DUZCE . LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
UNIVERSITES]

DOGAL KAYNAKLARDAN GLUTATYON ELDE EDiLMESI,
SAFLASTIRILMASI VE FARMASOTIK FORMDA
DEGERLENDIRILMESI

FATMANUR BOSTAN

DOKTORA TEZIi
DOGAL BITKIiSEL VE KOZMETIK URUNLER ANABILIiM DALI

DANISMAN
PROF. DR. UFUK KOCA CALISKAN

DUZCE, 2024



T.C.
DUZCE UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGIiTIM ENSTITUSU

DOGAL KAYNAKLARDAN GLUTATYON ELDE EDiLMESI,
SAFLASTIRILMASI VE FARMASOTIK FORMDA
DEGERLENDIRILMESI

Fatmanur BOSTAN tarafindan hazirlanan tez ¢aligmasi asagidaki jiiri tarafindan Diizce
Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Dogal, Bitkisel ve Kozmetik Uriinler Anabilim
Dali’nda DOKTORA TEZI olarak kabul edilmistir.

Tez Danismani
Prof. Dr. Ufuk KOCA CALISKAN

Diizce Universitesi

Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Ufuk KOCA CALISKAN
Diizce Universitesi

Prof. Dr. Haydar GOKSU
Diizce Universitesi

Dog. Dr. Ceyhan HACIOGLU
Diizce Universitesi

Prof. Dr. Seyhun YURDUGUL
Bolu Abant izzet Baysal Universitesi

Dr. Ogr. Uyesi Yasin HAZER
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi

Tez Savunma Tarihi: 17/09/2024



BEYAN

Bu tez caligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin asamalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez ¢aligmasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu
tezin ¢alisilmasi1 ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarimi ihlal edici bir davranigimin

olmadigini beyan ederim.

17 Eyliil 2024

Fatmanur BOSTAN



TESEKKUR

Doktora 6grenimimde, bu tezin hazirlanmasinda gosterdigi her tiirlii destek ve yardimdan
dolay1 ¢cok degerli hocam Prof. Dr. Ufuk KOCA CALISKAN’a en igten dileklerimle
tesekkiir ederim. Tez izleme komitemde yer alan Prof. Dr. Haydar GOKSU ve Dog. Dr.
Ceyhan HACIOGLU” na destekleri ve yardimlarindan dolay1 tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismam boyunca laboratuvar olanaklarimi sunan, malzeme ve cihaz destegi
saglayan Nobel Ilag¢ Arge’ ye ¢ok tesekkiir ederim. Analitik analizlerde sagladig
katkilardan dolayr Farmasotik Arge Uzmam Mukaddes DIKCI, karakterizasyon
caligmalarinda Farmasotik Arge Teknisyeni Cabir DIKCI ve Farmasétik Arge Uzmani
Sinem YETIM ve liyofilizasyon ¢aligmalarinda Farmasotik Arge Uzmani Pelin irem

SERT’e degerli katkilarindan dolay: tesekkiirlerimi sunarim.

Akademik egitimim boyunca yardimlarini ve desteklerini esirgemeyen, bu hayattaki en
biiylik sansim oldugunu diisiindiigim sevgili ailem, basta babam Cetin BOSTAN, annem
Vesile BOSTAN ve kardesim ibrahim BOSTAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Her
zaman yanimda olan desteklerini hep hissettigim sevgili arkadaslarim Giilce GURALP,

Kiibra CELIK ve Yasemin ACAR’a ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora siirecinde en zor zamanlarda desteklerini her daim hissettigim Cemre TOSUN

ve Siimeyye ZARF TOKAN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak, doktora egitimim siiresince TUBITAK 2244 Sanayi Doktoras1 Programi
kapsaminda 118C153 numarali “T1ibbi ve Aromatik Bitkilerden Katma Degeri Yiiksek
Hammadde Eldesi” isimli projede bursiyer olarak destekte bulunan TUBITAK a tesekkiir

ederim.

Bu tez calismasi, Diizce Universitesi 2023. 14.02.1383 numarali Bilimsel Arastirma

Projesiyle desteklenmistir.

17 Eyliil 2024 Fatmanur BOSTAN



ICINDEKILER

Sayfa No
SEKIL LISTEST c.uueuvteteiieeenererereeeesesesesesesssesesssssesssessssssssssssesesssssens viii
CIZELGE LISTESI cououeieeerereeereeeenenesesiseessesesessssssssssesssesssssssessssssssssase X
KISALTMALAR .cccrrrrnnnenttiiiiiiccsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess xi
SIMGELER .....c.cciinincnsinscncnsissinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssses xii
OZET cccooeiiinnniiiiisinsnnnniecssssssssnsessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses xiil
ABSTRACT ..ocouerrriiiinicnnnnnicssssssssnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses Xiv
EXTENDED ABSTRACT ......ccccoitiinnnnssrsnnnnnnnieiicccccsssssssssssssssssssssssssssscss XV
Lo GIRIS woeeeteeeeeceenereneseesesesessssssssssesessssssasssssessssssssasassessssasasssasenes 1
1.1. GLUTATYON’UN YAPISI VE FONKSTYONLARL........ccccecevrerereerererererensesens 1
L.1.1. GSH S@NUEZI c.ueceeeirurisuecsensuecsuecsensancssicsssssnsssessesssncsssssssssesssssssssssssssssasssassssssssses 2
1.1.2. GSH UN YAPISLuuetierrriessnecssancsssnncsssscssssscssssasssssesssssssssssessssssssssssssssssssnsssssnssss 3
1.1.3. GSH ve Redoks SinyalleSme.......cccceeeeveicssnicssnnicssnnccssnncssssnesssnessssnossssscssnsees 4
1.1.4. GSH’1n Antioksidan FOnKSIYyONU..........ccoviicnveicssnicssnnicssnncsssnessnsncssssscssnsecs 5
1.1.5. Glutatyon ve Biyotransformasyomn........cccccceececcsserccssseccssnnesssnessssnossssscssnsecs 6
1.2. GLUTATYONUN ANALITIK YONTEMLERLE BELIRLENMESiI............ 8
1.2.1. UV-Vis Spektrofotometresi ile Glutatyon Analizi.........ccceceeruercuensueccneennns 8
1.2.2. Florimetrik Yontem ile Glutatyon Analizi........cccccceeveeiescerininrcscnrcscnrcsnnnes 9
1.2.3. Biyoliiminesans ile Glutatyon Analizi ..........ccccceeveeevuensecssnecsuenssnensenccnecnnes 9
1.2.4. Kapiler Elektroforez ile Glutatyon Analizi........cecceeveecsuensuecsuecsseecsnensnnnene 10
1.2.5. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Glutatyon Analizi
.................................................................................................................................. 10
L.2.5.1. HPLC UV .ottt 10
1.2.5.2. HPLC-Elektrokimyasal Dedektor (HPLC-ECD)..............cccccoveevuvannnne.. 11
1.2.5.3. HPLC-FL.....oooooooooooeoeeeooeeeeeeeeee e 12
1.2.6. S1vi Kromotografi- Kiitle Spektrometrisi (LC-MS), (LC-MS/MYS) ile
@ L1110 0) 112N 1 T2 11 13
1.3. DOGAL KAYNAKLARDAN GLUTATYON ELDE EDILMESINE
YONELIK YAPILAN CALISMALAR ...cccoiiiniiniinnicnnisssissssisssssssssssssssssssssssssssons 14
1.4. HIDROJELLER ...couuininninninncnscinssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 15
1.4.2. Fiziksel Capraz Baghh Hidrojel........ccuiioniiiivriciserinssnninssnncssnncssnnncssnsncsnns 16
1.4.3. Kimyasal Capraz Bagli Hidrojel ..........ccoeiivvricvvurinssnrinsnncssnrcssnncssnnncsnns 16
1.5. ENJEKTE EDILEBILIR HIDROJELLER ......ccovtsuenninsnncnsensssscnssssssancs 16
1.5.2. Enjekte Edilebilir Hidrojel Hazirlamak Icin Kullanilan Materyallerin
OZEIHKIET i ouvcvuncrnncnnncnnsinscsscsscssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 17
1.5.2.1. DOZAL POLIMEF ...........ccueeeiiiiieieseee e 18
1.5.2.2. Sentetik Polimer ... SRS 19
1.6. GLUTATYONUN FARMASOTIK DEGERLENDIRILMESI .....ccceseuueunnce 20
2. MATERYAL VE YONTEM....cocoeinnerenenensensensensensensensessessensensense 22
2.1. BITKI ORNEKLERININ TEMINI ccucouniurincnnincincnsinsisscnsscnssscnssensssscssens 22

2.2. REAKTIFLER VE KIMYASALLAR ..uooveuireueeeresesessssessssssssssssssssssssssssnssssnee 22



3.

2.3 CTHAZILAR . c.eeeeeeeeeeerevensesessssessssssssssssssssssnsasssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssnssssnes 22

2.4. KIMYASAL COZELTILER VE HAZIRLANISLARL.......c.ceveverrerererrereranes 23
2.5. GLUTATYON (GSH) EKSTRAKSIYONU VE ULTRAViYOLE
DEDEKTORLU HPLC (HPLC-UV) METODU ......cccererrrereenenesesenasesesesesssesens 25
2.5.1. Sulu Numuneden Liyofilize Bitki Orneklerin EKstraksiyonu................. 25
2.5.2. Sulu Numuneden Taze Bitki Orneklerin Homojenizator ile
EKStraKSiyONU.....uuiiciciicsinicssnicssnncssssncssssnssssscssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssess 26
2.5.3. Glutatyon Iceriginin Ultraviyole Dedektérli HPLC (HPLC-UV) ile
Kantitatif TayiNi....ccivieniniinnniinnniiinnninnnninnsninsssnessssnsssssnessssesssssessssssssssssssssecs 26
2.6. GLUTATYON EKSTRAKSIYONU VE FLORESANS DEDEKTORLU
HPLC (HPLC-FLD) METODU .....uccocveteerererereressenesessssssssssessssssssssesssssssssssesssssesess 26
2.6.1. Sulu Numuneden Liyofilize Bitki Orneklerin EKstraksiyonu.................. 26
2.6.2. Sulu Numuneden Taze Bitki Orneklerin Homojenizator ile
EKStraKSiyONU....uuiiciceicssricssnnicssnncssssncssssncsssscssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssnsess 27
2.6.3. Glutatyon iceriginin Floresans Dedektorli HPLC (HPLC-FLD) ile
Kantitatif TayiNi....cccceivveenininiisnnnniininnsnicssnisssnissssncssssnesssssessssnesssssssssssssssssssssssss 28
2.7. GLUTATYON REDUKTE (GSH) VE OKSIDE (GSSG) FORMLARININ
ORANLARININ BELIRLENMESI .....cocoveveereueeeneresennsessessssesssessessssessssssesessessseess 28
2.8. GLUTATYONUN HPLC-UV ANALITIiK SISTEMDEN
SAFLASTIRILMASI .....uouevereerenerereresssesesesessssssssessssssssssessssssssesssessssssssssssssssssssseseses 29
2.9. SAFLASTIRILAN LIYOFILIZE GLUTATYONUN
KARAKTERIZASYONU....ccveurreerneeresnssessessssesssssssssnsssssssssssssssssssssesssssssessssssesses 29
2.9.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) .......cccoceicrcnercrnnnees 29
2.9.2. Raman SPeKtroSKOPISi..cccceercerecsserisssnrisssnnisssnresssnesssnessssnessssrcssssncsssscsassecs 29
2.10. ENJEKTE EDILEBILIR HIDROJEL FORM TASARIMI .........ccccevreverenee 30

2.10.1. Enjekte Edilebilir Glutatyon (GSH) Bazh Hidrojellerin Hazirlanmasi 30
2.11. ENJEKTE EDILEBILIR GLUTATYON (GSH) BAZLI HIDROJELIN

KARAKTERIZASYONU..cuouniurincnnsinssscnssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 30
2.11.1. Z-Ortalama ve Polidispersite INAeKSi .......cceeeeererrerereeererresesesesesessesessenes 30
2.11.2. Zeta Potansiyel OITMil.......ceceeererrererrereresesessssesesesessssesessasessssessssssesessases 31
2.11.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ......ccocceveecueicrnneee. 31
2.11.4. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) .......ccovvrervvercrcercssercssnercssnnees 31
2.11.5. S0l-Jel GeCi§ OZEIliBi....cuerererererererrererereressesessasesessessssssessssasessssesssssessssases 31

BULGULAR VE TARTISMAL ......cccccccttisnsssssssnnansnssssrssscssssssssssssses 32

3.1. BITKi ORNEKLERINDEN GLUTATYONUN ANALITiK ANALIZI....... 32
3.1.1. Bitki Orneklerinde Glutatyonun Ultraviyole Dedektérlii HPLC (HPLC-
UV) Analiz Sonuclari ve Degerlendirilmesi........c.cceevverircverescercscercscnnrcssnescsnenes 32
3.1.2. Bitki Orneklerinde Glutatyonun Floresans Dedektorlii HPLC Analiz
Sonuclari ve Degerlendirilmesi.......ccoeeieivriiicnricssnnicssnnisssnncsssnncssnnessnsncssssncssssscnes 37

3.2. BITKi ORNEKLERINDE GLUTATYON REDUKTE (GSH) VE OKSIDE
(GSSG) FORMLARININ ORANLARININ SONUCLARI VE

DEGERLENDIRILMEST ....ccucouiteiurenncnnsennenssensenssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssases 42

3.3. SAFLASTIRILAN LiYOFILIiZE GLUTATYONUN

KARAKTERIZASYONU..uucuuniurincnnsinssscnssenssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 45
3.3.1. Saflastirilan Liyofilize Glutatyonun Fourier Doniisiimlii Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR) Spektrum Sonuclar1 ve Degerlendirilmesi .........c...c..... 45
3.3.2. Saflastirilan Liyofilize Glutatyonun Raman Spektrum Sonuclar1 ve
Degerlendirilmesi .......ccceeeieivericnsenicssnnensssnessnncsssicssssesssssessssssssssssssssossssssssssssssnsecs 46

3.4.ENJEKTE EDILEBILIiR GLUTATYON (GSH) BAZLI HIDROJELIN



KARAKTERIZASYONU....uucoiinciinscissisisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 47
3.4.1. Z-Ortalama ve Polidispersite Indeksi Sonuclar1 ve Degerlendirilmesi... 48

3.4.2. Zeta Potansiyel Ol¢iimii Sonuclari ve Degerlendirilmesi..........cceereuennenes 49
3.4.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Sonuglar: ve
Degerlendirilmesi .......cccceeecivericiseninssnnenssnncsssicsssncssssecssssesssssesssssessssssssssssssssssassecs 51
3.4.4. Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DSC) Sonuclar: ve Degerlendirilmesi
.................................................................................................................................. 53
3.4.5. Enjekte Edilebilir Hidrojellerin Goriiniimiiniin Degerlendirilmesi ....... 54
B, SONUC uuueusereeesesesssesnssssssssssassssssssssssasssssssasssssssssssssssssssssssssassases 56
5. KAYNAKLAR iiiiiiiiiiiiiinnsnnsssssssssnssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssss 58

OZGECMIS covvvrerererererereresesesesesesesesesesesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssens 72



SEKIL LiSTESI

Sayfa No
Sekil 1. 1. GlutatyOnUn YaAPISL......ccevieriieriieiieeie ettt et eteetee et e seaeesbeeseaeeseens 2
Sekil 1. 2. Hiicrede GSH SENLEZI.........ccvuiiiiriieiiieeiiieeeeee ettt 3

Sekil 1. 3. Glutatyon, indirgenen (tiyol-indirgenen) (L-GSH) formunun ve oksitlenen
(disiilfit-okside) (GSSG) formunun kimyasal yapist. .......ccceceeeiienienieenneenen. 4

Sekil 1. 4. Hiicre i¢i protein redoks durumunun glutatyon (GSH) ve glutaredoksin
(Grx) ve tioredoksin (Trx) tarafindan diizenlenmesi............cccceecveevienieenennee. 5
Sekil 1. 5. GSH antioksidan fOnNKSIYONU. .........cc.eevieiiiieriieniieiieeie et 6
Sekil 1. 6. Ksenobiyotik metabolizmasinin faz I ve Il..........ccocoeveriiiiiiiniiiniiincces 8
Sekil 1. 7. Hidrojel olusumunun sematik gOSterimi. ........c.ceevveerieriieniieniienieeieeieeene. 15

Sekil 2. 1. Serbest siilfidril gruplar iceren tiyol bilesikleri ile NPM c¢ozeltisinin
TEAKSTYONUL ..vietiieiiieiieetteeite et ette et et e e te et e ebeesteeesbeeseeenbeenseesnseenseessseenseens 27

Sekil 2. 2. Enjekte edilebilir glutatyon bazli hidrojellerin hazirlama asamalari.
[BioRENDER tarafindan olusturuldu] ............cccoceeeiiiiiiiiiiiii e, 30

Sekil 3.1. Analizi yapilan liyofilize brokoli bitki érnegine ait HPLC-UV analizi ile
elde edilen KromotOZrami..........c.eevieeiieiieeiiienie ettt 32

Sekil 3. 2. Analizi yapilan liyofilize 1spanak bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi ile
elde edilen KromotoOZrami..........c..ocueeiiierieeiienie ettt 33

Sekil 3. 3. Analizi yapilan liyofilize lahana bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi ile
elde edilen KromotOZrami.........cc.eevuieeiieiieeiiienie ettt 33

Sekil 3. 4. Analizi yapilan liyofilize semizotu bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi ile
elde edilen KromotOZrami..........ccoeeveeiierieeiieiie ettt 34

Sekil 3. 5. Analizi yapilan taze brokoli bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi ile elde
edilen KromOtOZIaAML. ......ccuieiiieiieiie ettt ettt et 34

Sekil 3. 6. Analizi yapilan taze 1spanak bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi ile elde
edilen KromoOtOZIaMLL ......ccueeiuiiiiieiie ettt 35

Sekil 3. 7. Analizi yapilan taze lahana bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi ile elde
edilen KromoOtOZIaMILL ......ccueiiiiiiieiie ettt et 35
Sekil 3. 8. 1000 ppm konsantrasyonda GSH standart kromotogrami.............cccccevuenneee. 36
Sekil 3. 9. GSH Standart ©IISI......ccveeruierieeiieiieeieeeie ettt see e eieesreesseesebeeseeeenes 36

Sekil 3. 10. NPM ile tiirevlendirilen liyofilize brokoli bitki 6rnegine ait HPLC-FLD
analizi ile elde edilen kromotogrami. ............cccceeeviieriieiiieniieiiecie e 38

Sekil 3. 11. NPM ile tiirevlendirilen liyofilize 1spanak bitki 6rnegine ait HPLC-FLD
analizi ile elde edilen kromotogrami. ............cccceeeviieriieiiieniieniecie e 38

Sekil 3. 12. NPM ile tiirevlendirilen liyofilize lahana bitki 6rnegine ait HPLC-FLD
analizi ile elde edilen kromotogrami. ............ccceeeviieniieiiienieeiiecie e 39

