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Diplotaenia turcica Bitkisinde Glutatyon Reduktaz ve Glutatyon S-transferaz Enzim
Aktiviteleri ile Protein Karbonil Duzeyinin Belirlenmesi

Determination of Glutathione Reductase and Glutathione S-transferase Enzyme Activities and Protein
Carbonyl Level in Diplotaenia turcica Plant

Derya CAY DEMIR?

Oz

Bu c¢alismada kullanilan Diplotaenia turcica
bitkisi Dogu Anadolu Boélgesi’nin dogu ve giiney
dogu lokasyonunda endemik bir tiir olup Hakkari
yoresinde toplanmistir. Endemik bir tiir olmasi
sebebiyle bitki ile yeterli sayida ¢aligma
bulunmamakla birlikte sinirli sayidaki ¢aligmalar
bitkinin antimikrobiyal ve antioksidan o6zelliklerini
one cikarmistir. Yore halki tarafindan genellikle
peynir, c¢orba  gibi  besinlerin  yapiminda
kullanilmasinin =~ yan1  sira  tibbi  amacla da
kullanilmaktadir.

Bu c¢alismanin amacit Diplotaenia turcica
bitkisinin oksidatif stres diizeyini ve bazi antioksidan
aktivitelerini  belirlemek ve literatiirdeki diger
caligmalarla kargilastirmaktir. Bu baglamda Hakkari
yoéresinden toplanan Diplotaenia turcica bitkisinin
glutatyon redilktaz ve glutatyon s-transferaz enzim
aktiviteleri ile protein karbonil diizeyi belirlenerek
literatiirde yer alan diger verilerle karsilastirildi
Sonu¢ olarak, diger bitkilerle kiyaslandiginda
Diplotaenia turcica bitkisinin glcli bir antioksidan
igerige sahip oldugu séylenebilir.

Anahtar  kelimeler:  Diplotaenia  turcica,
Glutatyon Redilktaz, Glutatyon S-transferaz, Protein
Karbonil

, Ibrahim Hakki YORUK?

Abstract

The Diplotaenia turcica plant used in this study is
an endemic species that grows in Hakkari region of
Eastern Anatolia. Therefore, not enough studies have
been conducted on the plant. The plant, which is also
used for medicinal purposes in the region, is used
locally in foods such as cheese and soup. In limited
studies, the antioxidant and antimicrobial properties
of the plant have been highlighted.

The aim of this study is to determine the oxidative
stress level and some antioxidant activities of
Diplotaenia turcica plant and to compare it with
other studies in the literature. In this context,
oxidative stress level (PKD) and some antioxidant
enzyme activities (GR and GST) of Diplotaenia
turcica plant collected from Hakkari region were
determined. The obtained data were compared with
other data in the literature. As a result, it can be said
that the Diplotaenia turcica plant has a rich content of
antioxidants compared to other plants.

Keywords: Diplotaenia turcica, Glutathione
Reductase, Glutathione  S-transferase,  Protein
Carbonyl
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GIRIS

Temel kaynagi molekiiler oksijen olan
serbest radikaller, atomik ya da molekiiler
yapida olup c¢iftlenmemis tek elektrona
sahiptir. Ciftlenmemis tek elektrona sahip bu
molekiillere “oksidan molekiiller” veya
“reaktif oksijen tiirleri” (ROS) denir. Serbest
radikaller, reaktif molekuller olup oksidatif
strese neden olan maddelerdir (1, 2). ROS;
hidrojen peroksid, siiperoksid, peroksinitrit,
hidroksil radikali gibi molekuller olup,
inflamatuar hastaliklar, diyabet, sigara,
obezite, hiperkolestrolemi gibi  ¢esitli
hastaliklarin yani sira hipoksi/
reoksijenizasyon, hipoksi/reperfizyon ve
agir metallere maruziyet gibi nedenlerle de
olusur (3). Organizmada gelisen reaktif
oksijen molekulleri ile antioksidan dengenin
ROS’lar lehine bozulmasi sonucu oksidatif
stres gelisir. Oksidatif stres, cesitli yollarla
biyomolekiillere  (lipitlere,  proteinlere,
enzimlere, karbonhidratlara ve DNA) hasar
vermektedir (4). Ayrica DNA molekiillerine,
enzimlere ve proteinlere  baglanmasi
sonucunda ROS, proteinlerin
pargalanmasina ve hiicrenin zarar gérmesine
neden olur (5). Oksidatif stresin olusturdugu
bu hasarlar sonucunda tiimor gelisimi ve
ilerlemesini etkileyerek kanser olusumuna
yol  agmasi,  parkinson,  alzheimer,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi
pek ¢ok hastaligin gelistigi yapilan ¢ok
sayida calisma ile gosterilmistir (5, 6). Canli
metabolizmada serbest radikallerin icerigini
azaltan ya da  baska  molekiillere
doniismesini saglayan dolayisiyla oksidatif
hasara kars1 savunma saglayan antioksidan
savunma mekanizmalar1 gelismistir (7).

