ANADOLU UNIVERSITESI BILIM VE TEKNOLOJI DERGISI
ANADOLU UNIVERSITY JOURNAL OF SCIENCE AND TECHNOLOGY
Cilt/Vol.:8-Say1/No: 2 : 313-323 (2007)

DERLEME / REVIEW

BITKILERDE MIiROSINAZ GLIKOSINOLAT SIiSTEMIi
Ozden OZKUR', Melike BOR?, Filiz OZDEMIR®

0z

Bitki ikincil metabolizmasi g¢esitli bilesiklerin, enzimlerin, enzim ve metabolit tasiniminin ve gen kontrol me-
kanizmasinin 6nemli bir kismini olusturur. Bitki tarafindan {iretilen ikincil metabolitler arasinda, glikosinolatlar ve
onlarin mirosinaz enzimi tarafindan katalizlenmeleri sonucu ortaya ¢ikan parcalanma {iriinleri 6nemli bir yere sa-
hiptir. Glikosinolatlar, ¢esitli miktarlarda ve oranlarda farkl: bitkilerin tohumlarinda, koklerinde, govdelerinde ve
yapraklarinda bulunan tiyoglikosidik bilesiklerdir. Zarar gérmemis glikosinolatlar toksik degildir, fakat bitki her
hangi bir digsal saldirtya maruz kaldiginda mirosinaz enzimi ile etkilesime girerek parcalanirlar ve izotiyosiyonat,
nitril, tiyosiyonat iyonu ve epitiyonitril gibi ikincil metabolitleri meydana getirirler. Olusan bu {iriinler memeliler,
bocekler ve mikrobiyal patojenler iizerinde dnemli etkilere sahiptir. Bu etkiler daha ¢ok bu iirlinlerin pozitif ve ne-
gatif karakterleri nedeniyle dikkat cekmektedir. Glikosinolat pargalanma iiriinlerinin bir ¢ogu, biyosidal aktiviteye,
ttimor engelleyici aktiviteye ve kanser dnleyici 6zellige sahiptir.

Anahtar Kelimeler: izotiyosiyonat, Ikincil metabolit, Tiyoglikosidik bilesikler, Aglukon.
MYROSINASE GLUCOSINOLATE SYSTEM IN PLANTS
ABSTRACT

Plant secondary metabolism constitutes the formation of various compounds, enzymes, enzyme and metabolite
transport and gene regulation. Among the secondary plant metabolites glucosinolates and their hydrolize products
which are decomposed by myrosinase enzyme take an important part. Glucosinolates are thioglycosidic compounds
which are found in several forms, quantities and levels in seeds, roots, stems and leaves of different plants. Intact
glucosinolates are non-toxic compounds however, under different attacks these compounds contact with
myrosinase enzyme which leads to the formation of secondary metabolites like isothiocyanate, nitrile, thiocyanate
and epithionitrile. These products had important effects on mammals, insects and microbial pathogens. These
effects take attention because of their negative and positive characteristics. Most of the glucosinolate hydrolyze
products have biocidial actvitiy, tumor supressor activity and cancer preventing property.
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1. GIRIS

Bitki birincil metabolitleri, bitki yasami i¢in ge-
reklidir ve birincil metabolizma ile meydana gelirler.
Bitkiler bu yolla sekerler, amino asitler ve niikleotidler
tiretirler. Bu basit molekiiller, bitkilerin gerekli olan
daha kompleks bilesikleri tiretmesi i¢in kullanilir. Bitki
biyokimyasindaki bu yol, daha kompleks bilesiklerin
sentezi i¢in kullanilan yoldan farklidir.

Bitki ikincil metabolitleri ise bitkilere dzeldir ve
genellikle besin, lezzet arttirici, renk degistirici, zehir,
parfiim, aromaterapideki koku yaglari, yag ve kauguk
gibi endiistriyel iirlinlerin bitki tarafindan {iretiminde
kullanilir. Bu nedenle ekonomik olarak &nemli kay-
naklardir. Ayn1 zamanda hastalik ve zararlilara karsi
direng gibi bitkilerin 6nemli 6zellikleri de bitki ikincil
metabolitleri ile iliskilidir. Goriildiigii gibi bitki ikincil
bilesiklerinin genis bir kullanim alani vardir. Bitki
ikincil metabolitlerinin bitkilerde biiyiime ve gelisme-
ye dogrudan etkileri yoktur. Son yillarda gergeklestiri-
len ¢ok disiplinli ¢aligmalar, bitkiler ve ¢evreleri ara-
sindaki iletisimde temel bir role sahip olan ikincil
metabolitlerin biyolojik fonksiyonlarimi1 aydinlatmaya
yoneliktir (Rohlo ve Bones, 2005). Cok uzun siiredir
kullanilmakta olan ve daha onceleri atik iiriin olarak
diistiniilen ikincil metabolitlerin, yapilan bu ¢aligmalar
sonucunda c¢esitli fonksiyonlar1 ortaya ¢ikartilmistir.