Sekil 3. 13. NPM ile tiirevlendirilen taze brokoli bitki 6rnegine ait HPLC-FLD analizi
ile elde edilen Kromotogrami...........cccueevuieriieiiieniieiieeieeee e 39

Sekil 3. 14. NPM ile tiirevlendirilen taze ispanak bitki 6rnegine ait HPLC-FLD
analizi ile elde edilen kromotogrami. ............ccccueeviieriieiiieniieiiecie e 40

Sekil 3. 15. NPM ile tiirevlendirilen taze lahana bitki 6rnegine ait HPLC-FLD analizi
ile elde edilen Kromotogrami...........ccceevuieeiieiiieniieiieeieeee e 40

Sekil 3. 16. NPM ile tiirevlendirilen 10 ppm konsantrasyonda GSH standart
KIOMALOZIAMIL. ...evviiiiieiiieciie ettt ettt ae e esnbeenne 41
Sekil 3. 17. Tiirevli GSH standart €IS, .....c.eeveeeriierieeiieiie ettt 41
Sekil 3. 18. 405 nm absorbansa karst GSSG konsantrasyonu. .............ccceceevverveenneennee. 43
Sekil 3. 19. 405 nm absorbansa karst GSH konsantrasyonu. ............ccccceeeveevierieeneennen. 43

viii



Sekil 3. 20. 414 nm absorbansa karst GSSG konsantrasyonu. .............ccceceeveerveenneennen. 44

Sekil 3. 21. 414 nm absorbansa karst GSH konsantrasyonu. ............ccccceeeueevverieenneennee. 44
Sekil 3. 22. Saflagtirilan liyofilize glutatyonun FTIR spektrumu............ccceoveeirenennnee. 46
Sekil 3. 23. Saflastirilan liyofilize glutatyonun Raman spektrumu. ...........cccceecvvenneennee. 47

Sekil 3. 24. Enjekte edilebilir glutatyon (GSH) bazli ve GSH igeren bitki ekstre bazli
hidrojellerin liyofilizasyon Oncesi ve sonrasi goriintlisii, a) GSH bazl
enjekte edilebilir hidrojel, b) GSH iceren bitki ekstre bazli enjekte

edilebilir hidrojel. ......cooiiiiiiiiieiee e 48
Sekil 3. 25. GSH bazli enjekte edilebilir hidrojelin zeta potansiyel dl¢tiimii. ................. 50
Sekil 3. 26. GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojelin zeta potansiyel

OIGUIMIL ...ttt ettt e et e e e e e e e e e e e aaeeeeaveeesaseeenreas 51
Sekil 3. 27. GSH bazli enjekte edilebilir hidrojelin FTIR spektrumu. ........................... 52
Sekil 3. 28. GSH iceren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojelin FTIR

SPEKETUIMIUL ...ttt s 52
Sekil 3. 29. GSH bazli enjekte edilebilir hidrojelin DSC termogrami. .......................... 53
Sekil 3. 30. GSH iceren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojelin DSC

1751000 10Fe4 211 11 DU TSR 54
Sekil 3. 31. Enjekte edilebilir jel goriintiileri, a) GSH bazli enjekte edilebilir hidrojel,

b) GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojel............................ 55

X



CIZELGE LISTESI

Sayfa No
Cizelge 2. 1. HPLC-UV GSH standart ¢ozeltilerinin hazirlanisi. ............cccceeeveeieennenn 24
Cizelge 2. 2. HPLC-FLD GSH standart ¢ozeltilerinin hazirlanigi.............ccccocveeieennnene. 25
Cizelge 2. 3. Liyofilize bitki ekstraktlarin tiirevlendirme reaksiyonlart..............c.......... 27
Cizelge 2. 4. Taze bitki ekstraktlarin tiirevlendirme reaksiyonlari............cccoccveevvennnne. 28
Cizelge 3. 1. Liyofilize ve taze bitki 6rneklerinin GSH igeriginin HPLC-UV analizi
ile belirlenen MiKtarlart. ..........cooceeveiiiniiiiii e 37
Cizelge 3. 2. Liyofilize ve taze bitki drneklerinin GSH igeriginin HPLC-FLD analizi
ile belirlenen MiKtarlart. ..........cooceeveiiiniiiiiie e 42
Cizelge 3. 3. Bitki 6rneklerine ait GSH/ GSSG oranlart. ..........cocevevveniineeicniencnnene. 45
Cizelge 3. 4. Z-Ortalama ve Polidispersite indeksi sonuglart............ccoecveevienireninennnnnne. 49



Cys
DSC
DTNB
ECD
FDA
FDNB
FLD
FMN

FTIR-ATR

GI

GPx

GSH

GSSG

HA

HPLC
H;POq4
LC-MS/MS
mCB
NaClO4
NaClO4*H,0
NPM

NEM

OPA

PEG 4000
PPF

PVA

SH

uv

KISALTMALAR

Sistein
Diferansiyel Taramali1 Kalorimetre
5,5’- ditiobis-nitrobenzoik
Elektrokimyasal Dedektor
Amerikan Gida ve ilac Idaresi
1-Floro-2,4-dinitrobenzen
Floresans Dedektorlii
Flavin monontikleotidi
Fourier Dontigiimlii Kizil6tesi
Spektroskopisi

Gastrointestinal

GSH peroksidaz
Rediikte glutatyon

Okside glutatyon
Hyaluronik asit
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
Fosforik asit

Sivi Kromotografi-Mass Spektrofotometri
Monoklorobiman

Sodyum perklorat

Sodyum perklorat monohidrat
N- (Ipyrenyl)maleimide
N-ethylmaleimide

o-ftaldialdehit

Polietilen Glikol 4000
Poliipropilen Fumarat

Polivinil Alkol

Siilfidril grubu
Ultraviyole

X1



°C
pL

pm
Au

Al

Ba

Ca

cm
COOH

NH>
nm
OH
ppm
rpm
sa
SOsH
Sr

SIMGELER

Santrigrad derece
Gama
Mikrolitre
Mikromolar
Mikrometre
Altin
Aliminyum
Baryum
Kalsiyum
Santimetre
Karboksil
Dalton
Dakika
Gram

Su

Civa

Molar
Milibar
Magnezyum
Miligram
Milimetre
Milimolar
Mililitre
Azot
Normal
Amin
Nanometre
Hidroksit
Pikomol
Devir sayis1
Saat
Siilfonik Asit
Stronsiyum

Xii



OZET

DOGAL KAYNAKLARDAN GLUTATYON ELDE EDILMESI,
SAFLASTIRILMASI VE FARMASOTiIK FORMDA DEGERLENDIRILMESI

Fatmanur BOSTAN

Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Dogal, Bitkisel ve Kozmetik Uriinler Anabilim Dali
Doktora Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Ufuk KOCA CALISKAN

Eyliil 2024, 71 sayfa

Glutatyon (GSH), hiicrelerde sentezlenen diisiik molekiil agirlikli glutamik asit, sistein ve
glisin amino asitlerinden olusan bir tripeptittir. GSH, hiicreleri oksidatif hasardan ve
ksenobiyotik elektrofillerin toksisitesinden korumanin yani sira redoks homeostazini
siirdiirmede kritik roller oynar. GSH, ¢ok sayida temel biyolojik siirecte yer alan ve ¢esitli
dejeneratif hastaliklara miidahalelerde kullanilan giiclii antioksidan aktiviteye sahiptir.
GSH’1n oral yolla verilmesi gastrointestinal (GI) sistemdeki fizikokimyasal bariyerler
nedeniyle diger protein ve peptit ilaglarina benzer sekilde zorlu olmaya devam etmekte
ve diisiik oral biyoyararlanima neden olmaktadir. Dagilimi iyilestirmek icin hidrojeller,
nanopartikiiller i¢ine kapsiilleme, mikroemiilsiyonlar ve lipozomlar gibi klinik terapdtik
etkilere sahip uygun formiilasyonlar yeni nesil stratejiler kullanilmaktadir. Bu ¢alismada,
oncelikle, donmus ve taze brokoli (Brassica oleracea), 1spanak (Spinacia oleracea),
lahana (Brassica oleracea var. capitata f. alba) ve semizotu (Portulaca oleracea)’dan
etkili GSH diizeyleri elde edilmesini saglandi. GSH'1 niceliksel olarak ve niteliksel olarak
belirlemek icin UV ve floresan dedektdrli HPLC kullanarak analitik yOntemler
gelistirildi ve sonuglar karsilastirildi. HPLC-UV sonuglarina goére en yiiksek GSH
seviyesi liyofilize 1spanak bitkisi ile elde edilirken taze semizotu bitkisinden pik elde
edilemedi. HPLC-FLD sonuglarina gore en yliksek GSH seviyesi liyofilize 1spanak
bitkisinde elde edilirken taze ve liyofilize semizotu bitkisinden pik elde edilemedi. HPLC
sonuclar1 karsilastirildiginda, sonuglarda her iki analitik yontem i¢in de benzer sonuglara
ulagildi. Daha sonra arastirma, terapotik calismalar icin farmasdtik bir iiriin gelistirme
nihai hedefiyle GSH' in biyoyararliligin1 artirmaya yonelik stratejilere odaklandi. Bu
amacla dogal kaynakli glutatyon bazli enjekte edilebilir hidrojel ve ticari glutatyon bazli
enjekte edilebilir hidrojel tasarlandi. Kimyasal yap1 acgisindan benzer sonuglar elde
edilirken, dogal kaynakl glutatyon bazli enjekte edilebilir hidrojelin daha iyi homojen bir
dagilima sahip oldugu gozlendi. Sonuglar, dogal kaynakli glutatyon bazli enjekte
edilebilir hidrojel stratejisinin, olduk¢a gelismis antioksidan ve biyoaktif 6zelliklere sahip
yeni nesil GSH bazli hidrojel i¢in yeni bir strateji oldugunu gdostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan, Biyomalzeme, Enjekte edilebilir hidrojel, Glutatyon,
Tiyol
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Glutathione (GSH) is a tripeptide consist of low molecular weight glutamic acid, cysteine
and glycine amino acids synthesized in cells. GSH plays critical roles in protecting cells
from oxidative damage and the toxicity of xenobiotic electrophiles and maintaining redox
homeostasis. GSH is with potent antioxidant activity, which is involved in numerous
basic biological processes and has been used for interventions in various degenerative
diseases. Oral delivery of GSH remains challenging similarly to that of other protein and
peptide drugs, due to physicochemical barriers in the gastrointestinal (GI) tract, which
cause to low oral bioavailability. To improve delivery, new generation strategies are used
such as hydrogels, encapsulation into nanoparticles, microemulsions and liposomes,
appropriate formulations with clinical therapeutic effects. In the thesis, first of all, that
lyophilized and fresh broccoli (Brassica oleracea), spinach (Spinacia oleracea), cabbage
(Brassica oleracea var. capitata t. alba), and purslane (Portulaca oleracea) were used to
obtain efficient levels of GSH. We enhanced analytical methods both by using HPLC
with an ultraviolet detector and a fluorescence detector to determine GSH quantitatively
and qualitatively, and then compared the results. In the results of HPLC-UV, the highest
level of GSH was obtained with the lyophilized spinach plant. However, no peak was
obtained in fresh purslane. In the results of HPLC-FLD, the highest level of GSH was
obtained with the lyophilized spinach plant. Likewise, no peak was obtained in fresh and
lyophilized purslane. When the HPLC results were compared, the results achieved similar
results for both analytical methods. Then, the research was focused on strategies to
enhance the bioavailability of GSH, with the ultimate goal of developing a pharmaceutical
product for therapeutic studies. To this end, natural-source glutathione-based injectable
hydrogel and commercial glutathione-based injectable hydrogel were designed. While
similar results were obtained in terms of chemical structure, a natural-source glutathione-
based injectable hydrogel had a better homogeneous distribution. The results indicate that
a novel strategy for a new generation GSH based on injectable hydrogel from natural
sources with highly improved antioxidant and bioactive properties.

Keywords: Antioxidant, Biomaterials, Glutathione, Injectable hydrogel, Thiol
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1. INTRODUCTION

Glutathione (GSH) is the most important low molecular weight tripeptide, with the
chemical name y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycine and is the major intracellular non-
protein thiol compound. The sulthydryl group of the cysteine is the site active responsible
for its biochemical properties to involve reduction and conjugation reaction. Glutathione
is also included physiological processes such as detoxification of xenobiotics, transport
of amino acids, stabilization of cell membranes and synthesis of proteins and DNA.
Glutathione is found in cells in 2 forms: the reduced (L-GSH) form and the oxidized form
(GSSH). Intracellular glutathione is usually founded in the reduced form contains 98% of
the total content. The antioxidant function of GSH is generally accepted to be associated
with its scavenging. Activity toward free radicals that accumulate during oxidative stress
thus protecting living cells by neutralizing excessive ROS from oxidative damage. In the
levels of glutathione reduction can cause excess oxidative stress in various disease
processes such as diabetes, alcoholic liver diseases, cancer, Parkinson’s disease, human
immunodeficiency virus (HIV) infection, multiple sclerosis, carcinogenesis and aging. In
addition, as the GSH / GSSG ratio is considered to be an early indicator of oxidative stress

or disease risk. Glutathione levels, which increase can help prevent and/or mitigate the

progression of these diseases.

Sensitive quantitative and qualitative techniques can be used to determine glutathione in
cells. These analytical techniques are UV-vis spectrophotometry, GSH Analysis with
Fluorometry, Bioluminescence, Capillary Electrophoresis and HPLC analysis. HPLC
techniques are more frequently used to determinate the content of GSH than other

methods. HPLC methods are fast, have high specificity, and are very reproducible.

Oral delivery of GSH remains challenging similarly to that of other protein and peptide

drugs, because the physicochemical barriers in the gastrointestinal (GI) tract lead to low
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oral bioavailability. Several approaches are exploring to improve delivery, such as
hydrogels, encapsulation into nanoparticles, microemulsions and liposomes, appropriate
formulations with clinical therapeutic effects. To overcome this limitation, injectable
hydrogel can be formed by physical or chemical crosslinking of polymer matrix into 3D
and hydrophilic polymer networks. In this way, it gives rise to some interesting

synergistic characteristics for use in drug delivery, biomaterials and tissue engineering.

In the thesis, first of all, to obtain efficient levels of GSH from natural sources, lyophilized
and fresh plant samples from selected broccoli (Brassica oleracea), spinach (Spinacia
oleracea), cabbage (Brassica oleracea var. capitata f. alba) purslane (Portulaca
oleracea) were optimized extraction. We developed analytical methods using both HPLC
with an ultraviolet detector and HPLC with a fluorescence detector to determine GSH
quantitatively and qualitatively, and then compared the results. Then, the research was
aimed at enhancing the bioavailability of GSH, with the goal of developing a
pharmaceutical product. For this purpose, the structural properties of natural-source
glutathione-based injectable hydrogel and commercial glutathione-based injectable

hydrogel were compared.
2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Preparation of aqueous sample extracts for determination of glutathione content

For lyophilized plant sample extraction, in the lyophilizer, the plants were gradually dried
from -45 °C to -20 °C under a vacuum pressure of 0,133 mbar for 72 hours. Broccoli,
cabbage, purslane and spinach which dried were powdered. 1 g sample of powdered
plants was placed in 12 mL of solvent (%0,1 H3PO4 50 mM NaClO4, pH 2.50) and kept
in ice for 1 hour with occasional stirring. The extract was centrifuged at 8500 rpm for 15
min at 4 °C and supernatants were filtered through 0,20 um PET 20/25 filter. For fresh
plant sample extraction, 1 g sample of plants was placed in 12 mL of solvent (%0.1 H3PO4
50 mM NaClO4, pH ~2.50 ). The samples were homogenised at 3000 rpm in 12 mL of
solvent using a tissue tearor on ice for 5 min, with 1-s intervals of homogenisation. The
extract was centrifuged at 8500 rpm for 15 min at 4 °C and the supernatants were filtered

through 0,20 um PET 20/25 filter.

2.2. Quantitative determination of glutathione with Ultraviolet Detector HPLC (HPLC-
UV) and Fluorescence Detector (HPLC-FL)

For ultraviolet (UV) detector HPLC analysis, UV detector was set at 215 nm and oven
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temperature of 25°C for absorption measurements. The HPLC column was ACE 5 C18
column (5um packing material) with the dimensions of 250 x 4,6 mm. The mobile phase
was buffer (%0,1 H3PO4 50 mM NaClOs, pH 2.5). The injection volume was 20 pL for
all of the samples. The supernatants were eluted from the column isocratically at a flow
rate of 0,7 mL/min and run time 12 min. For fluorescence (FLD) detector HPLC analysis,
to prepare fluorescent derivates, supernatant (50 pL lyophilized broccoli, 200 pL
lyophilized cabbage and 130 pL lyophilized spinach) was derivatized with 750 pL of
NPM (1 mM in acetonitrile) and completed volume to 1000 uL with distilled water. This
compound reacts with the free sulfhydryl groups to form fluorescent derivatives. The
resulting solution was mixed and incubated at room temperature for 5 min. 10pL of 2 N
HCI were added to stop the reaction. FLD detector was set an excitation wavelength of
330 nm and an emission wavelength of 380 nm. The HPLC column was ACE 5 C18
column (S5um packing material) with the dimensions of 150 x 4,6 mm. The column
temperature was 35°C for absorption measurements. The mobile phase was 35% water
and 65% acetonitrile containing 1 mL/L acetic acid and 1 mL/L o-phosphoric acid (pH
2.15). The injection volume was 10 pL for all of the samples. The derivatives were eluted

from the column isocratically at a flow rate of 0,5 mL/min and run time 30 min.
2.3. Determination of ratios of glutathione reduced and oxide forms (GSH/GSSH)

With the glutathione assay kit, oxidized and reduced glutathione ratios were determined
by absorbance measurement at 405-414 nm on a UV spectrophotometer. The corrected
absorbance values of each standard were plotted as a function of the concentration GSSH

or total GSH and their values were calculated.
2.4. The purification of glutathione from Ultraviolet Detector HPLC (HPLC-UYV)

Lyophilized spinach which given the highest yield was extracted on large scale. For this,
10 g of lyophilized spinach was into powder and extracted with 120 mL of solvent. Using
the HPLC-UV analytical method, the time intervals during which glutathione’s peak hold
on to the column were determined. Glutathione peak was collected from the HPLC-UV

system.
2.5. Characterization of purified glutathione

Glutathione which was purified using Ultraviolet Detector HPLC (HPLC-UV) was then

lyophilized using a freeze dryer for 30 hours. Identification of the functional groups of
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glutathione was done using Raman and Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy.

2.6. The design of natural-source glutathione-based injectable hydrogel and commercial

glutathione-based injectable hydrogel

30 wt% PEG 4000 (Polyethylene Glycol 4000) was dissolved in ultra-pure water at room
temperature. As a crosslinker 20% wt of glycerol was added to the PEG solution in a
magnetic stirrer at 700 rpm for 5 minutes at 60°C. After gelation, GSH-containing spinach
plant extract (10 mg/mL) and commercial GSH (10 mg/mL) were added in a magnetic
stirrer at 700 rpm for 1 hour at 37 °C to the prepared mixtures to form hydrogels. The pH
value was adjusted with 12 M HCL to 7.