ROS’lar antioksidan savunma sistemi ile
elimine edilir. Antioksidan savunma sistemi;
endojen ve eksojen olarak ikiye ayrilir.
Endojen  antioksidanlar  enzimatik  ve
nonenzimatik seklinde siniflandirilir.
Enzimatik antioksidanlar katalaz (CAT),
superoksit dismutaz (SOD), glutatyon
rediktaz (GR), glutatyonS-Transferaz (GST)
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ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri
olarak siralanabilir. Ayrica bu ana enzimlere
ek olarak peroksiredoksinler, tioredoksinler,
hem oksijenaz-1, ve glutaredoksinler gibi
redoks proteinleri de pulmoner antioksidan
savunmasina  enzimatik  olarak  dabhil
edilebilir. Nonenzimatik antioksidanlar ise
basta glutatyon olmak {iizere, selenyum,
melatonin, o-lipoik asit, koenzim Q 10,
alblimin, transferrin, Grik asit, bilirubin ve
seruloplazmin olarak siralanabilir. Eksojen
antioksidanlar; vitamin olanlar ve ilag olarak
kullanilanlar ~ seklinde  gruplandirilabilir.
Vitamin olan antioksidanlar; vitamin A (B-
karoten), vitamin E (a-Tokoferol), vitamin C
(Askorbik asit) ve vitamin B9 (Folik asit)
seklinde siniflandirilir. Ilag olarak kullanilan
antioksidanlar  ise  NADPH  oksidaz
inhibitorleri olan kalsiyum kanal blokerleri,
adenozin, nonsteroid antiinflamatuvar ilaclar
ve lokal anestezikler; ksantin oksidaz
inhibitorleri olan pterin aldehit, alloptrinol,
tungsten ve oksipiirinol; vitamin E analogu
olan Trolox-C; rekombinant siperoksit
dismutaz; nonenzimatik serbest radikal
toplayicilar olan albiimin ve mannitol; GPx
aktivitesini artiran asetilsistein ve ebselen;
sitokinlerden IL-1 ile TNF; demir redoks
donguisu inhibitori olan desferroksamin;
demir  selatorleri,  notrofil  adezyon
inhibitorleri  ve  barbitiratlar  olarak
gruplandirilabilir (8, 9).

Protein  karbonil  gruplar1  (PKD)
proteinlerin amino asit rezidulerinin (lizin,
arginin, threonin ve prolin) dogrudan
oksidasyonu ile ya da lipitler ile
karbonhidratlarin birincil oksidasyon
tiriinleri ve ikincil reaksiyonlar1 sonucu
olusmaktadrr (10, 11). Yapilan pek ¢ok
caligmada gosterildigi gibi proteinler, reaktif
oksijenlerin ilk ve ana hedefi oldugu i¢in
yapilarinda ve fonksiyonlarinda Onemli
degisiklikler gerceklesir ve protein karbonil
olusumuna neden olur (12, 13). Protein
karbonillerin seviyelerindeki artisin birgok
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hastaligin  belirtisi ~ olabilecegi  yapilan
calismalarla ortaya koyulmustur (14).
Oksidatif stresin kararli belirteglerinden olan
protein karboniller, dolasimda uzun siire
kalmasi  dolaywisiyla, yaygin  olarak
kullanilirlar (15).

