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Thymus kotschyanus’ta Glutatyon ve Glutatyon S-transferaz Enzim Aktiviteleri ile
Malondialdehit Diizeyi’nin Belirlenmesi

Determination of Glutathione and Glutathione S-transferase Enzyme Activities and Malondialdehyde Level
in Thymus kotschyanus Plant

Derya CAY DEMIR?

0z

Hiicrelerde ya da dokularda olusan radikal oksijen
tiirlerinin  konsantrasyonundaki artisin antioksidan
kapasiteden fazla olmasi durumunda oksidatif stres
olusur. Olusan bu oksidatif stresin basta kanser olmak
tizere kardiyovaskiiler hastalik, diyabet, parkinson,
alzheimer gibi bir¢ok hastaliga yol actig1 yapilan ¢ok
sayida calisma ile ortaya koyulmustur. Organizmalar
serbest oksijen radikallerinin olusturdugu oksidatif
hasara karst organizmayr koruyan antioksidan
savunma mekanizmalarina sahiptir.

Lamiaceae familyasindaki bir¢ok  bitkiden,
antioksidan Ozellikleri dolayisiyla, geleneksel tipta
yaygin olarak faydalanilmaktadir. Bunun yaninda
farmakoloji, kozmetik ve aromaterapi gibi alanlarda
da  bu bitkiler 6nemli bir rol oynamaktadir.
Lamiaceae familyasindaki thymus tiirleri {izerine ise
¢ok sayida calisma yapilmis ve siklikla antioksidan
ve antimikrobiyal 6zellikleri lizerinde durulmustur.

Bu calismann  amact  kekik  (Thymus
kotschyanus) bitkisinin oksidatif stres dizeyini ve
bazi antioksidan aktivitelerini  belirlemek ve
literatiirdeki diger calismalarla karsilastirmaktir. Bu
baglamda Hakkari vyoresinden toplanan kekik
(Thymus kotschyanus) bitkisinin gulutatyon ve
glutatyon-Stransferaz aktivitesi ile malondialdehit
diizeyi belirlenmistir. Elde edilen veriler ise
literatiirdeki diger verilerle karsilastirilmistir.

Anahtar  kelimeler: Thymus  kotschyanus,
Malondialdehit, Glutatyon, Glutatyon S-transferaz

, Ibrahim Hakki YORUK?

ABSTRACT

Oxidative stress occurs when the increase in the
concentration of radical oxygen species in cells or
tissues is greater than the antioxidant capacity.
Numerous studies have shown that this oxidative
stress causes many diseases such as cancer,
Parkinson's, Alzheimer's, cardiovascular disease and
diabetes. Organisms have antioxidant defense
mechanisms that protect the organism against
oxidative damage caused by free oxygen radicals.

Many plants in the Lamiaceae family are widely
used in traditional medicine due to their antioxidant
properties. In addition, these plants play an important
role in fields such as pharmacology, cosmetics and
aromatherapy. There have been studies on many
properties of thymus species from the Lamiaceae
family, especially antioxidant and antimicrobial.

The aim of this study is to determine the oxidative
stress level and some antioxidant activities of thyme
(Thymus kotschyanus) plant and to compare it with
other studies in the literature. In this context,
oxidative stress level (Malondialdehyde) and some
antioxidant enzyme activities (Glutathione and
Glutathione S-transferase) of thyme (Thymus
kotschyanus) plant collected from Hakkari region
were determined. The obtained data were compared
with other data in the literature.

