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OZET

BAZI ANTIOKSIDAN BILESIKLERIN GLUTATYON REDUKTAZ (EC
1.8.1.7) ENZIMINE ETKIiSiNIiN INCELENMESI

CIFTCI, ESER
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Vedat Tiirkoglu
Temmuz 2019, 96 sayfa

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.8.1.7) okside glutatyonu (GSSG) rediikte
glutatyona (GSH) katalizleyen spesifik antioksidan bir enzimdir. GR enzimi, hiicresel
indirgenmis GSH seviyesini koruyarak reaktif oksijen tiirlerine kars1 hiicre
savunmasinda merkezi bir rol oynar. Glutatyon rediiktaz enzimi (GR, EC 1.8.1.7), insan
eritrositinden afinite kromatografisi yontemi ile tek basamakta saflastirildi ve GR
enziminin saflastirma katsayis1 6224 kat ve spesifik aktivite 9.586 EU/mg protein olarak
hesaplandi. SDS-PAGE ile GR enziminin molekiil agirligi 53 kDa olarak belirlendi.
Insan eritrositinden saflastirilan GR aktivitesi iizerine timokinon ve likopen
bilesiklerinin etkisi arastirildi. Her iki bilesik GR aktivitesi tizerine inhibisyon etkisi
gdsterdi. Timokinon ve likopen igin % Aktiviteye karsi Inhibitor konsantrasyonu grafigi
cizildi. Bu grafigin denkleminden timokinon ve likopen icin 1Csy degerleri sirasiyla
62.12 uM ve 35.79 uM olarak hesaplandi. Lineveawer-Burk grafiginden Inhibisyon
cesidi ve K degerleri bulundu. Timokinon ve likopen i¢in inhibisyon ¢esidi yarismasiz
inhibisyon olarak belirlendi. Timokinon i¢in K degeri 57.71 uM ve likopen igin K;
degeri 46.65 uM olarak hesaplandi.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, Glutatyon rediiktaz (GR), Inhibisyon,

Likopen, Saflagtirma, Timokinon.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF SOME ANTIOXIDANT
COMPOUNDS ON GLUTATHIONE REDUCTASE (EC 1.8.1.7) ENZYME

CIFTCI, Eser
M. Sc., Thesis Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Vedat TURKOGLU
July 2019, 96 pages

Glutathione reductase (GR, EC 1.8.1.7) is a specific antioxidant enzyme that
catalyzes oxidized glutathione (GSSG) to reduced glutathione (GSH). GR enzyme
maintains the cellular reduced GSH level and plays an central role in cell defense
against reactive oxygen species. Glutathione reductase enzyme was purified from
human erythrocyte by affinity chromatography in one step and the purification rate of
GR was 6224 fold and specific activity was calculated as 9.586 EU/mg protein. The
molecular weight of GR was determined to be 53 kDa by SDS-PAGE. The effect of
thymoquinone and lycopene compounds on the GR activity purified from human
erythrocytes was investigated. Both compounds showed inhibitory effect on GR
activity. For thymoquinone and lycopene, % Activity vs. Inhibitor concentration was
plotted. ICs values for thymokinone and lycopene were calculated as 62.12 uM and
35.79 uM, respectively. Inhibition type and Ki values were determined from
Lineveawer-Burk graph. The type of inhibition for thymoquinone and lycopene was
found to be non-competitive inhibition. K; value was calculated as 57.71 uM for

thymokinone and 46.65 pM for lycopene.

Keywords: Antioxidant, Glutathione reductase (GR), Inhibition, Lycopene,

Purification, Thymoquinone.
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1. GIRIS

Glutatyon rediiktaz (GR), okside glutatyonu (GSSG) rediikte glutatyona (GSH)
doniistiiren ¢ok Onemli bir enzimdir. Reaksiyonun gerceklesmesi icin gerekli olan
NADPH pentoz fosfat yolunda iiretilir. NADPH indirgeyici bir ajandir ve GSSG gibi bu
enzimin substratidir. Reaksiyon iiriinleri olarak GSH ve NADP" olusur.

Bugiine kadar, diinyadaki en 6nemli 0liim nedenlerinden biri olan kanserin
neden oldugu morbidite ve mortaliteyi azaltmada sadece 1limli bir ilerleme
kaydedilmistir. Tarih boyunca, insan hastaliklarim1 tedavi etmek i¢in dogal {iriinler
kullanilmis ve dogal kaynaklardan bir¢cok dnemli antikanser maddesi elde edilmistir. Bu
antikanser ajanlar, ilham verici yeni bilesikler olabilir ve dogrudan bitkilerden veya
dogal bilesikler modifiye edilerek elde edilebilir. Her ne kadar birgok dogal kaynakli
ila¢ kesfedilse de, yeni antikanser ajanlarinin belirlenmesi halen gereklidir ve bu,
modern antikanser tedavinin iyilestirilmesinde Onemli bir yontem olmaya devam
etmektedir (Hail, 2005; Gordaliza, 2007; Hwang ve ark., 2015).

Pek ¢ok kanser hiicresi tiirii, saglikli benzerlerinden daha yiiksek serbest radikal
ve ROS seviyelerine sahiptir. Bununla birlikte, primer kanser dokularini kullanan birkag
calisma, ROS-temizleyici enzimlerin ve antioksidan bilesiklerin seviyelerinin arttigini
da gostermistir. ROS-temizleyici enzimlerde bir artis, hiicre i¢i oksidatif strese bilinen
bir koruyucu tepkidir (Hail, 2005; Gordaliza, 2007; Hwang ve ark., 2015).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) aerobik hiicreler tarafindan fizyolojik olarak
tiretilir ve hiicre yaralanmasi kosullarinda tiretimi artar. ROS'un fizyolojik seviyeleri
kritik hiicre i¢i sinyal yollarina aracilik eder ve hiicre yasami i¢in elzemdir. Bununla
birlikte, agirt ROS olusumu hiicre hasari ve dliimiine neden olur. Oksidatif stres uzun
zamandir kanser gelisiminde ve ilerlemesinde Onemli bir rol oynamaktadir, bu da
antioksidan tedavinin kanserden korunma saglayabilecegini gostermektedir (Valko ve
ark., 2007; Landriscina ve ark., 2009; Traverso ve ark., 2013).

Hiicre i¢i redoks dengesinin korunmasinda yer alan enzimatik sistemler arasinda,
sadece antioksidan savunma sistemlerinde degil, aym1 zamanda bircok metabolik
islemlerde de yer alan GSH ana rolii oynamaktadir. Yiiksek GSH seviyeleri ¢esitli

timor tiirlerinde goriiliir ve bu neoplastik dokular1 kemoterapiye daha direngli hale
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getirir. Ayrica, baz1 tiimoér hiicrelerinde GSH igerigi tipik olarak y-glutamilsistein ligaz
(GCL) ve y-glutamil transpeptidaz (GGT) aktiviteleri gibi daha yiiksek GSH ile ilgili
enzimlerin daha yiiksek seviyeleri ile baglantilidir. Bu nedenle, GSH sisteminin, kanser
ilerlemesine ve kemo direngliligine karsi tibbi miidahale i¢in olas1 bir hedef olarak
farmakologlarin dikkatini ¢ekmektedir. Bu yiizden bir¢ok ¢alismada GSH’1n azalmasina
neden olan GR inhibitérleri arastirilmistir. GR inhibitorleri bu enzimi inhibe ederek
GSH olusumunu engeller ve oksidatif stres olusturur. Bu durumda da GR enzimi
inhibisyonu ile kanser hiicrelerinin zayifladigi gézlemlenmistir. Bunun sonucu olarak
kanser hiicrelerinin beslenip ¢ogalmasinin onlendigi belirlenmistir (Calvert ve ark.,
1998; Estrela ve ark., 2006; Traverso ve ark., 2013).

Bu calismada, glutatyon rediiktaz enzimi insan eritrositlerinden afinite
kromatografisi yontemi ile saflastirildi. Saflastirilan GR enzimi aktivitesi {izerine
antioksidan ve antikanser 6zelligi olan iki antioksidan karakterdeki bilesik, timokinon

ve likopenin inhibisyon etkisi arastirild.

1.1. Pentoz Fosfat Yolu

Pentoz fosfat yolu bir metabolik enerjinin, yani indirgeyici giiciin Uretildigi
metabolik bir yoldur. Biyosentezde kullanilmak tizere yakit molekiiliindeki hidrojen
atomlar1 ve elektronlarin bazilarinin korunmalar1 gerekmektedir. NADPH, hiicrelerde
indirgeyici giiciin hemen kullanilabilir seklidir. Pentoz fosfat yolunda glukoz 6-fosfat,
riboz 5-fosfata ve CO,'ye oksitlenirken NADPH iiretilir. Bu bes karbonlu seker ve onun
tirevleri, ATP, CoA, NAD", FAD, RNA ve DNA gibi 6nemli biyomolekiillerin
bilesenleridir (Nelson ve Cox, 2000; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Pentoz fosfat yolu ayn1 zamanda {i¢, dort, bes, alt1 ve yedi karbonlu sekerlerin
oksidatif olmayan seri reaksiyonlarla birbirlerine donistiiriilmesini de katalizler. Bu
reaksiyonlarin tamami sitoplazmada meydana gelir. Bitkilerde pentoz fosfat yolunun bir
boliimii, fotosentez olayr ile CO,'den glukozun sentezlenmesinde de rol alir. Pentoz
fosfat yolu bazen pentoz yan yolu, heksoz monofosfat yolu veya fosfoglukonat oksidatif
yolu olarak da isimlendirilir. Bu reaksiyon serisinin aydinlatilmasinda ilk adim, 1931

yilinda Otto Warburg tarafindan atilmis ve tamami Fritz Lipmann, Frank Dickens,
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Bernard Horecker ve Efraim Racker isimli biyokimyacilar tarafindan belirlenmistir
(Goziikara, 2001; Keha ve Kiifrevioglu, 2012; Onat ve ark., 2006).

Hayvan hiicrelerinde glukoz yikiminin diger 6nemli bir yolu da pentoz fosfat
metabolik yoludur. Bu yol glikolizisden ¢ok erken bir devrede ayrilmaktadir. Glikolitik
yolda glukoz, piruvata donistiiriilmektedir. Piruvatin biiyiikk bir kismu ise sitrik asit
dongiisiinde oksitlenmekledir. Glukozun glikolitik yolda yikilmasindaki amag enerji
elde etmektir. Pentoz fosfat metabolik yolunun temel amaci rediikleyici giice sahip olan
NADPH+H" molekiilleri iiretmektir. Bu metabolik yolda iiretilen NADPH+H" 1ar hiicre
igin ¢ok &nemli olan molekiillerin biyosentezinde kullanilmaktadir. Ornegin;
NADPH+H" ve riboz-5-fosfat molekiilleri yag asidi sentezinde, rediikte glutatyon
sentezinde, Kkolesterol sentezinde, steroid hormon sentezinde ve enerji iiretiminde
kullanilmaktadir. Ayrica bu metabolik yolda iiretilen D-riboz 5-fosfat ve D-deoksiriboz
5-fosfat niikleik asitlerin sentezinde kullanilmaktadir (Goziikara, 2001; Onat ve ark.,
2006; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) eritrositlerde glutatyon
metabolizmasinda rol oynamaktadir. Oksijen ve tiirevleri hemoglobini inaktif
methemoglobine (hemoglobine) doniistiirmektedir. Ayrica molekiiler oksijen, membran
lipidlerinden aktivitesi yiiksek peroksidler olusturmaktadir. Cok az miktarda glukozun
kullanildig1 heksoz monofosfat yolunda iiretilen NADPH, eritrositin oksidatif hasara
kars1 korunmasinda kullanilmaktadir (Goziikara, 2001; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Hemoglobin yapisinin korunmasi, membranin deformasyon 0&zelliginin ve
stirekliliginin ~ saglanmas1 igin eritrositlerde oksidatif hasarlardan  korunma
mekanizmalart bulunmaktadir. Normal kosullarda hiicrede olusan methemoglobinin
(giinde yaklastk % 3 kadar) c¢ogu, NAD'-bagimli methemoglobin rediiktaz ile
katalizlenen tepkime sonucunda hemoglobine indirgenmektedir. Az miktarda
methemoglobin ise glutatyon (GSH) tarafindan NADP*-bagimli glutatyon peroksidazin
katalizledigi tepkimeye katilmaktadir. Diger taraftan lipid peroksidasyonuna karsi
selenyum igeren glutatyon peroksidaz, eritrositte olusan peroksid gruplarini zararsiz
hidroksil gruplarina ¢evirmektedir. Tripeptid yapisindaki glutatyon methemoglobin ve
peroksitlerin indirgenmesi sirasinda disiilfitle bagli okside glutatyona (GSSG)
yiikseltgenmektedir. Tekrar kullanilabilmesi i¢in GSSG, NADPH-bagimli glutatyon
rediiktaz ile indirgenmekte ve GSH olusturulmaktadir (Go6ziikara, 2001; Onat ve ark.,



2006; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Pentoz fosfat yolunun aktivitesini uyaran oksidan ilaglar NADPH {iretiminin
artmasma yol agmaktadir. Enzim aktivitesinin yetersiz olmasi veya bulunmamasi
halinde yeniden GSH iiretilememekte ve hemoglobin oksidatif stresle okside
olmaktadir. Okside hemoglobin denatiire olarak Heinz cisimcikleri halinde ¢okerek
membrana yapismakta ve eritrositin pargalanmasina neden olmaktadir. Normal
kosullarda anemi ile iligkili olmayan bu yoldaki enzim yetmezlikleri (G6PD) oksidatif
streste (ilaglar, enfeksiyon) hemolitik anemiye yol agmaktadir (Goziikara, 2001; Onat ve

ark., 2006).

1.2. Glutatyon Rediiktaz Enzimi (GR, EC 1.8.1.7)

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.8.1.7), NADPH'ye bagli oksidorediiktaz ailesine
aittir ve hem prokaryotik hem de 6karyotik organizmalarda bulunur. GR; kloroplast,
sitozol ve mitokondride yer almasina ragmen, fotosentetik dokulardaki aktivitesinin %
80'inden fazlasinin kloroplastik izoform oldugu bildirilmistir. Glutatyon rediiktaz, 2x52
kDa'luk bir homodimerik flavoproteindir ve oksidatif strese karsi hiicre i¢in kritik olan
hiicre i¢i bir indirgeme ortamimnin korunmasinda 6nemli bir antioksidan enzimdir.
Enzim, bu islevi, glutatyon disiilfitin (GSSG) glutatyona (GSH, L-L-glutamil-L-
sisteinilglisine) indirgenmesini katalize ederek gerceklestirir. GSSG, GSH'nin oksidatif
stres kosullart sirasinda ortaya cikan reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi oksidanlar
tarafindan oksidasyonu yoluyla iretilir. GSH, GSH'nin GSSG'ye es zamanh
oksidasyonu ile oksidanlarin sonlandirilmasi yoluyla hiicreleri oksidatif strese karsi
korur. GSH, memeli hiicrelerinde, milimolar araliginda tipik konsantrasyonlara sahip en
bol proteinli olmayan tiol olup, hiicrelerde bulunan baslica glutatyon formudur. GSH
sitoplazmada 30:1 ila 300:1 arasinda degisen genel hiicresel GSH/GSSG oranlar ile
sentezlenir (Mannervik ve ark., 1989; Jones, 2002; Zhao ve ark., 2009).

Yiksek GSH konsantrasyonlari nedeniyle, GSH/GSSG, hiicrenin ana redoks
tamponu olarak kabul edilir ve GSH/GSSG orani, hiicresel redoks durumunun ana
gostergesi olarak goriilir. GSH/GSSG orani1 oksidatif stres kosullarinda azalir.
Fizyolojik olarak yiiksek GSH/GSSG orami esas olarak iki biyokimyasal iglemle
korunur: GSH biyosentezi ve GSSG'nin GSH'ye indirgenmesi. GSH'nin biyosentezi,
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glutamik asit ve sisteinin baglanmasi ve ardindan ardisik y-glutamilsistein sentetaz
(GCS) ve glutatyon sentetaz (GS) etkisiyle glisin ilavesiyle baslar. Bu islemde, GCS
katalizli reaksiyon orani sinirlama asamasidir. GSH biyosentezinin veya GSSG
azalmasinin inhibisyonunun GSH/GSSG oranin1 diislirmesi beklenir (Schirmer ve

Krauth-Siegel 1989; Mannervik ve ark., 1989; Jones, 2002; Zhao ve ark., 2009).

Glutatyon
rediiktaz

GSSG + NADPH + H® —— 2GSH + NADP’

Bir antioksidan enzim roliine ek olarak GR, antikanser ve antimalarial ilag
gelisimi i¢in bir hedef olarak tanimlanmistir. Enzimin inhibisyonunun ayrica ¢esitli
kimyasallarin ve metallerin toksisitesi ile ilgili oldugu bulunmustur. GR inhibisyonunun
GSH tiikenmesine ve GSSG birikimine neden oldugu bildirilmis olmasina ragmen, GR
inhibisyonunun hiicresel tiyol redoks sistemi iizerindeki etkisine dair sistematik bir
calisma belgelenmemistir. GR inhibisyonunun, hiicresel tiyol redoks durumu ve ilgili
sistemler iizerindeki etkilerinin bilinmesi, antikanser ve antimalaral ila¢ gelisimi i¢in
enzimi hedeflemekte ve enzimin toksikoloji i¢indeki roliinti anlamada degerli olacaktir
(Biot ve ark., 2003; Bauer ve ark., 2006; Zhao ve ark., 2009).

Glutatyon rediiktaz okside glutatyonu (GSSG) rediikte glutatyona (GSH)
katalizleyen spesifik antioksidan enzimdir. Glutatyon (GSH) ¢ok fonksiyonlu tripeptid
antioksidandir, okside glutatyonun (GSSG) indirgenmis seklidir; Hiicresel GSH/GSSG
orani, glutatyon rediiktaz tarafindan diizenlenmistir. Glutatyon metabolizmasi,
sistemdeki tiim canli hiicrelerde kiikiirt metabolik diizenlenmesinde Onemli rol
oynamaktadir; GSH ve GSSG toplami: 300:1 oran olarak hesaplanmistir. GR
ekspresyonu, glutatyon seviyesinin artmasit veya azalmasimin, hiicre i¢i yiizeylerde
oksidatif strese neden oldugunu gostermektedir. Glutatyon rediiktaz, hiicre ici strese
kars1 hiicre canlilifn ve stabilitesini arttirmanin yani1 sira GSH/GSSG homeostazi,
mitokondri ve kloroplastin sitotoksisitesi i¢in kritik bir biyobelirte¢ olarak kabul
edilebilir (Zhao ve ark., 2009; Ithayaraja, 2011).