2.7. Characterization of natural-source glutathione-based injectable hydrogel and

commercial glutathione-based injectable hydrogel

For the characterization of the design of glutathione (GSH)-based injectable hydrogels,
the structure and stability of the gelling forms were determined by Z-Mean, Polydispersity
Index and Zeta Potential before lyophilization. The gelling forms were placed in a glass
petri dish and dried in a lyophilizer under 0,133 mbar vacuum pressure for 30 hours. The
chemical structure and thermal behavior of the dried solid forms were identified by
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Differential Scanning Calorimetry

(DSC) after lyophilization.
3. RESULTS AND DISCUSSIONS

In the first stage, extraction methods for lyophilized and fresh plant samples from selected
broccoli (Brassica oleracea), spinach (Spinacia oleracea), cabbage (Brassica oleracea
var. capitata f. alba) purslane (Portulaca oleracea) were optimized to obtain efficient
levels of GSH from natural sources. Quantitatively and qualitatively, both HPLC with an
ultraviolet detector and HPLC with a fluorescence detector were developed analytical
methods to compare the results. In the results of HPLC-UV, 1 g of plant extraction, the
highest level of GSH was obtained with the lyophilized spinach plant, 1840.42 pug.
However, no peak was obtained in fresh purslane. In the results of HPLC-FLD, 1 g of
plant extraction, the highest level of GSH was obtained with the lyophilized spinach plant,
733.32 pug. In the same way, no peak was obtained in fresh and lyophilized purslane. The
reason for this is thought to be that the amount is too small to be determined. When the
results were compared, similar results were achieved with both analytical methods. The

HPLC results affirmed each other.
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With the glutathione assay kit, the highest GSH/GSSG ratios were obtained in lyophilized
spinach, while the lowest results were obtained in lyophilized purslane. These ratios show
that they are proportional to the amount of glutathione contained in the plant. The
chemical structure of purified and lyophilized GSH was determined by Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) and Raman spectroscopy. Amide III, amide I and sulfhydryl

groups were identified.

In the last stage, for the designed form, polyethylene glycol 4000 (PEG 4000) was used
as the base matrix and glycerol as the physical crosslinker. Natural-source glutathione-
based injectable hydrogel and commercial glutathione-based injectable hydrogel forms
were created. For the characterization of glutathione (GSH)-based injectable hydrogels,
the gelling forms were determined by Z-Mean, Polydispersity Index and Zeta Potential
before lyophilization. According to the results, a natural-source glutathione-based
injectable hydrogel demonstrated better homogeneous distribution. Also, the pH value is
located at the isoelectric point in the range of 4-7 and the presence of negatively charged
groups in the structure (carboxylic groups; -OH, C=0, -COOH) caused the zeta value to
be low. That's why injectable hydrogels have an unstable structure. The chemical
structure of the dried solid forms was identified by Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR). Amide III, amide I, sulfthydryl groups, COOH, and OH were
identified. The termal behavior of dried solid forms was identified by differential
scanning calorimetry (DSC). While the melting points of PEG 4000 and GSH were
reached in both forms, the melting points of glycerol could not be reached. The reason
for this is thought to be to create a melting temperature with PEG4000, which has the

closest enthalpy value nearby.
4. CONCLUSION AND OUTLOOK

In this study, extraction, purification and characterization studies of GSH obtained from
natural sources were brought out. The properties of natural-source glutathione-based
injectable hydrogel and commercial glutathione-based injectable hydrogel were
compared. Thus, it is thought that more meaningful results can be obtained with the use
of natural origin active ingredients for biomaterials developed in pharmaceutical form

studies.
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1. GIRIS

J.de Rey Pailhade tarafindan Saccharomyces cerevisiae’de “philothion” adin1 verdigi
madde igerigi 1888’de kesfedildi [1]. Kendiliginden kiikiirt elementi ile reaksiyona
girerek hidrojen siilfiir veren bu madde daha sonraki caligmalarda hayvan ve bitki
dokularinda yaygin olarak kullanildi ve bilesigin oksijen varliginda disiilfit formuna
tersinir oksidasyona ugrayabilen sistein igerdigi sonucuna ulasildi. 1921°de Hopkins
tarafindan, kas dokusundan ekstrakte ederek otookside edilebilir oldugunu ve dipeptit
yapida sistein ile glutamik asit icerdigi sonucuna ulasti [2]. Glutatyonun, glutamik asit ve
sisteinden olusan dipeptit yapisinda oldugu goriisiine, glutamik asit, sistein ve glisinden
olusan tripeptit oldugu iddia edildi [3]. Glutatyon'un glutamik asit, sistein ve glisinden

olusan tripeptit oldugu dogrulandi [4].

Calismada dogal kaynaklardan elde edilecek glutatyonun farmasotik form olarak oral
yolla alinmasindaki zorluklari 6nlemek amaciyla biyoyararlanimini arttirmaya yonelik
farmasotik modifikasyonlar kullanarak cesitli ilag tagima sistemleri ile tiretimi oldukca
onemli islevleri yerine getirebilecegi diisiiniilmektedir. Calismada dogal kaynaklardan
elde edilecek glutatyon icin optimize hale getirilen protokoller elde edilecektir. Glutatyon
ile olusturulan farmasoétik form ile eksikligi ve diizensizliginde meydana gelen alzheimer,
kanser, kistik fibroz, multipl skleroz norodejeneratif bozukluklar ve parkinson gibi
hastaliklarin ilerlemesini 6nlemeye ve/veya hafifletmeye yardimci olabilecektir. Verimli
seviyelerde glutatyonun dogal kaynaklardan elde edilmesine yonelik secilen kaynak ile
saflagtirma yontemi belirlemek, analitik metot optimizasyonu ger¢eklestirmektir. Cesitli
farmasotik modifikasyonlar kullanarak GSH’un biyoyararlanimini iyilestirebilecek
arastirma stratejilerine odaklanarak tedavi edici ¢aligmalar i¢in farmasétik formda iiriin

geligtirmektir.

1.1. GLUTATYON’UN YAPISI VE FONKSIYONLARI

Glutatyon (GSH), diisiik molekiiler agirlikli tripeptid yapida, y-L-glutamil-L-sisteinil-
glisin, bakterilerden memelilere (bazi bakteri ve amipler hari¢) ¢ogu canli hiicrede

bulunan en 6nemli hiicre i¢i antioksidandir (Sekil 1.1) [6]. Sisteinin siilthidril grubu



(—SH) sayesinde GSH'min en onemli islevleri olarak kabul edilen indirgeme ve
konjugasyon reaksiyonlarinda yer alan redoks aktif bir molekiildiir. Bu reaksiyonlar,
peroksitlerin ve bir¢ok ksenobiyotik bilesigin uzaklastirilmasini saglar. Endojen GSH,
protein ve DNA sentezi, hiicre proliferasyonu ve oksidasyon/indirgeme sinyali dahil
olmak iizere birgok temel biyolojik siirecte ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde de rol

oynayan gii¢lii bir antioksidandir [5].

v-Glu Cys Gly

HOOC o
||
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HN 7 \/\ﬁ Y W oo
O CH,
SH

Sekil 1. 1. Glutatyonun yapisi.

1.1.1. GSH Sentezi

GSH, sitozolde y-glutamil-sistein sentaz ve glutatyon sentaz enzimleri tarafindan katalize
edilen L-glutamat’a iki ardisik adimda sirasiyla L-sistein ve ardindan glisin
baglanmasiyla sentezlenir (Sekil 1.2) [5]. Glutamatin y-karboksil grubunun sisteinin
amino grubuna baglanmasi bu bag1 proteinlerdeki peptit bagindan ayirir [7], [8]. Tiyol
grubu, GSH’1 en giiclii fizyolojik antioksidanlardan biri yapan gii¢lii bir indirgeyici
ajandir. Sisteinin siilthidril grubu(-SH), GSH’1n en 6nemli fonksiyonlar1 olarak kabul
edilen indirgeme ve konjugasyon reaksiyonlarinda yer alir. Bu reaksiyonlar peroksitlerin

ve bir¢ok ksenobiyotik bilesigin uzaklastirilmasinda rol oynar.

Halobakteriler gibi bazi organizmalarda glutatyonun yerini tiyosiilfat gibi kiikiirt
bilesikleri alabilir [8]. Bagka bir 6rnek, bazi1 parazitik protozoalarda glutatyona benzer
redoks islevleri gergeklestiren bilesik olan tripanotion (N!,N%-bis(glutatyonil) spermidin)
gorev alir [9]. Bitkilerde, glutatyon hiicrelerde milimolar konsantrasyonlarda birikir ve

doku igerigi serbest sisteini 10 ila 50 kat asar [10].
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Sekil 1. 2. Hiicrede GSH sentezi.

1.1.2. GSH’un Yapisi

GSH, hiicrelerde (tiyol) indirgenen (L-GSH) form ve oksitlenen (disiilfit) (GSSG) form
olmak {izere 2 formda bulunmaktadir [11]. Sekil 1.3’de goriildiigii gibi oksitlenen
glutatyon formu aslinda kiikiirt atomlart ile birbirine baglanan 2 indirgenen glutatyondan

olusmaktadir [12].

Hiicrelerde baskin olarak %98 oraninda GSH formu bulunurken genellikle %1 oraninda
GSSG formu icermektedir [13]. Okaryotik hiicreler; sitozolde %85-80, mitokondride
%15-10 ve endoplazmik retikulumda %8-3 olmak iizere [14], [15], [16] li¢ ana GSH

deposuna sahiptir.

Hiicrelerde toplam glutatyon serbest veya proteinlere bagli olabilir. Serbest glutatyon
esasen oksidatif stres sirasinda oksitlenen forma (GSSH) doniistiiriilebilen ve glutatyon
rediiktaz enziminin etkisiyle indirgenen forma donistiiriilebilen indirgenen formda

(GSH) bulunur.
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Sekil 1. 3. Glutatyon, indirgenen (tiyol-indirgenen) (L-GSH) formunun ve oksitlenen
(disiilfit-okside) (GSSG) formunun kimyasal yapisi.

1.1.3. GSH ve Redoks Sinyallesme

Normal kosullarda, memeli hiicrelerinde glutatyon redoks cifti 1-10 mM konsantrasyon
araliginda bulunmaktadir. Hiicre i¢ci GSH/GSSH oranmi kararli durumda 100 veya daha
fazlasidir ancak oksidatif stres kosullar1 altinda bu oran 10 ya da altina diismektedir. GSH
ayrica enzim aktiviteleri, transkripsiyon faktorleri ile DNA baglanmasi ve protein
stabilitesi ile ilgili protein fonksiyonlarini korumak i¢in hiicre i¢i protein tiyol kalintilari
ile reaksiyona girebilir [ 18], [19]. Bu nedenle bu tiir oksidatif stres kosullar1 altinda GSH,
oksidatif stres nedeniyle proteinlerde geri doniisii olmayan degisiklikleri dnlemek igin
tiyol kalintilarina geri doniistimlii olarak baglanir. “Glutatiyonilasyon” ad1 verilen post-
translasyonel modifikasyon geri doniisiimliidiir ve hiicre i¢i sinyal iletim sistemini

oksidatif strese kars1 korur (Sekil 1.4). [20]
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Sekil 1. 4. Hiicre i¢i protein redoks durumunun glutatyon (GSH) ve glutaredoksin (Grx)

ve tioredoksin (Trx) tarafindan diizenlenmesi.

Hiicre apaptozunu indiikleyen kaspaz ailesinden olan Cys protezlar1 glutatiyonilasyon
icin potansiyel hedef olmaktadir. Apoptotik yanitlarin 6nemli diizenleyicisi olan Kaspaz-
3, glutatinasyona ugrayabilir. Bu durum Kaspaz-3’iin GSSG tarafindan doza ve zamana
bagli olarak etkisizlestirilmesine yol acar. Bdylece apaptozun glutatyonilasyon ile
diizenlenebilecegi diisiliniilebilir [22]. Hiicresel ortam oksidatif stresten kurtulduktan
sonra proteinlerdeki disiilfit baglar1 fizyolojik kosullar altinda normal sekilde islev
gorebilmesi i¢in Grx tarafindan geri indirgenir. Bu nedenle redoks durumunun hiicre ici
GSH tarafindan diizenlenmesi hem fizyolojik hem de patalojik kosullar altinda hiicresel

fonksiyonlarin siirdiiriilmesi i¢in son derece énemlidir [23].

1.1.4. GSH’1n Antioksidan Fonksiyonu

GSH’in antioksidan islevi, biiyiik dl¢iide GSH peroksidaz (GPx) ile katalizlenen
reaksiyonlar tarafindan gerceklestirilir. Boylece GSH, GSSG’ye oksitlenirken hidrojen
peroksit ve lipid peroksidi azalir. GSSG, GSSG rediiktaz tarafindan tekrar GSH’a
indirgenerek redoks dongiisii olusturur. Organik peroksitler GPx ve GSH-S-transferaz ile
indirgenebilir. Katalaz ayrica hidrojen peroksidi de azaltabilir fakat yalnizca
peroksizomda bulunur. Bu durum GSH'1 hiicrede olusan oksidatif strese karsi savunmada

ozelllikle mitokondride 6nemli kilar [5], [24].



GSH'dan GSSG'ye orani, hiicre i¢i redoks potansiyelini biiylik 6l¢iide belirlediginden
([GSH]2/[GSSG] logaritmasiyla orantil1), oksidatif stres hiicrenin rediiksiyon yetenegini
astiginda redoks dengesinde biiyiik bir kaymay1 6nlemek i¢in GSSG'den GSH'ye, GSSG
aktif olarak hiicre digina ¢ikarilabilir veya protein siilfhidril grubu ile reaksiyona girerek
karisik disiilfid olusumuna yol agabilir. Bu nedenle, siddetli oksidatif stres hiicresel GSH't
tiketir (Sekil 1.5) [25].

Hiicrede GSH eksikligi siddetli oksidatif strese ve hiicresel islev bozukluguna neden
olarak kanserler, kardiyovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar (Parkinson ve
Alzheimer hastaligi), kistik fibroz, multipl skleroz ve glokom gibi ¢esitli dejeneratif ve
kronik hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Hiicrede artan GSH seviyelerinin bu
hastaliklarin ilerlemesini 6nlemeye ve/veya hafifletmeye yardimei olabilecegi hipotezine

yol agmaktadir [26], [27].
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Sekil 1. 5. GSH antioksidan fonksiyonu.

1.1.5. Glutatyon ve Biyotransformasyon

Esas olarak karacigerde hepatosit ad1 verilen hiicrelerde gerceklesen hem ekzojen hem de
endojen maddelerin  atilimin1  kolaylagtirmaya yardimci  metabolik  siirece

biyotransformasyon denir. Gergeklesen reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerin bir¢ogu



adipoz, bagirsak, bobrek, akciger ve deri gibi ekstrahepatik dokularda meydana gelebilir.
Transformasyon siireci, substrat ile bu hiicrelerin esas olarak sitoplazma, endoplazmik
retikulum ve mitokondride bulunan enzimler arasindaki etkilesimin bir sonucu olarak
gerceklesir. Substratlarin kimyasal yapilari degistirilerek aktif, inaktif ve hatta toksik hale

doniismesine neden olabilir [29].

Biyotransformasyon reaksiyonlari; genis bir sekilde islevsellestirme reaksiyonlari (faz I
reaksiyonlar1 olarak bilinir) ve konjugasyon veya sentetik reaksiyonlar (faz II
reaksiyonlar1 olarak bilinir) olarak siniflandirilabilir. Faz I reaksiyonlari, islevsel bir
grubun olusturulmasini veya mevcut bir grubun degistirilmesini ifade etmektedir. Bu tiir
biyotransformasyon, substratina bir “kimyasal tutamak™ getirir boylece ortaya ¢ikan
metabolit, sentetik reaksiyona girmeye daha yatkin hale gelir. Ornegin; redoks ve hidroliz
reaksiyonlart bu sekilde meydana gelir. Faz II reaksiyonlar, ilaci veya faz I
metabolitlerinden herhangi birini ¢esitli gruplarla (6rnegin, glukuronik asit, glutatyon,

siilfat vb.) basit bir sekilde birlestirmektedir [30].

Faz I reaksiyonlari, hidroliz reaksiyonlarinda oldugu gibi veya genellikle oksidasyon
reaksiyonlart yoluyla -OH, -NH2 veya -SH gibi kimyasal olarak reaktif fonksiyonel
gruplart1  ortaya c¢ikarmaktadir. Bu reaksiyonlar1 katalize eden enzimler;
oksijenazlar/oksidazlar  (sitokrom P450 (CYP450) izozimleri, flavin igeren
monooksijenazlar, monoamin oksidazlar, peroksidazlar, ksantin oksidaz, alkol oksidazlar
vs. gibi), rediiktazlar (aldo-keto rediiktazlar gibi) veya hidrolitik enzimlerdir. (6rnegin
esterazlar, amidazlar) Baz1 faz I enzimleri hem oksidasyonlar1 hem de indirgemeleri

katalize edebilmektedir [31].

Ornegin endoplazmik retikulum liimeni, sitozole gore oksitleyici bir ortama sahiptir
(glutatyon/glutatyon disiilfiir oran1 sitozolde 100'e kiyasla yaklasik 3'tiir). E. retikulum
icindeki oksidatif ortam, protein katlanma siireci i¢in ¢ok Onemlidir ve protein
katlanmasinda terminal elektron alicis1 olarak oksijen kullanimi yoluyla oksidatif stres

olusumuna da katkida bulunabilmektedir [32].

Faz Il reaksiyonlarinda kimyasal bilesik; glukuronik asit, glutatyon, siilfat veya asetat gibi
(genellikle polar) endojen kisimlarla konjuge edilir. Faz 1 ve faz II reaksiyonlar
arasindaki belirgin fark, faz II’nin farmakolojik olarak inaktif ve kimyasal olarak reaktif
olmayan iriinler liretme egiliminde olmasidir. Bilinen toksik metabolitlerin sadece

yaklasik %10'u konjugasyon reaksiyonlarindan kaynaklanmaktadir [33].



Faz II metabolitleri, istisnai olarak farmakolojik olarak aktiftir (tipik bir kars1 6rnek,
morfin 6-O-glukuroniddir). Reaktif molekiilleri detoksifiye etmenin yani sira bu tiir polar
gruplarin konjugasyon yoluyla eklenmesi, hiicre zarlarindan kolayca yayilmayan,
yeniden emilmelerini ve dagitimlarini kosullandiran daha hidrofilik ve daha biiyiik
metabolitler tiretmektedir. Ayrica, faz II metabolizmasindan elde edilen {irlinlerin ¢gogu
(a) fizyolojik pH araliginda neredeyse tamamen iyonize olan ve (b) alblimin ile etkilesime
meyilli olan ve ayrica ekstravazasyonlarina karsi birlik olusturan zayif asitlerdir (Sekil

1.6) [29], [34].
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Niikleofil e R-6l

Sekil 1. 6. Ksenobiyotik metabolizmasinin faz I ve II.