Keywords: Thymus kotschyanus, Malondialdehyde,
Glutathione, Glutathione S-transferase
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Serbest radikaller, atomik vya da
molekiiler yapida olup, bir veya daha fazla
eslesmemis  elektrona  sahip, oldukca
kararsiz ve kisa Omiirlii, diisik molekiil
agirhigina sahip ve cok  reaktif
metabolitlerdir (1, 2). Reaktif oksijen turleri
(ROS), normal aerobik metabolizmada bir
yan Uriin olarak Tretilir ve kararli hale
gelebilmek  icin  bagka  molekiillerle
etkilesime girme yoluyla dis yoriingedeki
elektronunu esler (3). Oksidatif strese neden
olan ROS, “siiperoksit radikali (0%),
hidrojen peroksit (H20), hidroksil radikali
(HO), singlet oksijen (O21]), Hipoklorid
(HOCI), peroksil radikali (ROO), organik
peroksit radikali (RCOO), perhidroksil
radikali (HO.), alkoksil radikali (RO)”
seklinde siralanabilir (4). Oksidatif stres,
metabolizmada olusan serbest radikaller ile
bunlara karsi metabolizmayr savunan
antioksidanlar arasmndaki dengenin serbest
radikaller lehine bozulmasi sonucu olusur
(5). Mitokondriyal elektron transport
zincirinden veya NADPH’nin
uyarilmasindan kaynaklanan ROS’nin asir1
iiretilmesi sonucu olusan oksidatif stres,
DNA, protein, lipid ve membranlar gibi
bircok hiicresel yapida hasara neden olur (6,
7). Oksidatif stres, olusturdugu hasarlar
sonucu, basta kanser olmak Tlizere
hipertansiyon, urolithiasis, obezite,
arteroskleroz, pulmuner fibrosis,
miyokardiyal enfeksiyon, dislipidemi, astim,
katarakt, alzheimer, parkinson, sistemik
lupus  eritromatozu  ve  inflamatuar
bozukluklar gibi bircok ndrodejeneratif

hastaligin patogenezinden sorumludur (8, 9,
10).

Organizmalar serbest radikallerin
hasarlarindan viicudu korumak ve ROS
seviyesini diislirmek i¢in ¢esitli antioksidan
savunmalar gelistirmislerdir (11).
Antioksidan savunma, ROS olusumunun
engellenmesi yani oksijenin, katalitik metal
iyonlarmm ve baglatict reaktif {irlinlerin
uzaklastirilmasi ya da bunlarin
konsantrasyonunun engellemesi veya
azaltilmasi1 seklinde gerceklesir. ROS’larin
inaktif ~ hale  getirilmesini  saglayan
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GIRIS

antioksidan savunma dort prensiple ¢alisir:
toplayict  (reaktif  oksijen tiirlerine
baglanarak onlar1 yakalar veya kararl
duruma getirerek zayif ve tesirsiz yeni bir
molekiile c¢evirir), baskilayict (ROS ile
reaksiyona giren antioksidanlar, hidrojen
vererek bunlarm zararlh etkilerini azaltabilir,
yok edebilir ya da reaksiyon hizini
azaltabilir), onaric1 (ROS’larin lipit, protein
ve DNA gibi yapilarda olusturduklari
tahribat  onarilr) ve  zincir  kirici
(antioksidanlar, ROS’lar1 kendilerine
baglayip zincirlerini kirar bunun sonucunda
ROS  iireten reaksiyon  durdurulmus
oksiradikallerin islevi engellemis olur). Bu
dort prensibin  diginda hiicresel kinaz
kayiplarini engelleyip oksidasyon
reaksiyonlarmi durdurmak ve SOD benzeri
antioksidan enzimler ile nonenzimatik
antioksidanlarin  sentezini artirmak gibi
fonksiyonlar1 da vardir (12). Antioksidan
savunma endojen ve eksojen olarak
gerceklesir. Endojen savunma enzimatik ve
non-enzimatik olarak smiflandirilir.
Enzimatik antioksidanlar; katalaz (CAT),
slperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyonS-
Transferazlar (GST) ve glutatyon rediktaz
(GR) seklinde siralanabilir (13).

Reaktif oksijen tdrleri, lipit, protein ve
niikleik asitler ile etkilesime girerek hiicrede
hasar olustururlar. Lipit peroksidasyonu,
reaktif oksijen radikalleri tarafindan, hiicre
memranlarindaki doymamis yag asitlerinin
aldehit, alkol, hidroksi yag asitleri, pentan,
etan ve Dbenzeri irilinlere yikilmasi
reaksiyonudur. MDA  (malondialdehit),
metabolizmada radikallerin lipit
oksidasyonu  sonucunda  olusmaktadir.
MDA, doymamis yag asitlerinin non-
enzimatik peroksidasyonu nedeniyle
olugmakla birlikte, eikazonoidlerin
enzimatik metabolizmasi, prostaglandin
biyosentezi, trombositlerde arasidonik asit
katabolizmas1 nedeniyle de olusabilmektedir
(14). MDA’nin dokulardaki seviyeleri, uzun
Oomiirlii ve yliksek reaktiviteye sahip olmasi
sebebiyle, 1960’l1  yillardan itibaren
peroksidasyonun siddetini belirlemek i¢in
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kullanilmaktadir (15, 16). Plazmada
konsatrasyonu artan MDA’nin, niikleik
asitlere, proteinlerin amino gruplarma ya da
fosfolipitlere baglanmast yoluyla toksik
etkiye yol agmas1 kanser basta olmak {izere
diyabet, akciger, karaciger ve parkinson gibi
birgok hastaligin patogenezine neden olur
(17, 18).