1.3. Oksidatif Stres

Serbest radikal, bir atomik orbitalde eslenmemis bir elektron icererek bagimsiz
bir varliga sahip olan herhangi bir molekiiler tiir olarak tanimlanabilir. Eslestirilmemis
bir elektronun varligi, ¢ogu radikal tarafindan paylasilan belirli ortak Ozelliklerle
sonuclanir. Bir¢ok radikal karasiz ve oldukca reaktiftir. Serbest radikaller bir elektronu
diger molekiillerden alir veya kabul edebilir, bu yiizden oksidan veya indirgeyici gibi
davranirlar. Bir¢cok hastalik durumunda en 6nemli oksijen iceren serbest radikaller,
hidroksil radikali, siliperoksit anyon radikali, hidrojen peroksit, oksijen singleti,
hipoklorit, nitrik oksit radikali ve peroksinitrit radikalidir. Bunlar, DNA, protein,
karbohidrat ve lipidler gibi biyolojik olarak ilgili molekiillere zarar vererek hiicrelerin
membranlarinda bulunan yiiksek oranda reaktif tiirlerdir. Serbest radikaller hiicre
hasaria ve homeostatik bozulmaya yol agan 6nemli makromolekiillere saldirir. Serbest
radikallerin hedefleri, viicuttaki her tiirli molekiilii igerir. Bunlar arasinda lipidler,
niikleik asitler ve proteinler baslica hedeflerdir (Cheeseman ve Slater, 1993; Young ve
Woodside, 2001; Lobo ve ark., 2010).

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri, insan viicudundaki normal temel
metabolik siireclerden ya da X-isinlari, ozon, sigara ic¢ilmesi, hava kirleticilerine ve
endiistriyel kimyasallara maruz kalma gibi dis kaynaklardan elde edilir. Serbest radikal
olusumu, hem enzimatik hem de enzimatik olmayan reaksiyonlarin bir sonucu olarak
hiicrelerde siirekli olarak meydana gelir. Serbest radikallerin kaynagi olarak islev goren
enzimatik tepkimeler, solunum zincirinde, fagositozda, prostaglandin sentezinde ve
sitokrom P-450 sisteminde yer almaktadir. Serbest radikaller, organik bilesiklerle
oksijenin nonenzimatik reaksiyonlarinda da olusturulabilir (Bagchi ve Puri, 1998; Liu
ve ark., 1999; Lobo ve ark., 2010).

Serbest radikal olusumu ve antioksidan savunmalar1 arasindaki kritik denge
elverigsiz oldugunda ortaya ¢ikan durum oksidatif hasar olarak tanimlanir. Serbest
radikal tretimi ile antioksidan savunmalar1 arasindaki dengesizligin sonucu olarak
ortaya c¢ikan oksidatif stres; lipidler, proteinler ve niikleik asitler de dahil olmak {izere
cok cesitli molekiiler tiirlere verilen hasarla iliskilidir. Travma, enfeksiyon, 1s1 hasari,
hipertoksia, toksinler ve asir1 egzersiz ile zarar gérmiis dokularda kisa siireli oksidatif

stres, ortaya ¢ikabilir. Radyasyon ve kemoterapinin yan etkilerinin yani sira kanserin
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baslamasi ve ilerlemesi, ROS ve antioksidan savunma sistemi arasindaki dengesizlik ile
iliskilendirilmistir. Reaktif oksijen tiirleri diabetes mellitus, yasa bagl géz hastaligi ve
Parkinson  hastaligt  gibi  noérodejeneratif  hastaliklarin  indiiksiyonu  ve
komplikasyonlarinda rol oynamaktadir. Damar tikanikligi, inflamatuar durum, belirli
kanserler ve yaslanma siireci gibi birgok durumda oksidatif stresin etkili oldugu one
siirlilmistiir. Oksidatif stresin tiim inflamatuar hastaliklar, iskemik hastaliklar,
hemokromatoz, immiin yetmezlik sendromu, amfizem, organ transplantasyonu, gastrik
tilserler, hipertansiyon, nérolojik bozukluk, alkolizm, sigara ile ilgili hastaliklar ve diger
birgok hastaliga 6nemli bir katki sagladigi diisiiniilmektedir (Rao ve ark., 2006; Stefanis
ve ark., 1997).

1.4. Antioksidan Bilesikler ve Ozellikleri

Antioksidanlar, esas olarak serbest radikal siipliriicti 6zelligi sayesinde hiicresel
zarar1 geciktirir veya inhibe eder. Bu diisiitk molekiiler agirlikli antioksidanlar, serbest
radikallerle giivenli bir sekilde etkilesime girebilir ve hayati molekiiller zarar gérmeden
once zincir reaksiyonunu sonlandirabilir. Glutatyon, iibikinol ve irik asit gibi bazi
antioksidanlar viicuttaki normal metabolizma sirasinda {iretilir. Viicutta serbest
radikalleri temizleyen birka¢ enzim sistemi bulunmaktadir. Ancak temel mikro besin
(vitaminler) antioksidanlar1 olan E vitamini (a-tokoferol), C vitamini (askorbik asit) ve
B-karoten gibi vitaminlerin diyetle disaridan alinmalar1 gerekir. Antioksidanlar radikal
stiptirticii, hidrojen verici, elektron verici, peroksit parcalayici, singlet oksijen giderici,
enzim inhibitorii, sinerjist ve metal selatlayict ajanlar olarak gorev yapar. Hem
enzimatik hem de nonenzimatik antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini detoksifiye
etmek i¢in hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda bulunurlar (Halliwell, 1995; Shi ve ark.,
1999; Levine ve ark., 1991).

Glutatyon sistemi; glutatyon, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidazlar ve
glutatyon  S-transferazlart  igerir. Bu sistem hayvanlarda, bitkilerde ve
mikroorganizmalarda bulunur. Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve organik
hidroperoksitlerin pargalanmasini katalize eden dort selenyum-kofaktdr iceren bir

enzimdir (Matill, 1947; Meister, 1988).
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Glutatyon, aerobik yasamin ¢ogunda bulunan sistein igeren bir peptiddir.
Glutatyonun sistein grubundaki tiyol gruplar1 indirgeyici maddelerdir. Ayn1 zamanda
glutatyon, tersinir olarak oksitlenebildigi ve indirgenebildigi i¢in antioksidan 6zelliklere
sahip olan bir bilesiktir. Hiicrelerde glutatyon, indirgenmis formda glutatyon rediiktaz
enzimi tarafindan korunur ve diger metabolitleri ve enzim sistemlerini indirger ve
dogrudan oksidanlarla reaksiyona girer. Glutatyon yiiksek konsantrasyonu ile hiicrenin
redoks durumunu koruyan en 6nemli hiicresel antioksidanlardan biridir (Meister, 1988;
Halliwell, 2007; Lobo ve ark., 2010).

Serbest radikal hasar1 kardiyovaskiiler ve inflamatuar hastalik, katarakt ve
kanser gibi birgok kronik hastaligin ilerlemesine neden olur. Antioksidanlar serbest
radikallerin olusumunu engelleyerek veya onlari yok ederek serbest radikal kaynakli
doku hasarini1 6nler (Halliwell, 2007; Lobo ve ark., 2010).

Antioksidan savunma sistemi, yabanci bilesik ve agir metallerin (kursun, civa,
arsenik vb.) detoksifikasyonu, immun savunma sistemi, prostaglandin sentezi ve gama
glutamil siklusu ile amino asitlerin plazma membranindan taginmasi gibi olaylarda
glutatyon 6nemli rol oynamaktadir (David ve ark., 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2012;
Robert ve ark., 2004).

Hiicrede reaktif oksijen tiirlerine kars1 bazi antioksidan mekanizmalar mevcuttur.
Birgok hiicrede bulunan ve bir tripeptid-tiol olan rediikte glutatyon (GSH), H,0,’i
kimyasal olarak detoksifiye edebilmektedir. Bu reaksiyonu glutatyon peroksidaz
diizenlemektedir. Ancak bu reaksiyonda okside olarak koruyucu 6zelliklerini kaybeden
rediikte glutatyonun (GSH) yerine konmasi gerekir. Hiicrelerimiz, indirgeyici elektron
kaynag1 olarak NADPH’1 kullanan glutatyon rediiktazin katalizledigi bir reaksiyon ile
tekrardan rediikte glutatyonu sentezler. Boylece NADPH H,0,’in indirgenmesinde
indirekt elektron kaynagi olarak rol alir ve antioksidan savunmaya katkida bulunur

(Richard ve ark., 2007; David ve ark., 2005; Onat ve ark., 2006; Halliwell, 2007).



1.5. Timokinon

Nigella sativa tohumu Ingilizcede siyah tohum, Arapcada 'Alhabba Al-sauda’ ve
Urduca ve Hintge dillerinde 'Kalvanji' olarak bilinir ve diinyanin bir¢ok yerinde
Ozellikle orta dogu ve uzak dogu iilkelerinde ¢ok sayida hastaligin 6nlenmesi ve tedavisi
igin sik¢a kullanilir. Bu bitki timokinon, p-simen, a-pien ve monoterpenler gibi gesitli
aktif bilesenleri igerir ve bu bilesikler, antioksidan, analjezik, anti-inflamatuar, anti-
astimatik, antimikrobiyal, antihipertansif, antipiretik ve antinoplastik gibi pek ¢ok
farmakolojik 6zellige sahiptir (Randhawa ve Alghamdi, 2011; Imran ve ark., 2018).

Molekiiler formulu C1gH120, ve mol kiitlesi 164.20 g.mol'1 olan timokinon (2-
izopropil-5-metilbenzo-1,4-kinon) tohumlarin en biyoaktif bilesenidir. Timokinon, enol,
keto ve karisim formlarindan olusur. Keto formu, timokinonun farmakolojik etkilerinde
rol oynayan ana formdur. Timokinon bilesiginin 1s18a duyarlilig1 yiiksektir ve kisa bir
slire 15182 maruz kaldiginda etkisini kaybeder. Ayrica, sulu ¢ozeltilerde, 6zellikle bir
alkali bir pH'da kararsizdir. TQ'mun hidrofobik 6zelligi biyolojik olarak
kullanilabilirligini ve ilag formiilasyonunu simirlar. Intravendz, intraperitoneal ve oral
subakut ve subkronik uygulama dahil, TQ uygulamasinin farkli yollar1 vardir (Al-Ali ve
ark., 2008; Randhawa ve Alghamdi, 2011; Imran ve ark., 2018).

Nigella sativa 4-terpineol, p-cymene, thymoquinone, dihyquinquinone,
thymohydroquinone ve t-anethol gibi ¢esitli biyoaktif bilesen tiirlerinin 6nemli bir
kaynagidir (Randhawa ve Alghamdi, 2011; Imran ve ark., 2018). Ayni zamanda
karbonhidratlar, vitaminler, yaglar, proteinler, mineral elementler ve esansiyel
aminoasitler dahil diger bilesenlerden olusur. Ayrica, Nigella sativa tohumunun,
nigellimin, nigellidin, saponin, nigellicin ve suda ¢oziiniir triterpenlerden olustugu
bulunmustur. Timokinon, oksidatif hasara bagli serbest radikal ajanlara ve
kardiyotoksisiteyi indiiklemek i¢in kullanilan doksorubisine (kemoterapi ilaci) karsi
iimit verici bir rol gostermistir. Kanser gelisimi, eikosanoid iiretimi ve oksidasyon
basina membran lipidi iizerinde baskilayici aktivite gosterir. Ayni zamanda, timokinon
farelerde hiperproliferatif (asir1 hiicre boliinmesi) bir eylem olarak etkili kemo-koruyucu
fitokimyasal olarak calisir ve ferrik nitrilotriasetat (Fe-NTA) kaynakli oksidatif stresi
yok eder. Timokinon tedavisi, bagisiklik sisteminin zayiflamasini Onler ve insani

hastaliklara karsi daha dayanikli hale getirir. Ayn1 zamanda timokinon, toksik yan



10

etkileri Onleyerek hiicreleri oksidatif hasardan korur. Diger belirgin saglik
perspektiflerinde, timokinon sirasiyla yumurtalik, kolon, girtlak, meme, miyeloblastik
16semi, akciger ve osteosarkom (habis bir kemik tiimorii) gibi farkli kanser hiicre hatlari
tizerinde anti-proliferatif etki gosterir. Timokinon,  demir askorbat tarafindan
indiiklenen hipokampal (beynin bir bolgesi) homojenatlarda, in vitro enzimatik olmayan
lipit peroksidasyonunu Onlemistir. Benzer sekilde, timokinon tedavisi hipokampus
bolimiindeki serebral iskemi-reperfiizyon hasari sonrasinda, oksidasyon seviyesindeki
lipid konsantrasyonlarini belirgin sekilde diisiirmiistiir (EI-Mahdy ve ark., 2005; Al-Ali
ve ark., 2008; Perazella ve Moeckel, 2010; Randhawa ve Alghamdi, 2011; Imran ve
ark., 2018).

Baska bir ¢alismada, timokinonun (9 mg / kg viicut agirligi) tatbik edilmesinin,
aflatoksin B1'in neden oldugu karaciger hasarini, 6rnegin AST, ALT ve ALP'nin serum
konsantrasyonlarinda azalma ve glutatyon konsantrasyonlarinda arttirma gibi ¢esitli
mekanizmalar yoluyla 6nledigi belirlenmistir. Ayn1 sekilde, timokinon tedavileri beyin
dokusunu radyasyona bagli nitrosatif basingtan korumustur. Wistar ratlar1 kullanilarak
yapilan in vivo bir analiz ile 5 mg/kg viicut agirligi oraninda oral verilen timokinon
bilesiginin belirgin olarak lipidperoksidaz (LPO), miyeloperoksidaz (MPO), nitrik oksit
konsantrasyonlarinda azalmaya neden oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, timokinon
bilesigi Kkatalaz ve artrit (eklem iltihab1) iireten kolajen igindeki glutatyon
konsantrasyonlarini arttirmistir ve Fe (I11) nitrilotriasetik asit (Fe-NTA) kaynakl
oksidatif stresi baskilamigtir. Timokinon, glukoz kaynakl: siiperoksit dismutaz aktivitesi
kaybina ve parcalanma veya g¢apraz baglanmaya karsi koruma saglar. Ek olarak,
timokinon ve 1,2-dimetilhidrazin (DMH) ile tedavi edilen Wistar ratlarin kirmizi kan
hiicrelerinde siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz sizintisini dnemli
olglide engellenmistir (Houghton, 1995; Khan ve Sultana, 2005; Bourgou ve ark., 2008;
Imran ve ark., 2018; Ahlatci ve ark., 2014).

Ayn1 zamanda, timokinon hemoglobin konsantrasyonunu koruyarak, seker
konsantrasyonlarin1 normallestirerek, alkalin fosfatazi diisiirerek, kreatinin, {ire,
bilirubin, kolesterol, diisiik yogunluklu trigliseritler gibi bdbrek parametrelerini
koruyarak anti-kanser ilaglari olan siklofosfamide (CTX) karsi sitoprotektif bir ajan
olarak  bilinmektedir. ~ Timokinonun,  mitokondriyal =~ membran  potansiyel

depolarizasyonunu gii¢lendirmek igin hiicre canliligini artirarak amiloid-P (Ap-42)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perazella%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21146122
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moeckel%20GW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21146122
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tarafindan iiretilen norotoksisiteyi azalttigi da bildirilmistir (Houghton, 1995; Alenzi ve
ark., 2010; Imran ve ark., 2018).

O CHs
CHs;

HsC
O

Sekil 1.1. Timokinon bilesiginin molekiil formiili.
1.6. Likopen

Likopen, karotenoidler olarak bilinen genis bitki pigmentleri ailesindeki bir
pigmenttir. Karotenoidler sar1 kabak renginden balkabaginin turuncu rengine, kirmizi
domates rengine kadar degisen renkler {iiretir. Karotenoidler ayrica bazi bitkisel gida
aromalarina da katkida bulunur. Bazi karotenoidler ayrica provitamin A aktivitesine
sahiptir ve gii¢li antioksidan aktivite gostermistir. Bugiine kadar 700'den fazla
karotenoid tanimlanmistir. Iki ana karotenoid tipi vardir: hidrokarbon karotenoidleri ve
ksantofiller. Likopen gibi hidrokarbon karotenoidleri tamamen hidrojen ve karbondan
olusur. Buna karsilik, lutein gibi ksantofiller karbon ve hidrojene ek olarak oksijen
icerir. (-karoten ve a-karoten gibi bazi hidrokarbon karotenoidleri, A vitamini
olusturmak igin enzimatik olarak pargalanabilir. Likopen, bir terminal beta iyonon
halkasinin  bulunmamasindan dolayr provitamin A aktivitesinden yoksundur.
Karotenoidler tipik olarak 40 karbon icerir. Apokarotenoidler 40'tan az karbon igerir.
Karbon sayisindan bagimsiz olarak, tiim karotenoidler bir izoprenoid omurgasina
sahiptir (Camara ve ark., 2013; Mozos ve ark., 2018).

C4oHss kimyasal formiiliine sahip olan likopen, bitkilerde karotenoid sentezinin

onemli bir ara maddesi olarak kabul edilir, ancak insan beslenmesinde likopen, uygun
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enzimlerin bulunmamasidan dolayr provitamin A Onciisii olarak rol oynamaz. Bitki
likopen genellikle all-trans izomeri olarak bulunur. Biyolojik olarak yararli hale
gelebilmesi i¢in all-trans izomerinin asidik kosullarda (6rnegin, mide asidi) termal
enerjiye maruz kalma neticesinde cis izomerine doniismesi gerekir. Likopen igerigi,
meyvelerin olgunlagsmasmin farkli asamalarinda artar. Karpuz 06zii ayrica likopen
ekstraksiyonu i¢in de kullanilabilir ve domatesten daha yiiksek konsantrasyonlarda bol
miktarda bulunan cis-izomerik likopen bakimindan zengin bir kaynaktir (Naz ve ark.,
2014; Oberoi ve Soqi, 2017). Ilging sekilde ayrica mantar bitkisi patojeni Blakeslea
trispora, likopen iiretmek i¢in ticari bir kaynak olarak kabul edilmistir. Likopen igerigi
yiiksek olan bazi yiyecekler fonksiyonel yiyecekler olarak siniflandirilir. Domates suyu,
salca, piiresi, ketcap, sos veya c¢orba, 1s1l islem nedeniyle gelistirilmis biyoyararlanimi
olan likopen kaynaklarimi temsil eder (Mantzouridou ve Tsimidou, 2008; Mozos ve ark.,
2018).

Likopen; antioksidan, anti-inflamatuar, anti-aterojenik, Kkardiyoprotektif,
antiplatelet etki, endotel fonksiyonunu iyilestirici (nitrik oksidal biyoyararlanim ve kan
akis1), metabolik profil (kolesterol sentezini bozarak) ve kan basinci kontrolii gibi ¢esitli
kardiyovaskiiler yararlara sahiptir (Camara ve ark., 2013; Mozos ve ark., 2018).

Likopen, karotenoidler grubunda etkili bir tekli oksijen sondiiriicli olarak kabul
edilir. Alfa tokoferolden (10 kat daha gii¢lii) veya beta karotenden (iki kat daha giiglii)
cok daha gii¢lii bir antioksidandir. Likopen ayrica siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi
antioksidan enzimlerin iiretimini diizenler. Likopen, okside edilmis likopen iiriinlerini
ortaya ¢ikaran peroksinititi de temizleyebilir (Kong ve ark., 2010; Bohm, 2012; Pereira
ve ark., 2017).

