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Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hücre içi bir enzim olup aktif merkezinde sellenosistein 

içerir. Vücutta doğal olarak bulunan bir antioksidan enzim olan GSH-Px çeşitli 

hastalıkların teşhisi ve tedavisinde önemli rol oynamaktadır. GSH-Px aktivite 

ölçülmesine dair literatürde mevcut yöntemler olmasına rağmen bu yöntemlerin birçok 

sakıncası ve uygulamada sınırlamaları vardır. Bu nedenle bu antioksidan enzimlerin 

aktivitelerinin belirlenebilmesi için basit, duyarlı, tekrarlanabilir ve hızlı analitik 

yöntemler gereklidir. Tez konusu; biyolojik örneklerde (doku homojenizatları) GSH-Px 

aktivite ölçümü için yeni bir spektrofotometrik yöntem (mikroplaka esaslı CUPRAC: 

‘Bakır(II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite’ yöntemi) geliştirmek, optimal deney 

koşullarını (reaktif konsantrasyonu, sıcaklık, reaksiyon süresi vb.) belirlemek, olası 

girişim etkilerini incelemek ve elde edilen sonuçlar çerçevesinde biyolojik örnekleri 

GSH-Px enzim aktiviteleri özelliklerine göre değerlendirmektir.  

Tez kapsamında, biyolojik örneklerin GSH-Px enzim aktivitelerinin ölçülmesinde ilk 

defa mikroplaka okuyucu cihazı kullanılarak; tekrarlanabilir, duyarlı, pratik, hızlı ve 

kolay bir spektrofotometrik yöntem geliştirilmiştir. Bu yöntemde, bakır(II)-neokuproin, 

glutatyon varlığında 450 nm’de maksimum absorpsiyona sahip bakır(I)-neokuproin 

(Cu(I)-Nc) kelatına indirgenmektedir. GSH-Px enzimi tarafından katalizlenen 

reaksiyonla indirgenmiş-GSH, H2O2 ile reaksiyonu sonucunda yükseltgenmiş-GSH 

(GSSG) formuna dönüşmekte ve reaksiyon sonunda kalan serbest GSH, geliştirilen 
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yöntemle (Mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemi) dedekte edilerek biyolojik örneklerin 

GSH-Px enzim aktiviteleri ölçülmüştür. Bu yöntem, mikroplaka okuyucuya uyarlanarak; 

manuel spektrofotometrik yönteme göre ölçüm duyarlılığı, tekrarlanabilirlik, doğruluk ve 

ölçüm hızı yönünden üstün bir yöntem olarak standardize edilmiştir.  

GSH-Px aktivite ölçüm yöntemini mikroplaka okuyucuya uyarlayarak geliştirilen 

Mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemiyle daha fazla sayıda örneği eş zamanlı olarak 

çalışabilmek mümkün olmaktadır. Geliştirilen yöntemle, bazı doku homojenizatlarının 

GSH-Px aktiviteleri belirlenerek sonuçlar referans yöntem olarak seçilen GSH-Px-DTNB 

(5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)) ve HPLC yöntemleri ile karşılaştırılıp geliştirilen 

yöntemin kesinliği ve doğruluğu ispatlanmıştır (yöntem valide edilmiştir). Genellikle, 

karaciğer dokusunun GSH-Px aktivitesi, diğer dokuların GSH-Px aktivitelerine göre daha 

yüksek bulunmuştur. Geliştirilen yöntemle, güniçi ve günlerarası GSH-Px aktivite 

değişimi incelenmiş ve doku homojenizatlarına (karaciğer, böbrek ve kalp) standart katkı 

yöntemi uygulanarak % hata oranlarının 2.13 ile 8.64 arasında olduğu tespit edilmiştir. 

 

Ocak 2016, 62 Sayfa. 