1.2. GLUTATYONUN ANALITIK YONTEMLERLE BELIiRLENMESI

Hiicrelerde glutatyonun rediikte (GSH) ve okside (GSSG) her iki formunun es zamanl
ya da farkl sekillerde belirlenmesi icin hassas kantitatif teknikler kullanilabilmektedir.
Bu analitik teknikler UV-vis spektrofotometre, Florometri ile GSH Analizi,

Biyoliiminesasans, Kapiler Elektroforez ve HPLC analizidir.

1.2.1. UV-Vis Spektrofotometresi ile Glutatyon Analizi

Biyolojik 6rneklerde rediikte (GSH) ve okside (GSSG) glutatyonun belirlenmesi, UV-Vis
spektrofotometrede en yaygin Ellman reaktifi ya da DTNB olarak bilinen 5,5'- dithiobis-
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(2-nitrobenzoic acid) ile gergeklestirilir. “GR-bagli enzimatik geri doniisiim testi” veya
“GSH-geri doniisiim testi” olarak bilinen bu yontem, DTNB, Glutatyon rediiktaz (GR) ve
NADPH varliginda GSSG'yi GSH'ye indirger [35]. Ekstraktlara 6n islem uygulanmadan,
yontem hem GSH' 1 hem de GSSG'yi yani toplam serbest glutatyonu dlger. Bu analiz
yonteminde 5,5'- dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) ve GSH ile reaksiyon sonucu olusan
kromophor 5-tiyonitrobenzoat 412 nm dalga boyunda renk degisikligi GSH’1 analiz
etmek icin kullanilmaktadir. GSSG belirlemek i¢in GSH'1 bloke eden tiyol reaktifleri olan
N-ethylmaleimide ve 2-vinylpyridine ile isleme tabi tutmak gerekmektedir [36]. Bu
yontem basit, yeterli hassasiyet ve ulasilabilir olmasi nedeniyle halen tercih edilen bir

yontemdir.

1.2.2. Florimetrik Yontem ile Glutatyon Analizi

Cohn ve Lyle, o-ftaldialdehit (OPA) ve amino asitler arasindaki reaksiyona dayanarak,
rediikte glutatyonun (GSH) biyolojik dokulardaki amino asitlerin miktarini belirlemek
icin kullanilabilen florometrik analitik yontem tanimladilar [37]. Hem rediikte hem de
okside glutatyonun belirlenmesine olanak saglayan bu yontem daha sonra yapilan baska
bir calismada modifiye edildi. OPA, glutatyonun serbest tiyol grubuna baglanarak,
yiiksek derecede fluoresan tiirev iireten reaktif olarak kullanilir. GSSG belirlenirken
GSH';m uzaklastirilmasi i¢in numune N-ethylmaleimide (NEM) ile muamele edilir. Bu
yontemin avantajlart; yliksek hassasiyeti, diisiik maliyeti ve hizli sonu¢ alma gibi
nedenlerle rutin uygulamada ¢ok sayida numunenin analizi i¢in uygun olabilir. En biiyiik
dezavantaji, amino asitler ve diger tiyoller tarafindan yapilan 6nemli miidahale nedeniyle

zay1f 6zgiilliige sahip olmasidir [38].

1.2.3. Biyoliiminesans ile Glutatyon Analizi

Glutatyonun (GSH) tespiti i¢in kiigiik hacimlerde sivi 6rnekleri ile genis konsantrasyon
araliginda kullanilabilen teknik, glutatyon disiilfidin (GSSG) GSSG rediiktaz tarafindan
NADPH varliginda katalize edilen tersinir reaksiyonuna dayanmaktadir. Uygun denge
kosullar1 altinda, NADP'nin GSH tarafindan indirgenmesi saglanir ve ortamda biriken
NADPH, flavin mononiikleotidi (FMN) araciligi ile bakteriyel lusiferaz baglanir.
Boylelikle elektron akisina izin vererek 1sik emisyonuna neden olur. Lusiferaz
reaksiyonunun biyoliiminesans yogunlugu ile sivi numunenin GSH igerigi dogru orantili
olarak iligkilidir. Bu yontemin dezavantaji, semi-kantitatif olmas1 ve glutatyon disiilfit

formunun bu yontem ile belirlenememesidir [39].



1.2.4. Kapiler Elektroforez ile Glutatyon Analizi

Kapiler elektroforez tek hiicrelilerde bile ultra kiiclik hacimlerde son derece verimli
analitik ayirma yontemi olarak bilinir. Piccoli ve ark. (1994) [40], basit Micro-con-10
membran ekstraksiyon prosediirii ile eritrositi GSH ve GSSSG es zamanli olarak
belirlenmesini saglayan yiiksek performansl kapiler elektroforetik yontemi (HPCE) ilk

kez tanimladilar.

Jin ve ark. (2000) [41] tek kirmizi kan hiicresinde glutatyon belirlemek igin
elektrokimyasal tespit ile kapiler bolge elektroforetik yontemi (EC-CZE) gergeklestirdi.
Bu teknik ile tiim hiicre bir ayirma kapilerine enjekte edilir. Tlirevlendirme veya hiicre i¢i
stvinin iglenmesi gerekmeden GSH miktar1 belirlenmesini miimkiin kilmaktadir. Bu
yontemin diger kapiler elektroforetik yontemlere gére dezavantaji GSSG’nin miktarini
belirlemek miimkiin olmamasidir. Carru ve ark. (2002) [42] tarafindan tanimlanan kapiler
elektroforetik yontem ile kirmizi kan hiicrelerinde GSH ve GSSG'nin 90 saniyeden daha
kisa siirede dogrudan olgiilmesine izin vermektedir. Kapiler elektroforezin duyarliligi
olsa bile tam otomasyon olmamasi ve proteine bagli glutatyon tayininin zorlugu

nedeniyle kapiller elektroforetik yontemleri dezavantajli hale getirmektedir.

1.2.5. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Glutatyon Analizi

Son zamanlarda HPLC, biyolojik numunelerde GSH’1 belirlemek i¢in tercih edilen bir
yontem haline geldi. HPLC teknikleri; hassas, tekrarlanabilir, hizli ve oldukga spesifiktir.
Her analizde es zamanlt GSH ve GSSG formu belirlemesi i¢in uygun tiirevlendirme
reaktifi secimi, analitik metot protokolleri ve analitik cihaz sistemi belirlenerek

gerceklestirilir.
1.2.5.1. HPLC -UV

Reeve ve Kuhlenkamp (1980) [43] ilk olarak Ellman reaktifi 5,5’- ditiobis-nitrobenzoik
asit (DTNB) ile kolon oncesi tiirevlendirme gergeklestirerek sican karacigerindeki
glutatyon miktarini tanimladilar. Bu yontem daha sonra Reed ve ark. (1980) [44] ve
Katrusiak ve ark. (2001) [45]tarafindan degistirildi. Reed ve ark. (1980) [44] yaptig1
caligmada iyodoasetik asit (IAA) ile tiyol yapisinda bulunan siilfidril gruplar reaksiyonu
sonucunda S-carboxymethyl tiirevleri olusturdu. Ardindan amino gruplari ile Sanger
reaktifi (1-floro-2,4-dinitrobenzen) kromofor tiirevlendirilmesine dayali reaksiyonu ile
2,4-dinitrofenil tiirevlerine doniistiiriildii. Bu tiirevler GSH, GSSG ve ilgili amino

asitlerin nanomol seviyesinde analizine izin vermektedir. Katrusiak ve ark. (2001) [45]
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yaptig1 ¢alismada 5,5’-dithiobis- nitrobenzoik asit (DTNB) ile kolon oncesi
tiirevlendirme ve dithiothreitol ile tercihe bagli 6n tiirevlendirme reaksiyonu yaparak hem
toplam amino asit seviyelerinin 6l¢limii i¢in disiilfitlerin kantitatif indirgenmesine hem

de rediikte formlarin belirlenmesine olanak sagladi.

Reed ve ark.(1980) [44] GSH, GSSG ve ilgili amino asitlerin es zamanl tayini igin
belirledigi yontemde Yoshida (1996) [46] deproteinizasyon i¢in %10’luk metafosforik
asit kullandi. Ardindan GSH'nin GSSG'ye yapay oto-oksidasyonunu oOnlemek igin
stilfidrid grubunu bloke eden iyodoasetik asit kullanarak GSH ve GSSG’yi 2.4-
dinitroflorobenzen tiirevlerine doniistiiren yontemi olusturdu. Analiz esnasinda GSH
stabilitesi ve asit deproteinizasyonu korumak 6nemli bir durumdur. Bunun iistesinden
gelmek i¢in Garcia ve ark. (2008) [47] yaptig1 calismada hemolize edilen eritrositler GSH
kayb1 olusmadan TCA ile asit deproteinizasyonu yapildi. Ardindan 5,5-ditio-bis 2-
nitrobenzoik asit (DTNB) ile tiirevlendirildi. Boylelikle eritrositlerde GSH’1n DTNB

temelli analiz metodu gelistirildi.

Giustarini ve ark. (2003) [48] insan kaninda GSH ve GSSG belirlemesi igin asitlestirme
yapilmadan once siilfidril gruplar1 N-etilmaleimid (NEM) ile ve amino gruplar 2,4-
dinitrofluorobenzene (FDNB) ile tiirevlendirme reaktifleri kullanilarak basit,

tekrarlanabilir ve es zamanli GSH- GSSG’nin belirlenmesi gerceklestirildi.

GSH ve diger tiyol yapilarinin belirlemesi i¢in 2-kloro-1-metilkinolinyum [42], [43] ve
1-kloro-2,4-dinitrobenzen [51], [52]gibi baska tiirevlendirme reaktifleri de

kullanilmaktadir.
1.2.5.2. HPLC-Elektrokimyasal Dedektor (HPLC-ECD)

Elektrokimyasal algilamali HPLC, civa (Hg) havuz elektrotlar1 kullanilarak glutatyon
dahil olmak iizere tiyoller ve disiilfiirler gibi redoks-reaktif bilesiklerin analizi i¢in 6nemli
bir araci temsil etmektedir. Biyolojik Orneklerde siilfidril grubu igeren bilesiklerin
belirlenmesinde basit, hizli ve hassas bir yontem gelistirildi [53], [54]. Bu yontem daha
sonra GSH ve GSSG es zamanli belirlenebilmesi i¢in Altin-Civa (Au-Hg) ’dan olusan
cift elektrotlu elektrokimyasal algilama sistemi gelistirildi [55].

Richie ve Lang (1987) [56] tarafindan, biyolojik olarak cesitli tiyollerin ve distilfitlerin
belirlenmesine ve biyolojik o©rneklerde uygulanmasina olanak taniyan Allison
yonteminde degisiklik yapildi. Numune hazirlama, metafosforik asit ile protein ¢okelmesi

ve mobil faz ile 20 kat seyreltme basamaklarini igermektedir. Kolon eluentindeki tiyoller,
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seri bagli Au-Hg’den olusan cift elektrotlu elektrokimyasal detektorii tarafindan
belirlendi.

Hiraku ve ark. (2002) [57] tarafindan, GSH, GSSG ve ilgili tiyoller i¢in yeni bir HPLC-
ECD analiz yontemi gelistirildi. Bu yontem ile GSH'min femtomol seviyelerinde
belirlenebilmesi i¢in GSH'a asir1 yiiksek hassasiyet saglayacak genis yiizey alanl altin
elektrot ve ince bir conta igeren sistem olusturulur. Altin elektrotlar kullanilirken,
oksijenin sistemde kesinlikle girisinin engellendigine emin olmak gerekmektedir. Birkag
yiiz enjeksiyon sonunda Au-Hg elektrotlar1 hassasiyetini kaybeder bu yiizden

yenilenmesi gerekmektedir.

Sonraki caligmalarda, yiiksek hassasiyetlerde hem GSH hem de GSSG belirlenebilmesi
icin gozenekli grafit elektrotlarin kullaniminin ana hatlarin1 detaylandiran prosediirler
ortaya koyuldu [58], [59]. Baska bir ¢calismada HPLC-ECD igin islevsellestirilen karbon
nanotiiplerle modifiye edilen elektrot sistemi kullanilarak elektrokimyasal algilama
sistemi gelistirildi. Bu yontem ile hayvan eritrositlerinde GSH ve GSSG

konsantrasyonundaki farki saptamak i¢in yeterince hassas bir yontem olusturuldu [60].

Elektrokimyasal algilamali analiz kolay numune isleme, 6zgiilliik, otomatik enjeksiyon,
kisa calisma siiresi, biiyiik numune verimi ve diger tiyollerin belirlenmesi gibi dikkat

cekici 6zellikler sunmaktadir.
1.2.5.3. HPLC-FL

HPLC-FL yiiksek duyarlilign ve ozgiilliigii nedeniyle tiyol yapidaki molekiillerin

belirlenmesinde en sik tercih edilen analitik metottur.

En iyi tiirevlendirme ajani ¢ok diisiik konsantrasyonlarda floresan verimi olusturmak igin
tiyol gruplar ile reaksiyona girebilmelidir. Ayrica ideal reaktif kendi basina herhangi
floresan karakter gostermemelidir. Tiyol bilesikleri ile kararli ve hizli reaksiyon

olusturmalidirlar [61], [62].

Gidalardaki GSH konsantrasyonlarini belirlemek i¢in tiirevlendirme ajani olarak N-(1-
Pirenil)maleimid (NPM) kullanildiginda, analiz sirasinda GSH'daki siilthidril
fonksiyonel grubu ile reaksiyona girer. Bu tiirevlenme reaksiyonu 1 dakika ig¢inde

tamamlanir [63], [64].

Orto-ftaldialdehit (phthalaldehyde (OPA) ile amino asitlerin amino gruplar1 arasindaki

reaksiyon temelinde, GSH'In OPA ile reaksiyonu yliksek derecede floresan iiriin
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olusturmaktadir [37]. Neuschwander-Tetri (1989) [65] GSH ve OPA’nin reaksiyonu ile
yiiksek floresan 6zellige sahip stabil bir trisiklik tiirev olugsmaktadir GSH ''n OPA ile
tirevlendirilmesi sonucu olugsan floresan miktar1 pH degisimine bagli olarak
gerceklesmektedir. Reaksiyon pH't NaOH ile ayarlanarak en yiiksek floresans 6zellik
veren pH belirlenir. Floresan, pH 8'den diisiik veya 12'den yiiksek oldugunda yavag yavas

azaldig1 sonucuna ulagilmaktadir [37].

Biman bilesikleri, yiiksek foto-stabiliteleri ve biyo-uyumluluklar1 nedeniyle biyolojik
sistemlerde floresan etiketleme prosediirleri i¢in siklikla kullanilir [66]. Canl1 hiicrelerde
kiiltiir ortamina monoklorobiman (mCB) eklenmesi ile hiicre i¢i glutatyon S-transferaz
enzimi florometrik olarak 6l¢iilebilen GSH-mCB reaksiyonunu katalizlemektedir. mCB
floresan yontemi, doku homojenatlarinda GSH'mi1 giivenilir bir sekilde 6lgmek igin

yeterince spesifik olmasina ragmen GSSG'i 6l¢mek i¢in bu prosediir basarili olmadi [67].

Monobromobiman tiyollerle oda sicakliginda pH 8.0 de hizl1 bir sekilde reaksiyona girer

ve tiyoeterleri olustururlar [68].

Bu reaktifin dezavantajlarindan bazilari, kendi kendine floresan ozelligi, 1sikla

parcgalanabilme yetenegi ve hidroliz tiriinleri olugturmasidir [69].

1-Floro-2,4-dinitrobenzen (FDNB), gidalardaki GSH igerigini belirlemek i¢in en yaygin
kullanilan reaktiftir. FDNB'deki amino grubu GSH ile reaksiyona girerek S-
karboksimetildinitrofenil (DNP) tiirevlerini olusturur [61], [70].

O ve ark.(2004) [71] gidalardaki GSH'yi analiz etmek i¢in floresan reaktifleri olan dansil
kloriir ve FDNB'nin kullanimin1 karsilastirdi. Dansil klortiriin ¢ok hassas sonuglar verdigi

sonucuna ulagildu.

1.2.6. Sivi Kromotografi- Kiitle Spektrometrisi (LC-MS), (LC-MS/MS) ile
Glutatyon Analizi

Kiiciik numune boyutu, saptamada yiiksek hassasiyet ve spesifisite nedeniyle GSH ve
GSSG’nin belirlenmesinde LC-MS kullanilmaktadir [62]. Sira ve sarapta, GSH ve GSSG
icerigi belirlemek icin LC-MS/MS yontemi gelistirildi. Bu ydntem ile herhangi
tirevlendirme basamagi kullanmadan analiz etmek miimkiindiir [72]. Bugday unu i¢in
yapilan analizde dansil kloriir ile tiirevlendirme gerceklestirilerek GSH analizi yapildi
[73]. Bu yontemin, toplam otomasyon eksikligi ve ekipmanin yiiksek maliyeti, diger

yontemlere gore en biiyiik dezavantajlaridir [69].
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1.3. DOGAL KAYNAKLARDAN GLUTATYON ELDE EDIiLMESINE YONELIK
YAPILAN CALISMALAR

Cesitli sebze ve meyvelerde biyolojik olarak dnemli bazi tiyollerin seviyesi yliksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) teknigi kullanarak incelendiginde sebzelerden
kuskonmaz 349 nM/g taze agirlik ile en yiiksek GSH diizeyine sahipken, meyvelerden
papaya 136 nM/g taze agirlik GSH diizeyine sahip bulundu [63]. Yapilan bir ¢calismada
dort farkli kurutma isleminin etkileri, glineste kurutma, firinda kurutma, vakumlu firinda
kurutma, dondurarak kurutma, domates (Solanum lycopersicum) ve zencefil (Zingiber
officinale) gibi bitkilerin tiyolik ve fenolik icerikleri agisindan incelendi. Taze zencefilin
1399.49 + 63.90 ve domatesin 1835.28 + 7.95 nmol/g kuru maddede GSH icerdigi tespit
edildi [74]. Manda ve ark. tarafindan [64] zencefil ekstraktlarinin 1076 nM/g taze agirlik
GSH igerdigini bildirildi. Dondurarak kurutma, diisiik sicaklikta vakum altinda
gerceklestirildiginde yliksek verimli ekstraksiyon sagladi. Bitkilerin yetigtirme
yonteminin GSH seviyesine etkisini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada organik olarak
yetistirilen kuskonmaz, 1spanak, yesil fasulye ve kirmizi biberdeki GSH
konsantrasyonunun geleneksel olarak yetistirilene kiyasla daha diisiik oldugu tespit edildi
[75]. Farkli baharatlarin (zerdegal, zencefil, kakule, hardal, ¢emen ve kisnis) sulu
ekstraktlarindaki biyolojik olarak onemli tiyoller, HPLC teknigi kullanilarak tiyol
seviyeleri belirlenen bir ¢alismada en yiiksek GSH seviyesine Zingiber officinale ‘de
1076 + 18 nM/g (taze agirlikta) ulasildi [64]. GSH son derece hassas bir analittir ve
disiilfide formuna (GSSG) kolayca oksitlenir. Yapilan ¢alismada GSH ve GSSG’nin es
zamanl tespiti i¢in HPLC-PCD yontemi uygulandi. Gelistirilen yontem, hem GSH hem

de GSSG analitlerinin ayn1 anda belirlenmesine olanak tanmaktadir [76].