Oksidatif stres, nitrik oksit sentazin ayrismasi ve endotel hiicrelerinin oksidatif
hasar1 nedeniyle endotel disfonksiyonuna neden olur. Likopen oksidatif stres ve reaktif
oksijen tiirlerini azaltarak, nitrik oksidin (NO) biyoyararlanimini arttirir, endotel bagiml
vazodilatasyonu 1iyilestirir ve protein, lipidler, DNA ve mitokondriyal hasari azaltir
(Camara ve ark., 2013; Naz ve ark., 2014; Nakamura ve ark., 2017; Mozos ve ark.,
2018).

Viicutta lipidleri, proteinleri ve DNA'y1 oksitleyebilen serbest radikallerin veya
diger bilesiklerin olusumu, kronik hastaliklar i¢in en 6nemli risk faktorlerinden biridir.

Likopenin kardiyovaskiiler hastalik, hipertansiyon, ateroskleroz, cilt hasar1 ve prostat,
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meme, akciger ve digerleri gibi belirli kanser tiirlerine karsi koruyucu bir etkisi
olduguna dair 6nemli kanitlar vardir. Bu nedenle diyetteki likopen varliginin ¢ok degerli
oldugu diistiniilmektedir. Diyetteki likopen, viicuttaki likopen seviyesini artirabilir ve
bir antioksidan goérevi goriir. Alternatif olarak, serum likopen seviyesindeki artis;
hiicreler aras1 iletisimi gelistirerek (hiicre biliylimesinden sorumlu), metabolizmay1
diizenleyerek ve kronik hastalik riskini azaltarak gen fonksiyonlarini diizenleyebilir. Bu
mekanizmalar birbiriyle iliskili olabilir ve tedavi etkisi saglamak igin ayni anda hareket
edebilir. Likopen farkli besin kaynaklarindan (6zellikle domates iiriinlerinden) hizli bir
sekilde emilir ve antioksidan Ozelliklerini korudugu bedensel dokulara dagitilir. Bu
emilim, gida kaynagi, gida isleme ve diyetteki diger bilesenler gibi ¢esitli faktorlere
bagli olarak degisir. Insan viicudu likopen gibi karotenoidleri sentezleyememektedir, bu
nedenle yeterli seviyelere ulagmak i¢in uygun bir diyet alimi1 gereklidir (Camara ve ark.,

2013; Mozos ve ark., 2018).

Sekil 1.2. Likopen bilesiginin molekiil formiilii.






2. KAYNAK BILDIRISLERI

Fototropik mor siilfiir bakterisindeki (Chromatium vinosum) glutatyon rediiktaz
[NAD(P)H: glutatyon disiilfit oksidorediiktaz, EC 1.6.4.2] enzimi belirgin bir
homojenlige kadar saflagtirilmistir. SDS-PAGE ile GR enziminin molekiiler agirligi 52
kDa olarak bulunmustur. Enzimin GSSG yoklugunda NADH ile inkiibe edilmesi,
aktivitede 6dnemli bir kayipla sonuglanmistir. GR fosfat ve siilfat iyonu ile uyarilmistir.
Ancak kloriir iyonu, agir metaller ve siilfhidril reaktifleri tarafindan inhibe edilmistir.
Veriler, adenilat niikleotid inhibitorlerinin, flavin adenin diniikleotid (FAD) igin
yarigmali inhibitorleri olarak davrandiklarini gdstermistir. GSSG igin Ky degeri 7 x 107
M ve NADH i¢in Ky degeri 6 x 10° M olarak hesaplanmistir (Chung ve Hurlbert,
1975).

Rat karacigerinden glutatyon rediiktaz (GR, NADP" oksidorediiktaz, EC 1.8.1.7)
enzimi % 20 verimle 5000 kattan daha fazla saflastirilmistir. Enzimin ve alt birimlerinin
molekiiler agirliklar1 sirasiyla 125.000 ve 60.000 Da olarak belirlenmistir. Enzim
molekiilii NADPH, GSH veya ditioeritritol ile indirgenebilen 2 FAD molekiilii igerir.
Rediikte flavin, GSSG ilavesiyle aniden yeniden oksitlenir (Carlberg ve Mannervik,
1975).

DBA/2J farelerinin karacigerinden glutatyon rediiktaz, amonyum  siilfat
fraksiyonu ve 8-(6-aminoheksil)-amino-2’-fosfo-adenosin difosforiboz ve N°-(6-
aminoheksil)-adenosin 2°, 5’-bisfosfat-Sepharose kolonlar1 kullanilarak iki afinite
kromatografisi adimi ile saflagtirllmistir. Saflagtirllmis enzimin spesifik aktivitesi 158
U/mg olarak hesaplanmistir. GR enziminin molekiil agirligi 105 kDa olan bir dimer
olarak belirlenmistir. Fare ve insan enzimi amino asit bilesimi, arasinda ¢ok az benzerlik
gostermistir. Fare glutatyon rediiktaza karsi antikorlar, tavsanlarda biiyiitilmis ve
yiiksek ozgiilliik sergilemistir. Fare karaciger glutatyon rediiktazinin katalitik 6zellikleri,
cesitli deneysel kosullar altinda incelenmistir. Diger kaynaklardan gelen ayni enzimde
oldugu gibi, kinetik veriler "dallanmis" bir mekanizma ile tutarlidir. GR 80 °C’de GSSG
ile ve daha az belirgin bir sekilde NADP" ve GSH ile termal inaktivasyona karsi
stabilize edilmistir, fakat NADPH veya FAD ile stabilize edilmemistir. Fare glutatyon
rediiktazin NADPH veya NADH varliginda inkiibasyonu, neredeyse tamamen etkisiz
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hale getirmistir. NADPH ile inaktivasyon zaman, pH ve konsantrasyona bagli olmustur.
Okside glutatyon, enzimi GSSG veya diger elektron alicilar1 tarafindan da tersine
cevrilebilen inaktivasyona karsi korumustur. Enzim, fazla NADPH'yi ortadan
kaldirdiktan sonra bile inaktif durumda kalmistir. Aktif olmayan enzim, aktif glutatyon
rediiktaz ile aym1 molekiil agirligini gostermistir. Aktif olmayan enzimin spektral
Ozellikleri de incelenmistir. Glutatyon rediiktazin NADPH tarafindan otomatik olarak
aktiflestirilmesinin ve GSSG ile reaktivasyonun in vivo 6nemli bir diizenleyici rol
oynamasi ileri siiriilmektedir (Lopez-Barea ve Lee, 1979).

Boggaram ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, domuz eritrositlerinden 2',5'-
ADP Sepharose afinite kolonu, DEAE-selilloz iyon degisim kolonu, 2'5'-ADP
Sepharose afinite kolonu ve Sephadex G-150 jel filtrasyon kromatografisi kullanarak
glutatyon rediiktaz enzimini % 15 verim ile 105.238 kat saflastirilmistir (Boggaram ve
ark., 1979).

Glutatyon rediiktaz, izole edilmis bezelye kloroplastlarindan (Pisum sativum L.)
kismen saflastirilmistir. Enzimin saflagtirma katsayisi1 1600, spesifik aktivitesi 26 umol
NADPH oksitlenmis (mg pro‘ce:in)'ldak'1 olarak hesaplanmistir. Enzimin nativ molekiil
agirhgr yaklagik 156 kDa olarak bulunmustur. Ayni zamanda enzimin molekiil agirlig
yaklagik 41 ve 42 kDa olan iki altbirimden olustugu belirlenmistir. Okside glutatyon
icin Km 11 uM ve NADPH i¢in Ky 1,7 uM’dir. GR siilthidril modifiye edici reaktifler
tarafindan etkisiz hale getirilmis ve oksitlenmis glutatyon veya NADPH™in varlig
inaktivasyon derecesini etkilemistir. Kloroplast glutatyon rediiktaz muhtemelen
H,0,'nin askorbat bagl rediiksiyonu i¢in dehidroaskorbati azaltarak fotosentetik olarak
tiretilmis H,O,'nin uzaklastirilmasinda gorev yapar. Bu reaksiyon dizisinin ara
maddeleri olan dehidroaskorbat, askorbat, indirgenmis glutatyon ve NADPH enzimik
aktivite lizerinde higbir etki gostermemistir (Kalt-Torres ve ark., 1984).

Escherichia coli susu S33'ten glutatyon rediiktaz, iki afinite kromatografi
asamasindan olusan basit ve hizli bir prosediirle saflastirilmistir. % 40-80° lik bir
amonyum siilfat fraksiyonundan sonra, enzim bir N°-2'5'-ADP-Sepharose afinite
kolonuna yiiklenmistir. Enzim, bir C®-ATPR-Sepharose kolonunda ikinci bir afinite
kromatografisi asamasindan sonra homojenlige kadar saflagtirilmigtir. 182 g Escherichia
coli hiicresinden baglayarak, 2632 kat saflagtirmadan sonra toplam % 63 verimle 6.9 mg

saf enzim elde edilmistir. Saf enzim 361 U/mg spesifik bir aktivite gostermistir. GR,
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molekiil agirligi 109 kDa olan bir dimer olarak belirlenmistir. Optimum pH, indirgeyici
maddeler olarak sirasiyla NADPH ve NADH ig¢in 7.5 ve 4.5 olarak bulunmustur.
NADPH, NADH ve GSSG i¢in Ky degerleri sirasiyla 16, 377 ve 66 uM olarak
belirlenmistir. Depolamadan sonra, GR 7.5 ile 9.5 arasinda degisen pH degerlerinde
kararlidir, ayrica FAD, NADP®, dithiothreitol veya gliserol ile stabilize edilmistir. Saf
GR oldukga 1s1ya dayanikli bulunmus ve sadece 70 °C’de 10 dakika sonra 6nemli
Ol¢iide denatiire edilmistir. Ancak 20 uM NADPH varliginda 0 °C’de bile belirgin bir
aktivite kayb1 gozlenmistir (Mata ve ark., 1984).

Glutatyon rediiktaz koyun beyninden % 40 verimle yaklagitk 1000 kat
saflastirilmistir. Metot, amonyum siilfat fraksiyonlama, 1s1 denatiirasyonu, 2°,5’ - ADP
Sepharose 4B ve Sephadex G-200 kromatografi adimlarini igermektedir. GR enziminin
spesifik aktivitesi 193 EU mg/protein olarak bulunmustur. GR enziminin molekiil
agirhigr jel filtrasyon kromatografisi ile 116 kDa olarak belirlenmistir. SDS-PAGE
yontemi ile molekiil agirhigi 64 kDa olan iki 6zdes alt birim elde edilmistir (Acan ve
Tezcan, 1989).

Glutatyon rediiktaz, koyun karacigerinden saflagtirllmigtir. Saflastirma;
homojenat, amonyum siilfat fraksiyonasyonu, 2'5-ADP Sepharose-4B afinite
kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi olmak ilizere dort adimda
gerceklestirilmistir. GR 1477 kat saflastirilmis ve spesifik aktivite 47.27 EU/mg protein
olarak belirlenmistir. Optimal pH, kararli1 pH ve optimal sicaklik sirasiyla 8.0, 5.5 ve 60
°C olarak bulunmustur. NADPH ve GSSG substratlart icin Ky ve Vs degerleri
sirasiyla 0.0258 ve 0.0239 mM ve 0.266 ve 0.255 EU/mL olarak hesaplanmistir. Ek
olarak, NADP" ve GSH icin sirasiyla Lineweaver-Burk grafikleri kullanilarak 4.367 ve
0.4055 mM K degerleri belirlenmistir (Ulusu ve ark., 2005).

Glutatyon rediiktaz, tavuk karacigerinden saflastirilmis ve enzimin bazi 6zellikleri
arastirilmistir. Saflastirma prosediirii; homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, 2 5°-
ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ve Sephadex G-200 jel filtrasyon
kromatografisi olamak iizere dort asamadan olugsmustur. GR % 38'lik bir verimle 1714
kat saflagtirnllmistir. Spesifik aktivite, 120 enzim nit (EU)/mg protein olarak
hesaplanmistir. Saflastirilan enzim, sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) iizerinde tek bir bant gostermistir. Enzimin molekiiler agirligi, sephadex
G-200 jel filtrasyon kromatografisi ile 100 kDa olarak bulunmustur ve alt birim molekiil
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agirligit SDS-PAGE ile 43 kDa olarak bulunmustur. Optimum pH, kararli pH, optimum,
iyonik siddet ve optimum sicaklik sirasiyla 7.0, 7.4, 0.75 M Tris-HCI, 50 °C olarak
belirlenmistir (Erat ve ark., 2005).

Glutatyon rediiktaz, indirgen bir kofaktdr olan NADPH’1 kullanarak oksitlenmis
glutatyonun (GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH) indirgenmesini katalize eder.
Glutatyon rediiktaz enzimi 2',5' ADP-Sepharose 4B ve DEAE-Sepharose Fast Flow
kolonlar1 kullanilarak sigir karacigerinden saflagtirilmistir. Enzim 5456 kat ve % 38.4
verimle saflagtirilmistir. Optimum sicaklik ve pH sirasiyla 50 °C ve 7 olarak
bulunmustur. Enzim tarafindan katalizlenen reaksiyonun aktivasyon enerjisi 9.065
kcal/mol’diir. Enzimin molekiiler agirligit SDS-PAGE ile 55 kDa olarak bulunmustur.
Sigir karacigeri GR enziminin kinetik karakterizasyonu da arastirilmis, Ky degeri
NADPH igin 0.063 + 0.008 mM ve GSSG i¢in Ky degeri 0.154 + 0.015 mM olarak
belirlenmistir (Ulusu ve Tandogan, 2007).

Glutatyon rediiktaz (EC: 1.8.1.7; GR), gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) karacigerinden saflagtirlmis ve enzimin bazi &zellikleri arastirilmigtir.
Saflagtirma prosediirii; homojenat, amonyum siilfat fraksiyonasyonunun hazirlanmasi,
2', 5'-ADP Sepharose-4B iizerinde afinite kromatografisi ve Sephadex G-200 iizerinde
jel filtrasyon kromatografisi ile dort basamaktan olusmaktadir. 27.45 U/mg protein
spesifik aktivitesi olan GR enzimi, % 41 verimle 1654 kat saflagtirillmistir. GR i¢in
optimum pH, kararli pH, optimum sicaklik, optimum iyonik kuvvet, molekiiler kiitle,
GSSG ve NADPH i¢in Ky Ve Vimax degerleri de belirlenmistir. Ayrica, metal iyonlarinin
(Cd*?, cu*? Pb*2 Hg*, Fe ** ve Al"®) glutatyon rediiktaz iizerindeki inhibitor etkileri
incelenmistir. Cd*?, Cu*?, Pb*?, Hg™, Fe™ ve Al™iin ICsy degerleri sirasiyla 0.0655,
0.082, 0.122, 0.509, 0.797 ve 0.804 mM ve Cd*? ve Cu*? i¢in K; sabitleri sirasiyla
0.104+/- 0.001, 0.117+/- 0.001 olarak hesaplanmistir (Tekman ve ark., 2008).

Glutatyon rediiktaz, sigir bobrek korteksinden % 85'lik bir nihai verimle 34806
kat saflastirilmistir. Saflastirilmis enzimin bazi molekiiler ve kinetik O6zellikleri
arastinlmistir.  Uriin  inhibisyon c¢alismalar1 enzimin "dallanmis" mekanizmaya
uydugunu gostermistir. NADPH i¢in Ky degeri 18 = 3 uM ve GSSG i¢in Ky degeri 65
+ 5 uM olarak hesaplanmistir (Tandogan ve Ulusu, 2010).

Glutatyon rediiktaz (E.C.1.8.1.7), ototrofik bir ortamda eksenel olarak biiytitiilen

Phaeodactylum tricornutum hiicrelerinden saflastirilmigstir.  Hiicre ekstraktinin
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hazirlanmasi, % 20 doygunluga amonyum siilfat eklenmesi ve ardindan anyon degisimi
ve afinite etkilesimi kromatografisi (Blue-A- ve 2', 5’ - ADP-Sepharose) yontemleri ile
GR enzimi birkag adimda saflastirilmistir. GR enziminin molekiil agirligi nativ
poliakrilamid jel elektroforezi ile 118 kDa olan bir dimer olarak belirlenmistir. Enzim,
pH 8.0 ve 32 °C'de optimum bir aktivite ve 190 U.mg™ degeri ile spesifik bir aktivite
gostermistir. NADPH ve okside glutatyon (GSSG) i¢in Ky degerleri sirasiyla 14 uM ve
60 uM olarak hesaplanmistir (Arias ve ark., 2010).

Hindi karacigerinden glutatyon rediiktazi (GR) enzimi saflastirilmis ve
karakterize edilmistir. GR enzimi % 10.75 verim ile 2476 kat saflastirilmis ve spesifik
aktivite 606.67 EU mg protein™ olarak hesaplanmistir. GR igin optimum pH, kararli pH,
optimal sicaklik, optimal iyonik gii¢, molekiiler agirlik, turnover sayisi ve Kyai/ Kpm Ve Ky
ve Vmax degerleri, NADPH ve glutatyon disiilfiir substratlari i¢in belirlenmistir (Taser
ve Ciftei, 2012).

Glutatyon (GSH) ve glutatyon rediiktaz (GR), hiicreleri oksidanlarin zararlarina
kars1 koruyan GSH redoks dongiisiiniin parcalaridir. GSH ve GR, Setaria cervi
parazitlerinde 6nemli miktarlarda bulunurlar. GR glutatyon metabolizmasinda merkezi
bir role sahiptir ve bu nedenle kemoterapi i¢in potansiyel bir hedeftir. Arora ve
arkadaslarinin yaptigi bir c¢alismada, Setaria cervi parazitlerinden GR enzimi
saflagtirilmistir ve parazit GR enzimininin 6zellikleri memelilerdeki GR enzimi ile
karsilastirilmistir. Saflastirilan proteinin, SDS-PAGE ile molekiil agirlig1r 55 kDa olan
bir dimer oldugu belirlenmistir. Kinetik ¢alismalar, Setaria cervi GR enziminin, memeli
muadillerinden, filariasis (parazitsel bir hastalik) kemoterapisinde kullanilabilecek
ozelliklerinde belirgin farkliliklar oldugunu ortaya koymustur. Filaryal GR, potansiyel
bir ila¢ hedefi olarak onerilmektedir (Arora ve ark., 2013).