Anahtar kelimeler: Antioksidan enzim, Glutatyon peroksidaz, CUPRAC yöntemi, Doku 

homojenizatı, Mikroplaka okuyucu.                 
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Glutathione peroxidase (GSH-Px) as an intracellular enzyme contains the aminoacid 

selenocysteine in its active centre. GSH-Px naturally exists in human body and plays 

important role in diagnosis and treatment of various diseases. There are various methods 

for GSH-Px acvitity measurement in the literature, but these methods have many 

drawbacks and limitation of applications. Thus, simple, repeated, sensitive and rapid 

analytical methods have to be devised to measure antioxidant enzyme activity. The 

subject of this thesis is to develop of a new spectrophotometric method (microplate based 

CUPRAC: "Copper (II) ion reducing antioxidant capacity" method) for GSH-Px activity 

measurement in biological samples such as tissue homogenates, to determine optimal 

measurement conditions (e.g., reagent concentration, temperature, reaction time),  to 

investigate possible interference effects, and to evaluate  biological samples with respect 

to their GSH-Px antioxidant enzyme activities.  

In this thesis, a repeated, sensitive, practical, fast and easy spectrophotometric method 

was developed by using a microplate reader for the measurement of GSH-Px activity of 

biological samples for the first time.  In this method, glutathione is oxidized to the GSSG 

and Cu(II)-Nc is reduced to the highly coloured Cu(I)-Nc chelate showing maximum 

absorption at 450 nm. The glutathione peroxidase catalyzed oxidation of reduced 

glutathione (GSH) gives rise to oxidized form of GSH (GSSG), and GSH-Px activity of 

biological samples was measured by detecting remaining reduced GSH using the 

recommended method (Microplate-based GSH-Px assay). This developed assay was 

standardized by adapting to the microplate reader in terms of consistency of the 
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measurements and reaction rate, repeatibility, precision and accuracy in comparison with 

manuel spectrophotometric method.  

Therefore, greater number of samples were able to assay simultaneously by using the 

Microplate based-GSH-Px method which developed by adapting microplate reader to the 

GSH-Px activity measurement test. GSH-Px activities of some tissue homogenates were 

determined with respect to the modified CUPRAC assay, and the proposed methodolgy 

was validated (precision and accuracy) by comparison of the results obtained with those 

of reference methods (GSH-Px-DTNB (5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoic acid) and HPLC 

assays). Liver homogenates were generally shown to exhibit higher GSH-Px activity than 

other homogenates. Then, using this method, the intra-day and inter-day variabilities of 

glutathione peroxidase activity in tissues were examined, and the method of standart 

additions applied to tissue homogenates (liver, kidney and hearth) gave relative standard 

errors between 2.13 and 8.64 %. 

 

January 2016, 62 Pages. 

Keywords: Antioxidant enzyme, Glutathione peroxidase, CUPRAC method, Tissue 

homogenates, Microplate reader.
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1. GİRİŞ 

Canlı bir hücre ya da organizma içerisinde enerji üretimi ve metabolizma sürekliliği için 

çeşitli reaksiyonlar gereklidir. Bu reaksiyonların kaçınılmaz sonucu olarak reaktif oksijen 

türleri (ROS) veya reaktif azot türleri (RNS) oluşmaktadır. Oldukça reaktif olan bu 

moleküllerin organizmadaki seviyesinin savunma mekanizmasını aşması durumunda, 

canlı bir hücrenin biyolojik makromoleküllerin (protein, lipid, DNA vb.) oksidatif 

hasarına yol açan "oksidatif stres" halinde olduğu söylenilebilir. Antioksidan bileşikler 

tarafından kompanse edilen düşük ROS seviyesi, verimli hücre sinyalinin oluşması için 

gereklidir. Organizma, düşük molekül ağırlıklı antioksidan bileşikleri ve antioksidan 

enzimlerden oluşan biyololojik antioksidan savunma sistemi ile ROS'a karşı 

korunmaktadır. Hücresel birincil antioksidan savunma sistemi, ROS'u etkisiz hale getiren 

enzimlerden (katalaz (CAT), süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) 

vb.) ve düşük molekül ağırlıklı antioksidanlardan (glutatyon (GSH), C ve E vitaminleri, 

ürik asit vb.) oluşmaktadır [1]. 