Yapilan bir ¢aligmada 1spanak, yesil fasulye, kirmizi biber, salatalik ve kugkonmazdaki
GSH: GSSG oranlar tespit edildi. Buna gore 1spanagin en yiiksek GSH:GSSG oranina
sahip oldugunu belirlendi [77].

Gida numunelerinde GSH/GSSG analizi i¢in bildirilen analitik protokollerin oldukca
onemli bir kismi, kolon 6ncesi tiirevlendirmeye bagli HPLC'ye dayanmaktadir. UV-Vis
bolgesindeki analitlerin diigiik absorpsiyonlart nedeniyle, tiirevlendirmenin kiitle
spektrometrisi kullanildiginda bile GSH'!m duyarliligt ve stabilizasyonu agisindan
olduk¢a faydali oldugu kanitland1 [73], [78]. Kolon Oncesi tiirevlendirmenin ardindan

HPLC veya UV veya floresan algilamaya bagl kilcal elektroforez kullanilarak ayirma,
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saraplar [79], [80], [81], turunggil, meyve sulart [82], [83] gibi gida maddelerine ve
mayalara [84] uygulandu.

1.4. HIDROJELLER

Ug boyutlu ag yapisina sahip hidrojeller hidrofilik polimerlerin ¢apraz baglanmas: sonucu
olusan terapétik caligmalar icin essiz Ozelliklere sahip biyomalzemelerdir [85]. Ayrica
ayarlanabilir fizikokimyasal 6zelliklerinin yan1 sira yumusak insan dokularina ve hiicre
dis1 matrise olan benzerlikleri nedeniyle en ¢ok ilgi géren biyomalzemeler haline
gelmistir. Hidrojeller, biiylik miktarda su absorblayabilen ve polimer zincirleri arasindaki
fiziksel veya kimyasal ¢apraz baglardan dolay1 ¢oziinmeden kalabilmektedir. Hidrojelin
suyu tutmasimi hidroksil (—OH), karboksil (~COOH), amin (—NH;) ve siilfonik asit
(—SOsH) gruplart gibi bir¢ok hidrofilik fonksiyonel gruba sahip olmasi saglamaktadir.
Polimerler arasindaki ¢apraz baglar ise hidrojelin suda c¢oziinmesini engelleyerek
geometrik bir yapida olmasini saglar [86]. Capraz baglanma 6zelliklerine gore fiziksel ve
kimyasal ¢apraz bagli hidrojeller olarak smiflandirilmaktadir (Sekil 1.7) [87].
Hidrojellerin yiiksek su tutma kapasitesi ve hiicre dist matrise (ECM) benzerlikleri
biyouyumluluk saglarken aktif bilesenleri tutma yetenegi de kazandirir. Bu nedenle son
yillarda ila¢ tagima sistemleri, doku miihendisligi ve rejeneratif tip uygulamalar1 i¢in

arastirilmaktadir [88], [89].

polar gruplar
hidroliz, oksidasyon,
siilfolanma, vb.
>
hidrofobik polimer
¢apraz
bagamma hidrofobik
etkilesim
Kimyasal Hidrojel Fiziksel Hidrojel

Sekil 1. 7. Hidrojel olusumunun sematik gosterimi.
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1.4.2. Fiziksel Capraz Bagh Hidrojel

Hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, iyonik etkilesimler gibi kovalent olmayan
etkilesimler ile fiziksel ¢apraz baglanmanin gerceklestigi hidrojeller elde edilmektedir
[90]. Sicaklik, iyonik konsantrasyon gibi fiziksel uyaranlarla toksik ¢apraz baglayicilara
gerek kalmadan capraz baglanabilmektedir [91]. Fiziksel capraz bagli hidrojeller
kimyasal capraz bagl hidrojellere gore zayif mekaniksel 6zellik gostermelerine ragmen
fiziksel etkilesimlerin dogal tersine ¢evrilebilirligi hidrojele kayma incelmesi ve kendi
kendini iyilestirebilme ozellikleri kazandirmaktadir. Ayrica fiziksel c¢apraz bagh
hidrojellerde toksik capraz baglayicilar kullanilmadigindan reaksiyona girmeyen ¢apraz
baglayicilar sitotoksisiteye sebep olmamakta bu durum hidrojellerin biyomedikal

uygulamalari i¢in kullanilmasi1 anlaminda 6nemlidir [87].

1.4.3. Kimyasal Capraz Bagh Hidrojel

Foto-1ginlama, disiilfid bagi olusumu, Schiff bazi, Michael katilmas: ve Diels-Alder vb.
reaksiyonlar1 ile polimer zincirlerinin kovalent ¢apraz baglanmasi sonucu kimyasal
capraz bagl hidrojeller elde edilmektedir [92]. Kimyasal ¢apraz bagli hidrojeller fiziksel
capraz bagl hidrojellere kiyasla daha iyi mekanik 6zelliklere ve uzun siireli kararliga
sahiptir. Ancak bazi kimyasal ¢apraz baglama yontemlerinde kullanilan toksik capraz
baglayicilar (foto-baslaticilar, capraz baglayict monomerler, katalizorler vb.) yan etkilere

sebep olabilmektedir [91].

1.5. ENJEKTE EDIiLEBILIR HIDROJELLER

Enjekte edilebilir hidrojeller, ila¢ tagima sistemleri, doku miihendisligi ve rejeneratif tip
uygulamalari i¢in biyomalzemelerin tasarlanmasinda biiyiik bir ilgi odagi haline gelmistir
[93]. ilag tasima sistemlerinde terap&tiklerin hidrojel ile lokal enjeksiyonu hem terapétik
etkinligi artirmakta hem de sistematik tedavinin yan etkilerini azaltmaktadir. Hiicre, gen
ya da etken madde gibi biyoaktif bilesenleri i¢eren hidrojeller in-situ lokal jellesebilen
veya kayma incelmesi davranisi gdosterebilen hidrojeller olarak farkli sekilde
tasarlanabilmektedir. Bazen her iki 6zellikte tek bir hidrojelde birlestirilebilmektedir [94],
[95].

In-situ enjekte edilebilir hidrojeller, jelin temel matriksini olusturan polimerin ve

biyoaktif bilesenlerin sivi formda lokal olarak enjekte edildikten sonra bu bilesenlerin
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viicut igerisindeki pH, sicaklik gibi etkenlere bagli olarak veya kimyasal, fiziksel ¢apraz

baglanmasiyla jellesebilen sistemlerdir [96].

Kayma incelmesi davranigi gosteren hidrojeller ise lokal bolgeye uygulanmadan once in-
vitro jellestirilerek belli kayma gerilimi altinda enjekte edilebilmekte ve enjekte
edildikten sonra jel yapisini koruyabilmektedir. Bu sistemlerde biyoaktif bilesenler
homojen bir sekilde jel icine hapsedildikten sonra ilgili hedef bdlgeye enjekte
edilebilmektedir [97], [98].

Son yillarda, doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak {izere enjekte edilebilir

hidrojeller olusturmak igin ¢esitli dogal ve sentetik materyaller kullanilmistir [99].

1.5.2. Enjekte Edilebilir Hidrojel Hazirlamak Icin Kullanmilan Materyallerin
Ozellikleri

Enjekte edilebilir hidrojel tasarlanmasinda kullanilan polimerler hidrojelin mekanik
dayanimi, biyouyumlulugu ve biyobozunurlulugunu etkilediklerinden hidrojellerin
uygulama alanina bagli olarak polimer se¢ilmesi gerekmektedir. Dogal ve sentetik
polimerler enjekte edilebilir hidrojel sistemi hazirlamak icin kullanilmaktadir. Bu
polimerlerin enjekte edilebilir hidrojel hazirlamak i¢in sahip olmasi gereken ozellikler

bulunmaktadir [91].

1. Biyoaktif molekiillerin oda sicakliginda enjekte edilmesi ve kapsiillenmesini
kolaylastirak i¢in hazirlanan polimer ¢ozeltisi diisiik viskozite degerine sahip

olmalidir.

ii. Enjeksiyon sonrasi polimer ve biyoaktif molekiiliin dagilmasina engel olmak

icin jellesme hizli olmalidir.

iii. Terapotik amacla hazirlanan biyoaktif molekiil iceren jellerin biyobozunur
olmas islevini tamamlandiktan sonra viicuttan kolaylikla uzaklastiriimasi

anlaminda gereklidir.

iv. Polimerler ve bozunma iiriinleri biyouyumlu olmali viicutta inflamatuar tepki
olusturmamalidir.

V. Jeller uygulanacak bolge icin uygun mekanik ve fiziksel ozellikler
gostermektedir.
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1.5.2.1. Dogal Polimer

Dogal polimerler bitkiler, hayvanlar, algler gibi dogal kaynaklardan elde edilmektedir
[87]. Hidrojel hazirlamada proteinler ve polisakkaritler olmak {izere 2 ana dogal malzeme
simift  kullanilmaktadir. Polisakkarit sinifin1 olusturan dogal polimerler, aljinat,
hyaluronik asit, kitosan vb. iken, protein siifin1 olusturan dogal polimerler ise jelatin,

kolajen vb. olup hidrojel hazirlamada kullanilmaktadir [100].

Polisakkaritler ve proteinler yapisma, farklilasma ve ¢ogalma gibi hiicre faaliyetlerini
desteklemek icin fiziksel, kimyasal, ve biyolojik sinyaller saglayan ekstraseliiler matrisin
bilesenleri olup ekstraseliiler matrise benzerlikleri, biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikte
olmalarindan dolay1 biyomedikal uygulamalarda siklikla kullanilmaktadirlar [99], [101].
Ancak biyomedikal uygulamalarda 6nemli bir 6zellik olan mekanik dayanim dogal

polimerler ile elde edilen hidrojellerde zayiftir [102].

Aljinat 6zellikle kahverengi yosun ve bakterilerden tiiretilen (1-4) -bagli f-D-mannuronik

asit (M) ve a-L-gluronik asit (G) monomerlerinden olusan bir hidrofilik ve dogrusal

polisakkarittir [103]. Ca2+, Mg2+, Ba' veya st gibi iki degerlikli katyonlar iyonik
kopriiler olugturmak i¢in G monomer bloklariyla birlikte etkilesime girdiginde basit
jellesme olusabilmektedir [99]. Belli kosullar altinda jel olusturma yetenegi ve diisiik
toksisitesi nedeniyle hiicre kapsiillemesi, doku miihendisligi ve ilag tasinimi gibi
biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir [104], [105]. Fakat tiim bu &zelliklerine
ragmen, aljinat tam olarak degrade edilememektedir. Iyonik olarak capraz baglanan
aljinat hidrojeller, iki degerlikli iyonlarin ¢evre ortam igerisine kaybolmasini igeren bir
iyon degistirme islemi aracilifiyla degrade olur ve kontrolsiiz bir sekilde ¢oziinmektedir.
Aljinat, doku miihendisligi uygulamalarinda, 6zellikle hiicreyle etkilesimini arttirmak

iizere, lektin ve RGD ile konjuge edilerek kullanilmaktadir [104], [106].

Hyaluronik asit (HA), N-asetil-D-glukozamin ve D-glukuronik asidin birden fazla
yinelenen disakkarit biriminden olusan bir gikozaminoglikandir. Insan ve diger
hayvanlardaki tiim bag dokularinin ECM'sinde genis ¢apta dagilmis halde bulunmaktadir
[107]. Hyaluronik asit, doku hidrasyonu, besin difilizyonu, proteoglikan organizasyonu ve
hiicre farklilagmasi gibi bir¢ok biyolojik islemde 6nemli rol oynamaktadir. HA, 6zellikle
yara iyilesmesi sirasinda ve eklemlerin sinovyal sivisinda bulunmaktadir [108]. HA ve
tiirevleri, biyouyumluluk, biyolojik bozunabilirlik ve miikemmel jel olusturma 6zellikleri

nedeniyle doku miihendisliginde yaygin bir sekilde arastirilmaktadir [109].
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Kitosan, kismen deasetillenen bir kitin tiirevi olan dogrusal bir polisakkarittir. Bu
polikatyonik polisakkarit, glukozamin ve N-asetilglukozamin molekiillerini i¢erdiginden,
dogal glikozaminoglikanlara yapisal olarak yiiksek derecede benzerlik gdstermektedir
[110], [111]. Kitosan yiliksek biyouyumluluk ve biyolojik bozunabilirligi, diisiik
immiinojenisitesi ve katyonik niteligi nedeniyle son yillarda ¢esitli doku miihendisligi
uygulamalari i¢in aragtirilmaktadir [112]. Bununla birlikte, modifiye edilmeyen kitosan,
kuvvetli molekiillerarasi hidrojen baglari nedeniyle asitli ¢ozeltilerde ¢oziilebilmektedir.
Bu nedenle enjekte edilebilir bir hidrojel olarak kullanimini sinirlamaktadir. Kitosan
tirevleri, glutaraldehid ile capraz baglanma, UV 1sinlamasi ve termal varyasyonlar

yoluyla jellestirilebilmektedir [111].

Jelatin, kolajen polimerinin hidrolizi ile tek sarmalli molekiillere boliinmesiyle olusan
protein esasli dogal bir polimerdir. Jelatinin olusumunu saglayan kolajenin molekiiler
yapisi hidrojen bagi ve kovalent baglarla bir arada tutulan {i¢ i¢ ice polipeptit sarmal
zincirinden olugmaktadir. Jelatin, dnciiliine (kolajen) kiyasla daha az immiinojeniktir ve
RGD sekans1 gibi bilgi sinyallerini tutarak hiicre yapigmasi, gog¢, farklilagma ve
cogalmay1 tesvik etmektedir [113]. Jelatin hidrojellerin fizyolojik sicaklikta kararli
olmamasindan dolay1 biyomedikal uygulamalarda kimyasal olarak modifiye edilen jelatin

polimerinin kovalent ¢apraz baglanmasi tercih edilmektedir [114].
1.5.2.2. Sentetik Polimer

Sentetik polimerlerin, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri dogal polimerlere gore kontrol
edilebilir ve tekrarlanabilir olmalar1 sebebiyle hidrojel ¢aligmalar1 icin siklikla
kullanilmaktadir [100]. Ancak sentetik polimerler ile hazirlanan hidrojeller dogal
polimerler ile hazirlanan hidrojellere gore daha diisiik biyouyumluluk ve biyobozunurluk
gostermektedir [115]. Sentetik polimerler, belirli blok yapilari, molekiil agirliklar1 ve
parcalanabilir baglarla tekrar iiretilebilir sekilde gelistirilebilmektedir [116]. Polietilen
glikol (PEG), polivinil alkol (PVA), polipropilen fumarat (PPF), PNIPAAm, pluronik F-

127 vb. hidrojel hazirlamada en sik kullanilan sentetik polimerlerdir [99].

PEG suda c¢oziinebilen, sitotoksik ve immiinojenik olmayan ozelliklerinden dolay1
biyomalzeme tasariminda yaygin olarak kullanilan sentetik bir polimerdir. Ayrica
Amerikan Gida ve Ilag idaresi (FDA) tarafindan ayarlanabilir dzellikleri ve giivenilir
profili ile bir¢ok klinik uygulama i¢in onaylanmustir [117]. Ozellikle, ¢apraz baglanma

yogunlugunu kontrol etme kabiliyeti PEG bazli hidrojellere hiicre etkilesimi ve doku
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biiytimesi i¢in esneklik ve uyarlanabilirlik saglar. PEG ve kimyasal olarak benzer
polietilen oksit, iki ucu akrilatlar veya metakrilatlar ile modifiye edilerek foto gapraz
baglanabilen hidrofilik polimerlerdir. PEG hidrojelleri, hiicre iskeleleri, ilag tagima
sistemlerinde tasiyici olarak kullanilmaktadir [118], [119].

PVA ve PPF de, doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan sentetik hidrofilik
polimerlerdir. PVA, cesitli malzemelerle tiirevlendirilebilen asili hidroksi gruplarinin
coklugu sayesinde ¢ok fonksiyonlu makromerlere doniistiiriilebilmektedir [99]. Fiziksel
ve kimyasal olarak hidrojel olusturmak iizere ¢apraz baglanabilmekte ve diger suda
coziinen polimerler ile birlestirilebilmektedir [115]. PVA hidrojelleri, tekrarlanan
donma/¢ézme yontemleriyle fiziksel olarak ¢apraz baglanarak veya glutaraldehit veya
epiklorohidrin ile kimyasal olarak ¢apraz baglanarak olusturulmaktadir [99]. PPF, ester
baglantisinin hidroliziyle bozunmaya ugrayan lineer bir poliesterdir. PPF, hidrofilik PEG
ile bir blok kopolimer olarak sentezlendiginde UV yardimiyla veya kimyasal olarak

capraz baglanarak hidrojel olusturabilmektedir [115].

1.6. GLUTATYONUN FARMASOTIK DEGERLENDIRILMESI

Son yillarda GSH, Alzheimer hastaligi ve Parkinson hastali§i gibi noérodejeneratif
hastaliklarda ¢esitli tibbi miidahaleler i¢in kullanilmaktadir [26], [120]. GSH gibi
peptitler, peptit baglariyla baglanan 2-50 amino asitten olusan kimyasal bilesiklerdir.
Endojen peptitler, hormonlar, ndrotransmitterler, biiylime faktorleri, iyon kanali
ligandlar1 veya anti-enfektif ajanlar olarak gorev yapan birgok fizyolojik siirecte yer
alirlar [121], [122]. Essiz farmakolojik profilleri ve igsel 6zellikleri, peptitleri, geleneksel
"kiigiik molekiilli" ilaglardan (<500 Da) daha iyi tolere edilen ve daha diisiik toksisiteye
sahip miikemmel ila¢ adaylar1 haline getirmektedir. Oldukca segici reseptor baglama
ozellikleri, iyi bir klinik etkinlik saglar [121]. Bununla birlikte, GSH'nin oral yoldan
verilmesi diger protein ve peptit ilaclarina benzer sekilde zorluklara yol agmaktadir.
Ciinkli  gastrointestinal (GI) kanaldaki fizikokimyasal engeller, diisiikk oral
biyoyararlanima yol agmaktadir. Her ne kadar penetrasyon arttiricilar ve enzimatik
inhibitorler ile birlikte uygulama veya nanopartikiiller, mikroemiilsiyonlar, niozomlar ve
lipozomlar igine kapsiilleme gibi iletimi iyilestirmek i¢in ¢esitli yaklasimlar aragtirilmis
olsa da klinik terapdtik etkileri olan uygun formiilasyonlar gelistirilmeye devam
edilmelidir. GI yolunda proteolitik bozulmaya kars1 koruma saglayabilecek ve epitelyal

membran boyunca molekiiler absorpsiyonu artirabilecek GSH dagitim sistemi
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gelistirmeye yonelik arastirilan yaklagimlar ile formiilasyonunun tasarimina yonelik

caligmalar gelistirilmelidir [123].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. BITKi ORNEKLERININ TEMIiNi

Arastirmada kullanilan semizotu (Portulaca oleracea) izmir’den Agustos 2023’te temin
edilerek -20 °C’de muhafaza edildi. Kullanilan ispanak (Spinacia oleracea), lahana
(Brassica oleracea var. capitata f. alba), brokoli (Brassica oleracea) taze ornekleri

Diizce’ nin yerel marketlerinden temin edildi (Kasim 2023).