Glutatyon (GSH), temel gorevi hiicrenin
islevsel ve Onemli proteinlerini serbest
radikallere kars1 korumak olan, organizmada
pek cok hicrede bulunan, kofaktdr olarak
izomerasyon reaksiyonlarina katilan ayrica
da sistein icin depo gOrevi yapan bir
tripeptitdir (y-glutamil-L-sistein-glisin).
GSH, ROS’a kars1 hiicreyi koruyan savunma
sistemi icin ¢ok dnemlidir. GSH, glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) enziminin
katalizledigi peroksidazlarm indirgenmesi
reaksiyonlarinda elektron vericisi olmasinin
yaninda nonenzimatik reaksiyonlarda 22
radikalle reaksiyona girer. Ilk islevi serbest
radikalleri  temizlemek ve H202’yi
azaltmaktrr. Oksidatif stres iirlinii olan
H202’yi, glutatyon peroksidaz (GSH- Px)
enzimi ile suya doniistiiriir. Bu sirada GSH
(rediikte  glutatyon), GSSG’ye (okside
glutatyon) dontstir. GSSG ise glutatyon
rediiktaz (GR) ile tekrar GSH’a doniisiir (19-
21)

2 GSH + H,0, _SSHPX, GSSG + 2H20

GSSG + NADPH—CRy 2GSH +
NADP

Glutatyon S- transferaz (GST) enzimi,
hiicrelerde olusan endojen toksinlerin yok
ederek veya degisime wugratarak, suda
¢ozlnebilen son Urin olan merkapturik asit

olusumunu saglayan detoksifikasyon
metabolizmasinin ilk basamagini
katalizleyen = dolayisiyla ~ homeostasisi
diizenleyen Faz II metabolizmasi

enzimlerindendir. Primer yapisini olusturan
amino asit zincirine gore GST’nin yedi
izoenzimi bulunmaktadir. Bu izoenzimler
“alfa, mii, pi, sigma, theta, zeta ve omega”
seklindedir (22). GST, yapisinda spesifik
olmayan hidrofobik gruplarm varlig1 ve ¢ok
sayida izoenzim bulundurmasi sayesinde
GSH ile endojen ve eksojen hidrofobik
elektrofillerin  baglanmasint saglar. Bu
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gorevini ¢ok sayida cevresel kirleticileri,
kanserojenik bilesikleri, ilaglar1 ve daha
pekcok bilesigi substrat olarak kullanarak
gerceklestirir. iki protein alt birimine sahip
bir dimer olan GST, hem ksenobiyotik hem
de GSH igin birer baglanma bolgesi
bulundurmaktadir. Dolayisiyla GST
enziminin  ¢alisabilmesi icin  GSH
zorunludur (23). Bu anlamda GST’nin
Onemli gorevlerinden biri
ksenobiyotiklerdeki  reaktif  elektrofilik
merkezlerin  detoksifiye edilmesi igin
GSH’in tiyol (-SH) grubuna baglanmasini
saglayan reaksiyonlar1 Kkatalizlemek, diger
onemli 1islevi ise nonsubstrat ligandlari
(safra tuzu, bilirubin, yag asiti vb.) GSH ile
baglamak ve prostoglandin izomerizasyonu
saglamaktir (24).