Glikosinolatlarin, mirosinaz enzimi tarafindan ka-
talizlenen reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan parcalan-
ma Uriinleri, bitki ikincil metabolizmasi ile iiretilen
metabolitler arasinda o©nemli bir yere sahiptir.
Mirosinaz enzimi ve glikosinolatin meydana getirdigi
mirosinaz-glikosinolat sistemi; bitkilerde, mantarlarda
ve herbivor boceklerde bulunan ve bir ¢ok biyolojik
aktiviteyi etkileyen metabolik bir yoldur. Mirosinaz-
glikosinolat sisteminde, mirosinaz enzimi araciliiyla
glikosinolat pargalanma iiriinlerinden olan izotiyosi-
yanat, nitril, tiyosiyonat iyonu ve epitiyonitril gibi
maddeler bitkilerde, herbivor boceklere ve fitopato-
jenlere karsi savunma mekanizmalarinda, biiyiimenin
diizenlenmesinde, azot ve kiikiirt metabolizmasinda
onemli role sahiptir (Bones ve Rositter, 1996).

Mirosinaz ve glikosinolatlar, ilk kez 1840 yilinda
Bussy tarafindan hardal tohumlarinda kesfedilmistir
(Bones ve Rossiter, 1996). Daha sonra yapilan calis-
malarda, 16 bitki ailesinden alinan materyallerde 120
glikosinolat tanmimlanmistir (Fahey vd., 2001) ve bun-
larin 30°dan fazlasi Arabidopsis thaliana’da belirlen-
mistir (Kliebenstein vd., 2001; Reichelt vd., 2002;
Brown vd., 2003). Glikosinolat i¢eren diger familyalar
ise Akaniaceae, Arabidaceae, Bataceae, Brassicaceae,
Capparaceae, Caricaceae, Euphor-biaceae,
Resedaceae ve Tropaeolaceae olarak tespit edilmistir
(Rodman, 1991; Wallsgrove vd., 1998).

Glikosinolatlar, glikoz ve kiikiirt igeren organik
anyonlardir (Van Etten ve Tookey, 1983). Hardal yag:
glikosidleri olarak da bilinen glikosinolatlar, Cappara-
les (Brassicales) ordosu igin karakteristiktirler ve bu
ordoda hem tiir i¢ci hem de tiirler aras1 varyasyonlar

Anadolu Universitesi Bilim ve Teknoloji Dergisi, 8 (2)

gosterirler (Windsor vd., 2005). Glikosinolatlar ¢ogun-
lukla Brassicaceae familya iiyelerinde bulunurlar
(Kjaer ve Schuster, 1972; Kjaer, 1976; Doughty vd.,
1991; Rodman vd., 1996, 1998; Raybould ve Moyes,
2001; Fahey wvd., 2001; Tokuhisa wvd., 2004).
Brassicaceae (Cruciferaceae) familyast genel olarak,
brokoli (Brassica oleracea L var italica), Briiksel la-
hanast (B. oleracea var gemmifera), lahana (B.
oleracea var capitata), karnabahar (B. oleracea var
botrytis) ve kivircik lahana (B. oleracea var acephala)
gibi tiikettigimiz bir ¢ok sebzeyi icermektedir
(Oerlemans vd., 2004). Bu sebzelerde ¢ temel
glikosinolat tipine ait yedi farkli glikosinolat tanim-
lanmistir. Bunlar; metilsiilfinilalkil glikosino-latlar
(glikoiberin, glikoraphanin ve glikoalyssin), olefinik
glikosinolatlar (sinigrin, glikonapin ve progoitrin) ve
aromatik glikosinolatlar (glikonasturtin) olarak grup-
landirilirlar (Fenwick vd., 1983; Fahey, 2001; Song,
2005). Cruciferaceae sebzelerinde bulunan temel
glikosinolatlar ve hidroliz iirlinleri Tablo 1’de gdsteril-
mistir. Bu bilesikler bitki tiirlerine gore gesitlilik goste-
rirler ve herbivor boceklerin tiiketecekleri bitki-lerin
secimine etki ederler (Lambrix vd., 2001; Kroy-mann
vd., 2003).

Tablo 1. Cruciferaceae sebzelerinde bulunan temel
glikosinolatlar ve hidroliz iiriinleri (Keck ve Finley,
2004).

Glikosinolat Dogal Olarak Sentezleyen

Tiirii Bitkiler Hidroliz Uriinleri

Glikoraphanin | Brokoli Siilforaphan Siilforaphan

Glikonasturtin | Cin lahanasi, radika Feniletil izotiyosiyanat | nitril
ve su teresi

Sinigrin Biiriiksel lahanasi, lahana Alil izotiyosiyanat
ve karnabahar

Glikobrassicin | Tum Cruciferlerde Indol-3-karbinol

Progoitrin Crambe (yag tohumu) Crambene

2. GLIKOSINOLATLARIN SENTEZi

Tim glikosinolatlar f-D-tiyoglikoz grubuna bagli
siilfatlanmis bir aldoksim kismi ve amino asitlerden
tiirevlenen degisebilir yan zincirden olugsmaktadir (Se-
kil 1).