2.2. REAKTIFLER VE KIMYASALLAR

Asetonitril, hidroklorik asit, asetik asit ve ortho fosforik asit [tiimii yiiksek performanslh
stvi kromatografisi (HPLC) smifi], sodyum perklorat monohidrat Sigma-Aldrich,
Gliserol Merck, Polietilen Glikol 4000 molekiiler agirlikli Clariant, Nobel ilag
ARGE’den temin edildi. Sigma-Aldrich N-(1-Pirenil)maleimid, GoldBio L-Glutatyon
Rediikte ve Cayman Chemical GSH/GSSG Assay Kit satin alindi.

2.3. CiHAZLAR

Arastirmada kullanilan baslica ekipmanlar Thermo Heraeus Biofuge Stratos High Speed
Centrifuge Zentrifuge Roto 3335 sogutmali santrifiij cihazi, IKA Orbital shaker vortex,
IKA T25 digital Ultra Turrax homojenizatdr, Mettler Toledo AB204, Mettler Toledo
XSR225DU ve Mettler Toledo XS205DU hassas teraziler, WTW Inolab pH 7110 pH
metre, Heidolph 100-1400 rpm manyetik karistirici, HydraUltrasonic su banyosu,
Sartorius Arium 611 UV Ultrapure Water System, Martin CHRIST, The Epsilon 1-4
LSCplus freeze dryer, Eppendorf Research 5-10 pL, 50-100 pL ve 100-1000 pL
mikropipet, Chromofil PET 20/25 0,20 um filtre, Isolab 0,45 um membran filtre, Agilent
1290 Infinity I HPLC cihaz1 UV ve FLD dedektér HPLC ve Empower software, ACE 5
C18 250%4,6 mm 5pu ve ACE 5 C18 150x4,6 mm 5p kolonlar, Bio-tek synergy-2 slfpta
Mikroplaka okuyucu ve Gen5 software, Ugur Ubm 60 buz makinesi, Renishaw RA802
Raman Spektroskopisi ve. WiRE yazilimi, Agilent Cary 630 FTIR-ATR Spektroskopisi,
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TA Instrument DSC 250 Discovery Diferansiyel Taramali Kalorimetre, Malvera
Panalytical Limited ZSU3305 ve ZS XPLORER Zeta Sizer Nano.

2.4. KIMYASAL COZELTILER VE HAZIRLANISLARI

Calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta asagida belirtildigi gibi

hazirlanmistir;

Coziici

%0,1 H3PO4 igeren 50 mM NaClOs; 1,2 mL %85’°lik H3POs4, 7,023 g NaClO4*H>O ultra

saf su ile karistirilarak hazirlandu.

N-(I-pyrenyl)-maleimide (NPM) cozeltisi

250 mL NPM cozeltisi; 250 mL Asetonitrilde 0.075g NPM ¢ozdiiriildii. Hazirlanan bu
cozelti 6rneklerde bulunan tiyollerin tiirevlendirmesi (tiyol bilesiklerini floresans 1s1ma
yapan bilesiklere doniistiirerek floresans dedektérde okunmasini saglamak) amaciyla

kullanildi. Hazirlanan ¢ozelti +4 °C’de 1 ay saklandi.

Hidroklorik asit (HCI) ¢ozeltisi

2N HCI ¢ozeltisi; 50 mL HPLC saflikta H,O’da 10 mL %37°lik (12 M) HCI ¢ozdiiriildii.

Hazirlanan bu ¢6zelti tiirevlendirme sonrasi oksidatif reaksiyonun durdurulmasi amaciyla

kullanildi.

Ultraviyole dedektorli HPLC (HPLC-UV) mobil faz

%0,1 H3PO4 50 mM NaClOg4 ultra saf su ile hazirlandi. 0,45 pm membran filtreden
stiziildli ve 15 dk ultrasonik banyoda degaze edildi. (pH 2.5)

Floresans dedektorlit HPLC (HPLC-FLD) mobil faz

Asetonitril: Su (65:35) ve 1 mL Asetik asit ile 1 mL Fosforik asit eklendi ve karistirildi.
0,45 pm membran filtreden siiziildii ve 15 dk ultrasonik banyoda degaze edildi. (pH 2.15)

Ultraviyole dedektorli HPLC (HPLC-UV) glutatyon (GSH) standart cozeltileri

Hazirlanan GSH standart stok soliisyonu:

5000 ppm: 10 mg GSH + 2 mL ¢oziicii ile hazirland.
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Hazirlanan standart stok soliisyonundan 6,25 ppm, 12,5 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm,

250 ppm, 500 ppm ve 1000 ppm konsantrasyonlarinda GSH ¢ozeltileri asagidaki Cizelge

2.1’deki gibi hazirlandu.

Cizelge 2. 1. HPLC-UV GSH standart ¢ozeltilerinin hazirlanisi.

Konsantrasyon Standart Stok Hacim Coziicii Toplam Hacim

(ppm) (nL) (nL) (nL)
6,25 ppm 1000 pL (12,5 ppm’den) 1000 uL 2000 pL
12,5 ppm 1000 pL (25 ppm’den) 1000 pL 2000 pL

25 ppm 1000 pL (50 ppm’den) 1000 uL 2000 pL

50 ppm 1000 pL (100 ppm’den) 1000 uL 2000 pL
100 ppm 1000 pL (1000 ppm’den) 9000 pL 10 000puL
250 ppm 1000 pL (500 ppm’den) 1000 pL 2000 pL
500 ppm 1000 pL (1000 ppm’den) 1000 pL 2000 pL
1000 ppm 1000 pL (5000 ppm’den) 4000 pL 5000 pL

Floresans dedektorlit HPLC (HPLC-FLD) glutatyon (GSH) standart ¢cozeltileri

Hazirlanan GSH standart stok soliisyonlart:

5000 ppm GSH: 10 mg GSH + 2 mL mobil faz ¢oziicii

500 ppm GSH: 100 pL (5000 ppm stoktan) + 900 uL ¢oziicii

100 ppm GSH: 200 pL (500 ppm stoktan) + 800 pL ¢oziicii olacak sekilde hazirlandi.

Hazirlanan standart stok sollisyonlarindan 0,5 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 50

ppm ve 100 ppm konsantrasyonlarinda GSH ¢dozeltileri asagidaki Cizelge 2.2°deki gibi

hazirlandi.
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Cizelge 2. 2. HPLC-FLD GSH standart ¢ozeltilerinin hazirlanisi.

Konsantrasyon Standart stok hacim Coziicii | Ultra NPM Toplam
(ppm) (uL) (uL) saf su (uL) hacim
(nL) (nL)
0 ppm 0 uL 20 u | 230 uL | 750 puL 1000 pL
0,5 ppm 5 uL (100 ppm stoktan) ISpul | 230uL | 750 uL 1000 pL
1 ppm 10 uL (100 ppm stoktan) 10 u | 230 uL | 750 pL 1000 pL
S ppm 10 uL (500 ppm stoktan) 10 u | 230 uL | 750 pL 1000 pL
10 ppm 20 uL (500 ppm stoktan) 0 puL 230 uL | 750 uL 1000 pL
20 ppm 4 uL (5000 ppm stoktan) 16 uL | 230 uL | 750 uL 1000 pL
50 ppm 10 pL (5000 ppm stoktan) 10 u | 230 uL | 750 pL 1000 pL
100 ppm 20 pL (5000 ppm stoktan) OuL | 230 puL | 750 uL 1000 pL

2.5. GLUTATYON (GSH) EKSTRAKSIYONU VE ULTRAVIYOLE
DEDEKTORLU HPLC (HPLC-UV) METODU

Glutatyon, liyofilize ve taze bitki 6rneklerinden su ile ekstraksiyon yapildi ve HPLC-UV

ile kantitatif tayin ile belirlendi.

2.5.1. Sulu Numuneden Liyofilize Bitki Orneklerin Ekstraksiyonu

Liyofilizatorde bitkiler -45 °C ‘den -20 °C’ye kadar kademeli olarak 0,133 mbar vakum
basing altinda 72 saat boyunca kurutuldu. Liyofilizatérde kurutulan brokoli, 1spanak,
lahana ve semizotu ¢oziicii ile ekstraksiyonu yapildi. Buz {izerinde toz haline getirilen 1
g bitki 6rnegi 12 mL ¢oziicii ile ara ara karistirilarak 1 saat bekletildi. +4 °C ‘de 8500 rpm
devirde 15 dk santrifiij yapildi. Santriflij sonras1 ylizeyde toplanan siipernatant alindi1 ve

0,20 um PET 20/25 filtreden gegirilerek HPLC viyallerine aktarildi.

25




2.5.2. Sulu Numuneden Taze Bitki Orneklerin Homojenizator ile Ekstraksiyonu

Taze brokoli, 1spanak, lahana ve semizotu bitkileri ¢oziicii ile ekstraksiyonu yapildi. 1g
bitki 12 mL ¢0ziicii igerisinde buz lizerinde doku homojenizatori ile 3000 rpm’de 5 dk
boyunca 1 dk araliklarla homojenize edildi. +4 °C ‘de 8500 rpm devirde 15 dk santrifiij
yapildi. Santrifiij sonras1 yiizeyde toplanan siipernatant alind1 ve 0,20 pm PET 20/25
filtreden gecirilerek HPLC viyallerine aktarildi.

2.5.3. Glutatyon I¢eriginin Ultraviyole Dedektérli HPLC (HPLC-UV) ile Kantitatif
Tayini

Ekstraksiyonu yapilan bitki drneklerinin GSH analizi HPLC ile gerceklestirildi. 215 nm
dalga boyuna sahip ultraviyole dedektor kullanildi. 0,7 mL/dk akis hiz1 ile mobil fazin
izokratik akis1 saglandi. ACE 5 C18 250 x 4,6 mm 5p kolon 25 °C kolon sicakligina
ayarlandi. Enjeksiyon hacmi 20 pL olacak sekilde analiz gerceklestirildi. Analiz stiresi 12
dk olarak belirlendi.

Bu analiz yontemi ile 6,25-1000 ppm konsantrasyon aralifinda kalibrasyon egrisi

olusturuldu [124].

2.6. GLUTATYON EKSTRAKSIiYONU VE FLORESANS DEDEKTORLU HPLC
(HPLC-FLD) METODU

Glutatyon, liyofilize ve taze bitki 6rneklerin sulu numunelerinden ekstraksiyonu yapildi

ve HPLC-FLD ile kantitatif tayin ile belirlendi.

2.6.1. Sulu Numuneden Liyofilize Bitki Orneklerin Ekstraksiyonu

Liyofilizatérde kurutulan brokoli, 1spanak, lahana ve semizotu bitki 6rnekleri ¢oziicii ile
ekstraksiyonu yapildi. Toz haline getirilen bitki 6rnekleri 1 g bitki 6rnegi 12 mL ¢oziicii
ile 15 dk boyunca buzla doldurulan ultrasonik banyoda karistirilarak bekletildi. +4 °C’de,
8500 rpm devirde 15 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi yiizeyde toplanan
siipernatant alindi. Numunelerdeki tiyol bilesigi olan glutatyonun HPLC-FLD’de
belirlenebilmesi i¢cin numunelerin tlirevlendirilmesi gerceklestirildi. Serbest siilfidril
gruplari igeren tiyol bilesikleri ile NPM ¢ozeltisinin reaksiyonu Sekil 2.1°de gosterilmistir
[125]. Numunelerde tiirevlendirme reaksiyonlari i¢in ¢esitli reaksiyon denemeleri yapildi.

Belirlenen tiirevlendirme reaksiyonlar1 Cizelge 2.3’te gosterilmektedir.
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Sekil 2. 1. Serbest siilfidril gruplari igeren tiyol bilesikleri ile NPM ¢ozeltisinin

reaksiyonu.

Cizelge 2. 3. Liyofilize bitki ekstraktlarin tiirevlendirme reaksiyonlari.

Bitki Siipernatant Su NPM Toplam hacim
Liyofilize Brokoli 50 uL 200 pL 750 pL 1000 pnL
Liyofilize Ispanak 130 pL 120 uL 750 uL 1000 pL
Liyofilize Lahana 200 uL 50 pL 750 uL 1000 pL

Tiirevlendirme:

Tiirevlendirme reaksiyonun gerceklesebilmesi icin kapagi kapali bir sekilde 5 dakika
bekletildi. Reaksiyonu durdurmak amaciyla 10 pL 2 N HCI ilave edildi. Tiipler vorteksten
gecirildi. Hazirlanan 1 mL’lik bitki numuneleri 0,20 um PET 20/25 filtrelerden
gecirilerek HPLC viyallerine aktarildi.

2.6.2. Sulu Numuneden Taze Bitki Orneklerin Homojenizator ile Ekstraksiyonu

Taze brokoli, 1spanak, lahana ve semizotu bitkileri ¢oziicii ile ekstraksiyonu yapildi. Taze
brokoli, 1spanak, lahana ve semizotu doku homojenizatoriinde 1g bitki 12 mL ¢oziicii

icerisinde buz iizerinde 3000 rpm’de 5 dk boyunca 1 dk araliklarla homojenize edildi.

+4 °C’de, 8500 rpm devirde 15 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi ylizeyde
toplanan siipernatant alindi. Numunelerdeki tiyol bilesigi olan glutatyonun HPLC-FLD
’de belirlenebilmesi i¢cin numunelerin tiirevlendirilmesi gergeklestirildi. Numunelerde

tirevlendirme reaksiyonlar1 icgin cesitli reaksiyon denemeleri yapildi. Belirlenen
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tiirevlendirme reaksiyonlar1 Cizelge 2.4’te gosterilmektedir.

Cizelge 2. 4. Taze bitki ekstraktlarin tiirevlendirme reaksiyonlari.

Bitki Siipernatant Su NPM Toplam
hacim

Taze Brokoli 50 uL 200 puL 750 uL 1000 pL

Taze Ispanak 250 uL 0 pL 750 uL 1000 pL

Taze Lahana 200 uL 50 uL 750 uL 1000 pL

2.6.3. Glutatyon I¢eriginin Floresans Dedektorli HPLC (HPLC-FLD) ile Kantitatif
Tayini

Ekstraksiyonu yapilan bitki 6rnekleri GSH analizi HPLC-FLD ile gergeklestirildi.
Eksitasyon dalga boyu (A ¢x) 330 nm ve emisyon dalga boyu (A em) 380 nm’ ye ayarlanan
floresans dedektor kullanildi. 0,5 mL/dk akis hizi ile mobil fazin izokratik akisi saglandi.
ACE 5 C18 150 x 4,6 mm 5p kolon 35°C’de kolon sicakligina ayarlandi. Enjeksiyon
hacmi 10 pL olacak sekilde analiz gergeklestirildi. Analiz siiresi 30 dk olarak belirlendi.
Bu analiz yontemi ile 0,5-100 ppm konsantrasyon araliginda kalibrasyon egrisi

olusturuldu [125].

2.7. GLUTATYON REDUKTE (GSH) VE OKSIDE (GSSG) FORMLARININ
ORANLARININ BELIiRLENMESI

Glutatyon assay kiti ile okside ve rediikte glutatyon oranlar1 405-414 nm’de absorbans
Ol¢iimii UV spektrofotometrede belirlendi. GSSG standartlari, sulandirilarak hazirlanan
MES tamponu ile final konsantrasyon 0-8 uM araliginda ve esdeger toplam GSH 0-16
uM araliginda 8 test tiipiinde hazirlandi. Plate iizerine belirlenen kuyucuklara her
kuyucuk i¢in 50 pL standart, 50 pL liyofilize ve taze bitki numuneleri (1:2 oraninda
seyreltildi) eklendi. Standart ve test numuneleri 2 tekrarli olacak hazirlandi. Taze
hazirlanan assay cocktail reaktif (20 mL assay cocktail hazirlamak icin: 11,25 mL
sulandirilan MES Tamponu, 0,45 mL Sulandirilan Cofactor Mixture, 2,1 mL Sulandirilan
enzim mixture, 2,3 mL ultra saf su, 0,45 mL sulandirilan DTNB. Hazirlandiktan sonra 10

dk i¢inde kullanilir.) standartlar1 ve test numuneleri i¢eren her kuyucuga 150 pL eklendi
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Olgiim yapilincaya kadar karanlikta 25 dakika inkiibe edildi. 405-414 nm absorbans

degerleri UV spektrofotometre ile belirlendi.

Her bir standart diizeltilen absorbans degeri GSSG ya da total GSH konsantrasyonun

fonksiyonu olarak grafigi ¢izildi ve degerleri hesaplandi.

2.8. GLUTATYONUN HPLC-UV ANALITIiK SISTEMDEN SAFLASTIRILMASI

Sulu numuneden bitki 6rnekleri ekstraksiyonunda en yiiksek verim saglanan liyofilize
1spanak ile biiyiik Ol¢ekte ekstraksiyon yapildi. Bunun icin 10 g liyofilize 1spanak toz
haline getirildi ve 120 mL ¢oziicii ile ekstraksiyonu gerceklestirildi. HPLC-UV analitik
metodu ile glutatyon pikinin kolona tutundugu zaman araliklar belirlendi. HPLC-UV
sisteminden glutatyon piki toplandi. Saflastirilan glutatyonun konsrantrasyonu 7 mg/mL

elde edildi.

2.9. SAFLASTIRILAN LIYOFILiZE GLUTATYONUN KARAKTERIZASYONU

HPLC-UV analizi esnasinda saflagtirilan glutatyondan ¢oziicliyii uzaklagtirmak igin 30
saat boyunca liyofilizatorde ¢oziicii uzaklastirildi. Liyofilize edilen saflagtirilmis

glutatyon karakterizasyon icin hazir hale getirildi.

2.9.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Glutatyona ait fonksiyonel grup ve atomlar arasindaki baglar1 belirlemek i¢in saflastirilan
glutatyonun dogrulamast Agilent Cary 630 FTIR spektroskopisi kullanilarak
belirlenmistir. Saflastirilan liyofilize glutatyon 0,5 cm™! ¢oziiniirliikte, transmisyon

modunda ve 1000-3500 cm™! araliginda iletim spektrumu yoluyla belirlendi.