Calismamizda  kullamigimiz ~ Thymus
kotschyanus (kekik), genel olarak akdeniz
bolgesinde yayilis gosteren Lamiaceae
familyasindan olup, en yaygm thymus
turlerinden  biridir ~ (25).  Lamiaceae
familyasin iilkemizde 46 cins ve 586 tiir ile
cesitlilik gdstermektedir ve bu tiirlerin 260’1
endemiktir. (26). Lamiaceac familyasi ve
Ozellikle de thymus turleri (zerine cokca
calisma yapilmis ve bu ¢alismalarin
cogunlugu ise antioksidan ve antimikrobiyal
calismalar olmustur. Dolayisiyla Thymus
tlirlerinden elde edilen antioksidanlar, basta
geleneksel tip olmak iizere aromaterapi,
farmokoloji  ve  kozmetik  alanlarinda
kullanilmaktadir. Geleneksel tipta ve halk
arasinda kekigin kullanim alanlari, sindirim
slirecini tyilestirmek, solunum
bozukluklarini tedavi etmek, aromatik bir
bilesen olmasi1 dolayisiyla baharat veya bitki

cay1 olarak, antibakteriyel, antiviral,
antifungal, antioksidan olarak, pestisit
ozellikleri nedeniyle bitkilerin

korunmasinda, spazm giderici ve sedatif etki
seklinde siralanabilir (25, 27-29).

Yapisinda ugucu yaglar, alkaloidler,
kumarinler, flavonoidler, fenoller,
saponinler ve tanenler gibi cesitli biyolojik
bilesikler barmndirir (30). Esansiyel yaglarin
kimyasal bilesimi ¢evresel  kosullar,
ontogenetik, hava ve sicaklik, hasat dncesi
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ve sonrast ve genetik faktorler nedeniyle
degisebilir (31).

Bu calismada amacimiz  Thymus
kotschyanus bitkisinin yaprak kismindaki
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MDA, GSH, GST duzeylerini belirlemek ve
literatiirdeki diger calismalarla
karsilastirmaktir.

MATERYAL VE METOD

Bitki Materyali
Thymus kotschyanus (kekik) bitkisi

Haziran aymmda  Hakkari  Yiksekova
mevkiinden toplanmstir.
Thymus  kotschyanus’un  sistematik

olarak tanilanmasi “Flora of Turkey and The
East Aegean Island”a gore belirlenmistir

(32).
MDA Tayin Yontemi

Lipid peroksidasyonu igin bir gosterge
olan MDA icin duzey belirlemede Heath ve
Packer (1968)’1n gelistirdigi  yontem
caligilmistir. Bu yonteme gore; 0,5 g yaprak
dokusu  almip, %  0,I'lik TCA
(trikoloroasetik asit) icinde homojenize
edildikten sonra santriflj edilmis ve 6rnegin
2 mL’si tizerine 2 mL % 0,5’lik TBA
(thiobarbiturik asit) eklenmistir. Elde edilen
karigim 95 °C’de su banyosunda 30 dakika
bekletilmis, daha sonra buz banyosunda hizl
bir sekilde sogutulmus, ardindan 15 dakika

10.000 rpm’de tekrar santrifiij edilmistir.
Son alorak  oOrneklerin  absorbanslar
spektrofotometrede 532 ve 600 nm’de
okunmustur (33).

GSH Tayin Yoéntemi

GSH igerigi Akerboom ve Sies'e (1981)
gore belirlendi. Toplam GSH igerigi i¢in
420 nm dalga boyunda 1 dakikalik
absorbans degisimi hesaplandi (34).

GST Tayin Yontemi

GST aktivitesi tayini icin Habig vd.
(1974)’e  gore  hazirlanan  reaksiyon
karistmina 100 pL ekstrakt ilave edilmek
suretiyle reaksiyon ilerleyisi 344 nm’de 1
dakika sirede spektrofotometrede izlenerek
sonuglar kaydedildi (35).