S—B—D—Glikoz

/
R—C
I
N
AN
0807

Sekil 1. Glikosinolat molekiiliiniin yapist. R; degi-
sebilir yan zinciri ifade etmektedir (Mithen, 2001).
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Genellikle alifatik, aromatik ve indol gliko-sinolatlar
olarak ii¢ grup altinda toplanirlar. Bu grup-larin teme-
lini amino asit farklilig1 olusturur; alifatik amino asitler
(metiyonin, alanin, valin, 16sin, izolosin), aromatik
amino asitler (tirozin, fenilalanin) veya triptofan olma-
sina gore farkli grup glikosinolatlar sentezlenir.
Glikosinolatlarin yapisal farkliligi, gliko-sinolatin te-
mel yapisi olusmadan dnce amino asitlerin zincir uza-
mas1 ve glikosinolat yan zincirinde (0rnegin tiyol
oksidasyonu, desatiirasyon, hidrok-silasyon,
esterifikasyon) ve glikoz kisminda (6rnegin esteri-
fikasyon) meydana gelen ikincil modifikasyonlar ile
ortaya ¢ikmaktadir (Wittstock ve Halkier, 2002).
Uriinlerde ¢esitliligi saglayan bu modifikasyonlar so-
nucu olusan kimyasal yapi, glikosinolat par¢alanma
tirtinlerinin gergeklestirecegi biyolojik aktiviteler icin
onemlidir. Yan zincir yapisinda meydana gelen kiigiik
degisiklikler nemli metabolik aktivitelere sahip olabi-
lir (Mithen, 2001).

Glikosinolatlarin kimyasal sentezi ilk olarak 1957
yilinda Ettlinger ve Lundeen tarafindan agiklanmistir
(Rask vd., 2000). Glikosinolatlar alanin, 16sin, izo-
16sin, valin, tirozin, fenilalanin ve triptofan amino asit-
lerinden tilirevlenirler (Mikkelsen ve Halkier, 2003).
Glikosinolat biyosentezi, birbirinden bagimsiz ii¢ te-
mel basamagi kapsamaktadir. Birinci basamakta bazi
amino asitler, metiyonin ve fenilalanin gibi, bir yada
daha fazla metil grubu ile uzarlar ve sentezde genel bir
ara Uriin olarak bilinen aldoksime doniisiirler (Sekil 2).
Burada doniisiim sitokrom P450’ye bagli mono-
oksigenazlar, flavin iceren monooksigenazlar, plazma
membrani peroksidazlari tarafindan gerceklestirilir
(Chen ve Andreasson, 2001). Oksimlerin temel gliko-
sinolatlara doniisiim metabolizmasi heniiz ¢ok iyi agik-
lanamamistir (Halkier, 1999). Ikinci basamakta onciil
amino asitler temel glikosinolatlara doniisiirler. Burada
oksimlerin glutatyon-S-transferaz araciligi ile oksi-
dasyonu sonucu azinik asit olugur. Bu bilesigin bir
tiyol donoérii olan sistein ile birlesmesiyle S-alkil-
tiyohidroksimat olusur (Ettlinger ve Kjaer, 1968). Bu
reaksiyonun glutatyon-S-transferaz benzeri enzimler
tarafindan katalizlendigi diistiniilmektedir. S-alkil-
tiyohidroksimat CS-liyaz tarafindan tiyohidroksimat’a
dontistiiriiliir (Kiddle vd., 1999). Tiyohidroksimat, Co-
ziinebilen Tiyohidroksimat Glikoziltransferaz (S-GT)
tarafindan glikolizlenerek desiilfoglikosinolati olustu-
rur (Halkier, 1999; Mithen, 2001). S-GT glikosinolat
tireten tim Crucifer lerde bulunmasina karsin, gliko-
sinolat icermeyen bitkilerde saptanmamistir (Groot-
Wassink vd., 1997; Chen, 2001). Son basamakta ise
desiilfoglikosinolatin ¢dziiniir 3’-fosfoadenozin 5’-
fosfosiilfat: desiilfoglikosinolat siilfotransferaz (PAPS)
tarafindan stilfatlanmasiyla glikosinolat sentezi gergek-
lesir (Halkier and Du, 1997). Olusan temel gliko-
sinolatlar ikincil modifikasyonlar gecirerek c¢esitlenir-
ler. Bu basamaklar sekans analizleri ile a¢iklanmistir
(Greaser vd., 2001). Genetik ¢aligmalar temel alinarak,
alifatik glikosinolatlarin yan zincirleriyle ilgili bir mo-
del gelistirilmistir (Sekil 2). Alifatik yan zincir yapila-
rinda ¢ok biiyiik ¢esitlilik goriilmesine ragmen, bu ¢a-
lismalar bu ¢esitliligin sadece ii¢ temel lokustaki (Gsl-
oxid, Gsl-alk, Gsl-oh) genetik varyasyon nedeniyle
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meydana geldigini gostermektedir. Glikon olusumun-
dan sonraki baglangic {rlinlerinin metiltiyoalkil
glikosinolat olmasi1 kuvvetle olasidir. Gsl-oxid
lokusundaki alleller, metilsiilfinilalkil ve metil-
stilfonilalkil yan zincirlerine metil grubu oksidas-
yonunu saglarlar. Gsl-alk lokusu metiltiyo grubunun
uzaklastiritlmasi ile alkanil homologunun iiretimini
saglar. Gsl-oh lokusu alkanilglikosinolat’in hidroksi-
lasyonunu kontrol eder (propeil-glikosinolatlar harig).
Ug lokustaki allellerin ¢ogu yaz zincir uzamasi ig¢in
Ozeldir. Gsl-elong allelleri ile kombinasyon i¢inde olan
bu alleller glikosinolat ¢esitliligini meydana getirirler
(Halkier and Du, 1997). Glikosinolat yan zincir modi-
fikasyonlarinin 6nemi, bu modifikasyonlarin gliko-
sinolat par¢alanma iirlinlerinin fizikokimyasal 6zellik-
lerini ve biyosidal aktivitelerini etkilemesinden ileri
gelmektedir (Wittstock ve Halkier, 2002).