Alkanna tinctoria bitki kokii organik faz ekstraktlarinin insan eritrositlerinde
bulunan glutatyon rediiktaz, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz enzimlerinin aktiviteleri tizerindeki etkileri belirlenmistir. Alkanna
tinctoria bitki kokiiniin organiz faz ekstrakti, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz ve glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz enzimlerini aktive ederken glutatyon rediiktaz enzimini inhibe
etmistir. Bitki ekstraktlar1 glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesi lizerine yarigmasiz
inhibisyon etkisi gostermistir ve inhibisyonun lsp degeri 0,0249 mg/mL olarak

hesaplanmistir (Cakar ve Tiirkoglu, 2013).
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Glutatyon rediiktaz enzimi, Van G6li baliginin (Chalcalburnus tarichi, P-1811)
karacigerinden ve eritrositlerinden saflastirilmistir. Karaciger ve eritrosit GR
enzimlerinin saflastirilmast sirasiyla 4552 ve 7619 kat olarak gerceklestirilmistir.
Karaciger ve eritrosit GR i¢in optimum sicaklik, pH ve iyonik siddet sirasiyla 40 ve 60
°C; 8.0, 8.0, 50 mM ve 50 mM olarak bulunmustur. SDS-PAGE ile enzimlerin alt
birimlerinin molekiil agirliklar1 55 kDa olarak hesaplanmistir. Ayrica Van Goli baligi
karaciger ve eritrosit GR enzim aktiviteleri {izerine amikasin, sefazolin, ivermektin ve
kanamisin ilaglarinin etkileri arastirilmistir. Yarigmasiz inhibisyon etkisi gosteren bu
ilaglar i¢in K; sabitleri ve ICsy degerleri belirlenmistir.. Van Go6li Baligr karaciger GR
enzimi igin ICsy degerleri sirayla 1.63x107%, 3.66x10% 5.04x10™ 1.88x107% M ve
eritrosit GR enzimi i¢in ICsy degerleri sirayla 2x10'2, 3.04X10'2, 7.87X10'4, 3.18x10% M
olarak hesaplandi. K; sabitleri de balik karaciger GR enzimi igin sirastyla 1.39x107 M,
1.84x10% M, 6.54x10™ M, 1.12x102 M; eritrosit GR enzimi i¢in de sirastyla 2.32 x107
M, 4.64 x102 M, 1.19 x10° M, 3.64 x10 M olarak bulunmustur (Altun ve ark., 2015).

G6PD, 6PGD ve GR, 2°,5° - ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi
kullanilarak rat akcigerinden tek adimda ayr1 ayr1 saflastirilmistir. Saflagtirilmis
enzimler, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) iizerinde
tek bir bant gostermistir. Enzimlerin molekiiler agirliklari, Sephadex G-150 jel
filtrasyon kromatografisi ile G6PD i¢in 134 kDa, 6PGD i¢in 107 kDa ve GR i¢in 121
kDa olarak hesaplanmistir ve SDS-PAGE ile alt birimlerinin molekiil agirliklar
sirasiyla 66, 52 ve 63 kDa olarak bulunmustur. Optimum pH, stabil pH, optimum iyonik
kuvvet, optimum sicaklik, substratlar i¢in Ky Ve Vmax degerleri belirlenmistir. Enzimler,
in vitro olarak levofloksasin, furosemid, seftazidim, sefuroksim ve gentamisin ile inhibe
edilmistir ve ICsq degerleri 0,07-30,13 mM arasinda bulunmustur. /n vivo ¢alismalar,
akciger GR enziminin furosemid tarafindan inhibe edildigini ve akciger 6PGD’nin
levofloksasin tarafindan inhibe edildigini gostermistir (Adem ve Ciftci, 2016).

Glutatyon rediiktaz (GR) ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) Van Golii
baliklarinin solungaglarindan saflastirilmistir. Saflastirma igleminde, amonyum siilfat ile
¢oktiirme ve 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kolon kromatografisi kullanilmistir. Enzim
safliginin kontrolii ve molekiiler agirligin belirlenmesi, SDS-PAGE ile yapilmistir.
Lineweaver-Burk grafigi ile Ky Ve Vmax degerleri belirlenmistir. Ayrica, bazi kalkon

tiirevlerinin saflagtirilmis enzimler iizerindeki etkileri arastirilmistir. Inhibisyon etkisi
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gosteren kalkon tiirevleri i¢in % Aktivite - [I] grafikleri ¢izilmistir ve ICso degerleri
belirlenmistir (Kuzu ve ark., 2016).

Glutatyon Rediiktaz enzimi, siir karacigerinden afinite kolon kromatografisi
yontemi ile saflastirilmistir. Glutatyon rediiktaz enziminin saflagtirma orani ve spesifik
aktivitesi sirasiyla 1832 kat ve 141 EU/mg.protein olarak belirlenmistir. SDS-PAGE
yontemiyle GR enziminin molekiil agirhigi 55 kDa olarak belirlenmistir. Arum
elongatum steven subsp. detruncatum (C.A. Mey. Ex Schott) Riedl (yilan yastigi)
bitkisinin dogal yag asitleri kolon kromatografisi yontemi ile izole edilmistir. TLC
plakalarina gore, 7 madde (R1, R2, R3, R4, RS, R6, ve R7) elde edilmis ve NMR
analizlerinde R7 maddesi disinda diger maddelerin yag asidi karisimlari oldugu
saptanmustir. Yag asitlerinin analizi GC-MS ile belirlenmistir. R7 maddesinin, 2D-NMR
analiz sonuglarmna gore B-Sitosterol ve Kampesterol oldugu anlasilmistir. izolasyonlar:
yapilan maddelerin GR aktiviteleri arastirllmigtir. R1 maddesi, GR aktivitesi lizerine
aktivator etkisi gostermistir. R4, GR aktivitesi tlizerine yarigmasiz inhibisyon
gosterirken, R6, yarigsmali inhibisyon gostermistir. % Aktiviteye karst inhibitor
konsantrasyon grafigi ¢izilmistir. Bu grafik denkleminden R4 ve R6 maddelerinin 1Csg
degerleri, sirastyla 0.193 mg/mL, 3.98 ng/mL olarak bulunmustur (Kivang ve Tiirkoglu,
2019).

Glutatyon rediiktaz enzimini inhibe etme yeteneklerini degerlendirmek igin
kimyasal olarak on dort flavonoid igeren bir yap1 aktivite ¢alismasi yapilmistir. Ayni
hidroksil konfiglirasyonuna sahip farkli siniflardaki flavonoidlerin Isp degerlerini
karsilastirarak, GR enziminin inhibisyonu i¢in asagidaki potansiyel sira belirlenmistir:
antosiyanidin> dihidroflavonol = kalkon> flavonol> katesin. Delphinidin kloriir ve
mirisetin tarafindan yapilan enzim inhibisyonu, inhibisyon mekanizmasinda oksijenin
rol oynadigr bir N, atmosferinde kismen Onlenmistir. Oksijen tiirlerinin enzim
inhibisyonundaki roliinii belirlemek i¢in GR; ya mannitol, dietilenetriaminepenta-asetik
asit (DETAPAC), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ya da flavonoidler
tarafindan enzim inhibisyonu i¢in deneylerden dnce SOD ve CAT ile dnceden inkiibe
edilmistir. Delphinidin kloriir ve mirisetin ile yapilan enzim inhibisyonu, SOD
ilavesiyle baskilandi, bu da siliperoksitin (0'2) dahil oldugunu ortaya koymustur.
Stipoeroksitin (0'2) GR inhibisyonundaki roliinli arastirmak i¢in, flavonoid varliginda

ve yoklugunda bir siliperoksit lireten sistem kullanilmistir. O iireten sistem, flavonoid
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yoklugunda GR'yi inhibe edememistir, ancak mirisetin ile inhibisyonu arttirmistir. Ayni
zamanda O7 iireten sistem sirayla GR enzimini inhibe eden reaktif bir ara iiriin
olusturmak i¢in dogrudan bazi flavonoidlerle reaksiyona girmistir. Bu bulgular,
flavonoidler tarafindan GR enziminin inhibisyon mekanizmasinin karmasik oldugunu
ve oksijene bagimli ve oksijenden bagimsiz bilesenlere sahip olabilecegini
gostermektedir (Elliott ve ark., 1992).

Plasmodium falciparum glutatyon rediiktaz (PfGR) tropikal sitmaya karsi bir
ila¢ hedefi olarak ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismada Escherichia coli SG5'te (DE3) PfGR
ifadesi ve bu protein i¢in izolasyon prosediirleri rapor edilmistir. Rekombinant PfGR,
enzimik 6zelliklerinde gercek enzimden farkli degildir, turnover sayist 9900 dak™
olarak hesaplanmistir. Dimerik flavoenzim redoks bagimli absorpsiyon spektrumlari
sergiler; tekli triptofan kalintis1 (57.2 kDa alt birim basina) kuvvetli bir sekilde
floresandir. PfGR, tedavi edici konsantrasyonlarda antimalarial ila¢ metilen mavisi
tarafindan inhibe edilebilir; nonkompetitif inhibisyon i¢in K; degeri 6.4 uM olarak
bulunmustur. Metilen mavisine kars1 duyarlilik ayn1 zamanda yiiksek iyonik kuvvette de
gozlenir, bdylece insan GR enzimine benzer sekilde kristalli enzim-ilag komplekslerinin
analizi ongoriilebilir (Farber ve ark., 1998).

Fura-2 floresan goriintiileme metodu kullanilarak PC12 hiicrelerinde hiicre igi
Ca®* konsantrasyonu ([Ca’ *] i) iizerine karmustin (1,3-bis (2-kloroetil) -1-nitrozoiire)
bilesiginin (kemoterapi ilaci) etkileri incelenmistir. Karmustin (100uM), yaklasik 3 saat
icinde gelisen kalsiyumda (Ca?h gecikmis bir artisa neden olmustur. Bu etki, butiyonin
stilfoksimin (glutatyon sentez inhibitorii) ile ©n isleme tabi tutulan hiicrelerde
arttirilmistir ve bir antioksidan olan deferoksamin (50 uM) ile tedavi edilen hiicrelerde
baskilanmustir. Karmustin kaynakli kalsiyumdaki (Ca®") artis kesinlikle hiicre dis1 Ca®*
varhgina bagli oldugu goriilmiistiir ve L tipi voltaj kapilh Ca?* kanallar1 dihidropiridin
blokerleri tarafindan inhibe edilebilir (nimodipin veya nitrendipin, 10 pM). Karmustin
bilesiginin L tipi Ca®* kanallari ile hiicre dist Ca** akisin1 indiikledigi ve GR
inhibisyonundan kaynaklanan oksidatif stresin aracilik ettigi sonucuna varilmistir
(Doroshenko ve Doroshenko, 2004).

Glutatyon rediiktaz antimikrobiyal kemoterapide kullanilan baz1 ilaglar
tarafindan inhibe olur. Demir ve ark. yaptigi bir ¢alismada, tavuk karacigerinden

saflagtirilan GR aktivitesi tlizerine bazi antibiyotiklerin etkileri arastirilmistir. Bu enzim
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% 35 verim ile 1636 kat saflastirilmistir ve spesifik aktivite 88.28 EU mg/protein olaran
hesaplanmistir. Enzimin safligi sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile kontrol edilmistir. Ofloksasin, levofloksasin, sefazolin ve sefepim
antibiyotiklerinin saf GR aktivitesi iizerine in vitro etkileri belirlenmistir. Biitiin
antibiyotikler GR aktivitesini inhibe etmistir. Bu antibiyotikler i¢in ICsg ve K; degerleri
sirastyla; ofloksasin i¢in 0.159 mM ve 0.5840 + 0.3121 mM, levofloksasin i¢in 0.090
mM ve 0.3833 £ 0.2725 mM, sefazolin i¢in 14.871 mM ve 34.5002 + 4.2628 mM ve
sefepim i¢in 4.589 mM ve 4.9504 + 3.8928 mM olarak bulunmustur (Demir ve ark.,
2006).

Tiyol redoks durumu (TRD), hiicre i¢i oksidatif stresi yansitan 6nemli bir
parametredir ve ¢esitli normal ve anormal biyokimyasal islemlerle iliskilidir. Hiicre i¢i
TRD'yi artirmak icin kullanilabilecek ajanlar, TRD ile ilgili aragtirmalarda 6nemli
araclar olabilir. Glutatyon rediiktaz (GR), TRD'nin homeostazinda kritik bir enzimdir.
Enzim, yiiksek bir GSH: GSSG oranini korumak i¢in GSSG'nin GSH'ye indirgenmesini
katalize eder. Enzimin inhibisyonu TRD'yi arttirmak ig¢in kullanilabilir. Cesitli GR
inhibitorlerinin raporlarina ragmen, maya GR'ye karsi 1Cs50=647 pM'ye sahip bir
antikanser ilaci olan N, N-bis (2-kloroetil) -N-nitrosoiire, literatiirde en yaygin
kullanilan GR inhibitorii olmaya devam etmektedir. Bununla birlikte, spesifik olmayan
etkilesimlerin neden oldugu toksisite ve ayrica DNA sentezinin inhibisyonu, bir GR
inhibitori olarak N, N-bis (2-kloroetil) -N-nitrosotirenin kullanimimi karmagiklastirir. 2
- asetilamino - 3 - [4 - (2 - a setilamino - 2 - karboksietil siilfanilthio karbonilamino)
feniltio karbamoilsiilfanil] propiyonik asit (2-AAPA) geri doniisiimsiiz bir GR
inhibitori olarak belirlenmistir. 2-AAPA, ticari olarak temin edilebilen reaktiflerden tek
adiml sentez yoluyla hazirlanmistir. 2-AAPA'nin maya GR enzimine karst K; ve Kinact
sirastyla 56 uM ve 0.1 dakika™ olarak belirlenmistir. % 80'den fazla maya GR
inhibisyonu {ireten konsantrasyonda 2-AAPA; glutamilsistein sentetaz, glutatyon
sentetaz, katalaz ve siiperoksit dismutaza karsi inhibisyon gostermemistir, ancak
glutatyon S-transferaz ve glutatyon peroksidaza karsi minimal inhibisyon gostermistir.
CV-1 hiicrelerinde, 2-AAPA (0.1 mM), 20 dakikada % 97 GR inhibisyonu, % 25 GSH
azalmasi ve GSSG'de 5 kat bir artig tiretmistir (Seefeldt ve ark., 2009).

Glutatyon rediiktazin (GR) inhibisyonunun, rediikte glutatyonda (GSH) bir
azalmaya neden oldugu ve okside glutatyonda (GSSG) bir artisa neden oldugu
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gosterilmistir. Hiicre modeli olarak bir maymun bdbrek hiicre hatti ve bir GR inhibitori
olarak 2 — asetil amino — 3 — [4 — (2 — asetil amino — 2 — karboksi — etil siilfanilthio —
karbonil amino) fenil tiokarbamoil siilfanil] propiyonik asit (2 — AAPA) kullanilarak,
GR inhibisyonunun hiicresel tiyol redoks durumu ve ilgili sistemler iizerindeki
etkilerinin arastirilmasi yapilmistir. Bu ¢alismada 2-AAPA inhibitorii GSH' azaltirken,
GSSG'yi artirmistir. Ayn1 zamanda, bu inhibitoriin NADH/NAD" ve NADPH/NADP*
oranlarini da arttirdigi gézlemlenmistir. Bununla birlikte, inhibisyon, reaktif oksijen
tirlerinin olusumunu veya antioksidan savunma enzim sistemlerinin [GR, glutatyon
peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz) ekspresyonunu ve GSH biyosentezinde [y-
glutamilsistein sentetaz ve glutatiyon sentez] yer alan enzimleri etkilememistir (Zhao ve
ark., 2009).

Reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) indiiklenen apoptozda (programli hiicre 6liimii)
glutatyon rediiktazin (GR) hiicresel rolleri, GR ile transfekte edilmis HepG2 hiicreleri
kullanilarak incelenmistir. GR'nin asir1 ifadesi, indirgenmis ve yiikseltgenmis glutatyon
(GSH/GSSG) oraninda belirgin bir artiga ve stabil transfektanlarda ROS seviyelerinde
onemli Olglide azalmaya neden olmustur. Hidrojen peroksit (H;O), apoptoz igin en
uygun kosul altinda, hiicresel canlilig1 ve toplam GSH igerigini 6nemli dl¢ilide azaltti ve
sahte transfekte hiicrelerde ROS seviyesi, apoptotik yiizdesi ve kaspaz-3 aktivitesini
arttirmistir. Sonug olarak, GR oksidatif strese karst koruyucu bir rol oynayabilir (Kim
ve ark., 2010).

Plumbagin, ilk olarak bitkilerin Plumbago cinsinde tanimlanmig sekonder bir
metabolittir.  Anti-ateroskleroz,  antikanser, anti-enflamatuar,  antimikrobiyal,
kardiyotonik, immiinosiipresif ve noroprotektif aktivitelere sahip olan bir naftokinon
bilesigidir. Bu ¢alismada plumbagin bilesiginin HepG2 hepatoselliiler karsinoma
hiicreleri ve ayrica LLC akciger kanseri hiicreleri, SiHa servikal karsinoma hiicreleri
tizerindeki etkisi incelenmistir. Plumbagin, HepG2 hiicre canliligim1 doza baghi bir
sekilde onemli dlgiide azaltmistir. Benzerlik grup yaklasimi (SEA) - son teknoloji iiriinii
bir keminformatik teknik kullanilarak plumbaginin 6nceden bilinmeyen iki hiicresel
hedefi belirlenmistir: tioredoksin rediiktaz (TrxR) ve glutatyon rediiktaz (GR). Bu daha
sonra protein ve hiicre bazli analizler kullanilarak dogrulanmistir. Plumbaginin
dogrudan TrxR ile azaldigmmi ve bu azalmanin TrxR inhibitérii sodyum aurotiomalat

(ATM) tarafindan inhibe edildigini gézlemlenmistir. Plumbagin ayrica GR enziminin
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aktivitesini de disiirmistiir. Plumbagin ve GR enzim inhibitorii olan sodyum arsenit,
hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyelerini arttirmistir ve bu artis, HepG2
hiicrelerinde ROS siipiiriicii N-asetil-sistein (NAC) ile 6n isleme tabi tutularak 6nemli
olgiide azaltilmistir. Sonug olarak, plumbagin, TrxR ve GR enzimleri ile dogrudan
etkilesime girerek ve boylece hiicre i¢i ROS seviyelerini artirarak antikanser etkisi
gostermistir (Hwang ve ark., 2015).

Dalmizrak ve ark. yaptig1 bir ¢calismada glutatyon rediiktaz (GR) ve hiperisin
arasindaki etkilesim incelenmistir. inhibisyon tipi, artan hiperisin konsantrasyonlarinda
ve ayrica farkli glutatyon disiilfit (GSSG) ve nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
(NADPH) konsantrasyonlarinda GR  aktivitesindeki  degisiklikler  Olgiilerek
belirlenmistir ve hiperisin baglama pozu, molekiiler yerlestirme ile tahmin edilmistir.
Buna gore hiperisin, GR aktivitesi lizerine etkili bir inhibitor etkisi gostermistir.
Degisken substrat GSSG oldugunda, inhibisyon tipinin kompetitif oldugu
gbzlemlenmistir. Bununla birlikte, degisken substrat NADPH oldugunda, inhibisyon tipi
lineer karisik tip yarismali goriinmektedir. Hesaplamali analizler, hiperisin bilesiginin
GR'nin biiylik intermonomer bosluguna baglandigini ve enzimin aktif bolgesindeki
redoks-aktif ~ distilfiir ~merkezinin normal konumlanmasina/¢alismasina  engel
olabilecegini gostermektedir. Genel olarak, fotodinamik tedavide reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu yoluyla oksidatif stresin desteklenmesindeki roliiniin yani sira,
hiperisin de kanser hiicrelerini GR enzimini inhibe ederek zayiflatabilir (Dalmizrak ve
ark., 2018).

Nigella sativa tohumlarmin ugucu yaglarinin antioksidan aktivitesi test
edilmistir. Bu bitkinin tohumlarindan elde edilen timokinon, karvakrol, t-anethole ve 4-
terpineol bilesiklerinin antioksidan aktivitlerini hizli degerlendirme i¢in iki TLC tarama
yontemi kullanilmistir ve bu bilesiklerin 6nemli derecede radikal siipiiriicii 6zellige
sahip oldugu belirlenmistir (Burits ve Bucar, 2000).