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi (EC
1.6.4.2) GSH/GSSG oranmi koruyarak
serbest radikaller ve oksijen radikallerini
etkisiz duruma getirmesinin yaninda, protein
ve DNA sentezi gibi bircok hayati hiicresel
fonksiyonu dizenler (16). GR, iki altlinitten
olusan bir dimer olup, flavin adenin
dintkleotid (FAD) iceren flavoprotein bir
enzimdir ve okside glutatyonu redikte
duruma getirmekten sorumludur. Bu ikKi
altiinit ise li¢ tane yapisal alandan olusur.
Bunlar: NADPH baglayan alan, FAD
baglayan alan ve ara yiiz alanidir (17). GR,
NADPH’nin  bir  elektronunu  okside
glutatyonun disiilfid baglarina aktararak
yeniden GSH’ye doniistirir (18). Bu
anlamda en 6nemli kaynagi pentoz fosfat
yolu (heksoz monofosfat) olan ve
antioksidan savunmada olduk¢a 6nemli olan
GR, NADPH serbest radikal zararim
onlemek icin zorunlu bir enzimdir (9).

Glutatyon s-transferaz (GST) enzimi
(E.C.2.5.1.18), ksenobiyotik
metabolizmanin  faz Il enzimlerinin
Uretiminden sorumlu olan bir aileye aittir.
Bu proteinler, karsinojenler de dahil olmak
Uzere endojen ve eksojen maddelerin
viicuttan uzaklastirilmasma aracilik eden
elektrofilik bilesenlerle glutatyonun
baglanmasmi katalize eder (19). GST’ler
tarafindan katalizlenen tepkimelerin ilk
basamaginda, suda ¢oziinlir son iirlin olan
merkapturik asit olusumu katalizlenir ve
homeostasis korunur. Bu ilk basamakta
endojen ve eksojen hidrofobik elektrofillerin
glutatyona (GSH) baglanmas1 saglanir.
Dolayistyla GST’nin calisabilmesi i¢in GSH
zorunlu bir faktdor oldugu i¢cin GSH‘a
kosubstrat da denilmektedir (20). GST’nin
onemli islevlerinden biri GSH‘1n tiyol (-SH)
grubuna  baglanarak, ksenobiyotiklerde
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bulunan reaktif elektrofilik  bdlgelerin
detoksifiye edildigi reaksiyonlar1
katalizlemek, diger Onemli islevleri ise
nonsubstrat ligandlar1 (safra tuzu, bilirubin,
yag asiti vb.) GSH ile baglamak ve
prostoglandin izomerizasyonu saglamaktir
(19). GST enzimleri, sigara dumani, 1zgara
et ve dizel egzozunun bilesenleri olan
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'ler)
gibi kanserojenlerin inaktivasyonunda rol
oynar. GST'ler ayrica reaktif oksijen
turlerinin  ve endojen steroid hormon
metabolitlerinin  detoksifikasyonunda yer
alir (21). GST'lerin biyokimyasal koruma
mekanizmalari, hem oksidatif strese katkida
bulunan organik hidroperoksitlerin
azaltilmasini hem de hiicreden tasinmasini
kolaylastiran elektrofilik bilesiklerin
glutatyon ile konjugasyonunu igerir. GST'ler
ayrica katekol Ostrojenlerin  metabolik
redoks dongusu sirecinde Uretilen serbest
radikaller dahil olmak (izere hicreleri
oksidatif hasardan koruyabilir (22).