Bitkide meydana gelen glikosinolat miktarlari tii-
re, doku tipine (0rnegin ¢icek, govde, tohum), fizyolo-
jik yasa, mevsime, yetistigi iklime ve bitki sagligina
bagl olarak degisiklik gosterir (Rosa ve Rodrigues,
2001; Rangkadilok vd., 2002). Genellikle tohumlarda;
yaprak, govde ve koke gore miktarlart daha fazladir
(Trenerry vd., 2005). Genel olarak incelendiginde
glikosinolat konsantrasyonu tireme dokularinda (gi¢ek-
ler ve tohumlar), vejetatif dokulara gore 10-40 kat da-
ha yliksek oldugu goriilmektedir (Bennett vd., 2004).

Genotip ve mevsimin birlikte olusturdugu etki ge-
nel olarak glikosinolat seviyesini degistirir. (Agerbirk,
2001; Vallejo, 2003). Alifatik glikosinolatlar geno-
tipten etkilenirler, fakat mevsimden etkilenmezler.
Indol glikosinolatlar 6nemli sekilde genotip ve mev-
simden etkilenirler ve genellikle ilkbaharda, sonbahara
gore daha fazla bulunurlar. Glikosinolat miktarimdaki
bu degisimlerin bilinmesi, Brassica lirlinlerinin kanser
onleyici Ozellikleri ve zararli kontroliinde glikosinolat
miktarinin  belirlenmesi acisindan mirosinaz-gliko-
sinolat  sistemini agiklanmasimi  gerektirmektedir
(Charron vd., 2005).

3.. MIROSINAZ ENZIMININ SENTEZi VE
BIYOKIMYASAL OZELLIKLERI

Mirosinazlar, optimum pH 4 ve 7 arasinda ¢ozii-
nen glikopolipeptidler olarak rapor edilmistir (Klein-
wachter, 2004). Saflagtirilmis mirosinazin molekiiler
kiitlesi 125kDa ile 150kDa arasinda degisiklik goster-
mektedir. Karbohidrat igerigi ise toplam molekiiler
kiitlenin %9-23’11 arasinda degismektedir (Bones ve
Rossiter, 1996). Ayrica bu giine kadar tespit edilmis
olan tiim bitki mirosinazlaria glikoz eklendigi goste-
rilmigtir (Rask vd., 2000). Bitkideki mirosinaz aktivi-
tesi; tlire, kiiltivara ve bitki organina bagl olarak da
cesitlilik gosterir, hatta ayni bitkide enzimin ¢oklu
formlar1 da bulunabilir. Tamamen saflastirilmis miro-
sinaz iki alt birimden olusur (Bones ve Rossiter, 1996).
Bitkide mirosinaz mirosin hiicrelerinde bulunmaktadir.
Boyutlar1 ve morfolojileri ile farklilik gdsteren idiob-
lastik mirosin hiicreleri kok, gévde, yaprak, petiyol,
tohum ve fidede genis bir alana yayilis gosterirler.
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Sekil 2. Glikosinolat biyosentezi.

Yan Zincir Modifikasyonu
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Mirosin hiicrelerinin morfolojisi bulun-duklar1 dokuya
ve dokunun yagina gore c¢esitlenir (Rask vd., 2000).
Mirosin hiicreleri, vakuollerindeki yiiksek protein ige-
rigi ile karakterize edilirler ve bu nedenle baz1 protein
ajanlar1 ile sitokimyasal olarak reaksiyona girmeye
egilimlidirler (Jorgensen, 1981). Jorgensen 1981 y1-
linda bir¢ok kriterden biri olarak Capparales ordosu-
nun siniflandirilmasinda mirosin hiicrelerinin olusu-
munu ve dagilimini kullanmistir. Mirosin hiicrelerinde
bulunan baslica organel, homo-jen elektron dagilimina
sahip kiiresel mirosin daneleri-dir. Bu danelerin 15181
kirma aktiviteleri farklidir ve daha homojendir.
Mirosin daneleri, mirosin hiicrelerinde genellikle
oleozomlar arasinda dagilmis olarak bulunurlar, onlar
cevreleyen hiicrelerdeki danelerden farklidir ve boyut-
lar1 2.5 ile 10um arasinda degis-mektedir. Glikoz ek-
lenme derecesine gore farklilik gosteren mirosinazlar,
diisiik askorbik asit konsantras-yonlarinda aktiflesirler
ve substrat olarak sadece gliko-sinolatlar1 kullanirlar
(Rask vd., 2000).