Khattab ve Nagi tarafindan yapilan bir ¢alismada, N(omega)-nitro-L-arjinin
metil esteri (L-NAME) ile nitrik oksit sentezinin kronik inhibisyonu olusmus ratlarda
Nigella sativa tohumlariin ugucu yagindan elde edilen timokinon (TQ) bilesiginin
koruyucu etkisi aragtirllmistir. Ratlar kontrol, L-NAME, TQ ve L-NAME + TQ tedavi
gruplarina ayrilmisgtir. 4 hafta L-NAME uygulanmasiyla ratlarda hipertansiyon
olusturulmustur (50 mg/kg/giin p.o.). Ratlara 4 hafta boyunca sadece timokinon ve


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khattab%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17236176
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timokinon, L-NAME uygulanmustir. Ratlarin kesilmis ve izole edilen serum ve bobrek
dokularindaki kreatinin ve glutatyon seviyeleri tespit edilmistir. Kontrol grubuyla
karsilagtirllan L-NAME gruplarimin = sistolik kan basincinda stirekli  bir artis
gozlenmistir. TQ (0.5 ve 1 mg/kg/giin p.o.) ile es zamanl tedavi sonucunda doza bagl
L-NAME ile indiiklenen kan basincidaki artis azalmistir. L-NAME verilen ratlarin
bobrek dokularindaki glutatyon rediiktaz seviyesinde azalma, serum Kkreatinin
seviyesinde ise 6nemli Ol¢lide artig goriilmiistiir. TQ ile tedavi edilen ratlarda yiikselen
kreatinin seviyesi azalmis, GSH ise normal seviyeye ulagmistir. TQ, enzimatik ve
enzimatik olmayan sistemlerde siiperoksit radikalinin in vitro {iretimini inhibe etmistir.
Bu calismanin sonucunda L-NAME ile indiiklenen hipertansiyona ve antioksidan
akivitesi ile bobrek hasarina kars1 TQ bilesiginin koruyucu etkisi oldugu belirlenmistir
(Khattab ve Nagi, 2007).

Streptozotosin (STZ) kullanilarak deneysel bir diabetes mellitus olusturulan
modellerin kalp ve beynindeki oksidatif stres tizerine Nigella sativa yaginin ve aktif
bileseni olan timokinonun (TQ) etkisi arastiritlmistir. Oksidatif stres; kardiyak ve beyin
nitrik oksit, lipit peroksit seviyeleri, glutatyon (GSH) ve antioksidan enzim aktiviteleri,
glutatyon-S-transferaz (GST) ve katalaz olgiilerek degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda
Kardiyak metabolik hasar; tizerine Nigella sativa yagi veya TQ bilesiginin etkisi
incelenmistir. Beyin monoamin seviyeleri de degerlendirilmistir. STZ diyabeti kalp ve
beyin NO ve malondialdehit konsantrasyonlarinda kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlaml1 bir artisa neden olmustur. Bu degisiklikler, ratlara Nigella sativa yagi ve TQ ile
o6n muamelesiyle zayiflatilmistir. STZ diyabeti GST, GSH ve katalazdaki belirgin bir
azalma ile oksidatif stresi tetiklemistir. Bu diistiriilmiis seviyeler, Nigella sativa yagi
veya TQ uygulamasiyla tedavi edilmistir. Diyabet seyri sirasinda, norepinefrin ve
dopamin konsantrasyonlarinda belirgin bir artig ve kontrol grubuna kiyasla serotonin
konsantrasyonunda belirgin bir diigiis gozlenmistir. Bu bulgular Nigella sativa ya da
TQ'nun oral yoldan verilmesiyle kismen tersine ¢evrilmistir. Nigella sativa ve TQ'nun
antioksidan 6zelliklerinden dolay1 beyin monoaminlerinde STZ-diyabetin neden oldugu
degisiklikleri iyilestirdigi sonucuna varilmistir (Hamdy ve Taha 2009).

Fitokimyasal bilesikler, kanser hastalarinda sinirli toksisiteye sahip yeni nesil
antikanser ajanlar olarak ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan bir ¢alismada Nigella sativa

tohumlarinin ana bileseni olan timokinonun (TQ) daha uzun yasama, in vitro kanser
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hiicrelerinin istilast ve in vivo olarak tiimor biiyiimesi tizerindeki potansiyel etkisi
arastiritlmistir. Toksik olmayan konsantrasyonlarda TQ bilesiginin uygulanmasi ile
LNM35, MDA - MB - 231 ve MDA - MB231-1833 kanser hiicrelerinin istilaci
potansiyelinin inhibe edildigi gbzlemlenmistir. Ayrica, TQ'nun, hiicresel yasayabilirligi
inhibe etmek icin DNA'ya zarar veren ajan sisplatin ile sinerjize oldugu belirlenmistir.
Timokinonun antikanser aktivitesi, LNM35 akciger hiicreleri ile asilanmis olan atimik
farelerde de arastirilmistir. Timokinonun (10 mg / kg / i.p.) 18 giin boyunca verilmesi,
LNM35 tiimor biiylimesini % 39 oraninda inhibe etmistir (P <0.05). Tiimdr biiyiimesi
inhibisyonunun, aktive edilmis kaspaz -3'te anlamli bir artis ile baglantili oldugu
gozlenmistir. Bu baglamda, TQ tedavisinin HDAC2 proteinlerinin 6nemli bir
inhibisyonuna neden oldugu belirlenmistir. Mevcut deneysel bulgular 1s18inda,
timokinon ve analoglarinin tek basina antikanser ajan olarak veya sisplatin gibi
kemoterapotik ilaglarla kombinasyon halinde klinik potansiyele sahip oldugu sonucuna
vartlmistir (Attoub ve ark., 2012).

Sisplatin (CDDP), cesitli tiimor tipleri icin kullanilan gii¢lii antikanser ajanidir.
Timokinon (TQ), kemoterapiler icin antikanser ve kemo modiilatorii olarak biiyiik
dikkat ¢eken dogal olarak olusan bir bilesiktir. Alaufi ve ark. yaptig1 bir ¢alismada,
normal oral epitel hiicrelerinin aksine, insan oral skuamoz hiicreli karsinom hiicrelerine
karst timokinon, CDDP ve bunlarin kombinasyonlarinin potansiyel sitotoksisitesi
incelenmistir. CDDP benzer sekilde hem kafa hem de boyun skuamdz hiicreli karsinom
hiicrelerini (UMSCC-14C) ve normal oral epitel hiicrelerini (OEC) oldiirmiistiir. Tek
basina TQ, UMSCC-14C hiicrelerine kars1 6nemli sitotoksisite saglarken, normal oral
epitel hiicrelerine (OEC) karsi1 daha zayif bir o6ldiirme etkisi gostermistir. TQ ve
CDDP'nin ekitoksik kombinasyonu, hem UMSCC-14C hem de OEC hiicrelerine kars1
sinerjik etkilesime katki gostermistir. Yalmizca TQ, 6 saat sonra oldugu gibi
UMSCCI14C hiicrelerinde apoptotik hiicre fraksiyonunu arttirmistir. Ote yandan, TQ,
OEC'de apoptozda simirdaki bir artisa neden olmus ve hatta sadece CDDP'nin
indiikledigi apoptozu azaltmistir. Apoptoz indiiksiyon sonuglart hem UMSCC-14C hem
de OEC hiicrelerinde p53, Bcel-2 ve Kaspaz-9 proteinlerinin ekspresyon seviyelerindeki
degisiklikle dogrulanmistir (Alaufi ve ark., 2017).

Likopen insan kaninda ve dokularinda bulunan bir non-provitamin A

karotenoiddir. insan igin baslica besin kaynagi olan likopen kaynaklari domates ve
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domates iirtinleridir. Likopen agisindan zengin bir diyetin bazi kanser tiirlerine
koruyucu etkileri, epidemiyolojik calismalar temelinde gozlemlenmistir. Likopenin
koruyucu etkilerinin potansiyel olarak altinda yatan birka¢ biyokimyasal mekanizma
vardir. Bunlar, tekli oksijenin sondiiriilmesi ve peroksil radikallerinin temizlenmesi,
hiicre-hiicre iletisimi ve biliylime kontroliiniin indiiksiyonu gibi antioksidan aktiviteleri
ierir. /n vitro ve in vivo ¢alismalar bu varsayimi desteklemektedir. Diyet likopeni insan
organizmasinda emilir ve dagitilir, ancak biyoyararlanimi, gida isleme veya yagin
pihtilagsmasi gibi gesitli faktorlere baglhidir. Likopenin biyolojik olarak aktif oksidasyon
iriinleri insan plazmasinda tanimlanmstir (Sies ve Stahl, 1998).

Likopen, domateslerde, pembe greyfurtlarda ve diger yiyeceklerde goriilen
kirmizidan pembe renklere kadar sorumlu olan bir non-provitamin A karotenoid'dir.
Diger birgok dogal bilesenden farkli olarak, likopen, bitki dokusu matrisinde mevcut
oldugunda isleme i¢in genellikle stabildir. Son zamanlarda, likopen de potansiyel saglik
etkileri ile ilgili olarak calisilmistir. Son ¢alismalar, likopen ve likopen iceren gidalarin
tiketilmesinin  kanser veya kardiyovaskiiler hastalik riskini etkileyebilecegini
disiindiirmektedir, bu hipotezi desteklemek i¢in daha fazla klinik ¢alisma verisi
gerekmektedir (Story ve ark., 2010).

Likopen, meyve ve sebzelerde yaygin olarak dagilmis bir karotenoiddir.
Epidemiyolojik caligsmalar, likopen tliketiminin azalmis kanser riski ile iligkili oldugunu
gostermektedir. Hayvan c¢aligmalari, likopen bilesiginin memedeki dimetilbenz [o]
antrasen (DMBA) kaynakli karsinojeneze karsi koruyucu etki gostermistir. Polisiklik
aromatik hidrokarbonlar; (PAH), iki faz | enzimi, sitokrom P450 1Al ve 1Bl ile
metabolize edilebilen c¢evresel toksik maddelerdir. Bu reaksiyonlarin olusturdugu
irtinler DNA'ya saldiran kisimlardir. Bu genotoksik ara maddeler tarafindan iiretilen
mutasyonun kanser baslangicinda 6nemli bir adim olduguna inanilmaktadir. Uridin
difosfat (UDP) - glukuronosiltransferazlar (UGT) gibi bazi faz Il detoksifiye edici
enzimler, bu genotoksik pargalarin ortadan kaldirilmasini kolaylastirir. Bu ¢alismada,
memede PAH kaynakli karsinojenezi onleyen likopenin mekanizmast MCF-7 hiicre
kiltiirii modelinde arastirilmistir. Likopenin CYP1 enzimleri tizerindeki inhibitor etkisi,
etoksiresorufin-O-deilalaz deneyi kullanilarak rekombinant protein ve hiicre kiiltiiriinde
degerlendirilmistir. CYP1A1l ve 1B1 ve UGT'nin messenger RNA ifadeleri, yar

kantitatif ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu ile tahmin edilmistir. Hiicreler,
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DMBA metabolitlerinden iiretilen DNA lezyonuna karsi fito-bilesimin korunmasini
6lgmek igin DMBA ve likopen ile birlikte muamele edilmistir. Likopen, rekombinant
CYP1A1l ve CYPIBI' inhibe etmistir. MCF-7 hiicrelerinde, likopen uygulamast,
DMBA kaynakli etoksiresorufin-O-deilaz aktivitesini % 20 oraninda hafifge azaltmistir.
Bu arada, mikrozomal UGT aktivitesinde dort kat bir artis gézlenmistir. Bu ¢alisma, faz
I enzim inhibisyonunun ve faz II enzim indiiksiyonunun, PAH kaynakli toksisiteye kars1
belli basli likopen kemoprotektif mekanizmalari oldugunu gostermistir (Wang ve
Leung, 2010).

Giiglii bir antioksidan oldugu one siiriilen likopen, oksidatif stres ile ilgili
hastaliklarda koruyucu bir rol oynayabilir. Likopenin kolestaz patogenezindeki etkilerini
anlamak icin, likopenin oksidatif stres parametreleri ve karaciger dokularinda ve Wistar
albino ratlarinin lenfositlerinde deneysel biliyer (safra kesesi) obstriiksiyonun (engel)
neden oldugu DNA hasar tizerindeki etkileri arastirilmistir. Ratlar 3 gruba randomize
edilmistir. Sham (suni) grubuna suni bir isleme uygulanmistir. BDL grubu safra kanali
ligasyonuna (BDL) tabi tutulmustur ve BDL + L grubu BDL'ye tabi tutulmustur ve 10
mg/kg viicut agirligi kadar likopen ile islem gormiistiir. 7 gilinliik tedaviden sonra
karaciger fonksiyonlari, oksidatif stres parametreleri ve DNA hasar1 degerlendirilmistir.
Likopen tedavisi, BDL ratlarinda karaciger fonksiyon parametrelerini 6nemli 6lgiide
tyilestirmistir. Ayrica likopen, BDL ratlarinda malondialdehit ve nitrik oksit seviyelerini
onemli 6l¢giide diisiirmiistiir ve rediikte glutatyon (GSH) seviyeleri, katalaz, siiperoksit
dismutaz ve glutatyon S transferaz aktivitelerini arttirmigtir. Likopen tedavisi ayrica
BDL ratlariin lenfositlerinde ve hepatositlerinde comet (tek hiicreli jel elektroforezi)
analizi ile degerlendirildigi tizere DNA hasarini azaltmistir. Bu sonuglar, likopenin akut
kolestaz (tikali safra kanallar1) iizerine koruyucu etkileri olabilecegini gostermektedir
(Tokag ve ark., 2015).

Likopen, bitkilerde olusan bir antioksidan karotenoid bilesigidir. Yapilan bir
calismada, domates (Solanum lycopersicum), karpuz (Citrullus lanatus var. Lanatus),
jak meyvesi (Artocarpus heterophyllus), muz (Musa acuminata), tiziim (Vitis vinifera),
portakal (Citrus reticulaa) ve papaya (Carica papaya) taze meyvelerinde likopen
igerigini belirlenmistir. Taze meyve drneklerindeki likopen heksan: etanol: aseton (2: 1:
1) kullanilarak ekstrakte edilmistir. Domates, karpuz, jak meyvesi, muz, {iziim, portakal

ve papayadaki likopen miktarlar1 sirasiyla 104.699 + 0.000, 144.27 £+ 0.001, 4.122 +
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0.000, 31.189 £ 0.001, 10.028 = 0.000, 13.1904 £+ 0.000 ve 45.342 + 0.000 mg/kg
olarak belirlenmistir. En yiiksek likopen miktar1 karpuzda (Citrullus lanatus var.
Lanatus) bulunurken, en diisiik likopen miktar1 jak meyvesinde (Artocarpus
heterophyllus) gozlemlenmistir (Suwanaruang, 2016).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismamizda enzim saflastirllmasinda kullanilan insan eritriositi Van Kizilay

Kan Merkezi’nden bir {inite kan alinip islenerek elde edilmistir.

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Calismalarimizda  kullanilan ~ timokinon,  likopen,  N,N,N',N'-tetrametil
etilendiamin (TEMED), okside glutatyon (GSSG), rediikte glutatyon (GSH), glisin,
potasyum asetat, akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, brom timol mavisi, sodyum
dodesil siilfat (SDS), amonyum persiilfat, AppliChem GmbH’den; serum albumin,
etilendiamintetraasetikasit (EDTA), trihidroksimetilaminometan (TRIS), potasyum
fosfat, potasyum kloriir, izopropanol, B-merkapto etanol, magnezyum kloriir, Sigma
Chemical Comp.’den; sodyum bikarbonat, sodyum hidroksit, amonyum siilfat, sodyum
kloriir, sodyum asetat, hidroklorik asit, fosforik asit, sodyum azotiir, gliserin, potasyum
dihidrojenfosfat, etanol, asetik asit, Coomassie brillant blue G-250, E. Merck AG’den;
B-nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (indirgenmis form, NADPH), B-nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (okside form, NADP") E. Fluka Chemical Corp.’dan; ve 2'5'
ADP-Sepharose 4B Amersham Biosciences’den temin edildi. Elektroforez markiri

SMO0671 fermentas Life Science Thermo Fisher Scientific’ten alindi.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Klinik santrifiij: Hettich EBA 3 S

Klinik santrifiij: Hettich Universal 320

Spektrofotometre: Shimadzu UV Spectrophotometer UV-1800
pH metre: Inolab WTW series pH 720

Elektroforez tanki: BIO RAD (dikey)
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Giic kaynagi: Thermo scientific
Peristaltik pompa: Eyela Micro Tube Pump MP-3
Karstirier (Vorteks) : Mixer VX 20
Hassas terazi: Shimadzu Uni Bloc
Kromatografi kolonu: Sigma 1x10 cm
Otomatik pipetler: Eppendorf, Volac R 880/A,880/D, 880/E
Inkiibator: G24 Enviromental Incubatur Shaker
Sabit sicaklik sirkiilasyon banyosu: Grand Technical. Specification 6G- 20 to 100 °C

Sogutmalr santrifiij: Hettich Universal 320R

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan bidistile su, saf ve deiyonize sudur.

3.1.3.1. Aktivite ol¢iimiinde kullanilan cozeltiler

1. 50 mM Tris-HCI / 1ImM EDTA (pH= 8.0): 0.6057 g (5 mmol) Tris ve 0.0292 g (0.1
mmol) EDTA alinarak 90 mL destile suda ¢oziildii. HCI ¢ozeltisi ile pH 8.0’a ayarlandi.

Daha sonra toplam hacim su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2. 20 mM GSSG Cozeltisi: 65.66 mg okside glutatyon (0.1 mmol) alinarak bir miktar

suda ¢0ziildii. Toplam hacim 5 mL’ye tamamlandi.

3.2 mM NADPH Cozeltisi: 8.3 mg NADPH (9.9 x 10" mmol) alinarak bir miktar suda

¢oziildii. Hacim suyla 5 mL’ye tamamlandi.
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3.1.3.2. Afinite kromatografisi kolonunda kullanilan cozeltiler

1. 50 mM K;HPO4 /1 mM EDTA, 1ImM DTT pH= 7.3 (Kolonunun paketlenmesi ve
dengelenmesi i¢in kullanilan tampon): 8.71 g K,HPO, (50 mmol), 0.292 g EDTA (1
mmol) ve 0.156 g DTT (1 mmol) alinarak 950 ml suda ¢oziildi. pH’s1 7.3’e

ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

2. 0.1 M K-asetat/0.1 M K-fosfat, pH= 7.85 (Numune tatbik ettikten sonra afinite
kromatografisi kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan birinci tampon): 9.8 g Potasyum-
asetat (0.1 mol) ve 17.42 g Potasyum-fosfat (0.1 mol) karigimi 800 ml destile suda
¢ozilildi. pH= 7.85’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

3. 0.1 M K-fosfat/0.1 M KCI, pH= 7.85 (Numune tatbik ettikten sonra afinite kolonunun
yikanmasi i¢in kullanilan ikinci tampon): 17.42 g Potasyum-fosfat (0.1 mol) ve 7.45 g
(0.1 mol) KCIl karistminin hacmi su ile 800 mL’ye tamamlandi. pH’s1 7.85°e

ayarlandiktan sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

4. 50 mM K-fosfat/1 mM EDTA, 1mM GSH, 0.5 mM NADPH, pH= 7.3 (Afinite jeline
tutunmus olan glutatyon rediiktaz enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon): 0.435 g
Potasyum-fosfat, 0.0146 g EDTA, 0.0153 GSH, 0.0208 g NADPH karisim1 45 mL suda

¢oziildii. pH= 7.3’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 50 mL’ye tamamlandi.

