC.2.5.1.18), endojen bilesiklerin detoksifikasyonuna kadar,
dis kaynakl1 elektrofilik bilesiklerin viicut i¢i detoksifikasyonunda rol alan ksenobiyotik

metabolizmasindaki 6nemli enzimlerdendir [31].

GST
GSH+RX —» GSR+HX

Glutatyon S-transferazlar (GST), bir tripeptid olan glutatyonun (GSH, y-glu-cys-gly)
yapisinda yer alan sisteinden Otiirli stilfidril (-SH) grubu ile niikleofilik bazi toksik

bilesik veya metabolitlerin konjugasyonunu katalizlemektedirler [32].

Glutatyon S-transferaz siipergen ailesi karsinojenik potansiyele sahip birgok endojen ve
ekzojen kimyasallara kars1 hiicresel enzim savunmasinin énemli bir boliimiinii olusturur
ve dolayisiyla glutatyon S-transferaz enzimleri birgok elekrofilik maddelerin geleneksel
aktivasyonu ve inaktivasyonunda dnemli bir rol oynarlar. Insan dokularinda sentezlenen
glutatyon S-transferaz izoenzimleri Alpha (o), Mu (u), Pi (m), Sigma (o), Teta (0),
Kappa (k), Omega (o) ve Zeta ({) gen ailelerinden olusur. Biitiin GST izozimleri
GSH’1mn rediiklendigi reaksiyonda gorev alirlar. Ancak GSH sisteinin tiyol gruplarina
transfer edilen substrat Ozgiilliigli gostererek farkli izozimler adi altinda
toplanmaktadirlar. GST’ler, biitiin 6karyotik ve prokaryotik canlilarin sitoplazmasinda,
mikrozomlarinda ve mitokondrilerinde bulunmaktadirlar [33]. GST izozimlerinin
molekiil agirliklart 20,000 ve 26,000 Dalton arasinda degismektedir [34]. Bu
klasifikasyon substrat 6zgiilliiglinden baska izozimlerin kimyasal affiniteleri, amino asit
dizileri ve kinetik Ozellikleri de g6z Oniinde bulundurularak yapilmaktadir [35].
[zozimlerin amino asit dizileri %70’e yakin benzerlik gdstermekle beraber izozimler

arasi farklilik oran1 %30’lardadir [36].
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2.3.1. GST’lerin Yapilar: ve Fonksiyonlari

2.3.1.1. GST’lerin Katalitik Aktiviteleri

Glutatyon S-transferazlar, glutatyon ile eksojen veya endojen substratlari arasindaki
konjugasyonu katalizlemeklemekten baska peroksidaz ve izomeraz aktivitesi de

gostermektedirler [37].

Sitozolde sentezlenen GSH konjugasyon reaksiyonlari, H,O, reaksiyonu ve hiicre zarini
gecen biyolojik radikallerin varliginda tiiketilmektedir. GSH’in oksidasyonu ile
glutatyon disiilfit (GSSG) olugmaktadir. Glutatyon disiilfit, glutatyon rediiktazin
katalizledigi reaksiyon ile hizlica rediikte durumuna (GSH) donlismektedir. Bu

dongiilerle, hiicre i¢inde ki GSH:GSSG oran1 99:1 oraninda tutulmaktadir [38].

Biitin GST siniflari, elektofilik ko-substratlara GSH’in niikleofilik reaksiyon hizini
arttirmak amaciyla bagli GSH’in tiyol grubunun pKa’smi 9.0’dan 6.0-6.9 arasina
diisiirmek i¢in fonksiyon gosterirler. Bu deprotonizasyon, enzimatik katalizin temel
basamaginin hizini fizyolojik pH’da 200-300 kat artmasini saglamaktadir [39]. Sonuglar
gostermektedir ki glutatyon, neutral pH da, GST ile baglandig1 sirada tiyolat (GS)
anyonu seklinde bulunmaktadir. GST’ler aktivitelerini GS- olusumu ve elektrofilik,

hidrofobik bilesiklerin enzim {izerine baglamasiyla gostermektedirler [40,41,42,43].

2.3.1.2. GST’lerin Protein Yapilari

Kappa smif GST’ler haricinde, biitiin izozimlerin kristal yapilart literatiirde
bulunmaktadir. Memeli GST izozimlerinin kristallografi sekillerini de iceren
literatiirler: insan karacigerinden o [hGSTAL-Al] [44]; sigan karacigerinden p
[rGSTM1-1] domuz akcigerinden m [pGSTP1-1] [45]; [44]; insan plasentasindan
hGSTP1-1 [46] miirekkep baligi sindirim bezinden & [s GSTS1-1] [45] ve Lucilia
cuprina’dan elde edilen 8 [50] izozimleri. Ayrica farkli organizmalardan elde edilen
GST proteinlerinin de kristallografik yapilar1 yaymlanmistir: Arabidopsis thaliana’dan
[46]; Fasciola Hepatica’dan [47] ve Schistosoma japanicum’dan elde edilen GST

(SjGST), Bu GST proteinin yapisi p tip GST izozimine benzemektedir [48]

GST siniflar1 arasinda diisiik seviyede dizi benzerligi gézlenmekle beraber, biitiin GST

protein yapilar1 iki farkli domenden olusmaktadir. Domen I, N-terminal domendir ve
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glutatyonun baglandig1 bolgeyi i¢ermesi nedeniyle G-site adin1 almaktadir. Domen II,
ksenobiyotik substratin baglandig1 bolgedir ve H-site adin1 almaktadir. Biitiin siniflarda
glutatyonun baglandigi domenin (G-site) konservativ bolge oldugu gozlenmistir.
GSH’1in baglanma bolgesi, domene kisa bir zincirle bagli bulunmaktadir. GST’ler, sis-
pro kavisleri olarak bilinirler. Bu kavis katalizde direkt bir rol oynamamakla beraber,

proteinin katalitik yapisini olusturmada 6nemli bir gérev almaktadir [49].

Domen II, yaklasik olarak 87-210 amino asittten olusmaktadir. C-terminalin zincir
dizisi olarak baslayarak, pi ve mu siniflarinda 5 adet o sarmal [45], a sinifta ise 6 a
sarmal adet  icermektedir [44]. Sarmallarin sayist1 smiflara gore degisiklik
gostermektedir. C-terminal domen, N-terminale gore siniflar arasinda daha az bir
benzerlik gostermektedir [50]. C-terminal domendeki farkliliklarin, siniflar arasindaki

substrat 6zgilligiinii olusturdugu diistiniilmektedir (Sekil 2.3.) [50].

GSH’in enzime ii¢ degisik sekilde baglandigi gdzlenmistir; p sinif GST’ler ve SJ GST
ortak bir GSH baglama sekli gostermektedir. Sisteinil karbonil hidrojen, Trp 7’nin
indonil nitrojenine baglanmaktadir [45-48]. a, © ve o siuf GST’lerde, sisteinil
karbonil, Phe 8’in amide grubu ile hidrojen bag: olusturmaktadir [44-45- 46]. Uciincii
tip baglanma, teta siif GST’lerde gosterilmistir. Genellikle degismeyen bir tirozin
residiisu sisteinil siilfiir ile gostermekle beraber, licilincii tipte bu tirozin residiisunun
yanindaki serin veya C-terminal domende bulunan bagka bir tirozin residiisu GSH’1n

stilfidril grubu ile interaksiyona girmektedir [51].

Sitozolik GST’lerin biyolojik olarak aktif formlari, her altiinitenin bagimsiz olarak
aktivite gosterdigi homodimerler veya heterodimerler seklinde bulunmaktadirlar. Her

iki altiinite birbirlerine bilye-ve-soket hidrofobik etkilesimi ile baglant1 kurmaktadirlar.
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Sekil 2.3. GST’lerin domen yapilarinin altiiniteleri [50].

Sekil 2.3.’de GST altiinitelerinin ii¢-boyutlu yapis1 gosterilmektedir. Domen 1 mavi
renkli olarak, Domen II kirmizi renkli olarak sematize edilmistir. Katalitik olarak dneme
sahip olan bolgeler (a ve d de tirozin; b ve ¢ de sistein) sar1 olarak, protein ile birlikte
kristalize edilmis olan ligandlar yesil ve iki domeni birbirine baglayan zincir uzanti mor
renklerle gosterilmiglerdir. Protein veritabani ve referanslar parantez iginde
verilmektedir: (a) Sigma sinif miirekkep baligt GST’si (1GSQ; [45]); (b) Omega sinif
insan GST’si (1EEM; [51]) [C-terminal uzantisi C-terminal uzantisi bu sinif igin
Ozgiildiir ve siyah renkle gosterilmistir]; (C) Beta sinif bakteri (Proteus mirabilis) GST’si
(1PM7; [36]) (d) Mu sinif Fasciola hepatica GST’si (LFHE; [47]).

2.4. Memeli GST’leri Icin Smiflandirma Kriterleri

Ozel bir siif icerisinde bir GST yeri igin gereken sira benzerliginin derecesi ile ilgili

kriterler acik bir sekilde saptanmadigindan, genelde GSTlerin bir sinif igerisinde
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%60dan fazla benzerlik paylastigi kabul edilmektedir ve %30°dan az benzerlik olanlar
ayr1 simiflara atanmaktadir (Tablo 2.1.) Vurgular ilk 6nce N-ucundaki yap1 lizerinde
olmaya meyillidir ¢iinkii bu bolge aktif bdlgenin 6nemli bir pargasini igerdigi igin
smiflar igerisinde digerlerinden daha iyi korunmaya meyillidirler. Bu bdlge GSH’nin
tiyol gurubu ile etkilesen katalitik olarak gerekli tirozin, serin veya sistein kalintisi
ihtiva etmektedir. Boylece, pKa’sin1 kendi degeri olan 9.0’dan yaklasik olarak 6-7’ye
diisiiriir. Bu GSTler i¢indeki katalizorlerin anahtar bir bilesik oldugu diistiniilmektedir

[52,53,54].

Ozel bir smif icerisinde agik bir sekilde essiz alt birim tiirlerini temsil eden alt familya
olarak bilinenler bazen belirlenebilirler. Her bir alt familya, kimligin %90’dan fazlasin
paylasan bes ayri, olduk¢a homojen polipeptidler igerebilir [55,56] 60 ve 80
pozisyonlarinda bulunan amino asit kalintilarinin 6zellikle iyi korundugu goriilmektedir.
Siniflarin ayr1 GST familyalarii temsil ettigine dair olan hipotez, daha sonra genlerinin
ve kromozomal lokalizasyonlarinin ayri yapilari ile desteklenmistir. Alpha-, Mu-, Pi-
ve Theta-sinif GST genleri biiyiiklikk ve intron/ekson yapilari bakimindan birbirinden
onemli derecede farklidirlar ve insan GST genleri igin siif- spesifik guruplart iginde

bulunma egilimi vardir [55].

Substrat 6zgiilliikleri ve inhibitdr hassasiyetleri gibi kinetik dzellikler bazen farkli GST
izoenzimlerini farklandirmak i¢in de kullanilabilir. Ag¢ik ve sik sik ortiisen degerlerden
otiiri GST siniflart arasinda sira veya immunolojik analizler agisindan agik bir fark
vermezler. Memeli GSTleri kiyaslarken, kinetik oOzellikler diisiik bir seviyede sira
benzerligi oldugunda kinetik 6zellikler 6nemlidir Kinetik 6zelliklerin daha kapsamli bir
analizi ¢ok degiskenli (n>2) analizlerle yapilabilir Mannervik ve arkadaslar1 [57] ¢ok
degiskenli analizleri kullanarak ¢esitli memeli tiirlerine mahsus ii¢ smnif sitozolik GST
belirlemislerdir. Dokuz substrat i¢in 0zgiil aktivite degerleri ve 11 inhibitor icin IC
degerleri 15 GST izoenzimini karakterize etmek i¢in degisken olarak kullanilmiglaridir.
Ucg bolgeye kiimelenmisleridir ve her bir bolge diger yapisal ve fonksiyonel dzelliklerle
tanimlandig1 gibi bir sinifin tiyelerini igermektedir. Bitki, mikrobiyal ve bocek GSTsi
caligmalarindan da belli oldugu gibi memelilerin enzimlerinin aksine, substrat
spesifitesi memelilerin siniflarin1 memeli olmayanlarin kaynaklarina uzatmak igin

oldukga az bir kriterdir.
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GST alt birimleri, aym siniftan alt birimlerle sadece melezlesebildigi goriilmektedir
[55]. Homo ve hetero dimerlerin olusumu biiyiik olasilikla, siirli sayida genden daha
bliyiik sayida enzimin olusumunu miimkiin kilmaktadir. Mesela, bir ¢ift homodimer
akabinde diyaliz isleminin yapildigi in vitro 8M iire i¢inde denatlirasyona
ugratildiginda, alt birimlerinden birinden olusan {i¢ izoenzim (iki homodimer ve bir

heterodimer) olusturmak iizere birlikte melezlesirler [57].