Istatistik

Istatistiksel ~ analizler “ortalama+SD”
seklinde, SPSS (versiyon 25) programinda
yapilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Calismamizda her parametre i¢in 8 6l¢lim
yapildi. Olctimler T80+ UV-VIS
Spectrometer cihazinda yapildi. Her 6lgim
sonrast  cihazin  kalibrasyonu  yapild.
Olgiimler neticesinde yapilan hesaplamalar
sonucu ortalama MDA dizeyi 13,63
nmol/ml, GSH aktivitesi 0,5 U/ml, GST
aktivitesi ise 0,34 U/ml bulunmustur (Tablo
1)

Tablo 1. Thymus kotschyanus Bitkisinin MDA,
GSH ve GST Ortalamasi

MDA GSH GST

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

Thymus 13,63 = 05+ 0,34 +
kotschyanus 1,17 0,003 0,001

Lamiaceae Familyasina ait tiirler, olduk¢a
genis yayillim ve tir cesitliligi gosterir.
Ozellikle bu calismada kullanilan Thymus
cinsine ait literatiirde olduk¢a fazla calisma

var. Antioksidan diizeyi ile ilgili ¢caligmalar
da azimsanamayacak kadar fazladir. Ancak
bu ¢alismada kullanilan tir olan Thymus
kotschyanus’ta, arastirilan MDA, GSH, GST
parametrelerine  ait  direkt  olglimlere
rastlanilmamustir.

Yapilan bir calismada kekik yagi ile
timol’lin (kekik yaginin temel
bilesenlerinden biridir) si¢anlar {izerine
antioksidatif etkisi arastirilmis ve kekik yagi
ve timoliin rasyona katilmasinin si¢anlarin
bobrek, karaciger, kalp ve  beyin
fosfolipidlerinin yapisindaki coklu
doymamis yag asitleri diizeylerinin kontrol
grubuna kiyasla arttigi bildirilmistir (36).
Kekik iizerine yapilan bagka bir ¢alismada
kekik ekstresinin yogurttaki antioksidan
kapiseteye etkisi aragtirllmis ve ve kekik
konsantrasyonu ile yogurttaki antioksidan
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kapasite arasinda pozitif bir iligki oldugu
gorilmiis ve artan kekik konsantrasyonu ile
iligkili olarak antioksidan kapasitesinin
arttigr  belirtilmistir (37). Yapilan farkl
calismalarda kekik bitkisinin, i¢erdigi timol
ve karvakrol dolayisiyla giiglii antioksidan
etkisi oldugu bildirilmistir (38, 39).
Ghasemi ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir
calismada diger thymus turlerine gore
Thymus kotschyanus’un timol igerigi ve
ucucu yag verimi daha yliksek bulunmustur
(25). Nickavar ve Esbati (2012), 3 thymus
tiriinii  antioksidan kapasite bakimindan
incelenmis, Thymus kotschyanus’un orta
duzeyde bir supiirme kapasisi oldugunu
bildirmis ve antioksidan aktiviteye katkida
bulunan fenolik bilesikler bakimindan ise
orta ve alt diizeyde oldugunu bulmuslardir
(40). Siahbalaei ve ark. (2020) Thymus
kotschyanus’un da aralarinda bulundugu 4
bitki Uzerinde protein oksidasyonu ve
antioksidan  aktiviteyi arastirmislar ve
sonucta; yaptiklari ¢alismada kullanilan
bitkilerden elde edilen tiim ugucu yaglarin,
glikoz oksidasyonu, lipid peroksidasyonu,
protein oksidasyonu, protein glikasyonuna
kars1 giiglii antioksidan aktivite sergiledigini
ve amilaz ve glukozidaz aktivitelerine karsi
anti-diyabetik  etkilere sahip oldugunu
bildirmiglerdir (41). Yilmaz yaptig1 bir
calismada sarkaca bitkisinin MDA diizeyini
yaprakta 529 nmol/ml, cicekte 934 nmol/ml
, soganda 629 nmol/ml olarak tespit etmis,
bu calismada ise (13,63 nmol/ml) disik
tespit edilmistir (Tablo. 1) (42). Yapilan bir
calismada yilan otu bitkisinin GST diizeyi
aragtirtlmis ve Tatvan yoresinden toplanan
bitki Orneklerinde GST dizeyi en yiiksek
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(110,72 unit/gr), Bitlis, Mutki ve Adilcevaz
yorelerinde ise sirasiyla 68,80 unit/gr, 10,71
unit/gr ve 15,12 unit/gr olarak tespit
edilmistir (43). Bu c¢alismada ise GST
diizeyi (0,34 unit/ml) yilanotu bitkisine gore
diisik bulunmustur (Tablo. 1). Erez’in
(2009) c¢alismasinda MDA  diizeyleri
Thymus kotschyanus uygulanan Pisum
sativum ve Hordeum vulgare bitkilerindeki
sirasiyla 169,948,  212,339; kontrol
grubunda ise 59,4978, 107,422; GSH degeri
10,7748, 12,7925; kontrol grubunda ise
16,5262, 16,1490; GST degeri Thymus
kotschyanus eklenen bitkilerde 0,648, 0,51;
kontrol grubunda ise 0,297, 0,658; GR
degeri ise 0,134, 0,729 kontrol grubunda
0,176, 0,434 bulunmustur (44). Bu
¢alismada bulunan GSH (0,5) ve GST (0,34)
degerleri bu bitkilere kiyasla diisiik bir
degerdir (Tablo. 1). Giray Kurt (2007) misir
(Zea Mays) bitkisi lizerine yaptigi bir
caligmada GST aktivitesini (0,04 U/ml) bu
calismadaki kekik bitkisine gore diisiik,
GSH aktivitesini (0,66 U/ml) ise yaklasik
olarak benzer bir degerde bulmustur (45).
Ozelgi (2020), Morus nigra (karadut)
iizerine yaptig1 bir calismada GST (4,1
U/ml)  aktivitesini  cahistigimiz  kekik
bitkisine gore ylksek, GSH (0,3 U/ml)
aktivitesini ve MDA (4,86 U/ml) dizeyini
ise diistik bulmustur (46). Demirhan ve ark.
(2021) Capsella bursa-postaris  (coban
cantasi) ve Tribulus terrestris (¢oban
cokerten) bitkileri {izerine yaptiklari bir
calismada ¢oban ¢okerten (2,31 nmol/ml) ve
coban cantasi(3,3 nmol/ml) bitkilerinin
MDA duzeylerini kekik bitkisinden daha
diisiik bulmuslardir (47).