5. 0.1 M Na-asetat/0.5 M NaCl (pH= 4.5) (Afinite kromatografisi kolonunun
rejenerasyonu i¢in kullanilan tampon): 4.1 g Sodyum-asetat (50 mmol) ve 14.61 g NaCl
(0.25 mol) alinip bir miktar suda ¢oziildii, pH= 4.5’e ayarlandi ve toplam hacim suyla

500 mL’ye tamamlandi.

6. 0.1 M Tris / 0.5 M NaCl (pH= 8.5) (Afinite kromatografisi kolonunun rejeneresyonu
icin kullanilan tampon): 6.05 g Tris (50 mmol) ve 14.61 g NaCI (0.25 mmol) bir miktar

suda ¢oziildiikten sonra pH= 8.5’e ayarlandi. Daha sonra hacim 500 mL’ye tamamlandi.

7. % 0.02’lik NaNj3 ¢ozeltisi (Kromatografi kolon meteryallerini bakterilerden korumak
icin): 10 mg NaNj3 alinarak 50 ml suda ¢6ziildi.
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3.1.3.3. Elektroforez i¢cin kullanilan ¢ozeltiler

1.) 1.5M Tris-HCI (pH= 8.8): 18.17 g Tris (0.1 mol) tartilarak 80 mLbidistile suda
¢oziildii, pH ayar1 yapildiktan sonra hacmi bidistile su ile 100 mL’ye tamamlanda.

2.) 0.5 M Tris-HC1 (pH= 6.8): 6.057 g Tris (0.1 mol) tartilarak 80 mLbidistile suda
¢oziildii, pH ayar1 yapildiktan sonra hacmi bidistile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.) %30 Akrilamid - %2.7 Bisakrilamid ¢o6zeltisi: 14.6 g akrilamid, 0.4 g bisakrilamid
40 mLbidistile suda ¢oziildii ve hacmi bidistile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

4.) %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak bidistile su
ile hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

5.) %10’luk SDS: 1 g SDS tartilarak bidistile su ile 10 mL’ye tamamlandi.

6.) Yiiritme tamponu: 3.028 g Tris vel4.410 g glisin tartilarak 950 mL bidistile suda
¢oziildi, %10’luk SDS’den 10 mL ilave edildi, pH= 8.3’¢ ayarlandi ve toplam hacim
bidistile su ile 1 L’ye tamamlandi.

7.) Numune tamponu: 1.5 M Tris-HCI (pH= 6.8)’den 2.5 mL, %10’luk SDS’den 4 mL,
%100’1iik gliserinden 2 mL ve B-merkaptoetanolden 1 mL alinarak hacmi bidistile su ile
10 mL’ye tamamlandi.

8.) Jel boyama ¢ozeltisi: 40 mL metanol, 7 mL asetik asit ve 0.025 g Coomassie brillant
blue R-250 reaktifinin ¢6ziilerek hacim bidistile su ile 100 mL’yetamamlandi

9.) 1. Jel yikama ¢ozeltisi: 50 mL metanol, 10 mL asetik asit ve 40 mL bidistile su
karistirilarak elde edildi

10.) II. Jel yikama ¢ozeltisi: 5 mL metanol, 7 mL asetik asit ve 88 mL bidisitle su
karistirilarak elde edildi

11.) Su ile doyurulmus n-biitanol: 10 mL n-biitanol ve 1 mL bidistile su karigtirildi.

12.) % 0.1°1lik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0.01 g indikator,1 mL bidistile su igerisinde

¢oOziindii ve toplam hacim bidistile su ile10 mL’ye tamamland.
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3.2. Yontem

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.1. Kalitatif protein tayini

Afinite kolonundan elde edilen fraksiyonlarin her birinin kalitataif protein
tayinleri yapildi. Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan
triptofan ve tirozinin maksimum absorbans gdstermesi esasina dayanmaktadir (Carlberg
ve Mannervik, 1981). Insan eritrositinden elde edilen enzim numunelerinde Kalitatif
protein tayini bu yonteme gore belirlendi. Frakisyonlar kuvarts kiivetlere alinarak

absorbanslar1 kore karst okundu. Kor olarak eliisyon tamponu kullanildi.

3.2.1.2. Bradford yontemiyle kantitatif protein tayini

Afinite kolonundan elde edilen fraksiyonlarin her birinin kantitatif protein
tayinleri yapildi. Bu yontem o-fosforik asitli ortamda proteinlerin Coomassie Brillant
Blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi ve bu kompleksin 595 nm’de maksimum
absorbans gostermesi esasina dayanir. Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie
Brillant Blue G-250 negatif bir yiike sahiptir ve protein lizerindeki pozitif yiike baglanir.
Boyanin kirmizi (Amax= 465 nm) ve mavi (Amax=595 nm) formu mevcuttur. Proteinin
baglanmas1 kirmizi formun mavi forma doniligiimiinii saglar. Proteine boyanin
baglanmas1 ¢ok hizli gelisir (ortalama 2 dk.). Protein-boya komleksi ¢ozeltilerde uzun
stire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford, 1976).

Olgiim su sekilde gergeklestirildi; 1 mL’sinde 1mg protein ihtiva eden standart
sigir albumin ¢dzeltisinde tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL alindi. Saf
su ile tiim tiiplerin hacmi 0.1 mL’ye tamalandi. 5 ml Coomassie Brillant Blue G-250
reaktifi tiiplere ilave edildi ve vorteks karistirici ile karistirildi. 10 dk inkiibe edildikten
sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak

0.1 mL ayni tampon ve 5 mL Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifinden olusan
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karisim kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pug protein degerleri
standart grafik halinde verildi.

Hazirlanan enzim ¢ozeltilerinden (her bir fraksiyondan) ayri ayr1 0.1mL alindi. 5
ml Coomassie reaktifi ilave edildi ve vorteks ile karistirilarak 10 dkakika inkiibasyona
birakildi. Yine kor olarak 0.1 mL ayni1 tampon ve 5 ml Coomassie reaktifinden olusan
karisim kullanilarak 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Her bir fraksiyon ig¢in

bulunan absorbans degerleri standart grafikten pg.protein degerine donistiiriildii.

3.2.2 Afinite kolonunun hazirlanmasi

10 mL’lik yatak hacmine sahip afinite kolunu i¢in 2.5 gr kuru 2'5'-ADP
Sepharose 4B jeli tartilarak 400 mL destile su ile birka¢ defa yikandi. Olasi kati
maddeler uzaklastirilarak jel sisirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trompu ile
uzaklastirildiktan sonra dengeleme tamponu (50 mM K;HPO, / 1 mM EDTA, 1 mM
DTT, pH= 7.3) ilave edilerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel 1 x 10 cm’lik
kolona yerlestirilerek paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik pompa yardimiyla
dengeleme tamponu ile 3 giin boyunca dengelendi. Kolonun dengelenmis oldugu eluat
ile dengeleme tamponunun 280 nm’de absorbanslarnin birbirine esitlenmesinden

anlasildi. Boylece afinite kolonu saflagtirma yapmak i¢in hazir hale getirilmis oldu.

3.2.3. Insan eritrositinden glutatyon rediiktaz enziminin saflastiriimasi

3.2.3.1. Kan numunelerinin alinmasi ve hemolizat eldesi

Bu amagla Van Kizilay Kan Merkezi’nden bir {inite kan alind1 ve antikoagulanth
tiiplere konuldu. Kanlar alindiktan sonra +4 °C’de muhafaza edildi ve en ¢ok iki giin
icerisinde kullanildi. Esit miktarda numune birakilan tiipler 20 dakika 1.500 rpm'de
santrifiijlendi. Sonra tiiplerin {ist kismindaki plazma ve 16kosit tabakasi dikkatli bir
sekilde alindi. Altta kalan eritrositler 0.154 M NaCl ¢ozeltisi ile iki defa yikanip tstteki
kisimlar atildi. Eritrositler, hacimlerinin 1.5 kati destile buzlu su ile hemoliz edildi.
Hemolizin tam ger¢eklesmesi i¢in 4°C’de yarim saat karigtirildi. Hiicre zarlarmi

uzaklastirmak icin hemolizat 8.500 rpm’de 1 saat santrifiij edildi. Tiiplerin dibindeki
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beyaz renkli hiicre zarlar1 atilip Ustteki hemolizat dikkatli bir sekilde alindi. Hiicre
zarlarindan arindirilmis olan hemolizatin pH’s1 katt sodyum fosfat ile dengeleme
tamponunun pH’st olan 7.3’¢ ayarlandi. Boylece eritrosit hemolizati kolona

uygulanabilecek hale getirildi.

3.2.3.2. Eritrosit hemolizatinin afinite kolonuna tatbiki ve enzim eliisyonu

Insan eritrosit hemolizat1 daha dnceden hazirlanip dengelenmis olan 2',5'-ADP
Sepharose 4B afinite kolonuna uygulandi. Enzim ¢ozeltisinin tamami kolondan
gectikten sonra kirmizi renk tamamen yok oluncaya kadar dengeleme tamponu
gecirilmeye devam edilerek kolonun yikanmasi saglandi. Ardindan, kolondan yikama-I
0,1 M K-fosfat / 0.1 M K-asetat tamponu (pH=7,85) 100 mL gegirilerek ilk yikama
yapildi. Daha sonra kolona 100 mL yikama-Il tamponu (0.1 M K-fosfat/ 0.1 M KCI,
pH=7.85) kolondan gegirildi. Yikama-II tamponu kolondan gegirilirken ayn1 zamanda
spektrofotometre ile yikamanin olup olmadigi kontrol edildi. Yikama ise
spektrofotometrik okumada absorbans degerinin 0.1 olmasiyla tamamlandi. Bu islemle,
kolonun yikanmasi tamamlandi ve eliisyon tamponu (50 mM K-fosfat/1 mM EDTA, 1
mM GSH, 0.5 mM NADPH, pH=7.3) kolona verilerek eliie edildi (Boggaram ve ark.,
1979; Carlberg ve Mannervik, 1981).

Insan eritrosit hemolizatindan saflastirilan GR ile ¢alisilirken literatiirde
kullanilan optimum sartlar uygulandi. Eliisyonlar 3’er mL olacak sekilde tiiplere
alindi, her bir eliisyonun aktivite tayinleri yapildi. Bu c¢alismayla elde edilen enzim
orneklerinin saf olup olmadiklarin1 kontrol etmek amaciyla SDS-PAGE yontemi

kullanilarak elektroforez bantlar: elde edildi.

3.2.4. SDS-PAGE ile enzim safliginin kontrolii

GR enzimi saflastirildiktan sonra % 4-10 kesikli sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanilarak enzimin saflik
derecesi kontrol edildi (Laemmli, 1970). Oncelikle elektroforez plakalar: su ile ve daha
sonra alkol ile iyice yikandi. Plakalarin her iki kenarinda aralik olusturucu c¢ubuklar

kullanilarak plakalar st iiste getirildi ve kiskaclarla tutturuldu. Plakalar
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sabitlestirildikten sonra igerisinde sizdirmayi engelleyen silinger igeren jel hazirlama
kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirlandi ve enjektdrle plakalarin arasina {ist
kesimde 0.3 cm kalincaya kadar dolduruldu. Bu jelin donmasi beklenirken iizerine ince
bir n-biitanol tabakasi dokiilerek jelin piirlizsiiz olmasi saglandi (dokme islemi yana
egilerek yapilir). Bir saat ayirma jelinin donmasi beklenip ayirma jelinin katilagtigi
belirlendikten sonra yigma jeli hazirlandi. Hazirlanan yigma jeli, ayirma jelinin {ist
kismindaki bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarini olusturmak igin tarak jelin
icine dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Tarak uglarinda hava kabarcigi olusmamasina
dikkat edildi (hava kabarcigi olusur ise oksijen, polimerizasyonu inhibe edecek ve
kuyucuklarin alt tarafindaki jel yiizeyinde bozukluga neden olacaktir). Yigma jelinin
katilasmast beklenirken 1slatilmig stizge¢ kagidi sistemin iizerine kapatildi ve jelin {ist
kisminin ¢ok kurumasi engellendi. Yigma jelinin katilastigi belirlendikten sonra tarak
dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak numune kuyular1 belirlendi. Her bir kuyucuk saf su ile
yikandi, daha sonra kuyucuklar yiiriitme tamponu ile dolduruldu ve jel plakalarla
birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina
yiirlitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rneklerine numune tamponu eklendikten sonra
tizerine takip boyasi olarak % 0.1 bromtimol mavisi damlatildi. Toplam hacim 200 pL
olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu eklendi ve bu karisim 65 °C’de su
banyosunda 90 saniye bekletildi. Her bir kuyucuga 20, 30, 40 ve 50 uL enzim Ornegi
ilave edildi. Numuneler ince bir enjektor ile jeldeki kuyulara enjekte edildi. Elektroforez
tank1 kapatilarak alt tarafindan (+) anot, iist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 60
voltta 20 dakika yiiriitiildii ve 6rnekler ayirma jeline kadar gelerek burada birikti. Sonra
akim 80 volt’a c¢ikartilarak numunelerin jelin alt sinirina gelmesine kadar yiiriitme
islemine devam edildi. Numune tamponuna katilan brom timol mavisi ile numune
bantlar1 takip edildi ve takip boyasi asagiya ulastiginda akim kesildi. Yiirlitme islemi
bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatli bir sekilde ¢ikarildi ve jel
boyama c¢ozeltisine birakildi ve calkalayici iizerinde 2 saat bekletilerek boyanmasi
saglandi. Jel boyandiktan sonra ¢ozeltiden cikarilarak I. yikama ¢ozeltisine birakildi.
Daha sonra bantlarin daha iyi belirginlesmesi i¢in jel II. yikama ¢ozeltisine birakildi.
Jelin rengi acilip, protein bantlari belirginlesene kadar calkalayici {izerinde yikanan jel

cikarilarak fotografi ¢ekildi (Sekil 4.3).
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Ayirma jeli: 5 mL 1.5 M Tris-HCI (pH= 8.8), 6.6 mL % 30 akrilamid- % 2.7
bisakrilamid, 0.2 mL % 10’luk SDS, 6.6 uL TEMED, 100 pL % 10’luk amonyum
persiilfat (APS) ve 8 mL bidistile su karigtirildi.

Yigma jeli: 2.5 mL 0.5 M Tris-HCI (pH= 6.8), 1.33 mL % 30 akrilamid % 2.7
bisakrilamid, 0.1 mL % 10’luk SDS, 5 uL TEMED, 50 uL % 10’luk APS ve 6.1 mL
bidistile su karigtirildi. APS ¢6zeltisi taze hazirland1 ve jel ¢ozetisi karistirilirken hemen

APS eklendi.

3.2.5. insan eritrosit GR enziminin alt birimlerinin SDS-PAGE ile molekiil

agirh@inin belirlenmesi

Insan eritrosit GR enziminin alt birimlerinin molekiil agirligmi belirlemek
amaciyla sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Bu metod
proteinleri ve enzimleri denatiire eder. Birden fazla alt birimleri bulunanlar1 ayirir.
Elektroforez resminde gozlenen bant toplam molekiil agirhigr degil, alt birimlerinin
molekiil agirligidir. Bu amagla elektroforez, boliim 3.2.4’te anlatildig1 gibi yapildi.
Ancak molekiil agirligimi belirlemek igin standart proteinlerin yiiriitiilmesi gereklidir.
Bu nedenle molekiil agirliklart 10 kDa ile 170 kDa araliginda degisen standart
proteinlerden olusan kit (Fermentas, SM0671) kullanildi. Jel hazirlanip elektroforez
tankina yerlestirildikten sonra kuyulardan birine 10 pL standartlari ihtiva eden ¢ozelti
yiiklendi. Diger kuyulara ise enzim numuneleri tatbik edilerek yiiriitiildii. Yiirtitme
islemi bittikten sonra jel yikandi ve fotografi ¢ekildi. Enzim ve standartlarin R+ degerleri
R = enzimin ylirime mesafesi / boyanin yiirlime mesafesi formiiliinden hesaplanarak
Ri-log Ma standart grafigi ¢izildi. Bu grafikten ve grafigin denkleminden yararlanarak
R¢ degeri hesaplanan insan eritrosit glutatyon rediiktaz enziminin molekiil agirlig:
hesaplandi (Laemmli, 1970).
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Cizelge 3.1.SDS-PAGE elektroforezi i¢in ayirma jeli ve yigma jeli konsantrasyonlari

Ayirma Jeli Yigma Jeli

Tris-HCI (pH= 8.8) 5mL -
Tris-HCI (pH= 6.8) - 2.5mL
% 30 akrilamid - % 2.7 bisakrilamid 6.6 mL 1.33 mL
% 10’luk SDS 0.2mL 0.1 mL
TEMED 6.6 uL 5uL

% 10’luk APS 100 pLL 50 uL
Bidistile su 8 mL 6.1 mL

3.2.6. Enzim aktivitesinin olciimii

GSSG + NADPH —SR 5 2GsH + NADP*

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi 1ki temel esasa
dayanmaktadir. Birincisi; yukaridaki reaksiyonda reaksiyona giren NADPH 340
nm’de maksimum absorbans vermektedir. Reaksiyon ortamina katilan GR enzimi
NADPH’1n azalmasina sebep olmaktadir. Bu azalma spektrofotometrik olarak 340
nm’de takip edilmektedir (Boggaram ve ark., 1979; Carlberg ve Mannervik, 1981).

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi FAD’li ve FAD’siz olmak iizere iki
degisik Ol¢clim yapilmaktadir. Bazen biri bazen de her iki tiirlii 6l¢lim yapilarak
karsilagtirma yapilmaktadir. Bu c¢alismada FAD (Flavin Adenin Diniikleotid)

kullanilmadan 6l¢iim yapildu.
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Cizelge 3.2. Insan eritrosit GR enziminin aktivite 6l¢iim kiivet icerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Sg)gz/:\llgit;:ite Hacim (puL) Hacim (puL)
50 mM Tris-HCl,
50 50
1 mM EDTA
20 mM GSSG 30 30
2 mM NADPH 50 50
Su Degisken Degisken
3 dakika inkiibasyon
Enzim numunesi - 30

Aktivite olgtim kiivetleri (Cizelge 3.2) gosterildigi gibi 6nce enzim numunesi
katilmaksizin pipetlendi. U¢ dakika inkiibasyon yapildiktan sonra enzim numunesi
kiivete eklenerek spektrofotometreye yerlestirildi ve okuma baslatildi. Baglangigta ve 30
saniyede bir olmak {izere 3 dakika boyunca absorbans degerleri kaydedildi (Boggaram
ve ark., 1979; Carlberg ve Mannervik, 1981).

Enzim tinitesi hesaplamalarinda asagidaki formiil (3.1) kullanildu.