Tablo 2.1. GSTler i¢in bazi faydali siniflama kriterleri [57].

Olgiit Ornek
Ana yap1 karsilastirmalari Alpha/Mu/Pi siniflari
Theta smifi

Kappa siifi

Zeta simifl

Omega sinifi

Immuno-blotting Alpha/Mu
MIF
Bocek siniflart I and 1T

Fasciola hepatica

Kinetik 6zellikler
Substrat belirliligi/affinite Alpha/Mu/Pi
Mu
Theta
Inhibitor hassasiyeti Alpha/Mu/Pi
Tersiyer yapi: aktif site Alpha/Mu/Pi
Theta
Omega
Beta
Sigma
Kuaterner yap1
Dimerlere melezlesebilme Mu/Alpha
Ara-alt birim arayiizeyi Hidrofobik  kilit  ve
anahtar

Alpha/Mu/Pi/Theta siniflar1

Beta sinifindaki polar ara ylizey
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Rastgele dimer olusumuna benzer bir islemin, doniisimselden sonra oldugu
diistiniilmektedir Temel siniflardan Ornek kristal yapilarinin elde edilebilirligi, alt
birimler aras1 ara yilizeyindeki yapisal etkilesimlerin dimer birlesimi ve stabilitesi i¢in
onemli ve sik sik sinif 6zelik olmasi bulgularini agiklamistir. Bu sebepten, stabil bir
GST dimeri olusturmak i¢in birlikte melezlesebilme, siniflasmanin bir kriteri olarak
gorllebilir ve alt birimler arasinda ara yiizeyde ileri GST simiflarin1 gostermek icin

degisik bir yap1 kullanilmistir [58,59].

2.4.1. Alfa/Mu/Pi Smmiflar1

Yukarida bahsedilen kriterlere dayanarak, memelilerin sitozolik GST’leri Alfa, Mu ve
Pi smiflarma ayrilmiglardir [60]. Pi smifi orijinal olarak sadece GST P proteinini
icerirken cesitli enzimler Alfa ve Mu siniflarina ait olarak taninmiglardir. En azindan 6
farkli Mu- sinifi alt birimi (M1, M2, M3, M4, M5 ve M6 tam bir ilk yapinin GST i¢in
uygun olmadigimi gotermektedir), sicanlarda insandaki ilk besi i¢in homolog gen
yontemi ile tayin edilmistir. Oksidatif strese karsi korumaya sahip enzimlerin gen
kodlanmasindaki polimorfizm, kanser gibi hastalik durumlarina egilim i¢ermistir [61].
Mu sinifi halinde, GST M1 lokusunda dort allelik varyant insan populasyonunda tayin
edilmistir [62]. Bu dérdiinden insan populasyonunun %50’sinde sifir allel mevcuttur Ki
bu durum belirli bireyleri toksik ksenobiyotiklerden daha biiyiik risklere egilimli hale
getirebilir. Kinetik ve alt birim melezlesme kriterlerine dayanarak, mGST M5 ve hGST
M3 ile beraber rGSTMS, Mu sinifinin belirli bir alt sinifin1 olusturdugu sunulmustur
[63-64]. Alt1 tir (A1, A2, A3, A4, A5 ve A6) alt birim igeren ¢ok sayida Alfa-sinifi,
Al-A4 i¢in insanlardaki homolog gen yontemi ile farelerde belirlenmistir [65,66].

Substrat tercihleri ve dizi benzerlikleri mukayesesi, Alfa smifi igerisinde alt guruplarin
belirlenmesini saglamistir; A4 alt biriminin, diger Alfa-simifi enzimleri ile dizi ve
immiinolojik benzerlikler paylasarak etakrinik asit, lipid hidro-peroksitler ve 4-
hidroksialkenallar ile ozellikle yiiksek aktivite gosterdigi bulunmustur [67]. Fare
yumurtalik ve testis i¢inde Alfa-sinift GSTlerin steroid izomeraz aktivitelerine sahip
oldugu goriilmistiir [68]. Bu, Alfa-sinifi GSTler igin endojen bir non-detoksifikasyon
fonksiyon oOrnegidir. Diger cesitli izomeraz aktiviteleri diger GST simiflarinda
bulunmustur. Mesela, hGST P1-1’nin 13-cis-retinoik asidin tiim-trans-retinoik asite

izomerizasyonunu katalizledigini gostermistir. Bu izomerizasyon GSH’den bagimsiz
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oldugundan, diger pek¢ok genelde GSH’ye ihtiya¢ duyan GSTler i¢in bildirilmis
izomerizasyon reaksiyonlarindan farklidir. Polimorfizm, ¢esitli insana 6zgii safha II
enzimleri ve 6zellikle GSTler i¢inde tayin edilmistir [69]. Alfa-sinifi GSTleri halinde,
A2 lokusunda polimorfizm belirli sayida Pi-smifi polimorfizmi de anlatilmistir.
izomerizasyon ve GSH-konjugasyon aktivitelerine ilaveten memeliler icerisinde bu
enzimler, selenyum ve bagimsiz GSH peroksidaz (Alfa sinifi) aktivitelerinin her ikisinin
etkisi ve HO’lu hiicre 6liimlerinden hiicreleri koruyan Jun N-terminal kinaz (Pi sinifi)

inhibitori rolii ile oksidatif strese karsi koruma saglamaktadir [70,71].

2.5. Enzimik Detoksifikasyonda GST’lerin Rolii

Yasayan organizmalar siirekli olarak yabanci kimyasal tiirlere maruz kalmaktadirlar. Bu
ksenobiyotikler toksik ve bazen kanserojen etkilere sebebiyet vererek bir organizma ile
etkilesebilirler. Bu tlir bilesenlerle konumlanmis tehlike, yeni insan yapimi
kimyasallarin ¢evreye verilmesinin cesitliliginden o&tiirii son iki yiizyillda biiyiik
miktarda artmisken, belki de kendisi uzun siiredir var olmaktadir. Dogal olarak toksik
olan bilesenler bitkisel ve mantar toksinleri (mesela bitkisel fenoller ve aflatoksinler) ve
stiperoksit radikal ve hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif oksijen tiirleri
icermektedirler. Endojenik olarak {iretilmis ve/veya ksenobiyotik bilesenlerle
konumlanmis tehlikenin giderilebilmesi belki de kurtulusa biyolojik bir adaptasyon
temeli gostermektedir [55,72].

Pek ¢ok diger metobolitler de olustugu halde, benzo[a]pirenin olas1 bir metobolik
akibeti gosterilmistir. Ksenobiyotik serbestce plazma membranina dagilir ve burada
sitokrom P450 sistemi i¢in bir substrat haline gelerek bir epoksit olusumuna neden olur.
Bu doniiste epoksit hidrataz i¢in bir substrat olur. Sitokrom P450 tekrardan bu
reaksiyonun diol iriiniine gore ksenobiyotigin kansorejen ve mutajenik diol-epoksit
tiirevini olusturmak i¢in hareket edebilir. Bu enzimlerin her ikisi de mikrozomaldir ve
enzimik detoksifikasyonun 1. safhasini olusturmaktadirlar. ~ GSTler genellikle
konjugasyonu GSH’ye Kkatalizleyen sitozolik safha enzimleridir. GSH-ksenobiyotik
konjugesi hiicreden serbest¢e diflize olamayacak kadar hidrofiliktir ve GS-X pompasi
gibi bir transmembran ATPaz ile aktif bir sekilde pompalanmalidir [73] Bu

ksenobiyotiklerin hiicreden tek yonlii salinimi ile sonuglanmaktadir, ¢iinkii hidrofilik
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GSH kismi plazma membranina tekrardan difiizyonu engellemektedir. Bu konjuge

memelilerden merkapturik asit olarak en sonunda salgilanir.

Ayrilma, temizleme ve baglama gibi stratejelerle beraber katalitik biyotransformasyon,
toksik kimyasal tiirlere karst dnemli bir biyokimyasal koruma mekanizmasi olarak
gelismektedir (Sekil 2.4.). Hiicreler, farkli kimyasal yap1 ve fonksiyonlarin

biyotransformasyonunu becerebilen bir dizi etkileyici enzime sahiptirler
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Sekil 2.4. Detoksifikasyon fonksiyonlariyla beraber GST lerle katalizlenen bazi
reaksiyonlar [72].
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GST’ler detoksifikasyondaki katalitik rollerine ek olarak genis bir ligand baglayici
Ozelliklere sahip, dimerik ve Ozellikle sitozolik enzimlerdir. Ayrica, kanser kemoterapi
ajanlar1 bocek ilaglart bitki ilaglar1 ve mikrobiyal antibiyotikleri [73] igeren ¢esitli
diren¢ durumlarina da sokulmuslardir. GSTlerin ayr1 bir mikrozomal sinift sitozolik
enzimlerden oldukc¢a farkli olarak var olmaktadir ve eikozanoid ve glutatyon

metabolizmasi i¢inde membrana bagli proteinler olarak tayin edilir [74].

GST’ler aminoasit/niikleotid siras1 ve immiinolojik, kinetik ve tersiyer/kuaterner yapisal
ozellikleri iceren cesitli kriterlere dayanan giderek artan sayida sinifa boliinmiis,
kompleks ve yaygin bir enzim iist familyasini1 kapsamaktadir. Temsili kristal yapilar pek
cok tiir icin mevcuttur ve sinirli toplam sira benzerligine ragmen, genelde 6zellikle aktif
bolge tlizerinde ve ara alt birim ylizeyinde yogunlasan yapisal farkliliklarla ayni yolu
takip ederler. Memeli kaynaklardaki (6zellikle sigan, insan ve fare) GST genleri ve
proteinler Ozellikle iyi karakterize edilmistir. Fakat, memeli olmayan kaynaklardaki
GST caligmalar ¢esitli yeni siiflarin varligini gostermistir ve bdylece bu proteinlerin

yapisal ve fonksiyonel farkliliklari ile ilgili bilgimizi artirmistir [66,75,76].

2.6. GST’lerin Karakterizasyonunda Kullanilan Model Substratlar

GST izozimleri, GSH’in farkli elektrofillerle konjugasyonu katalizlemekte belirgin
farkliliklar gostermektedirlerdir. 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), cesitli biyolojik
orneklerde, birgok GST izozimlerinin aktivitelerinin 6l¢iilmesinde kullanilan genel bir
substrattir. GSH ile konjuge edildiginde, spektrofotometrik 6lgiimde, 340 nm’de takip
edilebilen S-(2,4-dinitrofenil) glutatyon {irtintinii vermektedir [77].

1-kloro-2,4-dinitrobenzen,  elektrofil,  metabolik  olarak  parasetamol N-
asetiliminokinon’dan tiiretilmistir. Benzo(a)piren-4-5-0ksit, kolesterol-5a,6a-oksit,
benzo(a)piren-7,8-diol-9,10-oksit ve elektrofiller, metabolik olarak aflatoksin B (2,3-
oksit)den tiiretilmistir. Substrata gére, en uygun enzim oram 107 den 1072

mol/dakika/mg ye kadar olan biiyiikliigiin yedinci kuvvetinin iizerinde degisir [54].