SONUC VE ONERILER

Canli organizmalarin metabolik
faaliyetleri sonucu yasam boyu
olusturduklart endojen ve eksojen kaynakl:
serbest radikaller, metabolizmadaki normal
isleyis neticesinde antioksidan savunma
sistemleri ile baskilanir. Normal bir
metabilizmada antioksidan savunma sistemi
ve serbest radikal olusum hizi arasindaki
denge korundugu miuddetgce bir sorun
olusmaz. Antioksidan savunma ile serbest
radikal olusum hiz1 arasindaki dengenin

serbest radikal lehine bozulmasi sonucunda,
patolojik problemlere yol acabilen oksidatif
stres meydana gelir. Olusan oksidatif stres,
biyolojik ~ makromolekullerin  oksidatif
modifikasyonu sonucu Klinik,
epidemiyolojik ve deneysel caligmalarla
gosterilen yaslanma, kanser ve diger pek ¢cok
hastaligin artmasina neden olur (48). Son
yillarda serbest radikallerin beslenmeyle
olan iliskileri de ortaya ¢ikinca, konu bilim
adamlarinca daha yogun ve genis capta
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aragtirtlmaya  baglanmigtir. ~ Antioksidan
maddelerin ya da antioksidan yonuyle
zengin yiyeceklerin, serbest radikaller ve
aktif oksijen tarafindan olusturulan oksidatif
hasar1 azaltma yonlinde yardimci olarak
kullanilabilecegi bildirmistir (49).

Sonu¢ olarak bu c¢alismada kekik
(Thymus kotschyanus) bitkisinin
antioksidan aktivitesi ve oksidatif stres
duzeyi arastirilmistir. Calismada kullanilan
kekik (Thymus kotschyanus) bitkisinin
MDA dizeyi (13.63 nmol/ml), GSH (0,5
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U/ml) ve GST (0,34 U/ml) enzim aktiviteleri
belirlenmistir. Bu degerler bazi1 bitkilere
gore yiikksek bazi bitkilere gore diisiik
bulunmustur. Sonugta  kekik  (Thymus
kotschyanus) bitkisinin MDA, GSH ve GST
degerlerinin dogrudan tayini yapilmis ve
literatiire kazandirilmistir. Kekik (Thymus
kotschyanus) bitkisinin canlidaki
antioksidan etkisi Uzerine hayvan deneyleri
gibi daha ileri g¢alismalara gerek oldugu
disiinilmektedir.
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