AOD _Vc
—X

= — 3.1
6.22 Ve 3D

A: ml basina enzim iinitesi (EU/mL)

AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi

V.: Olgiimiin yapildig: toplam kiivet hacmi

Ve: Olciimiin yapildig: kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi
f: Seyreltme faktorii

6.22: ImM NADPH’1n olusturdugu absorbans degeri (ekstinksiyon katsayisi)



42

3.2.7. Timokinon ve Likopen Bilesiklerinin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Calismamizda timokinon ve likopen bilesikleri kullanildi.
Timokinon; 2 miligram timokinon bilesigi tartilarak alindi, 25 pL dimetilsiilfoksit
(DMSO) igerisinde ¢oziildii. Daha sonra saf su ile hacmi 5 mL’ye tamamlandi.
Likopen; 5 miligram likopen bilesigi tartilarak alindi daha sonra bir miktar saf suda

¢Oziindiikten sonra saf suyla hacmi 5 mL’ye tamamlandi.

3.2.8. Eritrosit GR enzim aktivitesi iizerine timokinon ve likopen bilesiklerinin

etkilerinin belirlenmesi

Insan eritrositinden saflastirilan glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleri iizerine
timokinon ve likopen bilesiklerinin etkisini belirlemek i¢in kiivet ortamina degisik
konsantrasyonlarda timokinon ve likopen bilesiklerinin ilave edilmesiyle aktivite

degerleri okundu. Aktivite calismalar1 siiresince kiivet igerigi gosterilmistir (Cizelge

3.3).

Cizelge 3.3. Insan Eritrosit GR enziminin timokinon ve likopen bilesiklerine ait aktivite
ol¢iim kiivet icerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Stok Aktivite : .
Cozeltileri Hacim (uL) Hacim (pL)
50 mM Tris-HCl,
50 50
1 mM EDTA
20 mM GSSG 30 30
2 mM NADPH 50 50
Su Degisken Degisken
Timokinon veya Degisken Degisken

Likopen
3 dakika inkiibasyon

Enzim numunesi - 30
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Insan eritrositten saflastirilan GR enzim aktivitesine olan etkilerini
arastirilmasina yonelik olarak timokinon ve likopen bilesikleri ¢alisildi. Bu bilesiklere

ait sonuglar gosterilmistir (Cizelge 4.4).

3.2.9. Insan eritrositi GR aktivitesi iizerine etKkisi incelenen timokinon ve likopen
bilesiklerinin K; degeri, inhibisyon tiirii ve ICsy degerinin belirlenmesine

yonelik calismalar

Timokinon ve likopen bilesikleri degisik konsantrasyonlarda kiivet icerigine
eklenerek GR aktiviteleri olgiildii. Bu aktivitelerden % Aktivite — [Inhibitor] degeri ile
grafikler cizildi. Elde edilen grafik denklemlerinden ICso degerleri hesaplandi.

Timokinon ve likopen bilesiklerinin inhibisyon tiiriinii belirlemek igin insan
eritrositinden saflagtirlan GR aktivitesini yariya diistiren timokinon veya likopen
konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve istiinde 3 sabit timokinon veya likopen
konsantrasyonlarinda uygun 5 substrat konsatrasyonu ile aktivite dlgiimleri yapildi. Elde
edilen degerlerle her bir inhibitor i¢in Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafiklerden

inhibisyon tiirii ve K; degerleri belirlendi. Sonuglar ¢izelge 4.4°de verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Hazirlanan Standart Grafik

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanildi. Yontemle tayin
yapabilmek i¢in onceden standart bir grafik hazirlandi. Bu grafik bilgisayar ortaminda
Microsoft Excel 2010 programi kullanilarak ¢izildi. 10-100 pg protein/mL
konsantrasyon araligindaki protein ¢ozeltileri ile bu ¢ozeltilerin 595 nm’deki
absorbanslar1 arasinda ¢izilen bu standart grafik cizildi. Bu standart grafik yardimiyla
hem homojenat hem de saf enzim ¢ozeltilerindeki protein miktar1 belirlendi.

Standart grafik c¢iziminde kullanilan protein ¢ozeltilerinin konsantrasyonlar1 ve

bu konsantrasyonlara karsilik gelen 595 nm’deki absorbans degerleri sekil 4.1°de

gosterilmistir.
2,5 -

2 -
€
c
w15 1
St)
<
S 1 y =0,0102x + 1,1548
5 R2=0,9882
8
< 05 A

0 T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120
Protein miktar1 (ug)

Sekil 4.1.Bradford yontemi ile proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
standart grafik.

4.2. Insan eritrositi GR Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastiriimasi
Sonuclari

Yapilan calismada insan eritrositi afinite kromatografisi ile saflastirilan GR

enzim numuneleri i¢in elde edilen sonuclar sekil 4.2°de verilmistir.
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4.2.1. Insan eritrositi glutatyon rediiktaz enzimi icin saflagtirma sonuclar

Eritrosit hemolizati i¢in mL’deki enzim {initesi 0.230 EU/mL, mL’deki protein
miktar1 da 149.256 mg protein/mL olarak bulundu.
Eritrosit hemolizati homojenati i¢in spesifik aktivite asagida gosterildigi gibi

hesaplandi.

BU/mML 0230 _ o 00es 4.1)

mg protein /mL ©149.256

Insan eritrositinden saflastirilan enzim ¢ozeltisinin Bradford yontemi ile kantitatif
protein tayini yapildi. Ayrica enzimin aktivitesi belirlenerek enzim tnitesi EU/mL
cinsinden hesaplandi. Glutatyon rediiktaz enziminin enzim tinitesi hem hemolizatta hem
de saflastirma sonucunda elde edilen eliisyonlarda belirlendi. Insan eritrositinden
saflastirilan enzim ¢6zeltisi igin mL’deki enzim tnitesi 1.233 EU/mL, mL’deki protein
miktart da 0,12863 mg/mL olarak hesaplandi.

Saflagtirilan insan eritrositi glutatyon rediiktaz enziminin igin spesifik aktivite

asagidaki gibi bulunmustur.

EU/mL 1233 _ g 5geg 4.2)
mg protein /mL  0.12863
Saflastirma orant ise;
Spesifik Aktivitel ~ 9.5856 _6224.416 4.3)

Spesifik Aktivite2  0.00154
olarak hesaplandi.
Bu degere gore eritrosit hemolizatinin dogrudan afinite kolonuna uygulanmasi
sonucunda enzim hemolizattan 6224.416 kat saflastirildi.
Saflastirilan fraksiyonlardaki protein miktart 595 nm’de verilen standart egrinin
regrasyon denkleminden her bir fraksiyon i¢in pg/mL protein miktarlart belirlendi.

Grafikten de anlasilacag: iizere yaklasik 7-15 nolu fraksiyonlarin hem yiiksek protein
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miktar1 ve hem de yiiksek enzim aktivitesi gosterdigi goriillmektedir (Sekil 4.2).

50 - - 1,6

~ O
E 40 - o £
= —&—Protein Miktan1 - 12 S
% 30 | —m— Enzim Aktivitesi Q_J/
= D
z - 08 £
S 20 - 2
= <
= .
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Sekil 4.2. Afinite kolonundan alinan insan eritrositi franksiyonlarinin kalitatif protein
tayinleri ve aktivite degerleri.

Cizelge 4.1. Insan eritrositi GR’nin saflastirma basamaklari

Saflastirma Aktivite(EU/mL) Toplam  Protein Toplam Toplam  Spesifik Verim  Saflastirma
Basamaklar: Hacim (mg/mL)  Protein Aktivite  Aktivite (%) Katsayisi
(mL) (mg) (EV) (EU/mg)

; . ", 0.230 40 149.256 5970.24 9.2 0,00154 100 1.0
Insan eritrositi

NHS-Activated

Sepharose 4 1.233 20 012863 25726 266 95856 50  6224.416
Fast Flow

Kromatografisi

4.3. Insan eritrositi GR’nin SDS-PAGE ile Safhiginin Kontrolii

Insan eritrositinden afinite kromatografisi ile saflastirilan enzimin (GR) safligini
kontrol etmek ve molekiil agirligini belirlemek i¢in SDS-PAGE yo6ntemi kullanildi. Bu
amacla % 4-10 kesikli dikey SDS-PAGE elektroforez sistemi uygulanarak birkag
kuyucuga saf enzim, en uctaki iki kuyucugada protein markir1 doldurularak proteinler
yiritildi. Elektroforez jeli tizerinde elde edilen bantlar1 gosteren fotograf sekil 4.3’te

gosterilmektedir.
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Sekil 4.3. Insan eritrositinden saflastirilan GR enziminin jel elektroforez fotografi ve
standart belirte¢ (markir)’in orijinal gdostergesi.

4.4. Insan eritrositi GR’nin Alt Birimlerinin SDS-PAGE ile Molekiil Agirhginin
Belirlenmesine Ait Sonuclar

Insan eritrositi GR’nin alt birimlerinin molekiil agirliklarmin belirlenmesi béliim
3.2.4’te anlatildigr gibi gergeklestirildi. Enzim numuneleri SDS-PAGE’de yiiriitiildi.
Elde edilen bantlarin fotograflari ¢ekildi. Yiiriitiilen standartlarin ve enzimlerin Ry
degerleri 6l¢iiliip hesaplanarak Goreceli Gog (Ry) — log M standart grafigi ¢izildi. insan
eritrositi glutatyon rediiktaz enziminin molekiil agirlig: ¢izilen grafik denkleminden 53
kDa olarak hesaplandi.
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Sekil 4.4. Insan eritrositi GR enziminin SDS-PAGE ile altbirimlerinin molekiil
agirliklarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik.

45, Insan eritrositi GR Aktivitesi Uzerine Timokinon ve Likopen Bilesiklerinin
Etkilerinin Belirlenmesine Ait Calisma Sonuclari

Insan eritrositinden saflastirilan GR aktivitesi {izerine timokinon ve likopen
bilesikleri c¢aligildi. Bu bilesiklerden elde edilen sonuglar gizelge 4.2-4.3 ile sekil 4.5-
4.6’te gosterildi.

Cizelge 4.2. Insan eritrositindeki GR’nin timokinon konsantrasyonuyla degisen aktivite
ve % aktivite degerleri

I (uM) 0 1218 2436  36.54  48.72
EU 0279 0230 0.241 0.204 0.165
%AKkt. 100 92115 8238 73.118 58.98
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Sekil 4.5. Insan eritrositindeki GR iizerine timokinon bilesiginin etkisi.

Cizelge 4.3. Insan eritrositindeki GR nin likopen konsantrasyonuyla degisen aktivite ve
% aktivite degerleri

I (uM) 0 9.315 13.973 18.630 23.288 27.945
EU 0193 0.181 0.162 0.145 0.129 0.118
%AKkt. 100 9356 84.12 7513 66.84 61.14
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Sekil 4.6. Insan eritrositindeki GR iizerine likopen bilesiginin etkisi.

Cizelge 4.4. Insan eritrositi GR i¢in bulunan ICs Ve K; degerleri ve inhibisyon tiirii

inhibitor ICso Ki Inhibisyon tiirii
Timokinon 62.12 uM 57.71 uyM Yarigsmasiz
Likopen 35.79 uM 46.65 UM Yarigmasiz

4.6. Insan Eritrositi GR Aktivitesi Uzerine Inhibitér Etkisi Gosteren Timokinon ve
Likopen Bilesiklerinin Inhibisyon Tiiriiniin Belirlenmesine Ait Calisma

Sonuclari

Insan eritrositinden saflastirilan glutatyon rediiktaz enzimi aktivitesi iizerine
inhibisyon etkisi gosteren timokinon ve likopen bilesiklerinin inhibisyon tiiriinii
belirlemek igin boliim 3.2.9’de anlatildigi gibi ayni bilesigin 3 uygun inhibitor
konsantrasyonu ve 5 substrat konsantrasyonu belirlenerek aktivite degerleri 6lgiildii. Bu
degerlerden Lineweaver-Burk grafiklari ¢izildi. x ekseni iizerinde kesisen dogrularin
olusturdugu grafigi veren timokinon ve likopen bilesiklerinin inhibisyon tiirii yarismasiz

inhibisyon olarak belirlendi.
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Sekil 4.7. Insan eritrositi GR aktivitesi iizerine timokinon bilesiginin etkisi.
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Sekil 4.8. Insan eritrositi GR aktivitesi iizerine likopen bilesiginin etkisi.



5. TARTISMA VE SONUC

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.8.1.7) okside glutatyonu (GSSG) rediikte
glutatyona (GSH) katalizleyen spesifik bir antioksidan enzimdir. Glutatyon (GSH) ¢ok
fonksiyonlu tripeptid antioksidandir, okside glutatyonun (GSSG) indirgenmis seklidir.
Hiicresel GSH/GSSG orani, glutatyon rediiktaz tarafindan diizenlenmistir. Glutatyon
metabolizmasi, sistemdeki tiim canli hiicrelerde kiikiirdiin metabolik diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir; GSH ve GSSG toplam1 300: 1 oran olarak hesaplanmistir. GR
ekspreyonu, glutatyon seviyesinin artmasi veya azalmasinin, hiicre igi yiizeylerde
oksidatif strese neden oldugunu gostermektedir. Glutatyon rediiktaz, hiicre i¢i strese
kars1 hiicre canlilif1 ve stabilitesini arttirmanin yani sira GSH / GSSG homeostazi,
mitokondri ve kloroplastin sitotoksisitesi igin kritik bir biyobelirte¢ olarak kabul
edilebilir (Zhao ve ark., 2009; Ithayaraja, 2011).

Glutatyon, zararli kimyasal tiirlerin detoksifikasyonunda yer alan hiicre boyunca
diisiik formda sitoplazma, kloroplast ve mitokondride bulunur. Modern kavramlara
gore, ¢esitli organ ve hastaliklarda cogu patolojinin gelisimine, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) asin1 iiretilmesi ve antioksidan sistemin tiikenmesi eslik etmektedir. GR
aktivitesinin eksikligi, ilaca bagli hemolitik anemi, hipoplastik anemi, trombositopeni,
oligophreni, homozigot hemoglobin C hastaligi, Gaucher hastalig1 ve alfa talasemi gibi
bircok klinik komplikasyonla iligkilendirilmistir (Banu ve Kazim, 2008; Agarkov, 2009;
Ithayaraja, 2011).

Calismamizda GR insan eritrositinden afinite kromatografisi yontemi ile tek
basamakta saflastirildi ve karakterize edildi. Saflastirilan GR enziminin saflastirma
katsayist 6224 kat ve spesifik aktivitesi 9.586 EU/mg protein olarak hesaplandi.
Glutatyon rediiktaz koyun beyninden % 40 verimle yaklasik 1000 kat saflastirtlmistir.
(Acan ve Tezcan, 1989). Bagka bir ¢alismada, GR, gokkusag: alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) karacigerinden, dort basamakta % 41 verimle 1654 kat saflastirilmistir
(Tekman ve ark., 2008). Hindi karacigerinden GR enzimi saflastirilmis ve karakterize
edilmistir. GR enzimi % 10.75 verim ile 2476 kat saflastirilmis ve spesifik aktivite
606.67 EU mg protein™ olarak hesaplanmustir. (Taser ve Ciftci, 2012). Yaptigimiz



54

calismada yiiksek bir saflastirma katsayisi ile tek basamkta insan eritrositinden GR
basarili bir sekilde saflastirilmistir.

Afinite kromatografisi, bir molekiiliin veya bir molekiil grubunun, iki molekiil
arasindaki oldukca spesifik biyolojik etkilesime dayanan karmasik karisimlardan segici
bir sekilde saflagtirilmasi esasina dayanan bir yontemdir. Etkilesim tipik olarak geri
dontigiimliidiir ve saflagtirma isleminde hedeflenen protein veya enzim, karmasik bir
karistmin parcgast olarak mobil bir fazdayken bir yiizeye hareketsiz hale getirilmis
molekiillerden biri olan bir ligand kullanilarak bifazik bir etkilesimle elde edilir.
Yakalama asamasini genellikle yikama ve eliisyon takip eder, bu da yiiksek oranda
saflastirilmis proteinin geri kazanilmasini saglar. Yiiksek diizeyde segicilige sahip olan
bu yontemle tek adimda birkag yiiz ile birkag¢ bin kat saflastirma yapilabilir. Bu yiizden
saflastirma islemlerinde genellikle afinite kromatografisi yontemi tercih edilir. (Urh ve
ark., 2009).

Calismamizda 2',5'-ADP Sepharose 4B kolon dolgu maddesi kullanilarak afinite
kromatografisi yontemi ile saflastirma yapildi. Lopez-Barea ve Lee tarafindan yapilan
bir calismada, DBA/2J farelerinin karacigerinden glutatyon rediiktaz, amonyum siilfat
fraksiyonu ve 8-(6-aminoheksil)-amino-2’-fosfo-adenosin difosforiboz ve N°-(6-
aminoheksil)-adenosin 2°, 5’-bisfosfat-Sepharose kolonlart kullanilarak iki afinite
kromatografisi adimi ile saflastirilmistir. (Lopez-Barea ve Lee, 1979). Baska bir
calismada, domuz eritrositlerinden 2',5'-ADP Sepharose afinite kolonu, DEAE-seliiloz
iyon degisim kolonu, 2',5'-ADP Sepharose afinite kolonu ve Sephadex G-150 jel
filtrasyon kromatografisi kullanarak glutatyon rediiktaz enzimini dort basamakta
saflagtirllmistir (Boggaram ve ark., 1979). Glutatyon rediiktaz, koyun karacigerinden
homojenat, amonyum siilfat fraksinasyon, 2'.5'-ADP  Sepharose-4B afinite
kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi olmak tizere dort adimda saflagtirma
yapilmistir. (Ulusu ve ark., 2005). Ototrofik bir ortamda biiyiitiilen Phaeodactylum
tricornutum hiicrelerinden GR saflastirilmistir. Hiicre ekstraktinin hazirlanmasi, % 20
doygunluga amonyum siilfat eklenmesi ve ardindan anyon degisimi ve afinite etkilesimi
kromatografisi (Blue-A- ve 2 ', 5° - ADP-Sepharose) yontemleri ile GR enzimi birkag
adimda saflastirilmistir (Arias ve ark., 2010). Benzer ¢alismalarla karsilastirildiginda,

bu calismada amonyum siilfat ¢oktiirmesi, anyon degisimi kromatografisi, jel filtrasyon
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kromatografisi gibi ek yontemlere gerek kalmadan afinite yontemi ile tek basamakta GR
enzimi saflastirildi.