1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB), mu tip GST’lerin karakteristik substarti olarak
bilinmektedir. Glutatyonun, DCNB ile konjugasyonu sonucu 1-glutatyon-S-yl iriinii

agiga ¢ikmaktadir. Uriin, 345 nm’de spektrofotometrik olarak takip edilebilmektedir
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[77]. GST izozimlerinin klasifikasyonununda kullanilan model substratlarin

reaksiyonlar1 Sekil 2.5.de verilmektedir.
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Sekil 2.5. GST’lerin karakterizasyonunda kullanilan model substratlar: (1) CDNB; (2)
bromosiilfofitalein; (3) DCNB; (4) etakrinik asit; (5) EPNP; (6) 1-menaftil
stilfat; (7) 4-NBC; (8) 4-nitrofenilasetat; (9) 4-NPB; (10) trans-4-fenil-3-
biiten-2-0n; (11) stiren-7,8-oksit; (12) kiimen hidroperoksit [78].



10

ik

12

21

H>CCI H.CSG
© GST
—
NO2 NO,
c[;Hs
¢=o
0 OH
i
GST
— + GS—C—CH3
NO; NO,
— CHgBr CH,—CH,—SG
@ GST
————
No2 N02
0
H ] Hosa

\ —
YT S Oy
H O

/O\ SG OH
HC —CH, HC——-— CHQ
' GS
——--———>
OH
HaC -—-C- CH3 HaC — c-— CHs

@ @ + (GSOH)—>» GSSG+H,0

Sekil 2.5. (devami)



22

2.7. Glutatyon S-Transferaz Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Glutatyon S-transfeaz’larin aktivitesini etkileyen faktorleri su alt basliklar altinda

toplayabiliriz:
1. Bireysel faktorlerin ve fizyolojik donemlerin etkisi
2. Glutatyon S-transferaz aktivitesini etkileyen ksenobiyotikler

2. Baz1 patolojik durumlarin etkisi

2.7.1. Bireysel Faktorlerin ve Fizyolojik Donemlerin Etkisi

Insanda GST diizeyleri fizyolojik donemlerden etkilenmektedir. GST’ler fotal
dokularda erken gelismektedirler, ancak ne fotal dokularda, ne de yetigskin dokularinda
GST aktivitesi ile yas arasinda bir korelasyon saptanamamistir. Ancak dokudan dokuya
farkli dagilim gosterirler. Herhangi bir doku incelendiginde GST igeriginin gelisme,
sekstiel olgunlagsma, indiiksiyon, timor baslangict ve gelisimi ile degistigi goriiliir.
Yapilan caligmalarda f6tus karacigeri ve diger dokularinda GST aktivitesi yetiskine gore
daha diisiik bulunmugtur. Fotal akciger sitozoliinde GST aktivitesi karacigere nazaran
1,6 kez yiiksektir [72]. Oysa yetiskinde bagirsaklarla birlikte akciger en disiik
aktiviteye sahiptir. GST’ler insan fotusunda erken gelisirler, ayrica iyi dagilim
gosterirler. Toksisiteye neden olan ksenobiyotiklerin ve/veya reaktif metabolitlerinin
inaktivasyonunda GSH konjugasyonu rol oynadigindan GST’lerin yaygin dagilimi
fotiisun korunmasi agisindan son derece dnemlidir. GST aktivitesinin cinsiyete gore
farkliliklar1 ¢esitli nedenlerle Olen insan nekropsi materyallerinde arastirilmig ve
substrat olarak CDNB kullanilarak yapilan ¢alismada aktivitede cinsiyete bagli 6nemli
bir fark saptanmamistir. GSH-PX’1n 6nemli etnik varyasyon gosterdigi bildirilmistir.
GST’lerin mu izoziminin Avrupa populasyonunun %40’inda saptanamamis olmasi bir

diger 6nemli bulgudur [53].

2.7.2. Glutatyon S-transferaz Aktivitesini Etkileyen Ksenobiyotikler

Ilag metabolize edici diger sistemler gibi GST’lar da bircok ksenobiyotikten etkilenir.
Bu etki indiiksiyon, aktivasyon ya da inhibisyon seklindedir. Bu konuda ¢alismalar en

cok karaciger enzimleriyle yapilmustir. Ilag metabolize edici enzim genel indiikleyicileri
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olan fenobarbital, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve bazi organoklorlu

bilesikler hepatik GST’lar1 da indiiklerler.

Fenobarbitalin uygulanmasini takiben siganda Ya ve Yc alt tinitelerinden olusan GST
izoenzimi, GST-B i¢in fonksiyonel mRNA’da hizli bir artis oldugu gostermislerdir. Bu
mRNA, siganda Ya alt iinitesinin sentezini diizenlenmekte ve Ya alt {initesi fenobarbital
tarafindan  selektif olarak arttirllmaktadir. Oysa Yc alt {nitesi nispeten
etkilenmemektedir. Benzer olarak GST-B indiiksiyonu polisiklik aromatik
hidrokarbonlarla da gozlenmistir. 3-metil kolantren ise biiyiik olasilikla Ya alt iinitesi

sentezini artirict etki yapmaktadir [79].

GST aktivitesine etkilerinin arastirilmasit agisindan ¢esitli steroid tiirevleriyle yapilan
calismada inhibisyon etkisi artan sira ile pregnolon siilfat, Ostradiol-17-siilfat,
dehidroizoandrosten siilfat, 0Ostradiol-3,17-disiilfat ve Ostradiol-3-siilfat seklinde
saptanmistir. Sican karaciger izozimleri ile substrat olarak CDNB kullanilarak yapilan
calismada Ostradiol distilfatin transferaz A ve C lizerinde transferaz B (ligandin)’ye gore
farkli kinetik mekanizmayla inhibisyon yaptig1 bildirilmistir. Antiinflamatuvar ilaclara
ek olarak siilfasalazin, diliretik ilaglardan etakrinik asit, furosemid ve bumetanidinin
sigan izozimlerini inhibe ettigi gosterilmistir. Metal bilesiklerinden kadmiyum iyodiir,
kadmiyum kloriir, civa kloriir, civa asetat, bakir kloriir ve kursun asetatin da hepatik

GST’lar tizerinde inhibitor etkileri bildirilmistir [79].

GST transferlerinin en yaygin kullanilan analizi GSH nin 1-chloro-2-4 dinitrobenzene
(CDBN) eklenmesidir, ekleme yolu ile bir niiklofilik aromatik yerini alma reaksiyonu
olusur. (seri eliminasyonlar kisa émiirlii gama-complex ara iiriin igerir). Bu ara iirliniin
yiiksek ¢oziiniirliiklii kristal yapisi veya gecis hali analogu i¢in mevcut tek reaksiyon
tipidir Kompleksdeki rat M1-1 izoenzim kristal yapisinin 6-complex ara {iriin analogu,
1-(S-glutathionyl)-2,4,6-trinitrocyclohexadienate, ve iriin, 1-(S-glutathionyl)-2,4-
dinitrobenzene ile karsilagtirmasi ara iirlin ve Uriin i¢in iki tamamen farkli baglayici
modu gostermektedir. Ara iiriin i¢in "in" baglayict modu gdzlemlenirken {irlintin aktif
bolgenin disini isaret etmesi 0zel reaksiyon koordinat hareketlerinin ara {iriiniin iirline
yigilmasiyla (¢6kmesiyle) ilgili oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 2.6). Ayrica, o-
complex in yapisi Tyr 6 ve Tyr 115 igin ara iiriiniin o-nitro grup ile hidrojen baglanma
etkilesiminde dengelenmesine yardim edebilecegini gostermektedir. Bu fikrin karsiti ise

Tyr 115 in hidroksil grubunun kaldirilmasinin aslinda CDBN’nin aktivitesini
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artirdigmin goézlemlenmesidir. Uriin salinimi, M1-1 deki GSH nin CDNB ye katalizérlii
eklenmesinin oran sinirlama adimidir, dyle ki kimyasal adimi1 Tyr115 ile hizlandirilsa

bile fiziksel adimla maskelenebilir [80].

Sekil 2.6. M1-1 izoenzim kristal yapisinin 6-complex ara iiriin analogu [80].

2.7.3. Baz1 Patolojik Durumlarda GST Aktivitesi

Hemolitik anemili 513 hastada eritrosit GST aktivite iliskisi arastirilmis ve anemi ile
GST eksikligi arasinda anlamli bir iligski saptanmistir. Eritrositleri hiicresel hasardan
korumada rol alan GST diizeyleri azaldik¢a hiicre stabilitesinin azaldigi ve anemi
riskinin arttig1 bildirilmistir. Preeklampsi gelisen hamilelerde reaktif oksijen tiirevlerine
kars1 koruma saglayan GSH-Px diizeylerinin ¢ok arttig1 bildirilmistir. Deneysel diyabet
olusturulan sicanlarda mikrozomal epoksit hidrolaz (EH) ve sitozolik glutatyon
Stransferaz aktivitesi incelenmis, EH aktivitesinde Onemli diisiis olurken GST
aktivitesinde belirgin olmamakla birlikte kontrole oranla ~%20 gibi bir diisiis oldugu
bildirilmistir. 10 giin siire ile insiilin tedavisi sonucu her iki enzim aktivitesi kontrol
diizeyine ulagsmistir. Down sendromlu ¢ocuklarda Se yiiklemesi sonucu eritrosit GSH-
Px aktivitesinde azalma olmasi ve ylikleme sonras1 donemde eski degerine ulagmamasi
sasirticl bir sonugtur. Arastirmacilar bu durumu Down sendromlu ¢ocuklarda hiicre i¢i

Se tiiketiminin yiiksek olmasina baglamaktadirlar [79].
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2.7.3.1. Coklu flac¢ Rezistansinda (Multidrug Resistance MDR) Glutatyon S-

Transferazlarim Rolii

Elektrofilik ataga kars1 organizmanin savunucusu durumunda olan GST’lerin organizma
acisindan son derece yararli bu fonksiyonlarma karsin ayni mekanizmayla
biyoaktivasyonun yanisira yol agtikiari bir baska sorun vardir. Bu durum GST’lerin
klinikte ¢oklu ilag rezistansi (MDR) olarak bilinen sorunla iligkileridir. MDR
giiniimiizde kanser tedavisinde en biiyiik engel olusturmaktadir. Timor hiicresi tek bir
sitotoksik ajana kronik olarak maruz kaldiginda bir siire sonra yapica benzer olmayan
bir¢ok antineoplastik ajanin letal dozlarina da direng yetenegi kazanmaktadir. MDR tek
bir mekanizma ile ac¢iklanamamaktadir. Ana olarak ileri siirtilen mekanizmalardan ilki
hiicreye ilag akiginda rol alan membran P-glikoproteinlerinin modifikasyonu, ikincisi
ise diizenlenmeleri degigmis faz I ve faz II reaksiyonlarina bagli olarak GSH sisteminin
modifikasyonudur [79]. GST’nin kazanilmis direngle iliskisinin diistiniilmesi timor
hiicrelerinde GST jt’nin asir1 artmasindan kaynaklanmaktadir. Bir ¢alismada
adriyamisine direng meme kanseri hiicrelerinde GST aktivitesi normalin 45 kat1 fazla
bulunmustur. Bu yiizden GST 1t’nin ¢esitli dokularda karsinojenez baglangici ve sonrasi
icin 1yl bir biyogosterge olabilecegi ileri siiriilmiistiir. MDR temelinde yatan ana
mekanizmalar olarak ileri siirilen membran P-glikoproteinlerinin ve GST n
diizeylerinin artmasi birbiri ile iligski halindedir, ¢linkii her iki protein genleri birbirine
bagli yolla ifade edilmektedir. Ayn1 zamanda klinikte kanser tedavisinde kullanilan

kemoterapdétiklerin ¢cogu GSH konjugasyonu ile inaktive edilmektedir [79].



3. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

L-karnitin diizeyini belirlemek ve GST aktivitelerini ¢calismak {izere toplanan serumlar,
saglikli kisilerden (n=24) (negatif kontrol grubu), Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi,
Onkoloji hastanesinde ilag tedavisine baslamamis olan meme kanseri tanis1 konmus
hastalardan  (n=24) (pozitif kontrol hasta grubu) ve aym hastalarin
Docetaxel/Adriamycin kemoterapisi (n=24) (tedavi goéren hasta grubu) almasindan
sonra alman kanlardan hazirlanmistir. Bu calismanin yapilabilmesi icin Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhg Ilag Arastirmalart Yerel Etik Kurulu’na
bagvurulmustur ve 03.02.2009 tarihinde izin verilmistir (Karar No: 09/53).

3.2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Calismaya alinan hastalardan, tedavi baslangicinda ve tedavi baslangicindan sonraki ii¢
hafta sonunda vendz kanlar EDTA’siz tiplere alinmistir. Kanlar 10 dakika
bekletildikten sonra masa {iistii sogutmali santrifiijde 6000/dk devirde 10 °C de 10 dk
santrifiij (Sigma 3C-30) edilip serumlar1 ayrilarak aliquatlar haline getirilerek, calisma

giiniine kadar -80°C’de bekletilmistir.

3.3. Serum Orneklerinde Protein Miktar1 Tayini

Saglikli kisilerden (n=26) (negatif kontrol grubu), ila¢ tedavisine baslamamis olan
meme kanseri tanisi konmus hastalardan (n=24) (pozitif kontrol hasta grubu) ve ayni
hastalarin Docetaxel/Adriamycin kemoterapisi (n=24) (tedavi goéren hasta grubu)

almasindan sonra alinan serum orneklerinden protein konsantrasyonu tayini, bradford
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metodu ile tayin edilmistir. Serum diliisyon oran1 1/50 olarak kullanilmistir. Olgiimlerde
Hitachi U-1800 spektrofotometre kullanilmistir. Standart egri grafigi 50 diliisyon oram
ile carpilarak Bowin Serum Albumin (BSA) konsantrasyonu 1, 2, 3, 4, 5 mg/ml olacak
sekilde cizilmistir.

0,4 -
0,35 -
03 -
0,25 -
02

Abs 595 nm'de

0,15
y = 0,071x + 0,0079

0,1 -
R? =0,9986

0,05 -

O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

BSA Standart Konsantrasyonlar1 (mg/ml)

Sekil 3.1. Bradford standart egri grafigi

3.4. L-Karnitin Diizeyi Tayin Yontemi

3.4.1. Cozeltiler ve Hazirlanisi

Hidroksietilpiperazin etansiilfonik asit (HEPES) tamponu, 50 mM pH:7,5:
Molekiil agirligi 260,3 g olan HEPES’den 13g tartilarak 1 litre hacimli balon jojeye
konulmustur. Yaklasik 500-600 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Konsantre HCI ile pH 7,5

olacak sekilde ayarlanmistir. Geri kalan hacim distile su ile 1 litreye tamamlanmaistir.

DTNB, 2g/L: Molekiil agirligi 396,3g olan DTNB’den 100mg tartilarak, S0ml hacimli
balon jojeye aktarilarak ve pH’s1 7,5 25 mM olan HEPES tamponunda ¢6ziilerek 50

ml’ye HEPES tamponu ile tamamlanmistir.

Asetil-Koenzim A (Asetil KoA), 1,2 g/L: Molekiil agirligi 809,6 g olan Asetil

KoA’dan 12 mg tartilarak,10ml hacimli balon jojeye aktarilmigtir ve distile suda
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¢oziilerek 10 ml’ye tridistile su ile tamamlanmistir. Hazirlanan bu soliisyon, 500ul’lik

hacimlere boliinerek -20° C’de saklanmustir.

Karnitin asetil transferaz (CAT): 1 iinite enzim aktivitesi icermekte olan CAT

seyreltilmeden kullanilmistir.

L-Karnitin stok ¢ozeltisi, 500 pmol/L: L-karnitinden 80,6 mg tartilarak, 1000 ml’ye

distile su ile tamamlanmustir.

L-Karnitin ¢calisma standartlar1 (30, 25, 20, 15, 10, 5 pmol/L): L-karnitin stok
standart ¢ozeltisinden distile su ile seri diliisyonlar hazirlanmistir ve bu diliisyonlardan

standartlar hazirlanarak galisma yapilmistir.

3.4.2. Serum Orneklerinin Diyaliz Edilmesi

Calismada kullanilmak iizere, -80 °C’de saklanan serum ornekleri Science-ware mini
diyaliz tnitesi ile MW cutoff degeri 6000-8000 dalton arasi olan sentetik membran ile
diyaliz edilerek, L-karnitinin diyalizi 50 mM, pH’s1 7,5 olan HEPES tamponuna karsi
yapilmustir.

Membranlar kaynar durumdaki %2’lik sodyumbikarbonat igerisine atilarak ve 10 dakika
kaynamaya birakilmistir. Siire sonunda 1siticiddan uzaklastirilarak  sogumaya
birakilmistir. Soguduktan sonra yine kaynama halindeki ImM EDTA igerisine atilarak
ve 10 dakika daha kaynatilmistir. Sonra sogumaya birakilmistir. Icerisinde membranlar
bulunan 1 mM’lik EDTA soliisyonu soguduktan sonra SmM’lik sodyum azit eklenerek

buzdolabinda saklanmistir.

Calismada kullanilmak {izere, -80 °C’de saklanan serum &rnekleri ¢oziilmiistiir.
Buzdolabinda muhafaza edilen membran ve HEPES tamponu oda sicakligina
getirilmistir. Membran, (MW cutoff: 6000-8000 dalton) igerisinde 5 mM sodyum azit
bulunan 1 mM’lik EDTA soliisyonundan alinarak distile su ile 2—3 defa yikandiktan
sonra cihaza yerlestirilmistir. Aparat diyalize uygun sekilde dizayn edildigi igin
membran arada kalmak iizere esit hacimde karsilikli 5 toplamda 10 bosluk elde
edilmistir. Bu bosluklara karsilikli gelmesi kosulu ile bir tarafa serum (6rnek) diger
tarafa esit miktarda HEPES tamponu konulmustur ve 3 saat calkalayici iizerinde

diyalize birakilmistir (Sekil 3.2.) 3 saatin sonunda HEPES tamponu koydugumuz
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taraftaki sivi (diyalizat) alinmistir ve tiim ornekler bittikten sonra reaksiyon kurmak

tizere ependorfa konularak -20 °C’de saklanmustir.

N
500l 500ul 500ul )
D B A > Ornekler
Serumu Serumu serumu
J
3N
‘ ‘ ‘ >~ HEPES tamponu
J

Sekil 3.2. Diyaliz tinitesine orneklerin konulmasi

Calismada kullandigimiz 500 uM/L stok karnitin standart ¢ozeltisinden dillisyonlar
yapilarak, 30uM/L, 20uM/L, 15uM/L, 10uM/L ve 5uM/L konsantrasyonlarinda olacak
sekilde standart seri hazirlanmistir. Her bir standart ¢ozeltiden 500ul alinarak yukarida

belirtildigi lizere serum numunesi gibi iki defa ayn1t membran kullanilarak ¢aligilmistir
(Sekil 3.3.).

> Ornekler

~ HEPES tamponu

Sekil 3.3. Standartlarin sirasi ile aparattaki bosluklara konulmasi.
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3.4.3. L-Karnitin Diizeyinin Spektrofotometrik Olarak Incelenmesi

Serum Ornekleri diyaliz edildikten sonra saklandigr -20°C’den alinarak reaksiyonu
kurmak iizere ¢ozilmistiir. Diyalizattan 200ul alinarak, S0ul DTNB ve 12,5ul Asetil
KOA igeren ¢alisma soliisyonuna eklenmistir. Bu ¢alisma ortamina 2 ul Karnitin asetil
transferaz eklenmesi ile reaksiyon baslatilmistir. Enzimatik reaksiyon, 410 nm’de kore
kars1 absorbans kinetigi ELISA Plate Reader (Bio-Tek) ile 5 dk siire takip edilmistir.
Kor i¢in; pH 7,5 25 mM 200 pl HEPES, 50 pl DTNB, 12,5 pl Asetil-KoA
kullanilmigtir. Kore karst absorbans kinetiginin takip edilmesinden sonra end-point
okumas i¢in ependorflara reaksiyonlar seri bir sekilde kurulmustur. Ilk olarak 200 ul
diyalizat sonra 50 ul DTNB daha sonra 12,5 pl Asetil-KoA ve en son 2 pl karnitin asetil
transferaz eklenmistir. Yaklasik 40 dakika sonunda reaksiyon tamamlanmistir. Kor igin;
25 mM 200 pl HEPES, 50 ul DTNB, 12,5 ul Ac CoA 2 ul karnitin asetil transferaz
kullanilmistir. Ornekler ependorflardan almarak kiivete yerlestirilmistir. Oda 1s1sinda,
410nm dalga boyunda, spektrofotometrede kore karst absorbans degisiklikleri okundu.
Standartlarin absorbans degerlerine gore standart grafik c¢izilmistir. L-Karnitin
diizeyinin spektrofotometrik olarak incelenmesi denemeleri saghkli kisiler, ilag
tedavisine baslamamis olan meme kanseri tanist konmus hastalar ve
Docetaxel/Adriamycin  kemoterapisi alan meme kanserli hastalarda aynmi gsekilde
uygulanmistir. Elde edilen absorbans degeri asagidaki formiile uyarlanarak L-karnitin

tinite degeri (umol/It) hesaplama yapilmstir.

L-karnitin (umol/It)=AOD x 2 x 527 x 1000

13,6 400 Diyaliz geri alinma yiizdesi (recovery)

(410 nm’de molar absorbsiyon katsayisi)
Calisma metodu Shihabi ve ark. (1992)’nin ¢calisma metodundan uyarlanmistir.

3.5. GST Aktivitesi Tayin Yontemi

Elde edilen serumlarda total GST aktivitesi, GST substrat1 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB) (¢ = 9.6 mM-1cm-1), GST Mu aktivitesi substrat1 1,2-dikloro-4-nitrobenzene
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(DCNB) (e = 8.5 mM-1cm-1), GST Pi aktivitesi substrati Etakrinik asit (EA) (e = 5.0
mM-1cm-1) ve GST tau aktivitesi substrati 1,2-epoXy-3-(p-nitrophenoxy)propane
(EPNP) (¢ = 0.5 mM-1cm-1) kullanilarak Habig (1974) metoduna gore glutatyon ile
konjugasyonunu katalizlendigi reaksiyonlarda sirasiyla 340nm, 345 nm, 270 nm ve 360
nm’de spektrofotometrik olarak 5 dk izlenerek tayin edilmistir. Aktivite tayinleri,
CDNB i¢in 1 mM (1x PBS tamponu pH 6,9, 43 mM Na;HPOy, 14,7 mM KH,PQy,
0,137 mM NaCl, 2,7 mM KCI i¢inde), DCNB i¢in 5 mM (0,1 M Potasyum fosfat
tamponu, pH 7,2 i¢inde) ve EA igin 0,25 mM (0,1 M Potasyum fosfat tamponu, pH 6,5
icinde) rediikte glutatyon (GSH) konsantrasyonlari igeren reaksiyon ortaminda

yapilmustir.

3.5.1.CDNB (1-kloro-2,4-dinitrobenzen) ile GST Aktivite Tayini

3.5.1.1. Cozeltiler ve Hazirlanisi

Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) (10x): Aktivite tayini icin 1 mM 1x PBS tamponu,
pH 6,9: 43 MM Na,HPO4, 14,7 mM KH,PO,, 0,137 mM NaCl, 2,7 mM KCl iginde

hazirlanmustir.

CDNB (1-kloro-2,4-dinitrobenzen), 10mM, 2ml: Molekil agirhigr 202,55 g/mol
CDNB’ den 0,0040g tartilarak once 1,2 ml etanol daha sonra 0,8 ml distile su
eklenmistir ve ¢alkalanmistir. CDNB 15182 duyarl oldugu i¢in tiipilin yiizeyi aliiminyum

folyo ile sarilmistir.