Onceleri anti-mirosinaz antibadileri ile yapilan ¢a-
lismalarda mirosinaz ile birlesen gesitli polipeptidler
tespit edilmistir (Lenman vd., 1990). Ancak, bu asa-
mada bu polipeptidlerin mirosinaz-glikosinolat siste-
minde her hangi bir rollerinin olup olmadig1 ve biyo-
kimyasal davraniglart tam olarak anlagilamamisgtir.
Fonksiyonlari bilinmeyen bu polipeptidler ile yapilan
calismalarda Rask ve c¢alisma arkadaslari, yara-
lanmanin bu polipeptidlerin ekspresyonunu artirdigini
gostermistir (Falk vd., 1995). Bu polipeptidlerden ilk
olarak mirosinaz baglayan proteinler (MBP) kesfedil-
mistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda ise bu protein-
ler mirosinaz baglayan proteinler (MBP) ve mirosinaz
baglayan proteinler ile iliskili proteinler (MBPRP) ola-
rak smiflandirilmistir (Bones and Rossiter, 1996).
Farkli tlirlerdeki MBP ve MBPRP’nin dagilimi heniiz
bilinmemektedir. Mirosinaz baglayan proteinlerin
(MBP) fonksiyonlar1 da heniiz tam olarak aydinlatila-

mamistir, fakat lektin aktivitelerinden dolay1
MBP’lerin mantar ylizeyinde yada bodcek midesinde
bulunan  karbohidratlara  baglandiklar1  diisiiniil-

mektedir. Eger bu dogruysa MBP’ler, bocek ve pato-
jenlere karg1 savunmadaki glikosinolat pargalanma
irtiinlerinin aktivitelerini arttiran sinerjitik bir etkiye
sahiptirler. Mirosinaz komplekslerine afinite gdsteren
bagka bir protein ise mirosinazla baglanmis proteinler
(MyAP) olarak isimlendirilirler. Sekans belirlenmesi
ve immunoreaktivite caligmalart MyAP’nin daha once
karakterize edilen MBP ve MBPRP’ler ile ilgili olma-
diklarmi gostermistir (Falk vd., 1995). Miro-sinazla
baglanmis proteinler (MyAP), yaralanma ve metil
jasmonat ile uyarilabilen tiyelerde bir gen ailesinden
tiirevlenir (Taipalensuu vd., 1996). Miro-sinazla bag-
lanmis proteinler (MyAP), 4. thaliana lipaz1 ile sekans
benzerligi gosteren, 40kDa mono-merik gliko-
proteindir. MyAP’nin hiicresel lokali-zasyonu bilin-
memektedir, fakat B. napus yapraklarinin metil
jasmonat ile muamelesinin in situ hibridizas-yonu, tiim
parenkimal hiicrelerdeki MyAP transkrip-tinin arttigini
gostermektedir (Rask vd. , 2000).
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Farkli tiirlerdeki mirosinaz izoenzimleri izole
edilmis ve saflagtirlmistir. Bazi tiirlerde mirosinaz bii-
yuk bir gen ailesinden olusur. Ornegin Brassica napus
en az 20 mirosinaz izoenzimine sahiptir. Brassica
napus tohumlarindaki mirosinaz kodlayan genler, MA
(veya Myrl), MB (veya Myr2) ve MC olarak belirtilen
ve sirastyla 5, 10-15 ve 5 gen igeren, en az g alt aileyi
kapsayan bir gen ailesi tarafindan kodlanir. Bu {i¢ alt
ailenin B. napus’taki ekspresyonu northern blot ve in
situ hibridizasyon yontemleriyle belirlenmistir. Burada
kullanilan problar alt aileye 6zeldir, gen spesifik degil-
dir. Mirosinazlar, Brassica napus tohumlarindan
denatiire edici olmayan kosullar altinda izole edildi-
ginde, sadece 75kDa olan MA mirosinazlar serbest
dimerler olarak meydana gelirler. (Rask vd., 2000).
MB (65kDa) ve MC (70kDa) proteinleri, mirosinaz
baglayan proteinler (MBP) ve mirosinaz ile birlesen
proteinler (MyAP) ile birlikte 250-800kDa olan komp-
leksler olustururlar. Sinapsis alba tohumlarinin protein
ekstraktlarinda sadece MA mirosinazlar ¢oziiniir yapi-
dadir. Bu bitki tiirlindeki MB mirosinazlar1 sadece
denatiire edici ajanlar ile c¢oziine-bilirler. Bunlarin
fonksiyonlar1 su an tam olarak acik degildir. MBP
lektin aktivitesine sahiptir ve MyAP bir esteraz/lipaz
motifine sahiptir. Yapilan ¢aligmalarda MBP ve
MyAP’lerin mirosinaz aktivitesi i¢in gerekli olmadik-
lar1 ve in vitro’da glikosinolatin pargcalanma profilini
etkilemedikleri gosterilmistir. Bununla birlikte MBP
ve MyAP transkriptlerinin, yaralanma ile giiglii bir se-
kilde uyanldiklarn saptanmistir  (Chen, 2001).
Mirosinaz boyut farkliligit muhtemelen MA, MB ve
MC mirosinazlarin protein kisimlarinin benzer kiitlede
olmasina ragmen, glikoz eklenmesinin boyut-larinin
farkliligindan kaynaklanmaktadir (Rask vd., 2000).