Bu caligmada insan eritrositinden saflastirilan GR enziminin safli§1 ve molekiiler
agirhigi SDS-PAGE ile belirlendi ve jelin iizerinde 53 kDa olan tek bir bant
gbzlemlendi. Ancak bu enzimin bir homodimer oldugu ve ger¢ek molekiil agirliginin
100 kDa’nun biraz iizerinde oldugu (2x53 kDa) diisiincesindeyiz. Bunu anlamk igin jel
filtrasyon kromatografisi ya da nativ elektroforez yapilmasi gerekirdi. Bu islemler
calismanin bir yiiksek lisans tez ¢alismasi olmasi ve zamanin yetersizligi nedeniyle
yapilamamigtir. Bulunan molekiil agirligi SDS-PAGE elektroforezi ile yapilan ve
enzimin alt birimlerinin molekiil agirligidir. Homodimer yapidaki protein yada enzimler
ayni yerde elektroforez bandi verdiklerinden tek bir leke olarak goriiniirler. Enzimin
gercek molekiil agirligi tabi elektroforez ve jel filtrasyon kromatografisi ile
belirlenebilir. Bunlar da olduk¢a zahmetli ve zaman alan islemlerdir. SDS-PAGE jel
elektroforezi ile bulunan ve 53 kDa olan GR enziminin monomerinin molekiil agirlilig:
cok sayida literatiirle de benzerlik gostermistir. Baska bir c¢alismada, Chromatium
vinosum bakterisindeki glutatyon rediiktaz belirgin bir homojenlige kadar saflastirilan
GR enziminin SDS-PAGE ile molekiiler agirlig1 52 kDa olarak belirlenmistir (Chung ve
Hurlbert, 1975). DBA/2J farelerinin karacigerinden saflastirilan glutatyon rediiktazin
molekil agirhigi 105 kDa olan bir dimer olarak belirlenmistir (Lopez-Barea ve Lee,
1979). Glutatyon rediiktaz, sigir karacigerinden saflastirilmistir. Enzim 5456 kat ve %
38.4 verimle saflastirilmistir. Enzimin molekiiler agirligit SDS-PAGE ile 55 kDa olarak
bulunmustur (Ulusu ve Tandogan, 2007). Arias ve ark. yaptigr bir c¢alismada, GR
Phaeodactylum tricornutum hiicrelerinden saflastirilmistir. GR enziminin molekiil
agirhi@gi nativ poliakrilamid jel elektroforezi ile 118 kDa olan bir dimer olarak
belirlenmistir. (Arias ve ark., 2010). Glutatyon rediiktaz enzimi hem prokaryotik hem de
Okaryotik organizmalarda bulunur. Ayn1 zamanda GR, hiicrelerin kloroplast, sitozol ve
mitokondri kisimlarinda yer alir. Glutatyon rediiktaz, 2 x 52 kDa'luk bir homodimerik
flavoproteindir ve oksidatif strese karsi hiicre i¢in kritik olan hiicre i¢i bir indirgeme
ortaminin korunmasinda 6nemli bir antioksidan enzimdir (Zhao ve ark., 2009). Bu

yiizden GR enziminin molekiil agirlig1 farkli kaynaklarda degigsmektedir.
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Oksidatif stres uzun zamandir kanser gelisiminde ve ilerlemesinde rol
oynamaktadir, bu da antioksidan tedavinin kanserden korunma saglayabilecegini
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, bir¢ok primer tiimoriin antioksidan enzimleri ¢ok
yiiksek seviyelerde asir1 eksprese etmesi ve kanser hiicrelerinin ilag dozlara karsi
direncine yol agmasi nedeniyle tatmin edici olmayan sonuglar vermistir (Calvert ve ark.,
1998; Hussain ve ark., 2003; Cabello ve ark., 2007). Yiiksek GSH seviyeleri cesitli
timor tiirlerinde goriiliir ve bu neoplastik dokular1 kemoterapiye daha direngli hale
getirir. Bu nedenle glutatyon (GSH) sistemi, kanserin ilerlemesini onlemede ve
kemodirence kars1 tibbi miidahale i¢in en 6nemli hedeflerden biridir. Bu yilizden kanser
tedavisi arastirmalarinda, GSH biyosentezinin inhibisyonu ile GSH bilesigini azaltma
amaglanmaktadir. GR inhibisyonu, GSH tilkenmesine ve GSSG birikimine sebep olur.
Bu yiizden, son zamanlarda yapilan bir¢ok ¢alismada antioksidan bir enzim olan GR
enziminin inhibisyonu, antikanser ve antimalarial ila¢ gelisimi i¢in 6nemli bir arastirma
alan1 olusturmaktadir. Bu enzimin ¢esitli kimyasallar, metaller ve dogal antioksidan
bilesiklerle inhibisyona ugradigi gozlemlenmistir (Calvert ve ark., 1998; Estrela ve ark.,
2006; Traverso ve ark., 2013). Ornegin; Plasmodium falciparum glutatyon rediiktaz
(PfGR) enzimi tropikal sitmaya karst bir ila¢ hedefi olarak ortaya ¢ikmustir. PfGR
enzimi, tedavi edici konsantrasyonlarda antimalarial ilag metilen mavisi ile inhibe
edilmistir ve nonkompetitif inhibisyon i¢in K; degeri 6,4 pM olarak bulunmustur
(Féarber ve ark., 1998).

Fura-2 floresan goriintiileme metodu kullanilarak PC12 hiicrelerinde hiicre i¢i
Ca®* konsantrasyonu ([Ca’ *] i) iizerine karmustin (1,3-bis (2-kloroetil) -1-nitrozoiire)
bilesiginin (kemoterapi ilaci) etkileri incelenmistir. Karmustin (100uM), yaklagik 3 saat
icinde gelisen kalsiyumda (Ca+2) gecikmis bir artisa neden olmustur. Bu etki, butiyonin
siilfoksimin (glutatyon sentez inhibitorii) ile on isleme tabi tutulan hiicrelerde
arttirilmistir. Karmustin bilesiginin L tipi Ca®" kanallar ile hiicre dist Ca** akisini
indiikledigi ve GR inhibisyonundan kaynaklanan oksidatif stresin aracilik ettigi
sonucuna varilmistir (Doroshenko ve Doroshenko, 2004).

Demir ve ark. yaptig1 bir ¢alismada, tavuk karacigerinden saflastirilan GR
aktivitesi iizerine bazi antibiyotiklerin etkileri aragtirllmistir. Ofloksasin, levofloksasin,

sefazolin ve sefepim antibiyotiklerinin saf GR aktivitesi lizerine in vitro etkileri
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belirlenmistir. Biitiin antibiyotikler GR aktivitesini inhibe etmistir. Bu antibiyotikler i¢in
IC50 ve Ki degerleri sirasiyla; ofloksasin i¢in 0.159 mM ve 0.5840 + 0.3121 mM,
levofloksasin i¢in 0.090 mM ve 0.3833 + 0.2725 mM, sefazolin i¢in 14.871 mM ve
34.5002 £+ 4.2628 mM ve sefepim i¢in 4.589 mM ve 4.9504 + 3.8928 mM olarak
bulunmustur (Demir ve ark., 2006).

Tiyol redoks durumu (TRD), hiicre i¢i oksidatif stresi yansitan onemli bir
parametredir ve ¢esitli normal ve anormal biyokimyasal islemlerle iligkilidir. Glutatyon
rediiktaz (GR), TRD'nin homeostazinda kritik bir enzimdir. Enzimin inhibisyonu
TRD'yi arttirmak i¢in kullanilabilir. Cesitli GR inhibitorlerinin raporlarina ragmen,
maya GR'ye kars1 IC50=647 uM'ye sahip bir antikanser ilaci olan N, N-bis (2-kloroetil) -
N-nitrosotire, literatiirde en yaygin kullanilan GR inhibitorii olmaya devam etmektedir.
2 - asetilamino - 3 - [4 - (2 - a setilamino - 2 - karboksietil siilfanilthio karbonilamino)
feniltio karbamoilsiilfanil] propiyonik asit (2-AAPA) geri donilisiimsiiz bir GR
inhibitori olarak belirlenmistir. CV-1 hiicrelerinde, 2-AAPA (0.1 mM), 20 dakikada %
97 GR inhibisyonu, % 25 GSH azalmasi ve GSSG'de 5 kat bir artig liretmistir (Seefeldt
ve ark., 2009).

Hwang ve ark. yaptigi bir c¢aligmada, plumbagin bilesiginin HepG2
hepatoselliiler karsinoma hiicreleri ve ayrica LLC akciger kanseri hiicreleri, SiHa
servikal karsinoma hiicreleri lizerindeki etkisi incelenmistir. Plumbagin, HepG2 hiicre
canliligini doza bagl bir sekilde onemli 6lgiide azaltmistir. Plumbagin ayrica GR'nin
aktivitesini de diislirmiistiir. Plumbagin ve GR inhibitdrii olan sodyum arsenit, hiicre i¢i
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyelerini arttirmistir ve bu artis, HepG2 hiicrelerinde
ROS siipiiriicii N-asetil-sistein (NAC) ile 6n isleme tabi tutularak Onemli olgiide
azaltilmistir. Sonug olarak, plumbagin, TrxR ve GR ile dogrudan etkilesime girerek ve
bdylece hiicre i¢i ROS seviyelerini artirarak antikanser etkisi gostermistir (Hwang ve
ark., 2015).

Dalmizrak ve ark. yaptigi bir ¢aligmada glutatyon rediiktaz (GR) ve hiperisin
arasindaki etkilesim arastirilmistir. Buna gore, hiperisin, GR aktivitesi iizerine etkili bir
inhibitor etkisi gostermistir. Degisken substrat GSSG oldugunda, inhibisyon tipinin
kompetitif oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte, degisken substrat NADPH

oldugunda, inhibisyon tipi lineer karisik tip yarismali goriinmektedir. Genel olarak,
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fotodinamik tedavide reaktif oksijen tiirlerinin olusumu yoluyla oksidatif stresin
desteklenmesindeki roliiniin yani sira, hiperisin de kanser hiicrelerini GR'yi inhibe
ederek zayiflatabilir (Dalmizrak ve ark., 2018).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) aerobik hiicreler tarafindan fizyolojik olarak
iretilir ve hiicre yaralanmasi kosullarinda {iretimi artar. ROS'un fizyolojik seviyeleri
kritik hiicre i¢i sinyal yollarina aracilik eder ve hiicre yasami i¢in gereklidir. Bu tiirler
hem toksik hem de yararli bilesikler olarak ikili bir rol oynamaktadir. Diisiik veya orta
seviyelerde, ROS hiicresel tepkiler ve bagisiklik fonksiyonu {izerinde faydali etkiler
gosterir. Yiksek konsantrasyonlardaki ROS, tiim hiicre yapilarina hasar verebilecek
zararli bir siire¢ olan oksidatif stresi olusturur. Bununla birlikte, asirt ROS olusumu
hiicre hasar1 ve 6liimiine neden olur (Halliwel, 2007; Pham-Huy ve ark., 2008).

Bu c¢alismada antioksidan Ozellikleri olan timokinon ve likopen bilesiklerinin
GR aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi arastirildi ve 6nemli 6lgiide inhibisyon etkisi
gozlemlendi. Ayni zamanda yapilan birgok c¢alismada timokinon ve likopen
bilesiklerinin antioksidan, antikanser, antihipertansif ve antitimor ozellikleri
incelenmistir. Khattab ve Nagi tarafindan yapilan bir ¢alismada, N(omega)-nitro-L-
arjinin metil esteri (L-NAME) ile nitrik oksit sentezinin kronik inhibisyonu olusmus
ratlarda Nigella sativa tohumlarmin ugucu yagindan elde edilen timokinon (TQ)
bilesiginin koruyucu etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda L-NAME ile
indiiklenen hipertansiyona ve antioksidan akivitesi ile bdobrek hasarina karst TQ
bilesiginin koruyucu etkisi oldugu belirlenmistir (Khattab ve Nagi, 2007).

Fitokimyasal bilesikler, kanser hastalarinda smirli toksisiteye sahip yeni nesil
antikanser ajanlar olarak ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan bir ¢alismada Nigella sativa
tohumlarinin ana bileseni olan timokinonun (TQ) daha uzun yasama, in vitro kanser
hiicrelerinin istilast ve in vivo olarak timor biiyiimesi iizerindeki potansiyel etkisi
arastirillmistir. Bu baglamda, TQ tedavisinin HDAC2 proteinlerinin 6nemli bir
inhibisyonuna neden oldugu belirlenmistir. Mevcut deneysel bulgular 1518inda,
timokinon ve analoglarinin tek basina antikanser ajan olarak veya sisplatin gibi
kemoterapoétik ilaglarla kombinasyon halinde klinik potansiyele sahip oldugu sonucuna

varilmistir (Attoub ve ark., 2012).
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Sisplatin (CDDP), ¢esitli tiimor tipleri i¢in kullanilan gii¢lii antikanser ajanidir.
Timokinon (TQ), kemoterapiler i¢in antikanser ve kemo modiilatorii olarak biiyiik
dikkat ¢eken dogal olarak olusan bir bilesiktir. Alaufi ve ark. yaptigi bir ¢alismada,
normal oral epitel hiicrelerinin aksine, insan oral skuamoz hiicreli karsinom hiicrelerine
karst timokinon, CDDP ve bunlarin kombinasyonlarinin potansiyel sitotoksisitesi
incelenmistir. CDDP benzer sekilde hem kafa hem de boyun skuamoz hiicreli karsinom
hiicrelerini (UMSCC-14C) ve normal oral epitel hiicrelerini (OEC) 6ldiirmiistiir (Alaufi
ve ark., 2017).

Likopen, meyve ve sebzelerde yaygin olarak dagilmis bir karotenoiddir.
Epidemiyolojik ¢alismalar, likopen tiiketiminin azalmig kanser riski ile iligkili oldugunu
gostermektedir. Klinik hayvan g¢alismalari, likopen bilesiginin memedeki dimetilbenz
[a] antrasen (DMBA) kaynakli karsinogeneze karst koruyucu etkisi oldugunu
gostermistir (Wang ve Leung, 2010).

Calismamizda GR insan eritrositinden afinite kromatografisi yontemi ile
saflastirildi ve saflagtirma igsleminde ek bir yonteme gerek kalmadan sadece afinite
kromatografisi yontemiyle tek basamakta basarili bir saflastirma islemi gergeklestirildi.
Saflagtirma katsayis1 6224 ve spesifik aktivite 9.586 EU/mg protein olarak belirlendi.

Son zamanlarda yapilan bir¢ok calismada, GR enziminin inhibisyonu ile kanser
hiicrelerinin zayifladigi goézlemlenmistir. Bu ¢alismada da Saf GR enzimi aktivitesi
tizerine antoksidan bilesikler olan timokinon ve likopen bilesiklerinin inhibisyon etkisi
incelendi. Timokinon ve likopen sirasiyla 62.12 uM ve 35.79 uM ICsy degerleri ile
onemli Olgiide inhibisyon etkisi gosterdi. Bu sonuglar GR aktivitesi iizerine inhibisyon
etkisi gosteren timokinon ve likopen bilesiklerinin kanser tedavisinde antikanser ajanlar
olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Radyoterapi, kanser tedavisi i¢in en Onemli terapilerden biridir. Radyoterapi,
DNA kirilmalarina ve diger hiicresel bilesenlere zarar veren serbest radikallerin
tiretilmesiyle kanser hiicresi biiylimesinin inhibisyonunu saglar. Radyoterapinin klinik
kullanimi ile iligkili ana konulardan biri radyoterapi direncinin gelismesidir (Belka,
2006; Fitzgerald ve ark., 2008).

Tiimdr hiicrelerinin radyasyon direnci gelistirdigi mekanizmalar karmasiktir ve

katalaz, sliperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GP) ve glutatyon rediiktaz
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(GR) gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonu (fonksiyonel protein iiretimi) nedeniyle
olabilir (Belka, 2006; Fitzgerald ve ark., 2008).

Radyoterapi direncini azaltmak i¢in farmakolojik olarak birkag¢ temel yaklagim
basartyla uygulanmistir. Tiyoller radyoterapiye karsi kanser direncinde énemli bir rol
oynamaktadir. Tiyollerin neden oldugu kanser direnci mekanizmasi, tiyollerin serbest
radikalleri sonlandirma kabiliyetine baglanmaktadir. Glutatyon (GSH), memeli
hiicrelerinde en yaygin non-protein tiyoldiir. GSH, serbest radikalleri, glutatyon disiilfit
(GSSG) 'ye oksitlenerek sonlandirir. GSH'nin serbest radikallerin sonlandirilmasindaki
onemi nedeniyle, GSH tiikenmesinin radyasyona ve diger kemoterapdtik tedavilere
kars1 kanser duyarlilig1 tizerindeki etkileri hakkinda ¢ok sayida rapor belgelenmistir. En
kapsamli ¢alisilan GSH tiikenme ajani, GSH biyosentezinde hiz belirleyici enzim olan
y- glutamil sistein sentetazin bir inhibitdrii olan butiyonin siilfoksimindir (BSO).
BSO'nun GSH’yi etkili bir sekilde tiikettigi ve radyasyona ve diger kemoterapotik
maddelere kars1 kanseri duyarli hale getirdigi gosterilmistir (Meister, 1991; Fojo ve
Bates, 2003)

GSH metabolizmas: ile ilgili diger bir enzim glutatyon rediiktazdir (GR, EC
1.8.1.7). GR, hiicre i¢i ortamin azalmasini saglamak i¢in GSSG'nin GSH'ye
indirgenmesini katalize eder. Bu enzimin inhibisyonunun, bir tiyol oksidatif stres
durumu yaratan GSSG birikimine yol agtigi gosterilmistir. Bununla birlikte, GSSG
artisinda ortaya c¢ikan tiyol oksidatif stresin radyasyona karsi kanser duyarliligini
arttirdigl  gézlemlenmistir. Son zamanlarda, Coleman ve arkadaslari; 2-deoksi-D-
glikozun, glukoz metabolizmasini bloke ederek ve pankreas kanserini radyasyona karsi
duyarl hale getirerek GSSG seviyelerini arttirdigin1 gostermistir (Kassahun ve ark.,
1994; Cereser ve ark., 2001; Coleman ve ark., 2008).

GSH/GSSG orani ile yansitilan tiyol redoks tamponu, hiicrenin esas redoks
tamponudur. Hiicre i¢i indirgeme ortaminin temeli olan GSH/GSSG’nin yiiksek orani,
oncelikle GSSG’nin GSH'ye indirgenmesiyle GR tarafindan korunur. GR'nin
inhibisyonu, hiicre ici tiyol oksidatif stresi arttiran GSSG birikimine yol acar. Sonug
olarak, hiicrelerin oksidatif stresin neden oldugu hasara karsi daha duyarli olmalari
muhtemeldir. Tutarli olarak, GR aktivitesinde bir artisin radyoterapi direncine bagl

oldugu bulunmustur. Bu nedenle, GR’nin inhibisyonu yoluyla hiicresel tiyol oksidatif
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stresindeki bir artisin, kanser hiicrelerini radyasyonun maruz kaldigi oksidatif stres
hasarma daha duyarli hale getirmesini beklemek makul olacaktir. (Cereser ve ark.,
2001; Aon ve ark., 2007; Coleman ve ark., 2008).

Bu calismada timokinon ve likopen bilesiklerinin GR enzimini inhibe etmesiyle
GSH olusumu engellenmis ve GSSG birikmesi meydana gelmistir. Sonu¢ olarak bu
bilesiklerin de kanser tedavisinde GR inhibisyonu ile oksidatif stres olusturarak kanser
hiicrelerinin gelismesini engelleyecegi ve diger antioksidanlar gibi tedavi siirecine katki
saglayacagl diisiincesindeyiz. Elbette bu c¢alismamiz ile ilgili iddiali ifadeler
kullanamayiz. Ancak bu in vitro ¢alismamiz daha ileri tibbi, farmakolojik ve in vivo

aragtirmalar1 destekleyecek niteliktedir.
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