Bu c¢alismada kullanilan Diplotaenia
turcica  (siyabo) bitkisi  Apiaceae
familyasina ait olup Hakkari, Van, Bitlis
yoresinde yetisen endemik tiirdiir (23).
Diplotaenia turcica, boyu 1,5-2 metreye
kadar uzayan, kok yapist odunsu, agustos
ayinda beyaz cicekler acan ve yore halki
tarafindan “siyabo” olarak adlandirilan bir
bitkidir (24). Bitki bolge halki tarafinda bazi
yemeklerde ve otlu peynir gibi pek ¢ok gida
yapiminda kullanilmaktadir. Aslinda bunun
temel nedeni yapisinda bulunan bilesenler
dolayisiyla  geleneksel tedavi  olarak
kullanilmasidir. Bu anlamda Diplotaenia
turcica yilan gibi  zehirli  hayvan
isiriklarindan korunmak disinda tansiyon,
romatizma diyabet gibi hastaliklarda tedavi
amagli kullanilmaktadir (25, 26).

Bu ¢alismanin amaci Diplotaenia turcica
(siyabo) bitkisinin govde kismindaki GR ve
GST enzim aktiviteleri ile PKD dlzeyini
belirlemek ve literatiirdeki diger ¢aligmalarla
karsilagtirmaktir.
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MATERYAL VE METOD

Bitki Materyali

Diplotaenia turcica (siyabo) bitkisinin
toprak isti kisimlar1 Haziran ayinda
Hakkari Y uksekova mevkiinden
toplanmistir.  Bitki  tanimlamast  Van
Yiiziincii Y1l Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Bolumu Herbaryum Teknikleri
Laboratuvari’'nda (Herbaryum no: Vanf
32858) teshis edildi.

Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Bitki toplandiktan sonra kurutulup kiiglik
parcalara ayrildi. 2 gram bitki 6rnegi 20ml
metanol ile homojenize edildi. 24 saat
calkalamali etiivde 4 °C’de bekletildi. Daha
sonra 15 dakika 4000 rpm’de santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatan + 4 °C’de
koyu renkli sise igerisinde muhafaza edildi
(27).

PKD Tayin Yontemi

Plazmada protein karbonil tayini igin
Levine (1994) ve Reznick’in (1994) yontemi
calisildi. 2,4-dihidrofenilhidrazin (DNPH)’in
protein karbonillerle reaksiyona girerek
protein hidrazon olusturmasi prensibine

dayanan yontemde 360 nm’de hazirlanan
kore kars1 absorbanslar okundu (28, 29).

GR Tayin Yontemi

GR aktivitesi, Goldberg ve Spooner’in
(1983) yobntemine gore; yiikseltgenmis
glutatyonun NADPH varhigindaki 340
nm’deki absorbansinin, 3 dakika slire ile
azalmasi Olculdu (€ = 6,2 mM-1 cm-1). Bir
enzim tnitesi, 1 dakikadaki ylikseltgenmis
glutatyon (umol ml-1 ) olarak hesaplandi
(30).

GST Tayin Yontemi

GST, indirgenmis glutatyonun (GSH) 1-
kloro—2,4-dinitrobenzene (CDNB)
baglanmasin1 katalizler. GST aktivitesi,
belirli bir reaksiyon siresi icin, tepkime
sonrasindaki substrat konsantrasyonunun
degismesi olarak ifade edilir. GST aktive
duzeyleri, 1-kloro 2,4  dinitrobenzen
(CDNB)’in GSH ile konjugasyonu sirasinda
gerceklesen absorbans artiglarmin 340
nm’de 1. ve 5. dakikada okunmasiyla
belirlendi (31, 32).

BULGULAR VE TARTISMA

Calismamizda her parametre i¢in 8 6l¢tiim
yapild1. Olgiimler T80+ UV-VIS
Spectrometer cihazinda yapildi. Her 6lgiim
sonrast  cihazin  kalibrasyonu  yapildi
Olgiimler sonunda yapilan hesaplamalarla
ortalama PKD dizeyi 14,31 nmol/ml, GR
aktivitesi 0,806 U/ml, GST aktivitesi ise
2,94 U/ml bulunmustur (Tablo 1.).