2.9.2. Raman Spektroskopisi

Glutatyona ait karakterize fonksiyonel gruplari belirlemek amaciyla saflagtirilan
glutatyonun dogrulamasi Renishaw Raman spektroskopisi ve WiRE yazilimi kullanilarak
belirlenmistir. Saflagtirilan liyofilize glutatyon icin %100 lazer giicli, 1 saniye maruz

kalma siiresi ve 100-2000 raman shift cm™! araliginda belirlendi.
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2.10. ENJEKTE EDIiLEBILIiR HIDROJEL FORM TASARIMI

Temel matriks bileseni sentetik polimer olan Polietilen Glikol 4000 (PEG 4000) ile
fiziksel capraz baglanmay1 saglayan gliserol kullanilarak olusturulan enjekte edilebilir

hidrojel form tasarim yontemi olusturuldu.

2.10.1. Enjekte Edilebilir Glutatyon (GSH) Bazh Hidrojellerin Hazirlanmasi

%30 wt PEG 4000 ultra su saf igerisinde ¢6ziindii. Capraz baglayici olarak %20 wt
gliserol 60°C’de ilave edilerek 5 dk boyunca 700 rpm hiz ile manyetik karistiricida
karistirildi. Jellesme saglandiktan sonra GSH igeren 1spanak bitki ektresi (10 mg/mL) ve
GSH (10 mg/mL) bazli hidrojel olusturmak i¢in hazirlanan karisimlara 37 °C’de ilave
edilerek 1 sa boyunca 700 rpm ile manyetik karigtiricida karistirildi ve 12 M HCL ile pH
7’e ayarland1 [126] (Sekil 2.2).

% 20 wt Gliserol GSH iceren bitki ekstre GSH
| A
% 30 wt PEG4000 “ 4 % 30 wt PEG4000 + i %30 wt PEG 4000+
' f %20 wt Gliserol . %20 wt Gliserol
S e R
& - - & - &y .

60° C 5 dk karigtirilhir 0¥ o s | saazkarlshnhr 37 °C 1 saat karistirilir

Sekil 2. 2. Enjekte edilebilir glutatyon bazli hidrojellerin hazirlama asamalari.
[BioRENDER tarafindan olusturuldu]

2.11. ENJEKTE EDILEBILIR GLUTATYON (GSH) BAZLI HIDROJELIN
KARAKTERIZASYONU

Olusturulan enjekte edilebilir glutatyon (GSH) bazli hidrojellerin karakterizasyonu i¢in
cam petri kabina alinan jeller liyofilizatorde 30 saat boyunca 0,133 mbar vakum basing
altinda kurutuldu. Kurutulan hidrojeller FTIR ve DSC karakterizasyon ¢aligmalar1 igin
kullanildz.

2.11.1. Z-Ortalama ve Polidispersite indeksi

Isinlarin sagilma davranigina bagl enjekte edilebilir glutatyon igeren bitki ekstre bazli ve
GSH bazli hidrojellerin Z-ortalama, partikiillerin boyut dagilimini1 degerlendirmek
amaciyla polidispersite degerleri Malvern ZSP-Zeta Sizer Nano cihazi ve ZS XPLORER
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yazilimi kullanilarak belirlenmistir. Olgiim esnasinda polystyrene latex malzemeden
olusan cell malzemesi ve DTS0012 kodlu cell kullanilmistir. Her 6l¢iim ortalama deger

belirlenmesi amaciyla {iger kez tekrarlanmistir.

2.11.2. Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Enjekte edilebilir glutatyon iceren bitki ekstre bazli ve GSH bazli hidrojellerin yiizey
yiikiiniin temsil ettigi degeri ve tasarlanan enjekte edilebilir hidrojel yapisinin kararliligini
degerlendirmek amaciyla zeta potansiyel dl¢limii Malvern ZSP-Zeta Sizer Nano cihazi
ve ZS XPLORER yazilimi kullanilarak belirlenmistir. Olgiim esnasinda polystyrene latex

malzemeden olusan cell malzemesi ve DTS1070 kodlu cell kullanilmistir.

2.11.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Liyofilize enjekte edilebilir glutatyon igeren bitki ekstre bazli ve GSH bazli hidrojellerin
fonksiyonel grup ve atomlar arasindaki baglar Agilent Cary 630 FTIR spektroskopisi
kullanilarak belirlenmistir. FTIR 0,5 cm™! ¢oziiniirliik kullanarak transmisyon modunda

ve 1000-3500 cm™! araliginda iletim spektrumu yoluyla belirlendi.

2.11.4. Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DSC)

Liyofilize enjekte edilebilir glutatyon igeren bitki ekstre bazli ve GSH bazli hidrojellerin
termal davraniglarini belirlemek amaciyla bozunma sicakliklar1 ve entalpi degerleri
hakkinda bilgi edinmek i¢in TA Instrument DSC kullanildi. 2,1 mg liyofilize glutatyon
iceren bitki ekstre bazli hidrojel ve 1,4 mg liyofilize GSH bazli hidrojel Tzero Al pan
icerinde Tzero Hermatic Lid Al pan ile kapsiillendirildi. Azot gaz1 ortaminda baslangi¢
sicaklik -25 °C ve son sicaklik 400 °C olmak iizere 10 °C/dk 1sitma/sogutma hizinda

Olciilerek belirlendi.

2.11.5. Sol-Jel Gegis Ozelligi

Olusturulan enjekte edilebilir glutatyon iceren bitki ekstre bazli ve GSH bazli hidrojeller
cam petri kabina alinarak oda sicakliginda (25 °C) ve etiivde (37 °C)’de 24 saat boyunca
form degisimleri takip edildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. BITKi ORNEKLERINDEN GLUTATYONUN ANALITIK ANALIiZi

Sulu numuneden ekstraksiyonu yapilan liyofilize ve taze brokoli, 1spanak, lahana ve
semizotu bitki drneklerin ultraviyole dedektorlii ve floresans dedektorlit HPLC analitik

yontemler ile kalitatif ve kantitatif analizi karsilastirildi.

3.1.1. Bitki Orneklerinde Glutatyonun Ultraviyole Dedektérlii HPLC (HPLC-UV)

Analiz Sonuglar1 ve Degerlendirilmesi

Glutatyon, liyofilize ve taze brokoli, 1spanak, lahana ve semizotu bitki orneklerinden
saptanabilmesi i¢in sulu numuneden ekstraksiyon yontemi optimize edildi. Ekstrakte
edilen bitki Ornekleri ultraviyole dedektorliic HPLC ile kalitatif ve kantitatif analizi
gerceklestirildi [124]. Tim analizler ii¢ tekrarli olarak yapildi. Standartlarin bagil
alikonma zamanlar1 (relative retantion time) belirlendi. Boylece elde edilen standartlarin
bagil alikonma zamanlar1 yardimi ile kromatogramlardaki piklere karsilik gelenlerin GSH
olduklar1 ortaya ¢ikarildi. Analizi yapilan liyofilize bitki 6rneklerine ait brokoli, 1spanak,
lahana ve semizotu bitki 6rneklerinin HPLC-UV analizi ile elde edilen kromatogramlari

sirastyla Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4 gosterilmektedir.

3.00

—_—

2.00

AU

— Diluent

=

1.00

0.00 ‘J

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Minutes

e

Diluent
Diluent
Diluent

Diluent
Diluent

SH

g

?
&

9.00 10.00 11.00 12.00

8]

Sekil 3.1. Analizi yapilan liyofilize brokoli bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi ile elde

edilen kromotogrami.
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Sekil 3. 2. Analizi yapilan liyofilize 1spanak bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi ile elde

edilen kromotogrami.
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Sekil 3. 3. Analizi yapilan liyofilize lahana bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi ile elde

edilen kromotograma.
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Sekil 3. 4. Analizi yapilan liyofilize semizotu bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi ile

elde edilen kromotograma.

Analizi yapilan taze bitki orneklerine ait brokoli, ispanak, lahana ve semizotu bitki
orneklerinin HPLC-UV analizi ile elde edilen kromatogramlari sirasiyla Sekil 3.5, Sekil
3.6 ve Sekil 3. 7 ile gosterilmektedir.
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Sekil 3. 5. Analizi yapilan taze brokoli bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi ile elde

edilen kromotograma.
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Sekil 3. 6. Analizi yapilan taze 1spanak bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi ile elde

edilen kromotogrami.
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Sekil 3. 7. Analizi yapilan taze lahana bitki 6rnegine ait HPLC-UV analizi ile elde

edilen kromotograma.

1000 ppm konsantrasyonda hazirlanan GSH standart HPLC-UYV ile analizi ile elde edilen
kromatogrami Sekil 3.8’te gosterilmektedir.
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Sekil 3. 8. 1000 ppm konsantrasyonda GSH standart kromotogrami.

Belirli konsantrasyonlarda hazirlanan (6,25 ppm-1000 ppm) GSH standart kalibrasyon
egrisi Sekil 3.9’te gosterilmektedir. GSH standart egrisinden elde edilen formiilden

liyofilize brokoli, 1spanak, lahana ve semizotu bitki 6rnekleri ile taze brokoli, 1spanak,

2
lahana ve semizotu bitki orneklerinin GSH igerigi pg/g olarak hesaplandi (r =0.9917)
(Cizelge 3.1).

GSH
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Sekil 3. 9. GSH standart egrisi.
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Cizelge 3. 1. Liyofilize ve taze bitki drneklerinin GSH igeriginin HPLC-UV analizi ile

belirlenen miktarlari.

Bitki Numunedeki miktar (ng/g)

Liyofilize Brokoli 855,15
Liyofilize Ispanak 1840,42
Liyofilize Lahana 707,62
Liyofilize Semizotu 434,55
Taze Brokoli 804,74
Taze Ispanak 847,14
Taze Lahana 504,94

Taze Semizotu -

Sulu numuneden ekstraksiyonu yapilan liyofilize ve taze brokoli, 1spanak, lahana ve
semizotu bitki drneklerinin HPLC-UV analitik analiz sonuglarina gore 1 g bitkiden elde
edilen glutatyon miktar1 en yliksek liyofilize 1spanak ile 1840, 42 pg elde edilirken taze
semizotunda glutatyona ait pik elde edilemedi. Bunun sebebi belirlenemeyecek kadar az

miktarda olmasi olabilecegi diigiiniilmektedir.

3.1.2. Bitki Orneklerinde Glutatyonun Floresans Dedektorli HPLC Analiz

Sonuclar1 ve Degerlendirilmesi

Glutatyon (GSH), liyofilize ve taze brokoli, ispanak, lahana ve semizotu bitki
orneklerinden saptanabilmesi i¢in sulu numuneden ekstraksiyon yontemi optimize edildi.
Ekstrakte edilen bitki ornekleri floresans dedektorlic HPLC ile kalitatif ve kantitatif
analizi gerceklestirildi [125]. Bitki 6rneklerinin igerdigi tiyol bilesikleri olan GSH ve
CYS (Sistein) HPLC analizi ile saptanabilmesi icin NPM ile tiirevlendirilmesi yoluna
gidildi. Tiim analizler li¢ tekrarli olarak gerceklestirildi. Standartlarin bagil alikonma
zamanlar1 (relative retantion time) belirlendi. Bdylece elde edilen standartlarin bagil
alikonma zamanlar1 yardimi ile kromatogramlardaki piklere karsilik gelenlerin GSH
olduklar1 ortaya c¢ikarildi. Analizi yapilan liyofilize brokoli, 1spanak ve lahana bitki
orneklerinin HPLC-FLD analizi ile elde edilen kromatogramlari sirasiyla Sekil 3.10,
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Sekil 3.11 ve Sekil 3.12 ile gosterilmektedir.
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Sekil 3. 10. NPM ile tiirevlendirilen liyofilize brokoli bitki 6rnegine ait HPLC-FLD

analizi ile elde edilen kromotograma.
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Sekil 3. 11. NPM ile tiirevlendirilen liyofilize 1spanak bitki 6rnegine ait HPLC-FLD

analizi ile elde edilen kromotograma.
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Sekil 3. 12. NPM ile tiirevlendirilen liyofilize lahana bitki 6rnegine ait HPLC-FLD

analizi ile elde edilen kromotograma.

Analizi yapilan taze brokoli, 1spanak ve lahana bitki 6rneklerinin HPLC-FLD analizi ile
elde edilen kromatogramlari sirasiyla Sekil 3.13, Sekil 3.14 ve Sekil 3.15 ile

gosterilmektedir.
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Sekil 3. 13. NPM ile tiirevlendirilen taze brokoli bitki 6rnegine ait HPLC-FLD analizi

ile elde edilen kromotograma.
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Sekil 3. 14. NPM ile tiirevlendirilen taze 1spanak bitki 6rnegine ait HPLC-FLD analizi

ile elde edilen kromotograma.
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Sekil 3. 15. NPM ile tiirevlendirilen taze lahana bitki 6rnegine ait HPLC-FLD analizi ile

elde edilen kromotogrami.

10 ppm konsantrasyonda tiirevlendirilen GSH standart HPLC-FLD analizi ile elde edilen
kromatogrami Sekil 3.16’de gosterilmektedir.
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Sekil 3. 16. NPM ile tiirevlendirilen 10 ppm konsantrasyonda GSH standart

kromatogrami.

Belirli konsantrasyonlarda hazirlanan (0,5 ppm-100 ppm) tiirevli GSH standart
kalibrasyon egrisi Sekil 3.17°de gosterilmektedir. GSH standart egrisinden elde edilen

formiilden liyofilize brokoli, 1spanak, lahana ve semizotu bitki 6rnekleri ile taze brokoli,

2
1spanak, lahana ve semizotu bitki 6rneklerinin GSH igerigi pg/g olarak hesapland: (r

=0.9962) (Cizelge 3.2).

GSH
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2 —
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Sekil 3. 17. Tiirevli GSH standart egrisi.
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Cizelge 3. 2. Liyofilize ve taze bitki drneklerinin GSH igeriginin HPLC-FLD analizi ile

belirlenen miktarlari.

Bitki Numunedeki miktar (pg/g)
Liyofilize Brokoli 651,81
Liyofilize Ispanak 733,32
Liyofilize Lahana 500,22

Liyofilize Semizotu -

Taze Brokoli 632,70
Taze Ispanak 690,08
Taze Lahana 428,35

Taze Semizotu -

Sulu numuneden ekstraksiyonu yapilan liyofilize ve taze brokoli, 1spanak, lahana ve
semizotu bitki 6rneklerinin HPLC-FLD analitik analiz sonuglarina gore 1 g bitkiden elde
edilen glutatyon miktar1 en yiiksek liyofilize i1spanak ile 733,32 pg elde edilirken
liyofilize ve taze semizotunda glutatyona ait pik elde edilemedi. Bunun sebebi

belirlenemeyecek kadar az miktarda olabilecegi diistintilmektedir.

Liyofilize ve taze bitki 6rneklerine ait HPLC-UV ve NPM ile tlirevlendirilerek elde edilen
HPLC-FLD analizi sonuglar1 karsilagtirildi. Sonuglar birbirini dogrular nitelikte elde
edildi.

3.2. BITKi ORNEKLERINDE GLUTATYON REDUKTE (GSH) ve OKSIDE
(GSSG) FORMLARININ  ORANLARININ  SONUCLARI ve
DEGERLENDIRILMESI

Glutatyon assay kiti ile rediikte ve okside glutatyon oranlari (GSH/ GSSG) 405-414
nm’de absorbans dl¢timii 96 kuyulu mikroplaka okuyucu ile belirlendi. Her bir standartin
diizeltilen absorbans degeri GSSG ve GSH konsantrasyonun fonksiyonu olarak grafigi
cizildi ve degerleri hesapland1 (Sekil 3.18) (Sekil 3.19) (Sekil 3.20) (Sekil 3.21) (Cizelge
3.3).
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Sekil 3. 19. 405 nm absorbansa kars1 GSH konsantrasyonu.
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Sekil 3. 20. 414 nm absorbansa karst GSSG konsantrasyonu.
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Sekil 3. 21. 414 nm absorbansa kars1 GSH konsantrasyonu.
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Cizelge 3. 3. Bitki 6rneklerine ait GSH/ GSSG oranlari.

Bitki GSH/GSSG oram (uM)
Liyofilize Brokoli 0,858
Liyofilize Ispanak 0,879
Liyofilize Lahana 0,563

Liyofilize Semizotu 0,583
Taze Brokoli 0,801
Taze Ispanak 0,888
Taze Lahana 0,592

Taze Semizotu 0,586

Glutatyon assay kiti ile GSH/ GSSG oranlar1 en yiiksek liyofilize 1spanak elde edilirken
en diisiik liyofilize semizotu sonuglarina ulagildi. Bu oranlar bitki igeriginde bulunan

glutatyon miktari ile orantili oldugunu gostermektedir.

3.3. SAFLASTIRILAN LIYOFILiZE GLUTATYONUN KARAKTERIZASYONU

Saflastirilan liyofilize glutatyonun kimyasal yapisini tanimlamak i¢in FTIR ve Raman

spekstroskopisi ile karakterizasyonu gerceklestirildi.

3.3.1. Saflastirllan  Liyofilize Glutatyonun Fourier Doniisiimlii Kizilotesi

Spektroskopisi (FTIR) Spektrum Sonuclar1 ve Degerlendirilmesi

Kizil6tesi 1510, kirilan bir kristalin alt yiizeyinden yansitilarak daha sonra ayni yiizeyin
iist tarafina yerlestirilen daha diisiik kirilma indeksine sahip karakterizasyonu yapilacak
numune ile etkilesime girer. Isik 1s1nin kristalin yilizeyinden ge¢mek yerine yansimasi igin
gelis agisinin kristal malzemenin kirilma indeksine bagli olarak degisen kritik aginin
tizerinde olmas1 gerekir. FTIR’ da yiiksek kirilma indeksine sahip kristallerden olan

elmas, germanyum ya da ¢inko selenit kullanilir [127].

FTIR ile saflagtirilan liyofilize glutatyonun yapisal karakterizasyonu tanimlamak i¢in
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atomlar aras1 baglarin ve fonksiyonel baglarin belirlenmesinde kullanildi. Saflagtirilan

glutatyonun FTIR spektrumu Sekil 3.22°de gosterilmektedir.
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Sekil 3. 22. Saflagtirilan liyofilize glutatyonun FTIR spektrumu.

Amid baglarinin birlestirilmis ve ayrilmamis gerilme ve biikiilme modlarindan
kaynaklanan spektral bolgeler arasindaki Amid I ve Amid III spektral bantlarin ikincil
yap1 katlanmasinda ve yapida meydana gelecek degisikliklere kars1 en duyarli olan amid

baglar1 oldugu ortaya koyulmustur [128].