GSH (Glutatyon), 10mM, 2 ml: Molekiil agirlig1 307,33 g/mol olan GSH ° dan tartilds,

Iml distile su eklenerek ¢alkalanmistir.

Toplanan serum orneklerinin GST aktivitesi, GST substrat1 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB) kullanilarak, Habig (1974) metoduna gore Sl¢iilmiistiir. Bu 6l¢iim metodunda,
enzim CDNB’nin glutatyon ile konjugasyonunu katalizlemektedir. Bu metot,
konjugasyon sonucu olusan CDNB-glutatyon iiriiniiniin 340 nm’de verdigi gii¢lii molar
absorpsiyonun (¢ = 9.6 mM™cm™) spektrofotometrik olarak izlenmesi prensibine
dayanmaktadir. Olgiimlerde ELISA Plate Reader (Bio-Tek) kullanilmistir.



32

Olgiimdeki reaksiyon icerigi Tablo 3.1°de verilmistir. Absorbanstaki degisiklik 340
nm’de 5 dk izlenmistir ve orneklerdeki GST enzim aktivitesi nmol/min/mg olarak

hesaplanmustir.

Tablo 3.1. CDNB ile GST aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan reaksiyon igerigi

Reaksiyon Icerigi Eklenen Hacim (ul)
Distile Su 170

10x Reaksiyon Tamponu 2 25

10mM CDNB 25

10mM GSH 25

Enzim Kaynagi: Serum Ornegi )

Toplam Hacim 250

Denemeler 2 tekrarli yapilmistir ve saglikl kisiler, ilag tedavisine baslamamis olan
meme kanseri tanist konmus hastalar ve aymi hastalardan Docetaxel/Adriamycin
kemoterapisi alan meme kanserli hastalarda ayni sekilde uygulanmistir. Elde edilen
CDNB aktivite tayini absorbans degeri asagidaki formiile uyarlanarak hesaplama

yapilmistir.

da [ dt 0,250 ml 1000 1
£ x x DF x
& (mM1) 1000 ml  pl Enzyme mg prot. / ml

3.5.2. DCNB (1,2-dikloro-4-nitrobenzene) ile GST Aktivite Tayini

3.5.2.1. Cozeltiler ve Hazirlanisi

Potasyum Fosfat Tamponu Soliisyonu (10x): pH 7,5 1M K;HPO4’den 50ml alinip
1M KH,PO,4’den pH 7,5 oluncaya kadar ekleme yapilarak pH 7,5 1M KPO, tamponu

hazirlanmastir.
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DCNB (1,2-dikloro-4-nitrobenzene) 10mM, 2ml: Molekiil agirligi 192 g/mol GST
Mu aktivitesi substratt DCNB den 0,0038g tartilarak 6nce 1,2 ml etanol daha sonra 0,8

ml distile su eklenerek ¢alkalanmustir.

GSH (Glutatyon) 50mM, 2 ml: Molekiil agirligi 307,33 g/mol olan GSH’dan 0,0307

tartilarak, 2ml distile su eklenerek ¢alkalanmistir.

Toplanan serum 6rneklerinin GST aktivitesi, GST substrat1 1,2-dikloro-4-nitrobenzene
(DCNB) kullanilarak, Habig (1974) metoduna gore Sl¢iilmiistiir. Bu 6l¢iim metodunda,
enzim DCNB’nin rediikte glutatyon ile konjugasyonunu katalizlemektedir. Bu metot,
konjugasyon sonucu olusan DCNB-glutatyon iirlinliniin 345 nm’de verdigi molar
absorpsiyonun (¢ = 8.5 mM™cm™) spektrofotometrik olarak izlenmesi prensibine
dayanmaktadir. Ol¢iimlerde ELISA Plate Reader (Bio-Tek) kullanilmistir. Olgiimdeki

reaksiyon igerigi Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2.DCNB ile GST aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan reaksiyon igerigi

Reaksiyon Icerigi Eklenen Hacim (ul)
Distile Su 170

10x Reaksiyon Tamponu @ 25

10 mM DCNB 25

50 mM GSH 25

Enzim Kaynagi: Serum Ornekleri 5

Toplam Hacim 250

Denemeler 2 tekrarli yapilmistir ve saglikli kisiler, ila¢ tedavisine baslamamis olan
meme kanseri tanist konmus hastalar ve ayni hastalardan Docetaxel/Adriamycin

kemoterapisi alan meme kanserli hastalarda ayn1 sekilde uygulanmistir.
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3.5.3. EA (Ethacrynic Acid) ile GST Aktivite Tayini

3.5.3.1. Cozeltiler ve Hazirlanisi

Potasyum Fosfat Tamponu Soliisyonu: pH 6,5 1M K;HPO,’den 50ml alinip 1M
KH,PO,’den pH 6,5 oluncaya kadar ekleme yapilarak pH 6,5 1M KPO, tamponu

hazirlanmistir.

EA (Ethacrynic Acid) 2mM, 2ml: Molekiil agirligr 303,1g/mol GST Pi aktivitesi
substrat1 Etikraynik asit’den 0,0012 g tartilarak 6nce 1,2 ml etanol daha sonra 0,8 ml

distile su eklenerek calkalanmustir.

GSH (Glutatyon) 2,5mM, 2 ml: Molekiil agirligi 307,33 g/mol olan GSH’dan 0,0015

g tartilarak, 2ml distile su eklenerek ¢alkalanmigtir.

Kiivet icerisindeki toplam hacim 1000 ul olacak sekilde kiivet i¢i konsantrasyonlar1 pH
6,5 KPO,4 tamponu 0,1 M, Etakrinik asit (EA) 0,2 mM, GSH 0,25 mM olmustur. Kor
tiiplini hazirlamak i¢in kuartz kiivete sirastyla; 700 pl distile su, 100 pl tampon, 100 pl
Etakrinik asit’den eklenerek kuartz kiivet asagi yukari olacak sekilde galkalanmistir.
Daha sonra 100 pl GSH (Glutatyon) eklenerek kuvartz kiivet yine asagi yukar1 olacak
sekilde calkalanmistir. Hazirlanan kuvartz kiivet spektrofotometre sifirlandiktan sonra
yerlestirilmistir ve 270nm’de 5dk okuma yapilmistir. Yapilan okuma sonrasi

spektrofotometre tekrar sifirlama yapilmistir ve diger 6rnekler hazirlanmistir.

5 ul diyaliz edilmemis serum 6rnegi icerecek kuvartz kiivete sirastyla; 695ul distile su,
100 pl tampon, 100 ul Etikraynik asit’den eklenerek ve kuvartz kiivet asagi yukari
olacak sekilde galkalanmistir. Daha sonra 100 pul GSH (Glutatyon) eklenerek ve kuvartz
kiivet yine asagi yukari olacak sekilde calkalanmistir. Son olarak da 5 ul diyaliz
edilmemis serum Orne8i eklenerek kuvartz kiivet asagi yukar1 olacak sekilde
calkalanmistir. Habig (1974) metoduna gore glutatyon ile konjugasyonunu
katalizlendigi reaksiyonlarda 270 nanometrede spektrofotometrik olarak 5 dk izlenerek
tayin edilmistir. Olgiimdeki reaksiyon igerigi Tablo 3.3’de verilmistir Denemeler 2
tekrarli yapilmistir. Elde edilen EA aktivite tayini absorbans degeri asagidaki formiile

uyarlanarak hesaplama yapilmistir.

_dasd , 0250ml . 1000 , gy 1

& (mM1) 1000 ml  pl Enzyme mg prot. / ml




35

Tablo 3.3 EA ile GST aktivitesi 6lgtimiinde kullanilan reaksiyon igerigi

Reaksiyon Icerigi Eklenen Hacim (ul)
Distile Su 695

1M Reaksiyon Tamponu * 100

2mM EA 100
2,5mM GSH 100

Enzim Kaynagi: Serum Ornekleri 5

Toplam Hacim 1000

3.5.4. EPNP (1,2-epoxy-3-(p-nitrophenoxy)propane) ile GST Aktivite Tayini

3.5.4.1. Cozeltiler ve Hazirlanisi

Potasyum Fosfat Tamponu Soliisyonu: pH 6,5 1 M K;HPOs’den 50ml alinip 1M
KH,PO,’den pH 6,5 oluncaya kadar ekleme yapilarak pH 6,5 1M KPO, tamponu

hazirlanmistir.

EPNP (1,2-epoxy-3-(p-nitrophenoxy)propane) 2,5 mM, 2ml: Molekiil agirlig
195,17g/mol GST Pi aktivitesi substrati EPNP’den 0,0009 g tartilarak 6nce 1,2 ml

etanol daha sonra 0,8 ml distile su eklenerek ¢alkalanmistir.

GSH (Glutatyon) 2,5 mM, 2 ml: Molekiil agirlig1 307,33 g/mol olan GSH’dan 0,0015

g tartilarak, 2 ml distile su eklenerek ¢alkalanmistir.

Toplanan serum Orneklerinin  GST aktivitesi, GST substrati 1,2-epoxy-3-(p-
nitrophenoxy)propane (EPNP) kullanilarak, Habig (1974) metoduna gore ol¢tilmiistiir.
Bu 06l¢iim metodunda, enzim EPNP’nin rediikte glutatyon ile konjugasyonunu
katalizlemektedir. Bu metot, konjugasyon sonucu olusan EPNP-glutatyon {irtiniiniin 360
nm’de verdigi molar absorpsiyonun (¢ = 0.5 mM™cm™) spektrofotometrik olarak
izlenmesi prensibine dayanmaktadir. Olgiimlerde ELISA Plate Reader (Bio-Tek)
kullanilmistir. Olgiimdeki reaksiyon icerigi Tablo 3.4’de verilmistir. Absorbanstaki
degisiklik 360 nm’de 5 dk izlenmistir.
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Tablo 3.4 EPNP ile GST aktivitesi 6lgiimiinde kullanilan reaksiyon igerigi

Reaksiyon Icerigi Eklenen Hacim (ul)
Distile Su 175

1M Reaksiyon Tamponu * 25

2,5 mM EPNP 25

2,5mM GSH 25

Enzim Kayna@i: Serum Ornekleri 5

Toplam Hacim 250




4.BOLUM
BULGULAR

4.1. L-Karnitin Aktivite Sonuclari
4.1.1. L-Karnitin Aktivitesi Siire Optimizasyonu
30 uM/L- Karnitin standardi1 absorbansi, kore karsi siire optimizasyonu igin 150 dk 410

nm’de takip edilmistir ve optimizasyon grafigi sekil 4.1.de gosterilmistir.

0,3 1
0,25 +
0,2 1
0,15 Iy
0,1

410 nm'de Abs

0,05 -

0 30 60 90 120 150
Zaman (dakika)

Sekil 4.1. L-Karnitin aktivitesi siire optimizasyonu

4.1.2. L-Karnitin Aktivitesi Diyaliz Optimizasyonu

Diyalizin etkisi ve diyalizin tekrarlanabilirligi 5-30 pmol/L L-karnitin standart serisi ile
gosterilmistir (Sekil 4.2). Diyaliz verimliligi %75 olarak bulunmustur Diyaliz
membranin tekrar kullanilabilirligi aynt membran iki defa kullanilarak gosterilmistir.
Diyaliz edilmis ve diyaliz edilmemis L-karnitin standartlar1 karsilastirilmistir (Sekil

4.3).