4. MIROSINAZ - GLIKOSINOLAT ETKILE-
SIMLERI

Glikosinolat igeren tiim bitkiler ayn1 zamanda
mirosinazi (tiyoglikosid glikohidrolaz EC 3.2.1.147)
da igerirler (Bones vd., 1996; Bennett vd., 2004;
Eylen, 2005). Bununla birlikte, mirosin hiicreleri ige-
ren tiim bitkiler de glikosinolat igerirler, ancak sadece
Koeberlinia spinosa bitkisi mirosin hiicresi igermesine
ragmen glikosinolat icermez (Ettlinger ve Kjaer, 1968;
Chen, 2001). Mirosinaz glikosinolat sisteminin hiicre-
sel organizasyonu heniiz tam olarak bilinmemektedir.
Bununla birlikte zarar gérmemis hiicrelerde glikosi-
nolatlar endojen enzim mirosinazdan farkli bir yerde
muhafaza edilirler (Leoni vd., 1997; Kelly, 1998;
Song, 2005). Zarar géormemis gliko-sinolatlarin ¢ok az
biyolojik etkiye sahip olduklar1 goriilmektedir, fakat
bitki dokusunun donup ¢o6ziilmesi sonucunda parga-
lanmasi ve ¢ignenme esnasinda fiziksel zarara maruz
kaldiginda glikosinolat ve mirosinazin bdlmelen-
dirmesi bozulur ve glikosinolat-larin mirosinaz tara-
findan katalizlenen parcalanma metabolizmas1 meyda-
na gelir (Sekil 3) (Shapiro vd., 2001; Quinsac
vd.,1994; Song vd., 2005). Bu sistemin hiicresel loka-
lizasyonu ile ilgili i¢ farkli goriis mevcuttur. Bunlar;
farkli hiicrelerde, ayni hiicrenin farkli kisimlarinda ve
ayni hiicrenin ayni kisminda fakat inaktif formda bu-
lundugu seklindedir (Bones ve Rossiter, 1996).
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Bu enzimatik parcalanma sonucu kararsiz bir ara bile-
sik olan tiyohidroksimat-O-siilfat ve D-glikoz aciga
meydana gelen diizenlemeler sonucu glikoz, siilfat ve
bir ¢ok aktif allelokimyasallar agiga ¢ikar. Reaksiyon
kosullar1 ve substrata bagli olarak ¢esitlenen bu parga-
lanma {irlinlerinin bazilari, izotiyosiyanat, nitril, tiyo-
siyanat, siyanittir (Gill ve Macleod, 1980; Trenerry
vd., 2005). Hidroliz {irlinle-rinin yapist pH, sicaklik,
metal iyonlari, protein kofaktorleri (ESP- Epitiyos-
pecifier protein) ve yan zincir ozelliklerine baghdir
(Fahey vd., 2001; Bennett, 2004). Ornegin ortamin
pH’1 diisiik oldugunda nitril, pH nétr oldugunda
izotiyosiyanatlar, ESP varliginda ise epitiyonitril olu-
sur (Bones ve Rossiter, 1996). Olusan bu allelo-
kimyasallarin toprakta bazi patojen-lerin ¢ogalmasini
ve zararli otlarin tohumlarinin ¢imlenmesini inhibe
ettigi gosterilmistir (Angus vd., 1994; Brown ve
Morra, 1997). Bu nedenle bir¢ok ¢alismada, topragi
muhafaza etmek icin kisin ekilen ekin olarak gliko-
sinolat iceren bitkilerin kullanil-masimin sentetik pes-
tisit kullaniminm1 azaltacagini ileri stirmektedir (Martin
vd., 1990; Boydston ve Hang, 1995).
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5. MIROSINAZ GLIKOSINOLAT SISTEMI-
NIN EVRIiMi