Tablo 1. Diplotaenia turcica bitkisinin MDA, GSH
ve GST ortalamasi

PKD GR GST

(nmol/ml) (U/ml) (U/ml)

Diplotaenia 1431+ 0.806 + 294 +
turcica 1.13 0.02 0.04

Apiaceae familyasina ait olan Siyabo
(Diplotaenia turcica) bitkisi Hakkari, Van,
Bitlis yoresinde yetisen endemik bir bitki
olmas1 dolayisiyla hakkinda c¢ok fazla
calisma yapildigi sdylenemez. Bu ¢alismada
siyabo bitkisinde buldugumuz oksidatif stres
ve antioksidan aktivite degerlerini literatiirde
yer alan baska bitki Ornekleri ile
karsilagtirdik.

Seckin  (2021), Diplotaenia turcica
bitkisinden yesil sentez ile elde ettii nano-
bakir partikiillerin antimikrobiyal,
antioksidan ve DNA hasarini Onleme
etkisini arastirdigi1 c¢alismasinda bitkinin
guclu  bir antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu bildirmistir  (33). Ozdek ve
arkadaglar1 Diplotaenia turcica bitkisinin

~ 168~



BUSAD 2022; 3(2): 165 - 172
BUSAD 2022; 3(2): 165 - 172

kok ekstraktlarint uyguladiklar1 diyabetic
ratlar tizerine yaptiklar1 bir ¢alismada, MDA
seviyesinin diistiigii ve SOD, GSH-R, CAT
ve GSH-Px aktiviteleri ile GSH seviyesinin
arttigin1 tespit etmigler ve sonugta bitkinin
antioksidan  6zelliginin  oldugunu ileri
sirmiiglerdir  (24). Ozdek yaptig1  bir
calismada Diplotaenia turcica’nin
ekstresinin toplam fenolik igeriginin (27,54
pg PEs/mg extract), flavonoid igeriginden
(7,31 pg QEs/mg extract) daha fazla
oldugunu bildirmistir (34). Yapilan farkl bir
calismada kok kisimlar1 ekstrakte edilen
Diplotaenia turcica bitkisinin  Bacillus
subtilis’e, bitkinin govde kismindan elde
edilen ekstraktin ise Escherichia coli’ye
kars1 ¢ok yiiksek oranda inhibitdr etkisinin
oldugu bildirilmistir (35).

Diplotaenia turcica bitkisinin PKD
dizeyi, GR ve GST aktivitelerine dair
literatiirde bir ¢alismaya rastlayamadigimiz
icin buldugumuz verileri baska bitkilerle de
karsilagtirdik. Yilmaz yaptigi bir ¢alismada
sarkaca bitkisinin PKD’ diizeyini yaprakta
3,3, cicekte 4,5, soganda 3,2 nmol/ ml olarak
tespit etmis, bu ¢aligmada ise 13,63 nmol/ml
olarak tespit edildi (36).

Bitlis, Tatvan, Mutki ve Adilcevaz
yOrelerinden toplanan yilan otu bitkisi
iizerine yapilan bir ¢calismada bitkinin GST
diizeyinin en yiiksek Tatvan’da toplanan
orneklerde oldugu (110,72 unit/gr), Bitlis,