Glutatyonun yapisinda karakterize olan Amide III (9 (CN) + § (NH) ) 1100 cm™! [129]
ile tanimlanirken nispeten zay1f sinyale sahip olmasina ragmen kolayca ¢oziimlenebilen
ve yapinin daha iyi tanimlanmasinda oldukc¢a 6nemlidir. Amide I: (6 (NH) + 9 (CN) )
1600 cm™! bagi [128] ile tanimlanirken daha giiglii sinyale sahiptir. Yapinin fonksiyonel
grubu olan -SH: ~2500 cm™' [130] daha zayif sinyal elde edilmistir.

3.3.2. Saflastirllan  Liyofilize Glutatyonun Raman Spektrum Sonuglar1 ve

Degerlendirilmesi

Raman spektroskopisi ile goriiniir, kizildtesi veya ultraviyole gibi tek bir dalga
boyutundaki 11k kaynagina maruz birakilmasi ile lazer 1ginindan sagilan fotonlarin bir
kisminin numune ile etkilesimi sonucu diiz yollarindan sapmas1 gerceklesir. Boylece

lazer 151n1 molekiillerle titresime girerek lazer fotonlarinin enerjisinin yukariya ve asagiya
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kaymasina (raman shift) neden olur. Enerjideki degisim sistemdeki titresim modlar1
hakkinda bilgi saglar ve bilesikte mevcut olan baglar1 tanimlamada ve kimyasal baglari

incelemek i¢in kullanilir [131].

Sekil 3. 23. Saflastirilan liyofilize glutatyonun Raman spektrumu.

Saflastirilan liyofilize glutatyonda belirgin kimyasal yapilar1 tanimlamak i¢in Raman
spektroskopisi kullanildi. Saflastirilan glutatyonun Raman spektrumu Sekil 3.23’de
gosterilmektedir. 953 cm™ deki giiglii raman shift C-COO germe modundan
kaynaklanmaktadir [132]. 640-680 cm™! raman shift yapida bulunan sisteine ait siilfidril
fonsiyonel grubunu dogrulamaktadir [133].

3.4. ENJEKTE EDILEBILIR GLUTATYON (GSH) BAZLI HIDROJELIN
KARAKTERIZASYONU

Enjekte edilebilir glutatyon (GSH) igeren bitki ekstre bazli ve GSH bazli hidrojellerin
karakterizasyonu i¢in liyofilizasyon islemi Oncesi ve sonrast Sekil 3.24°te
gosterilmektedir. Liyofilizasyon oncesi jellesen form igin Z-ortalama, partikiil boyut
dagilimimi degerlendirmek igin Polidispersite Indeksi ve yap1 kararliligini degerlendirmek
icin zeta potansiyel Ol¢iimiinii yapildi. Liyofilizasyon sonrasi kurutulan kati formun
kimyasal yapisini tanimlamak i¢in Fourier Dontigiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR)

ve termal davraniglarin1 degerlendirmek i¢in Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)
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kullanildi.

Liyofilizasyon oncesi Liyofilizasyon sonrasi

e

Sekil 3. 24. Enjekte edilebilir glutatyon (GSH) bazli ve GSH igeren bitki ekstre bazli
hidrojellerin liyofilizasyon 6ncesi ve sonrasi goriintiisii, a) GSH bazl enjekte edilebilir

hidrojel, b) GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojel.

Liyofilizasyon dncesi jellesen s1vi formdan liyofilizasyon sonrasi kurutulan kati form elde
edilen GSH bazli enjekte edilebilir hidrojel beyaz renkte ve daha kalin yapida elde
edilirken GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojel bitkinin verdigi renkten
dolay1 sar1 renkte ve ince yapida elde edildi.

3.4.1. Z-Ortalama ve Polidispersite Indeksi Sonuclar1 ve Degerlendirilmesi

Kolloidal sistemler, maddenin {i¢ halinden birinin digerinin i¢inde iyi bir sekilde
dagilmasiyla elde edilir [134]. Liyofilizasyon dncesi jellesen form kolloidal sistem olarak

degerlendirilir.

Z-ortalama, dinamik 151k sagilimi (DLS) ile dlgiilen parcacik toplulugunun yogunluk
agirlikli ortalama hidrodinamik boyutu olarak tanimlanir. DLS, kolloidal ¢ozeltiden
gecirilen bir lazerden sagilan 15181 Slger. Sacilan 151k yogunlugunun modiilasyonunu
zamanin bir fonksiyonu olarak analiz ederek, ¢ozeltideki pargacigin biiyiikliigli hakkinda

bilgi edinmemizi saglar [135].
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Partikiil boyut aralig1 ve dagilimin belirlemek i¢in kullanilan polidispersite indeksi (PDI)

kolloidal sistemlerde homojen olup olmama derecesini degerlendirmek i¢in kullanilir.

Numune iizerine lazer 1sinlarinin génderilmesi sonucu yansiyan ve kirilan 1isinlar dedektor
ile belirlenir. Partikiillerin igerisinden gegen 1sinlarin sagilma agist parcaciklarin
boyutlarina baglhdir. Isinlarin agist ve siddeti numunenin parcacik boyut dagilimini
belirler [136]. Indeks boyutsuzdur ve 0,07’ten kiiciik degerler tek dagilimi (homojen)
ifade ederken 0,7 den biiyiik degerler ise numunenin genis partikiil dagilimina (heterojen)

sahip oldugunu gostermektedir [137].

Enjekte edilebilir GSH bazli hidrojel ve GSH igeren bitki ekstre hidrojellere ait Z-

ortalama ve polidispersite indeks sonuglar1 Cizelge 3.4’te gosterilmektedir.

Z-ortalama sonuglar1 karsilastirildiginda GSH bazli enjekte edilebilir hidrojel 604,5 nm
elde edilirken GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojel 524 nm elde edildi.
Sonug olarak, ¢ozeltideki pargacik toplulugunun biiyiikliigi ile ilgili ortalama degerler

birbirine yakin elde edildi.

PDI degerleri ise GSH bazli enjekte edilebilir hidrojel 0,71 ile homojen dagilimin
sinirindayken, GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojele ait deger 0,52 ile

homojen dagilim gdstermektedir.

Cizelge 3. 4. Z-Ortalama ve Polidispersite indeksi sonuglari.

Enjekte Edilebilir Z-Ortalama Polidispersite Indeksi
Hidrojeller
GSH bazh enjekte 604,5 0,7115

edilebilir hidrojel

GSH iceren bitki ekstre 524 0,5267
bazh enjekte edilebilir

hidrojel

3.4.2. Zeta Potansiyel Ol¢iimii Sonuclar1 ve Degerlendirilmesi

Zeta potansiyeli, partikiil dagilimlarindaki elektrostatik etkilesimleri ifade eden ve

49



kolloidal sistemlerin kararliligint belirlemede 6nemli bir parametredir. Partikiil ile
partikiiliin ¢evresini g¢evreleyen iyonik atmosfer arasindaki potansiyel farki olarak
tanimlanir. = 30 degeri zeta potansiyel degeri olarak kritik bir degerdir ve genellikle
partikiiliin kararliligini belirlemek i¢in secilen bir degerdir. 30 mV 'den biiyiik bir mutlak
deger kararli bir kosulu gosterirken 30 mV' den diisiik bir zeta potansiyel deger ise
kiimelesme, kararsizlik, flokiilasyon veya topaklagsmaya yonelik durum oldugunu
gosterir. Karisimin pH’1, sicakligi, kararsizlik radyasyonu, konsantrasyonu, soliisyonun
iyonik giicii, partikiiliin boyutu, polimer/capraz baglayici orani ve ylizey ligandlarinin

yapis1 zeta potansiyeli etkileyen parametrelerdir [138].

GSH bazli enjekte edilebilir hidrojel ve GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir
hidrojele ait zeta potansiyel 6l¢iim sonuglar1 Sekil 3.25 ve Sekil 3.26’da gosterilmektedir.

Total Counts (keps)

150405 f/’ Number Of Zeta Runs : 12
w05 | Zeta Potential (mV) 1 -21,38
o I Feta Deviation (V) - 761
_ /A Wall Zeta Potential (mV): -23
” s T Zeta Peak 1 Mean (mV) : -28,06

Zeta Peak 1 Width (mV) : 3,663

Zeta Peak 2 Mean (mV) : -17,35
Zeta Peak 2 Width (mV) : 5,511

Attenuator °7

Sekil 3. 25. GSH bazli enjekte edilebilir hidrojelin zeta potansiyel ol¢timii.
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\( Number Of Zeta Runs _: 12

1 I Zeta Potential (mV)  : 20,18
4 - Zeta Deviation (mV) . 5826
I\ Wall Zeta Potential (mV): 19,63

Zeta Peak 1 Mean (mV) : -20,18
Zeta Peak 1 Width (mV) * 5,826
Zeta Peak 2 Mean (mV)

Zeta Peak 2 Width (mV) :
Attenuator 210

Zeta Potential (mV)

Sekil 3. 26. GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojelin zeta potansiyel

Olglimii.

GSH bazli enjekte edilebilir hidrojelin zeta potansiyel degeri -21,38 mV ve GSH iceren
bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojele ait zeta potansiyel degeri -20,18 mV elde
edildi. Elde edilen zeta potansiyel degerleri olusturulan hidrojel formun kararsizligin
gostermektedir. Hidrojel formlarin kararsizliginin sebepleri; pH degeri 4-7 araliinda
izoelektrik noktada yer almasindan [139] ve negatif yiiklii gruplarin yapida bulunmasi (
karboksilik gruplar; -OH, C=0, -COOH) zeta degerinin azalmasina neden olmaktadir
[140].

3.4.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Sonuglart ve
Degerlendirilmesi

Liyofilizasyon sonras1 kurutulan, GSH bazl1 enjekte edilebilir hidrojelin ve GSH iceren
bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojelin sahip olduklar1 farkli kimyasal gruplara ait
transmisyon piklerinin yerleri FTIR ile belirlendi (Sekil 3.27) (Sekil 3.28).
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Sekil 3. 27. GSH bazl enjekte edilebilir hidrojelin FTIR spektrumu.

GSH bazli enjekte edilebilir hidrojelin yapisinda karakterize olan glutatyona ait Amide
I (9 (CN) + 6 (NH) ) 1101 cm™ [129], Amide I: (6 (NH) + 9 (CN) ) 1600 cm™! bagi
[128] ile tanimlandi. Yapinin fonksiyonel grubu olan siilfidril grubu (-SH) 2871 ¢cm™!
[130] yapiya negatif yiik saglayan -COOH 1340 cm™! [141] ile fiziksel ¢apraz baglanmay1
saglayan gliserole ait -OH gerilmeleri 3250 cm™! [142] ile giiglii sinyaller elde edildi.
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Sekil 3. 28. GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojelin FTIR spektrumu.

GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojelin yapisinda karakterize olan
glutatyona ait Amide III (9 (CN) + § (NH)) 1100 cm™ [129], Amide I: (6 (NH) + 4 (CN)
) 1602 cm™! bagi [128] ile tanimlandi. Yapimin fonksiyonel grubu olan -SH 2873 c¢cm™!
[130], yapiya negatif yiik saglayan -COOH 1340 cm™! [141] ile fiziksel ¢apraz baglanmay1
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saglayan gliserole ait -OH gerilmeleri 3350 cm™! [142] ile giiglii sinyaller elde edildi.

3.4.4. Diferansiyel Taramalh Kalorimetre (DSC) Sonugclar1 ve Degerlendirilmesi

Diferansiyel tarama kalorimetrisinde (DSC), belli sicakliklarda 1sitilir ve sogutulurken 1s1
kapasitesindeki 1s1 akisinda meydana gelen degisiklikler olarak incelenir. Numuneden

gelen yada uzaklasan 1s1 fark: sicakliga veya zamana bagl gosterilmektedir [143].

Liyofilizasyon sonras1 kurutulan, GSH bazl1 enjekte edilebilir hidrojelin ve GSH iceren
bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojelin termal 6zellikleri agisindan erime sicakligi

ve entalpi degerleri DSC ile belirlendi (Sekil 3.29) (Sekil 3.30).
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Sekil 3. 29. GSH bazli enjekte edilebilir hidrojelin DSC termograma.

GSH bazli enjekte edilebilir hidrojele ait DSC termogrami incelendiginde 50,22 °C erime
sicakliginda, 117,60 J/g entalpi degerinde keskin endotermik zirvesine sahip polietilen
glikol 4000 (PEG 4000) ait pik [144] ve 185,70 °C erime sicakliginda, 5,79 J/g entalpi
degerinde endotermik zirveye sahip glutatyona ait pik [145] elde edildi.
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Sekil 3. 30. GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojelin DSC termograma.

GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojele ait DSC termogrami
incelendiginde 52,44 °C erime sicakliginda, 109,99 J/g entalpi degerinde keskin
endotermik zirvesine sahip polietilen glikol 4000 (PEG 4000) ait pik [144] ve 181,89 °C
erime sicakliginda, 11,036 J/g entalpi degerinde endotermik zirveye sahip glutatyona ait

pik [145] elde edildi.

Her iki DSC termograminda gliserole ait erime sicakligi elde edilememesinin sebebi
olusan karigimda farkli entalpi degerlerinin etkisi ile PEG 4000 ile bir erime sicaklig1

olusturmasi diistiniilmektedir.

3.4.5. Enjekte Edilebilir Hidrojellerin Goriiniimiiniin Degerlendirilmesi

Enjekte edilebilir glutatyon igeren bitki ekstre bazli ve GSH bazli hidrojeller cam petri
kabina alinarak oda sicakliginda (25 °C) ve etiivde (37 °C)’de 24 saat boyunca form

degisimlerine ait jel goriintiileri Sekil 3.31°de gosterilmektedir.
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Etiivde 37 °C

Sekil 3. 31. Enjekte edilebilir jel goriintiileri, a) GSH bazl enjekte edilebilir hidrojel, b)
GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojel.

IIk olusturuldugu anda yogun sivi jel formundaki hidrojeller 24 saat boyunca
gozlendiginde katilasarak yogunlasan bir form elde edildi. GSH igeren bitki ekstre bazl
enjekte edilebilir hidrojel ile GSH bazli enjekte edilebilir hidrojel karsilastirildiginda
etlivde (37 °C) daha homojen bir dagilim gostermektedir.
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4. SONUC

Calismada oncelikle, temel biyolojik siireglerde yer alan ve cesitli ndrodejeneratif
hastaliklara miidahalede kullanilan giiclii bir antioksidan aktiviteye sahip glutatyonun
(GSH) verimli seviyelerde dogal kaynaklardan elde edilmesi amaglanmistir. Daha sonra
da secilen bitkilerde verimli seviyelerde elde edilen glutatyon kullanilarak,
biyoyararlanim1 1iyilestirebilecek arastirma stratejilerine odaklanarak tedavi edici

caligmalar i¢in farmasoétik formda {iriin gelistirilmesi hedeflenmistir.

Yapilan literatiir taramasi sonucunda GSH’1n verimli bir sekilde elde edilmesi i¢in segilen
brokoli, (Brassica oleracea), 1spanak (Spinacia oleracea), lahana (Brassica oleracea var.
capitata t. alba ) ve semizotu (Portulaca oleracea) bitkilerinin taze ve liyofilize edilmis
ornekleri icin ekstraksiyon yontemleri optimize edimeye c¢alisilmistir. GSH 1n kaltitatif
ve kantitatif olarak belirlenmesi i¢in ultraviyole dedektorlii HPLC ve floresans dedektorlii
HPLC kullanilarak her iki analitik yontem i¢in metot gelistirilmistir. Her iki analitik
yontem karsilagtirildiginda benzer sonuglar tespit edilmistir. Bitkiler igerisinde, en
yikksek GSH seviyesi (1840,42 ng) 1 g liyofilize 1spanak bitkisinin sulu numune
ekstraksiyonu olarak elde edilmistir. Daha yiiksek miktarda (10 g) liyofilize 1spanak bitki
ornegi kullanilarak elde edilen ekstrenin ultraviyole dedektorli HPLC’ye uygulanmasi
ile GSH saflagtinnlmistir. Elde edilen saflastirilmis GSH’in kimyasal yapis1 Fourier
Dontisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ve Raman Spektroskopisi ile karakterize
edilmigtir. Ayrica rediikte formun (GSH) hiicredeki oksidatif stres ile okside formuna
(GSSH) doniismesi durumundan dolay1 okside ve rediikte oranlari enzimatik geri
doniisiim reaksiyon yontemi kullanilarak 61¢iim yapan GSH/GSSH assay kiti kullanilarak

belirlenmistir.

Secilen bitkilerden saflastirilan GSH’in farmasotik formda degerlendirilmesi igin
biyoyararlanimi yiiksek bir form disiiniilmiis ve enjekte edilebilir hidrojel formu
tasarlanmigtir. Tasarlanan hidrojel formu i¢in temel matriks olarak polietilen glikol 4000
(PEG 4000) ve fiziksel ¢apraz baglayici olarak gliserol kullanilmistir. Boylelikle
liyofilize 1spanak bazli glutatyon iceren enjekte edilebilir hidrojel ve glutatyon bazli
enjekte edilebilir hidrojel formlar1 olusturulmustur. Karakterizasyonu icin liyofilizasyon

oncesi jellesen formdaki liyofilize i1spanak bazli glutatyon igeren enjekte edilebilir
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hidrojel igin 524 nm Z-ortalama, 0,526 Polidispersite indeksi (PDI) ve — 20,18 mV Zeta
Potansiyel Ol¢lim degerlerine ulasildi. Glutatyon bazli enjekte edilebilir hidrojel igin
604,5 nm Z-ortalama, 0,711 Polidispersite Indeksi (PDI) ve — 21,38 mV Zeta Potansiyel

Ol¢ciim degerlerine ulasildi.

Jellesen sivi formdan liyofilizasyon ile kurutulan kati form elde edilerek GSH bazl
enjekte edilebilir hidrojelin ve GSH igeren bitki ekstre bazli enjekte edilebilir hidrojelin
kimyasal yap1 karakterizasyonu FTIR ve termal Ozellikleri Diferansiyel Tarama

Kalorimetrisi (DSC) ile belirlenmistir.

Bu calisma ile dogal kaynaklar olan bitkilerden elde edilen GSH’in ekstraksiyonu,
saflastirilmasi ile karakterizasyon ¢aligsmalari gerceklestirilmistir. Bitkisel kaynakli GSH
ile tasarlanan enjekte edilebilir hidrojel formu ve ticari olarak satin alinan sentetik GSH
ile tasarlanan enjekte edilebilir hidrojel formu karsilastirildiginda kimyasal yap1 olarak
benzer sonuglar elde edilmistir. Ancak bitkisel kaynakli GSH’tan elde edilen hidrojelin
daha iyi homojen dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Sonug olarak, yesil sentez (Green
synthesis) ile dogal kaynakli, iyi diizeyde homojenite gdsteren, antioksidan ve biyoaktif

ozelliklere sahip yeni nesil GSH bazli hidrojel tasarim1 gerceklestirilmistir.

Ileriki calismalarda daha yiiksek miktarda bitki kullanilarak, ekstrasksiyon sistemi tekrar
optimize edilerek kantitatif olarak yiiksek oranda glutatyon elde edilmesi

planlanmaktadir.
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