Glikosinolat-mirosinaz sisteminin evrimi incelen-
diginde bitki sekonder metabolitlerinden olan siyano-
genik glikosidler ile arasinda bir takim yapisal benzer-
likler oldugu goriiliir. Siyanogenik glikosidler, bocek-
lerde, egreltiotlarinda, gymnospermlerde ve angio-
spermlerde genis yayilis gosterirler. Bu bize siyano-
genezisin erken evrime bir kanit oldugunu gosterir.
Glikosinolatlar ile siyanogenik glikosidlerin yapisal
benzerligi ve evrimi, glikosinolat biyosentezinin siya-
nogenik yatkinlik temelli evrimlesmis olabilecegini ve
siyanogenik biyosentez yolunun glikosinolat iiretmeye
adapte oldugunu gostermektedir. Yapilan galismalarda
bu maddelerin parcalanma enzimlerinin ii¢ boyutlu
yapilarinin olduk¢a benzer oldugu tespit edilmistir. Bu
enzimlerin yap1 analizleri, siyanogenik glikosidazlarin
mirosinaz enzimine doniisebilmesi i¢in sadece bir kag
enzimin degisiklige ugradigini gostermektedir. Mirosi-
nazin aktif bolgesi, siyanogenik glikosidleri pargalayan
O-glikosidazlara oldukg¢a benzerdir; fakat bu enzimde
O-glikosidazlardaki katalitik artiklardan biri olan
karboksilat, glutamin artiginin yerini almigtir.

S—B—D—Glikoz
R—C
: \
N—O0—S07;
H,0 D-Glikoz
HSO,
/S'
Il R—C +H i» R—N-C=S
N—O0—S0; T
lT —>» R<C - HSO,
' N\
SH NH—0—S0; =~ , RC=N
Rc <
N—O0—S0; v
HC—NH
| |
CH,=CH-CH-CH,-N=C=S —» CH C
| /
OH CH,=CH S
o
% v

Sekil 3. Enzimatik pargalanma sonucu olusan glikosinolat hidroliz {iriinleri ve kendiliginden diizenlenmeleri.
I=glikosinolat, II=aglikon, Ill=izotiyosiyanat, IV=nitril, V=2-hidroksi-3-biitenil izotiyosiyanat ve VI=5-

vinilokzalidin-2-tiyon (Bones ve Rossiter, 1996).
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O-glikosidazlar dogada ¢ok yaygin olarak bulunmala-
rina ragmen, bilinen tek S-glikosidazlar
mirosinazlardir. O-glikosidazlar ile sekans benzerligi
gosteren bu karigik enzim, S- ve O-glikosidik baglar
hidrolizleyen enzimler arasindaki benzerlikleri ve fark-
liliklar1 analiz etmek icin olanak saglar. Ancak
glikosinolat profili, filogenetik bir sistemde agiklana-
mamistir ve glikosinolat ¢esitliliginin evrimine iliskin
degisim derecesi hakkinda su an ¢ok az bilgi mevcut-
tur (Windsor vd., 2005). Ayn1 zaman-da bir bitkinin
glikosinolat biyosentez kapasitesi, evrim temelli sinif-
landirmay1 destekleyen taksonomik bir marker olarak
da kullanilmaktadir (Rodman, 1981).

Glikosinolat-mirosinaz sistemi, bitki-bocek etkile-
simlerini ve bu canlilarin evrimsel degisimlerini ¢esitli
sekillerde etkilemektedir. Bu metabolitleri yiiksek
konsantrasyonda igeren bitkiler, herbivor bocek zara-
rindan daha iyi korunurlar ve diger savunmasiz bitki
tiirlerine gore bir lstlinliik saglamis olurlar. Evrim sii-
recinde bocekler de bitkiler ile birlikte evrimlestikle-
rinden, glikosinolat igeren bitkilere gore oOzellesmis
bocek tiirleri de vardir. Bu sekilde 6zellesmis bocek
tiirleri specialist bocekler, digerleri ise generalist bo-
cekler olarak adlandirilir. Buna gore glikosinolatlar;
generalist boceklerin, biliylime ve yasamini siirdiirme-
sinde inhibitor etkiye sahiptir. Tiirler arasinda yapilan
bir ¢ok calisma, glikosinolat ¢esidini ve miktarin etki-
leyen genetik varyasyonu (Kjaer, 1976; Louda ve
Rodman, 1983; Kliebenstein vd., 2001; Fahey vd.,
2001; Kroymann vd., 2003; Castro vd., 2004; Font vd.,
2004; Charron ve Sams, 2004) ve generalist herbivor
bocek direncinde dnemli fonksiyonlarini (Raybould ve
Moyes, 2001; Kroymann vd., 2003; Kroymann ve
Mitchell-Olds, 2004) goster-mistir. Bu sonuglar, ikin-
cil metabolitlerin milyonlarca yillik bagimsiz evrim
siiresince ayrilmig (Koch vd., 2001) olan bitki tiirlerin-
deki ekolojik 6neminin altini ¢izmistir (Windsor vd.,
2005). Bitki populasyonlar1 arasindaki glikosinolat se-
viyesi ve kompozisyonundaki genetik varyasyon
generalist herbivor baskist ile iliskilidir (Mithen,
1995). Specialist herbivor bdcekler ise glikosinolat
iceren bitkileri konuk¢u olarak kullanir, yumurta bira-
kir ve onlarla beslenirler (Raybould ve Moyes, 2001;
Pivnick vd., 1994; Marazzi ve Staedler, 2004; Windsor
vd., 2005). Burada farkl fonksiyonlar1 yerine getirmek
icin farkli glikosinolat tiirleri gérev alir. Ornegin kisa
zincir alifatik glikosinolatlar bocek cezbetmede 6nemli
olan ugucularin Onciilleri olarak gorev alirken
(Giamoustaris, 1995), indol glikosinolatlar cesitli
Crucifer tirleri ile beslenen bdceklerde en etkili
glikosinolat sinifidirlar (Larsen vd. , 1985; Stadler vd.,
1995; Roessingh vd., 1997; Isidora vd., 1998; Barlet
vd., 1998). Ancak glikosinolat-mirosinaz sistemi tek
bagina bitki-bocek etkilesimini agiklamak igin yeterli
olmayacaktir, bunun i¢in hem ekolojik hem de diger
kimyasal faktorlerin géz oniine alinmas1 gerekmektedir
(Chew, 1988).
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6. MIROSINAZ-GLIKOSINOLAT
SISTEMININ ONEMIi