Canli organizmalar, yasam siirecleri
sirasinda i¢ ve dis kaynaklar sonucu olusan
serbest radikallerden, gelistirdikleri
antioksidan savunmalar ile korunurlar.
Canlilar i¢in esas olan nokta antioksidan
savunma ile serbest radikal olusum hizi
arasinda bir denge olmasidir. Eger bu denge
serbest radikaller lehine bozulursa oksidatif
stres meydana gelir ki bu durum da bir¢cok
patolojik  problemin temel kaynagm
olusturur. Oksidatif stresin neden oldugu bu
patolojik problemlerin basta kanser olmak
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Mutki ve Adilcevaz’da toplanan 6rneklerde
ise sirastyla 68,80 unit/gr, 10,71 unit/gr ve
15.12 unit/gr oldugu tespit edilmistir (37).
Bu galismada ise GST duzeyi 2,94 U/mi
olarak bulundu. Bu bitkilere kiyasla diistik
bir degerdir. Erez’in ¢aligmasinada Thymus
kotschyanus uygulanan Pisum sativum ve
Hordeum vulgare bitkilerindeki MDA
diizeylerini  swrasiyla 169,948 nmol/g,
212,339 nmol/g; kontrol grubunda 59,4978
nmol/g, 107,422 nmol/g, GSH degerini
10,7748 nmol/g, 12,7925 nmol/g, kontrol
grubunda 16,5262 nmol/g, 16,1490 nmol/g,
GST degerini 0,648 EU/g, 0,51 EU/qg,
kontrol grubunda 0,297 EU/g, 0,658 EU/qg,
GR degerini ise 0,134 EU/g, 0,729 EU/g
kontrol grubunda ise 0,176 EU/g, 0,434
EU/g olarak bulmustur (38). Bu calismada
GR degeri 0,806 U/ml, GST Degeri ise 2,94
U/ml bulunmustur. Bu bitkilere kiyasla
yiiksek bir degerdir. Yapilan bir ¢alismada
musir (Zea Mays) bitkisinin GST aktivitesini
0,04 U/ml, GSH aktivitesini 0,66 U/ml, GR
aktivitesini 0,11 U/ml bulunmustur. Bu
calismada ise GST aktivitesi 2,94 U/ml, GR
aktivitesi 0,806 U/ml olarak bulundu.
Siyabo bitkisinde her iki enzim aktivitesi de
misir bitkisine gore yliksek bulunmustur
(39). Morus nigra (karadut) tizerine yapilan
bir ¢alismada GST aktivitesini 4,1 U/ml,
GSH aktivitesini 0,3 U/ml, MDA dizeyini
4,86 U/ml bulmustur. Siyabo bitkisinin GST
aktivitesi daha diisiiktiir (2,94 EU/ml) (40).

SONUGC

lizere yaslanma ve pek ¢ok hastaliga yol
actigi ya da bu problemleri hizlandirdigi
yapilan  bircok  deneysel, klinik ve
epidemiyolojik  c¢aligmayla  gosterilmistir
(41). Yillarca halk arasinda besinlerde ve
saglik problemlerinde siklikla kullanilan
bitkiler, antioksidan etkileri dolaysiyla bilim
camiasmin da dikkatini ¢cekmis ve yaygin bir
sekilde arastirilmaya ve  calisiimaya
baslanmistir. Dolayisiyla antioksidan igerik
bakimindan  giicli ve zengin olan
maddelerin, bitkilerin ve besinlerin, reaktif
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oksijen  tlrlerinin  canli  organizmada
gerceklestirdigi oksidatif zarar1 azalttigi ya
da engelledigi bir¢ok c¢aligma ile ortaya
koyulmustur (42).

Sonug olarak biz de calismamizda siyabo
(Diplotaenia turcica) bitkisinin antioksidan
aktivitesini ve oksidatif stres dizeyini
arastirdik. Calismamizda siyabo
(Diplotaenia  turcica)  bitkisinin  PKO
dizeyini (14,31nmol/ml), GR (0,806 U/ml)
ve GST (2,94 U/ml) enzim aktivitelerini
belirledik. Bu degerler bazi bitkilere gore
yiksek  baz1  bitkilere gore  diisiik
bulunmustur. Sonugta literatiirde siyabo
(Diplotaenia turcica) bitkisinin PKO, GR ve

Konferans Bildirisi
Conference Paper

GST  degerlerinin  dogrudan  tayini
yapilmamistir.  Bu  degerleri literattire
kazandirmis olduk. Siyabo (Diplotaenia
turcica) bitkisinin canlhidaki antioksidan
etkisi Uzerine hayvan deneyleri gibi daha
ileri  ¢aligmalara ihtiyag oldugunu
diistiniiyoruz.

Finansal kaynak: Bu makale ile ilgili
herhangi bir finansal kaynaktan
yararlanilmamustur.

Cikar catismasi: Bu makale ile ilgili
herhangi bir ¢ikar catigsmasi
bulunmamaktadir.
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