38

y = 0,0059x - 0,0086
R? = 0,997

5 10 15 20 25 30 35
L-karnitin (umol/L)

Sekil 4.2. Diyaliz edilmis L-karnitin standart grafigi

410nm'de Abs
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0,2

0,15 -

0,1

0,05 -

y = 0,0071x + 0,0012
R? =0,9922
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35

Sekil 4.3. Diyaliz edilmemis L-karnitin standart grafigi
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4.1.3. Kontrol Gurubu, Tedavi Oncesi ve Tedavi Sonras1 Hastalarda L-Karnitin
Aktivitesi

Kontrol grubu (saglikli kisiler), tedavi oncesi ve tedavi sonrasi hastalardan alinan serum
orneklerinde L-karnitin aktivitesi pmol/L olarak bulunmustur. Kontrol grubunda (n=24)
38,38+10,25 pumol/L, tedavi Oncesi hastalarda (n=24) 47,31£24,79 umol/L ve tedavi
sonras1 hastalarda (n=24) 49,31£28,04 pumol/L olarak ortalama L-karnitin degerleri
bulunmustur. Serum o6rneklerinde kontrol grubu-tedavi Oncesi, kontrol grubu-tedavi
sonrasi, tedavi Oncesi—tedavi sonrasi hastalar kendi aralarinda karsilastirilarak L-
karnitin aktivitesinin anlamliligi, SPSS-15 analiz programinin kullanilmasiyla, iki
ornek t-test istatistik testine gore %95 giiven araliginda bulunmustur (Tablo 4.1). Iki
ornek t-test’e gore yapilan gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalarda saglikli kisiler
(kontrol grubu) - tedavi Oncesi hastalar ve kontrol grubu - tedavi sonrasi hastalar
arasindaki farklilik anlamli bulunmustur (p < 0,05). Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi

hastalar arasindaki farklilik anlamli bulunmamistir (p > 0,05).

Tablo 4.2°de kontrol grubu (saglikli kisiler), tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi hastalardan
alinan serum Orneklerinde End-point L-karnitin spektrofotometrik metodu ile elde
edilen L-karnitin standart grafigi kullanilarak hesaplanan serum L-karnitin

konsantrasyonlar1 gosterilmistir.

Tablo 4.1. L-karnitin aktivitesi gruplar arasi iki 6rnek T-testi istatistiksel analiz

sonuglar1
Paired Differences
95% Confidence
Interval of the
Std. Error Difference

Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
fa" izggt:'gr'f‘c'f; -9,05000 13,05100| 2,66402 | -14,56096| -3,53904 -3,397 23 ,002
Pair  Saghikii Kisiler - 1} 53523 15,29804| 3,12270| -17,39313| -4,47354 -3,501 23 002
2 Tedavi Sonrasi ! ! ! ! : ! !
Pair Tedavi Oncesi -
3 Tedavi Sonras: -1,88333 15,40154| 3,14383| -8,38683| 4,62017 -599 23 555
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Tablo 4.2. Kontrol grubu, tedavi Oncesi ve sonrasi hastalarda serum L-karnitin

aktiviteleri

Kontrol L-katnitin Tedavi L-katnitin Tedavi L-katnitin

(Saghklh aktivitesi Oncesi aktivitesi Sonrasi aktivitesi

Kisiler) pmol/L Hastalar pmol/L Hastalar pmol/L

Grubu
G.C. 37 S.P. 56,8 S. P. 47,3
U.T 33,8 S. T. 50,9 S. T. 33,2
N. K. 41 F.C. 57,6 F.C. 68,6
A.D. 475 M. K. 55,3 M. K. 48,6
G.D. 41 N. M. 44,5 N. M. 34,7
M. O. 32 M.Y. 29,6 M.Y. 20,3
N. O. 32,7 S.C. 35,8 S.C. 38,8
S.Y. 36,9 L. K. 69,2 L. K. 48,9
N. E. 37 S.Y. 59,4 S.Y. 76,4
S. A 29,8 H.Y. 49,9 H. Y. 72,5
D.U. 39,3 N. A. 48,9 N. A. 62,5
H. 0. 40,9 E. C. 59,7 E. C. 64,8
U.c 43,5 G. K. 56,6 G. K. 47,3
G. A. 43,4 F.T. 78,4 F.T. 57,1
N. E. 36 D. A 28,8 D. A 447
E.S 27 G.D. 41,5 G.D. 45
H. U 42,5 D.O. 31,3 D.O. 59,9
F. 1 42 N. U. 333 N. U. 28,8
Y. A 37,6 A.O. 55,5 A.O. 51,1
I.u. 45,8 I.A 40 iA 44,2
Z.0. 32 M. S. 39,8 M. S. 34,5
G. 0. 33,6 R. O. 34,9 R. O. 60,2
N. G. 46,9 G.F. 37,9 G.F. 66,1
H. K. 42 N. A. 40 N. A. 28,1
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Kontrol grubu, tedavi Oncesi hastalar ve tedavi sonrasi hastalarda serum L-karnitin
degerlerinin noktasal dagilimi, 3D Nokta Dagilim Grafigi ile gosterilmistir (Sekil 4.4)
Bu grafige gore L-karnitin aktivitesinin minimum ve maksimum goriildiigii noktalar
kontrol grubu’nda (saglikli kisiler) 27 — 48 pumol/L, tedavi oncesi hastalarda 25 — 70
umol/L, tedavi sonrast hastalarda 20 — 70 umol/L oldugu gdsterilmistir.

48,00 - o q ©
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A 442,00 ° e
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= .36, 00 o o O
14 o
)g"" 33,00 ° °le
wn MY
30,00 ®
27,00 m
20,00
25,0 45,00 '
40,0055, 9 70,0 70,00
Tedavi Teda‘”'
(o) . aSl
nceSl Sof\r

Sekil 4.4. Kontrol grubu, tedavi 6ncesi hastalar ve tedavi sonrasi hastalarda serum L-
karnitin diizeyi 3D dagilim nokta grafigi.

Kontrol grubu, tedavi Oncesi hastalar ve tedavi sonrasi hastalarda serum L-karnitin
degerlerinin dagilimlar1 Box-plot grafikleri incelendiginde normal dagilim gosterdikleri

goriilmiistiir (p<0.05) (Sekil 4.5).



42

80 T

N
o
1

o
o
1

[1S
o
1

L-karnitin (umol/L)
1 1

207

T T T
Saglikla Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi
Kisiler

Kontrol ve Hasta gruplari

Sekil 4.5. Kontrol, tedavi 6ncesi ve sonrasi hastalardan elde edilen serum L-karnitin
miktar1 6l¢timleri box-plot grafigi. (p>0.05)

4.2. GST Aktivite Sonuclar:

4.2.1. CDNB (1-kloro-2,4-dinitrobenzen) ile GST Aktivitesi

1-Kloro-2,4-dinitrobenzen’in (CDNB) substrat olarak kullanildigi GST aktivitesi
Olctimleri, saglikli ve hasta kisilerden elde edilen serumlar kullanilarak, metotlar

kisminda verilen Habig ve ark.’nin (1974) ¢alisma metoduna gore ¢aligilmustir.

CDNB’ye karst ortalama GST aktiviteleri kontrol grubunda (n=24) 0,70+0,33
nmol/dk/mg, tedavi 6ncesi hastalarda (n=24) 1,70+0,64 nmol/dk/mg ve tedavi sonrasi

hastalarda (n=24) 1,58+0,58 nmol/dk/mg olarak hesaplanmistir (Tablo 4.5).

CDNB substrat olarak kullanildigi, optimize kosullar altinda (500 pg protein miktar)
zamana kars1 dogrusal GST aktivite grafigi Sekil 4.6’da verilmistir. Sekil 4.7°da kiivet
i¢i enzim miktar1 optimizasyonu sirasinda gozlemlenen protein miktarma (756 pg) bagh

zamana kars1 satlire olmus enzim aktivitesi grafigi verilmistir.
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Sekil 4.6. CDNB’nin substrat olarak kullanildigi, zamana kars1 dogrusal GST aktivite
grafigi.
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Sekil 4.7. CDNB’nin substrat olarak kullanildigi, zamana karst enzim miktarina karsi
GST aktivite satiirasyon grafigi
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Tablo 4.3. Kontrol grubu, tedavi dncesi ve sonrasi hastalarda CDNB iizerinden serum

GST aktivite diizeyleri.

Saghkh CDNB Tedavi Oncesi CDNB Tedavi Sonrasi CDNB

Kisliler (nmol/dk/mg) Hastalar (nmol/dk/m Hastalar (nmol/dk/mg)

(Kontrol 9)

grubu)
G.C. 1,031 S.P. 1,802 S.P. 1,448
U.T 0,548 S. T. 1,230 S. T. 1,753
N. K. 0,506 F.C. 1,102 F.C. 2,180
A.D. 0471 M. K. 2,138 M. K. 1,589
G.D. 0,616 N. M. 1,232 N. M. 1,652
M. O. 0,929 M. Y. 1,623 M. Y. 2,452
N. O. 0,398 S.C. 1,555 S.C. 1,226
S.Y. 0,817 L. K. 1,245 L. K. 1,855
N. E. 0,741 S.Y. 1,250 S.Y. 1,640
S. A 0,676 H.Y. 2,015 H.Y. 1,932
D.U. 0,356 N. A. 1,553 N. A. 1,351
H. 0. 0,916 E. C. 1,478 E.C. 2,020
U.C. 0,695 G. K. 1,553 G. K. 0,709
G. A 0,733 F.T. 1,569 F.T. 1,435
N. E. 0,658 D. A 1,711 D. A 1,442
E.S. 0,784 G. D. 1,764 G. D. 1,463
H. U. 0,646 D. 0. 1,139 D. O. 2,355
F. 0. 0,779 N. U. 1,317 N. U. 1,284
Y. A 0,768 A. O. 1,604 A. O. 1,62
I.u. 0,723 iA 1,441 iA 1,571
Z. 0. 0,970 M. S. 1,372 M. S. 1,263
G.O. 0,905 R. O. 2,207 R.O. 1,104
N. G. 0,774 G.F. 1,666 G.F. 1,013
H. K. 0,544 N. A. 0,914 N. A 1,794
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Serum Orneklerinde kontrol grubu-tedavi Oncesi, kontrol grubu—tedavi sonrasi, tedavi
Oncesi—tedavi sonrasi hastalar kendi aralarinda karsilastirilarak CDNB’ye karst GST
aktivitelerinin anlamliligi, SPSS-15 analizprogrammin kullanilmasiyla, Iki érnek t-test
istatistik testine gdre %95 giiven araliginda bulunmustur (Tablo 4.4). Iki 6rnek t-test’e
gore yapilan gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalarda saglikli kisiler (kontrol grubu) -
tedavi Oncesi hastalar ve kontrol grubu - tedavi sonrasi hastalar arasindaki farklilik
anlamli bulunmustur (p < 0,05). Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi hastalar arasindaki

farklilik anlamli bulunmamustir (p > 0,05).

Tablo 4.4. CDNB substrati ile GST aktivitesi gruplar arasi iki drnek T-testi istatistiksel
analiz sonuglari

Paired Samples Test

Paired Difference
95% Confidence
Intenal of the
Std. Error Difference

Mean Std. Dewviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed
Pair Sadlykly Kipiler - ailed)
1 Tedavi Oncesi -,808958 ,337621 ,068916 | -,951523 | -,666394 -11,738 23 ,000
Pair Sadlykly Kipiler -
2 Tedavi Sonrasy -,881958 ,451789 ,092221 |-1,072732 | -,691184 -9,564 23 ,000
pair Teday Onces - 073000 610549 124628 330812 184812 586 23 564
3 Tedavi Sonrasy B ' ) - , - i

Kontrol grubu, tedavi 6ncesi hastalar ve tedavi sonras1 hastalarda CDNB’ye kars1 serum
GST degerlerinin noktasal dagilimi, 3D Nokta Dagilim Grafigi ile gosterilmistir (Sekil
4.8). Bu grafige gore CDNB substrati ile GST aktivitesinin minimum ve maksimum
goriildiigii noktalar,  kontrol grubu (saglikli kisiler)’nda GST aktivitesi 0,4-1
nmol/dk/mg arasinda, tedavi Oncesi hastalarda 0,8-2 nmol/dk/mg arasinda, tedavi

sonrasi hastalarda 0,5— 2,5 nmol/dk/mg arasinda oldugu gosterilmistir.