Yapilan ¢aligmalarda diyetle aldigimiz glikosino-
latlarin, kanser Onleyici izotiyosiyanatlarm Onciilleri
olduklar tespit edilmistir (Song, 2005). Bu nedenle
yiiksek kalitedeki Crucifer sebzelerinin tiiketilmesi
cesitli kanser tiplerinin gelisme riskini azaltmaktadir
(Negri vd., 1990; Willett, 1994). Glikosinolatlarin
hidrolitik iiriinlerinden olan izotiyosiyanatlar kanserin
onlenmesinde pozitif etkiye sahiptirler. Bu kanser 6n-
leme etkisi karsinojenlerin biyoaktivasyonundan so-
rumlu faz I enzimlerinin inhibisyonu (Guo vd., 1992)
ve faz Il detoksifikasyon enzimlerinin uyaril-masindan
ileri gelmektedir (Sparnins vd., 1982; Choi vd., 2005).
Boylece hiicresel farklilasma engellenerek, apoptozis
uyarilmaktadir (Mithen, 2001). Bununla birlikte aymi
zamanda glikosinolatlar par¢alanma {irtinlerinin mey-
dana getirdigi aroma ve lezzet nedeni ile de beslenme
diyeti i¢in Onemlidirler ve gida endiistrisinde ekstra
onemli bir role sahiptir. Bu sebeple, sebzelerdeki top-
lam glikosinolat miktar1 6zellikle 6nem tagimaktadir
(Choi vd., 2005).

Ayrica glikosinolatlar yiiksek bitkilerdeki temel
oksin olan indol-3-asetik (IAA) asit gibi hormonlarin
inaktif onciillerinin depolanmasina hizmet ediyor ola-
bilirler. Yapilan calismalar Brassicaceae tiirlerinde
IAA biyosentezinin farkli yollar aracilig ile gergekles-
tigini gostermektedir. 3-indol asetonitril ve ilgili
indoller mirosinaz tarafindan glikosinolatlardan serbest
biraktirilirlar (Burmeister vd., 2000). Ornegin miro-
sinaz-glikosinolat  sistemine sahip  Arabidopsis
thaliana’da TAA sentezi triptofan yoluyla gergek-
lesmez. Daha geligmis tiirlerde TAA, 6zel kosullar al-
tinda glikobrassicin (indol-3-metil-glikosinolat) ve L-
triptofan’dan  indol asetoaldoksim yardimi ile
tiirevlenebilir. Ama her durumda indol-3-asetonitril,
nitrilaz aktivitesi sayesinde IAA’ya cevrilen 6ncli mo-
lekiildiir. IAA biyosentezinin Arabidopsis thaliana’da
indol-3-asetonitril’e bagli olan birden fazla yolu vardir
ve bu yollar bitki gelisimi siiresince farkli sekilde
kontrol edilir (Bartling vd., 1994).

Mirosinaz-glikosinolat sisteminin incelenmesi ve
aydmlatilmasi, bitkilerde zararlhilara karsi gelistirilen
savunma sistemlerinin daha iyi anlasilmasima ve bu
sekilde gelistirilecek yontemlerle pestisit kullaniminin
azaltilmasina olanak saglayacaktir. Ayn1 zamanda in-
san saglig1 i¢in son derece Oonemli olan anti kanse-
rojenik etkili bitkilerin etki mekanizmalarinin detayh
bir sekilde agiklanmasi ile kanser Onleyici yontemler
gelistirilebilecektir. Bu konu ile ilgili olarak {ilkemizde
yetisen ve mirosinaz-glikosinolat sistemine sahip bitki
tiirleri ile yapilacak calismalar bu sorularin cevap-
lanmasina katkida bulunacaktir.
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