Kontrol grubu, tedavi 6ncesi hastalar ve tedavi sonrasi hastalarda CDNB’ye kars1 serum
GST degerlerinin dagilimlari Box-plot grafikleri incelendiginde tedavi 6ncesi ve tedavi
sonrast hasta grafikleri normal dagilimin disinda kaldigi goriilmiistiir (p<<0.05) (Sekil
4.9).
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Sekil 4.8. Kontrol grubu, tedavi 6ncesi hastalar ve tedavi sonrasi hastalarda CDNB’ye
kars1 serum GST aktivite 6l¢iimleri 3D dagilim nokta grafigi.
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Sekil 4.9. Kontrol, tedavi Oncesi ve sonrasi hastalardan elde edilen CDNB’ye karsi
serum GST aktivite degerleri Box-plot grafigi. (p>0.05)



47

4.2.2. EA (Etakrinik Asit) ile GST Aktivitesi

Etakrinik asit’in (EA) substrat olarak kullanildigi GST aktivitesi olgtimleri, saglikli ve
hasta kisilerden elde edilen serumlar kullanilarak, metotlar kisminda verilen Habig ve

ark.’nin (1974) ¢alisma metoduna gore ¢aligilmustir.

Sekil 4.10’da kiivet i¢i enzim miktar1 optimizasyonu sirasinda gdzlemlenen protein
miktara (393 pg) bagli zamana karsi satiire olmus enzim aktivitesi grafigi verilmistir.
EA’nin substrat olarak kullanildigi, optimize kosullar altinda (262,5 pg protein miktar)
zamana karst dogrusal GST aktivite grafigi Sekil 4.11°de verilmistir.

Abs 1

0.065
0.060
0.055
0.050
0.045
0.040—
0.035
0.030
0.025

100 200 300

o

Sekil 4.10. Etakrinik asit’in (EA) substrat olarak kullanildigi, zamana karsi enzim
miktarina kars1 GST aktivite satiirasyon grafigi

Abs 1
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Sekil 4.11. Etakrinik asit’in (EA) substrat olarak kullanildigi, zamana kars1 dogrusal
GST aktivite grafigi

Serum orneklerinde kontrol grubu-tedavi dncesi, kontrol grubu—tedavi sonrasi, tedavi

Oncesi—tedavi sonrasi hastalar kendi aralarinda karsilagtirilarak EA’ya karsi GST
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aktivitelerinin anlamliligi, SPSS-15 analiz programinin kullanilmasiyla, iki drnek t-test
istatistik testine gdre %95 giiven aralifinda bulunmustur (Tablo 4.5). iki 6rnek t-test’e
gore yapilan gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalarda kontrol grubu - tedavi sonrasi
hastalar ve tedavi Oncesi - tedavi sonrasi hastalar arasindaki farklilik anlamh
bulunmustur (p < 0,05). Kontrol grubu ve tedavi Oncesi hastalar arasindaki farklilik

anlamli bulunmamustir (p > 0,05).

Tablo 4.5. EA substrati ile GST aktivitesi gruplar arasi iki ornek T-testi istatistiksel
analiz sonuglari

Paired Samples Test

Paired Difference
95% Confidence
Intenval of the
Std. Error Difference

Mean Std. Dewiation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed
Pair Sadlykly Kipiler - ailed) |
1 Tedavi Oncesi ,044167 2,329867 ,475582 [ -,939650 | 1,027983 ,093 23 ,927
Pair Sadlykly Kipiler -
2 Tedav Sonrasy -2,823667 2,857723 ,683330 (-4,030377 |-1,616956 -4,841 23 ,000
Pair  Tedav Oncesi -
3 Tedayi Sonrasy -2,867833 2,707984 ,552765 |-4,011315 |-1,724352 -5,188 23 ,000

EA’ya kars1 ortalama GST aktiviteleri kontrol grubunda (n=24) 5,52+2, nmol/dk/mg,
tedavi Oncesi hastalarda (n=24) 4,10+2,5 nmol/dk/mg ve tedavi sonrasi hastalarda
(n=24) 8,3543, nmol/dk/mg olarak hesaplanmistir (Tablo 4.6).

Kontrol grubu, tedavi Oncesi hastalar ve tedavi sonrast hastalarda EA’ya karst serum
GST degerlerinin noktasal dagilimi, 3D Nokta Dagilim Grafigi ile gosterilmistir (Sekil
4.12). Bu grafige gore EA substrati ile GST aktivitesinin minimum ve maksimum
goriildiigii noktalar, kontrol grubunda GST aktivitesi 2-10 nmol/dk/mg arasinda, tedavi
oncesi hastalarda 3 -7 nmol/dk/mg arasinda, tedavi sonrasi hastalarda 4-16 nmol/dk/mg

arasinda oldugu gosterilmistir.

Kontrol grubu, tedavi oncesi hastalar ve tedavi sonrasi hastalarda EA’ya karsi serum
GST degerlerinin dagilimlar1 Box-plot grafikleri incelendiginde tedavi sonrasi hasta

grubu grafiginin normal dagilim disinda kaldig1 gériilmiistiir (p<<0.05) (Sekil 4.13).
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Tablo 4.6. Kontrol grubu, tedavi 6ncesi ve sonrasi hastalarda EA {izerinden serum GST

aktivite diizeyleri

Saghkh EA Tedavi Oncesi EA Tedavi EA

Kisliler (nmol/dk/mg) Hastalar (nmol/dk/mg) Sonrasi (nmol/dk/mg)

(Kontrol Hastalar

grubu)
G.C. 7,073 S.P. 4,985 S.P. 8,024
U.T. 3,74 S.T. 4,922 S.T. 8,476
N. K. 4,310 F.C. 3,771 F.C. 11,579
A.D. 3,076 M. K. 6,867 M. K. 9,50
G.D. 6,109 N. M. 5,629 N. M. 9,823
M. O. 7,965 M. Y. 6,576 M. Y. 8,412
N. O. 3,849 S.C. 6,179 S.C. 7,371
S.Y. 4,50 L. K. 4,306 L. K. 9,026
N. E. 5,824 S.Y. 4,128 S.Y. 6,11
S. A 3,171 H.Y. 6,963 H.Y. 10,205
D.U. 2,198 N. A. 6,207 N. A. 7,087
H. 0. 10,107 E.C. 4,386 E. C. 7,86
U.c 4,673 G. K. 6,227 G. K. 4,397
G. A 5,436 F.T. 5,148 F.T. 7,936
N. E. 6,770 D. A 5,513 D. A 9,24
E.S 6,124 G.D. 5,34 G. D. 8,345
H. U 5,05 D. 0. 4,372 D. O. 14,438
F. 0. 6,134 N. U. 6,111 N. U. 7,13
Y. A 6,876 A. O. 6,225 A.O. 8,488
I.u. 5,716 I.A 5,138 I.A 8,133
Z.0. 6,263 M. S. 5,43 M. S. 7,323
G. 0. 6,881 R. O. 5,323 R. O. 5,297
N. G. 4,097 G.F. 7,874 G.F. 5,55
H. K. 6,776 N. A. 4,038 N. A 10,736
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Sekil 4.12. Kontrol grubu, tedavi 6ncesi hastalar ve tedavi sonrasi hastalarda EA’ya
kars1 serum GST aktivite 6l¢timleri 3D dagilim nokta grafigi.
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Sekil 4.13. Kontrol, Tedavi dncesi ve sonrasi hastalardan elde edilen EA’ya karsi
serum GST aktivite degerleri Box-plot grafigi. (p>0.05)
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4.2.3. DCNB (1,2-dikloro-4-nitrobenzene) ile GST Aktivitesi

1,2-dikloro-4-nitrobenzene (DCNB) substrat olarak kullanildigi GST aktivitesi
Olctimleri, saghikli ve hasta kisilerden elde edilen serumlar kullanilarak, metotlar

kisminda verilen Habig ve ark.’nin (1974) ¢alisma metoduna gore ¢alisilmistir.

DCNB’nin substrat olarak kullanildigi, optimize kosullar altinda serumlarda GST
aktivitesi gozlenmemistir. DCNB’nin substrat olarak kullanildigi kosullar altinda

zamana karst GST aktivite grafigi Sekil 4.14’de verilmistir.
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Sekil 4.14. DCNB’nin substrat olarak kullanildigi zamana kars1 GST aktivite grafigi.
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4.2.4. EPNP (1,2-epoksi-3-(p-nitrofenoksi) propan) ile GST Aktivite Tayini

1,2-epoksi-3-(p-nitrofenoksi) propan’in (EPNP) substrat olarak kullanildigt GST
aktivitesi Ol¢iimleri, saglikli ve hasta kisilerden elde edilen serumlar kullanilarak,

metotlar kisminda verilen Habig ve ark.’nin (1974) ¢alisma metoduna gore ¢alisilmistir.

EPNP’nin substrat olarak kullanildigi, optimize kosullar altinda serumlarda GST
aktivitesi gézlenmemistir. EPNP’nin substrat olarak kullanildigi kosullar altinda zamana

kars1 GST aktivite grafigi Sekil 4.15°de verilmistir.
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Sekil 4.15. EPNP’nin substrat olarak kullanildigi zamana kars1 GST aktivite grafigi.



5.BOLUM

TARTISMA- SONUC VE ONERILER

Kemoterapik ilaglarin meme kanseri iizerindeki etkilerini arastiran caligmalar son
yillarda giderek ivme kazanmaktadir. Gogiis kanseri tedavisinde kullanilan Docetaxel
ve Adriamycin (Doxorubicin) ilaglarinin hem glutatyon S-transferaz izoenzimleri
tizerine [10,81,82] hem de L-karnitin sistemi {izerine etkileri arastirmacilar tarafindan

calisilmaktadir [7,8].

Yapilan bu c¢alismada saglikli kisilerden (kontrol grubu), (n=24) ila¢ tedavisine
baslamamis olan meme kanseri tanist konmus hastalardan (n=24) ve ayni hastalarin
Docetaxel/Adriamycin kemoterapisi (n=24) almasindan sonra alinan serum orneklerinde

L-karnitin ve GST izoenzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak incelenmistir.

5.1. L-Karnitin Aktivitesi

Literatiire bakildiginda Wenzel ve ark (2005) yaptigi bir calismada karnitinlerin
kardiyoprotektif etkileri ile ilgili olarak, karnitin yetmezliginin kardiyomiyopati ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, karnitinin iskemi, miyokard enfaktiisii
nedenli hasara kars1 miyokardi korudugu da bilinmektedir. Kanser ve antikanser ilaglara
etkisi tizerine ve kanser ile iligkili dis metabolik sendromda, karnitinlerin roliinii
arastiran ¢alismalar siirmekte ve gesitli eksperimental ve klinik kanser modellerinde

karnitinlerin etkisi arastirilmaktadir [7,8].

Delaney ve ark. (2006) epirubicin ile tedavi edilen meme kanseri hastasina verilecek L-
karnitin takviyesinin kardiyak toksisite gelisimini azaltacak bir hipotez incelemistir. Bu
calismada BT549, MDA-MB-435, NCI-ADR- RES, MCF7 ve T47D tipinde birkag in

vitro hiicreleri kullanarak L-karnitin eklentisinin epirubicinin tiimor sitotoksik etkilerini
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azaltip azaltamadigi belirlenmistir. RT-PCR kullanilarak yapilan Kkarnitin metabolik
enzimlerinin analizini takiben, hiicrelerin L-karnitine cevap verebilme yetenegini
incelenmistir. L-karnitin takviyesinin, epirubicinin meme Kkanserli hiicreleri

oldiirmesinde higbir katkis1 olmadigini gosterilmistir [83].

Erbas ve ark. (2007) meme kanserinde karnitinin koruyucu etkisini ve arginaz nitrik
oksit etkilesimini bozma olasiligin1 arastirmiglardir. Tiimor dokularindaki histopatolojik
incelemeyle yiiksek arginaz etkinligi, yiiksek ornitin miktar1 ve diisiik nitrik oksit (NO)
seviyeleri saptanmistir. Tedavi gruplarinda mitotik hiicreler 6énemli oranda azalmistir.
Hiicre arginaz etkinligi ve ornitin seviyelerinin karnitin ile birlikte 6nemli oranda
azaldigin1 saptamiglardir. Timor ilerlemesindeki karnitinin koruyucu roliindeki olasi
mekanizmalardan  birinin  karnitinin  NO degerinin yiikseltmesi olabilecegini
gostermislerdir. Bu mekanizma tliimor-artirma ajanlarmin iiretimini azaltabildigini,
poliaminler ve NO’nun iiretiminin artmasinin kanser gelisiminde koruyucu etki

gosterdigini saptamiglardir [84].

Calismamizda, kontrol grubunda (n=24) 38,38+10,25 umol/L, tedavi dncesi hastalarda
(n=24) 47,31£24,79 pmol/L ve tedavi sonrasi hastalarda (n=24) 49,31+£28,04 pmol/L
olarak ortalama L-karnitin degerleri bulunmustur. ki drnek t-test’e gore yapilan gruplar
arasi istatistiksel karsilastirmalarda kontrol grubu - tedavi Oncesi hastalar ve kontrol
grubu - tedavi sonrasi hastalar arasindaki farklilik anlamli bulunmustur (p < 0,05).
Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi hastalar arasindaki farklilik anlamli bulunmamaigstir (p >

0,05).

Bulunan bu sonuglarin 15181 altinda, kontrol grubu ve hasta gruplar1 arasindaki
istatistiksel farklilik, gdgiis kanserinin serum L-karnitin diizeyine arttirici bir etkisi
oldugunu gostermistir. L-karnitin’in tiimoér dokularindaki hiicre arginaz etkinligi ve
ornitin seviyelerini 6nemli oranda azaldigini, NO seviyesinin arttigi saptanmis
oldugundan (30) ve bu sonuglarin gosterdigi dogrultuda, gogiis kanserli kisilerin
viicudunda dogal olarak koruma amagli L-karnitin seviyesinin yiikseldigini

belirtebilmekteyiz.
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5.2. GST Aktivitesi

Glutatyon S-transferazlar (GSTs), hem dokuya 6zel hem de belirli bir genetige sahip
detoksidan enzimlerin bir ¢oklugen ailesindendir. Bir veya daha fazla GST
izoenzimlerinin diizeylerindeki degisiklikler, kiiltiirlii hiicre hatlarindaki antikanser ilag

direncindeki gelisimi ile iliskilidir [85]

Ostrojen reseptdr proteinler gibi diger tiiméor izlerine bagl olabilecek ve ilag direncinin
gelisimi ile alakali olabilecek in vitro ¢aligmalarda elde edilecek durumlar nedeniyle

caligmalarda glutatyon transferazlar se¢ilmistir [85].

Literatiire bakildiginda Thomas ve ark. (1990) meme kanserinde toplam GST
aktivitesinin ve GST izoenzim aktivitelerinin incelendigi c¢alismada I-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) substrat tahlili ve western blot yontemi kullanarak 45 insan
meme karnisomlar1 i¢in GST aktiviteleri belirlenmistir. GST aktivitesi ortalamas1 67
mU/mg protein olup 5 ile 208 mU/mg protein arasinda degismistir. GST aktiviteleri ve
GST izoenzimlerinin yogunlulugun primer meme kanseri karnisomlar1 arasinda dnemli
farkliliklar oldugu fakat bunlar tiimdr veya hormon reseptdr durumuna bagli olmadigi
saptanmistir. Bu enzim diizeylerinin niiksetme rikslerinden veya antikanser tedaviye

cevap vermesinden bagimsiz olup olmadigi heniiz test edilmemistir [85].

Gudmundsdottir ve ark. (2001) yaptig1 bir ¢alismada, Glutatyon S-transferaz genleri
cesitli kanserojen metabolizmalarinda bulunmaktadir. GSTM1 ve GSTT1 genlerindeki
polimorfizimlerinin silinmesi ve GSTP1 genindeki A-G polimorfizmi 500 meme
kanserli hasta ve 395 kontroldeki meme kanseri riski ile ilgili olarak arastirildi. 388
meme karsinomlarindaki p53 mutasyonlarinin frekanst ve dagilimindaki GST
genotiplerinin etkisi ¢alisilmistir. GSTP1’in G allellerindeki artisla iligkili meme kanser
riskindeki artis gozlemlenmistir. GSTM1 ve GSTT1 polymorphismlerinin meme
kanseri ile ilgili oldugu goriilmemistir. Genotipleri kombinasyonlarindaki risk artis

oldugu gézlemlenmemistir [12]

Armstrong ve ark. (1990) yaptigi ¢alismada etakrinik asit gibi GST inhibitorleri bazi
kanser hiicrelerine duyarli goziiktiiklerinden melphalan gibi bazi ilaglarin etkileri birgok
arastirmacty1 kemoterapik rejimler icin "adjuvant" gibi engelleyicilerin gelisiminin
alkilleyici ajanlar1 igerdigini hesaba katmak zorunda birakmistir. GSH transferazlar
muhtemelen normal hiicrelerdeki alkilleyici ilaglarin detoksifikasyonu i¢in énemli bir

yol oldugundan, herhangi bir etkin strateji, enzimatik aktivasyonun engellenmesi
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amaciyla alkilleyici ila¢ kemoterapisi i¢in adjuvant olarak normal hiicrelerin

korunmasina olan muhtemel zararl etkilerini g6z 6niine almalidir [80].

Peter ve ark.(1991) yaptigi ¢alismada GST inhibitorii olan etakrinik asit seviyeleri
ilerlemis ve tedavi baslangicinda olan 27 kanserli hastada gozlenmistir. Hastalara ilk
etapta hergiin 6 saatte 3 doz 25 ile 75 mg/m? olarak verilmistir. Etakrinik asitin 2.
dozundan sonra i.v. olarak 30 ile 55 mg/m? olarak verilmistir. Biitiin hastalarda etakrinik
asit seviyesi spektorfotometrik olarak incelenmistir. Herbir doz seviyesin de etakrinik

asit eklenmesini takiben GST aktivitesinin arttig1 gozlemlenmistir [81].

Glutatyon S-transferaz izoenzimlerinin polimorfizmi, protein miktar1 ve aktivite
Ozellikleri meme kanseri dokularinda, [9,10,11] meme kanserli hastalarin kanlarinda
[12] akciger kanserli hastalarin kanlarinda [13] arastirmacilar tarafindan ¢alisilmistir.
Ayrica GST’lerin, anti-kanser ilaglarinin (6rnegin chlorambucil, melphalan, thiotepa,
1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea (BCNU), cyclophosphamide, gibi) detoksifikasyon
mekanizmalarinda gorev aldigi bilinerek, bu ilag tedavileri alan hastalarda aktivite

caligmalar1 yapilmistir [14,15].

Kanser kemoterapisinde kullanilan bazi ilaglar GSH ile birleserek metabolize olabilen
alkilleyici ajanlardir. Ilag direncinin gelisimi birgok kemoterapik protokol i¢in ciddi bir
engeldir. Ilag direnglerinde hangi GSH igerildigi net olmamakla birlikte ikinci
dereceden kanitlar bir baglant1 olabilecegini ortaya koymaktadir. Neoplastik dokularda
bulunan yiikseltilmis seviyedeki sinif pi enzimlerinin birlesimi, alkilleyici ilaglara esas
direncin yiiksek enzim seviyelerinden dolayi olabilecegini ortaya koymaktadir. Ek
olarak, insan meme kanseri hiicrelerinde multi ilag direncinde gosterilen GSH
transferazlarinin artan sentezi, enzim tarafindan olusturulan direncin isareti olabilir.
Bununla birlikte esas veya ilag uyarili GSH transferazlariin artan sentezinin ilaglari
alkillemek i¢in kanser hiicrelerinin direncini artirdigina dair kliniksel direkt bir kanit

yoktur [79].

Kelley ve ark. (1994) yaptig1 calismada meme kanserli hastalarin kaninda GST
seviyelerini ¢alismiglardir ve kemoterapi alan meme kanserli hastalar i¢in ayirict bir
faktor olarak GST Pi-1 izoenziminin seviyesii tanimlamiglardir. Meme tiimériindeki
GST izoenzim cesitliliginin, standart kemoterapinin klinik etkisinde rol

oynayabilecegini gostermislerdir. Sonucta normal meme dokusunda P1 izoenziminin
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yogun oldugu ve meme kanserli hastalarin biiyiilk ¢ogunlugunda da meme dokusunda

arttig1 gézlenmistir [10].

Yapilan bu ¢alismada kontrol grubu (saglikli kisiler), tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi
hastalardan alinan serum O&rneklerinde GST aktivitelerinin incelenmesi sonucunda
CDNB’ye karst ortalama GST aktiviteleri kontrol grubunda (n=24) 0,70+0,33
nmol/dk/mg, tedavi 6ncesi hastalarda (n=24) 1,70+0,64 nmol/dk/mg ve tedavi sonrasi
hastalarda (n=24) 1,58+0,58 nmol/dk/mg olarak bulunmustur. Iki drnek t-test’e gore
yapilan gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalarda kontrol grubu - tedavi Oncesi
hastalar ve kontrol grubu - tedavi sonrasi hastalar arasindaki farklilik anlamli
bulunmustur (p < 0,05). Tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi hastalar arasindaki farklilik

anlamli bulunmamustir (p > 0,05).

Bulunan bu sonuglarin gosterdigi dogrultuda, kontrol grubu ve hasta gruplari arasindaki
istatistiksel farklilik, g6gilis kanserinin serum total Glutatyon S-transferaz aktivitesine

arttirict bir etkisi oldugu ifade edilebilmektedir.

Etakrinik asit’e (EA) kars1 ortalama GST aktiviteleri kontrol grubunda (n=24)
5,52+2,88 nmol/dk/mg, tedavi Oncesi hastalarda (n=24) 4,10+2,05 nmol/dk/mg ve
tedavi sonras1 hastalarda (n=24) 8,35+3,58 nmol/dk/mg olarakbulunmustur. Iki 6rnek t-
test’e gore yapilan gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalarda kontrol grubu - tedavi
sonrast hastalar ve tedavi Oncesi - tedavi sonrasi hastalar arasindaki farklilik anlamli
bulunmustur (p < 0,05). Kontrol grubu ve tedavi Oncesi hastalar arasindaki farklilik

anlamli bulunmamustir (p > 0,05).

Etakrinik asit, GST Pi izoenzimleri i¢in ayirt edici substrat oldugundan, tedavi sonrasi
ilag etkilesimleriyle tedavi sonrasi artan GST aktivite diizeylerinin 6zellikle GST Pi
izoenzimi tarafindan meydana geldigi anlasilmaktadir. Daha Onceki caligmalarda
kemoterapi alan meme kanserli hastalarin kaninda GST Pi-1 izoenziminin seviye artisi
gosterildiginden (Kelley ve ark, 1994), meme tiimoriindeki GST izoenzim cesitliliginin,
standart kemoterapinin klinik etkisiyle artabilecegi bizim sonuglarimiz tarafindan da

desteklenmistir.

Sirasiyla GST Mu ve GST Tau izoenzimlerinin substratlart olan DCNB ve EPNP’nin
kullanildig1 ¢alismalarda serum GST aktivitesi gézlenememistir. Bu sonuglar bize, s6z
konusu GST izoenzimlerinin, saglikli ve hasta kisilerin serumlarinda aktiviteleri

oOl¢iilebilinecek miktarlarda bulunmadigini gostermistir.
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Bu ¢alisma, meme kanseri metabolizmasi1 ve meme kanseri tedavisinde kullanilan sz
konusu ilaglarin L-Kkarnitinin rol aldigi metabolik yollarin ve Glutatyon S-
transferaz’larin  katalizledigi detoksifikasyon mekanizmalar1 {izerine etkilerinin
incelenmesine, kanser biyolojisi iizerine yapilan ¢aligmalara ve tedavi yontemlerinin
etkinliklerine dair onemli noktalarin ortaya c¢ikarilmasina onemli Olgiide katkida

bulunacagini gostermektedir.
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