GSH-Px enzimleri (EC.1.11.1.9) selenoprotein grubu içerisinde yer almakta ve hidrojen 

peroksitin (H2O2) (Eşitlik 1.1), doymamış yağ asitlerinin organik hidroperoksitlerinin 

(Eşitlik 1.2) ve kümen hidroperoksitlerin suya indirgenmesi ve GSH'ın indirgen 

özelliğine bağlı olarak ilgili alkollere dönüşümü reaksiyonlarının katalize edilmesi gibi 

fonksiyonları bulunmaktadır [2]. Memeli türlerinde dört tip GSH-Px (GSH-Px1-4) 

bulunmaktadır. GSH-Px1, klasik hücre içi GSH-Px olup GSH-Px2, GSH-Px3 ve GSH-

Px4  sırasıyla GSH-Px'in gastrointestinal, plazma ve fosfolipid hidroperoksidaz türlerini 

ifade etmektedir. Tüm dokularda majör bileşen olarak hücresel GSH-Px (GSH-Px1 veya 

cGSH-Px) bulunmakta ve bu GSH-Px'in bu türü eritrositler, böbrek ve karaciğerde GSH-

Px aktivitesinin büyük kısmını oluşturmaktadır [3]. 

  2 2 2

GSH-Px2GSH + H O GSSG + 2H O                                                              1.1

 GSH-Px

22GSH + ROOH  GSSG + ROH + H O                                                 1.2  
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GSH-Px bir substrat olarak H2O2 için CAT enzimi ile yarışmakta ve böylelikle oldukça 

toksik özelliğe sahip hidroksil radikallerinin (•OH) ‘Fenton reaksiyonu’ ile üretimini 

engellemektedir. GSH-Px aktivitesindeki düşüşle birlikte organizmada •OH üretimi 

artabilir ve bu radikal artışı oksidatif stres koşullarında kanser, koroner kalp rahatsızlığı, 

hücresel yıpranma ve yaşlanma, mutajenizm, bağışıklık sistemi hastalıklarına neden 

olmaktadır. Diğer taraftan, GSH-Px redoks döngüsü orta seviyedeki oksidatif strese karşı 

majör bir koruma kaynağını oluştururken, CAT enzimi daha şiddetli oksidatif strese karşı 

korunmada önem kazanmaktadır. GSH-Px dolayısıyla oksidatif stresin bir göstergesi 

olarak serbest radikallerin organizmadaki oksidatif hasarına karşı korunmada önemli bir 

biyolojik rol üstlenmektedir. Bu nedenle biyolojik örneklerin GSH-Px aktivitelerinin 

ölçülmesi önemlidir. Literatürde, GSH-Px aktivitenin ölçümü için sınırlı sayıda yöntem 

bulunmaktadır. GSH-Px aktivitenin ölçümünde en yaygın olarak kullanılan yöntem 

Paglia ve Valentine spektrofotometrik yöntemidir [4]. Bu yöntem, NADPH ile GSSG'nin 

reaksiyonu sonucunda 340 nm'de absorbans değişiminin ölçülmesine dayanmaktadır. Bu 

yöntem GSH-Px aktivite ölçümü için uygun ve seçimli bir yöntem olmasına karşın düşük 

duyarlılığa sahiptir [5]. GSH-Px aktivitesi aynı zamanda, Ellman reaktifini kullanan 

DTNB yöntemiyle reaksyion ortamında GSH'ın absorbansındaki düşüşü izleyerek 

ölçülebilmektedir [6]. Yaygın kullanım alanına sahip DTNB yöntemi diğer testlerle 

karşılaştırıldığında duyarlı olmayan bir yöntemdir [7]. 

Literatürde, GSH tayini için geliştirilen enzim-esaslı amperometrik biyosensör, pirolitik 

grafit-çalışma elektrodu üzerine GSH-Px enziminin tutturulması sonucunda elde 

edilmekte, ancak bu sensör doğrudan serum örneklerinin GSH-Px aktivitelerinin 

belirlenmesinde kullanılamamaktadır [7]. Sıçan karaciğerlerinin GSH-Px aktivilerinin 

tayini için geliştirilen florometrik yöntem, reaksiyon ortamında reaksiyona girmeden 

kalan GSH'ın N-{p-[2-(6-dimetilamino)benzofuranil]fenil}maleimid reaktifi ile 

belirlenmesine dayanmaktadır. Bu yöntem, yaklaşık bir saat içerisinde 

tamamlanabilmektedir [8]. İnsan eritrositleri, sıçan karaciğeri ve insan plazmasında GSH-

Px aktivite tayini için bazı enzim-bağlı immünosorbent yöntemleri (ELISA) 

geliştirilmiştir [9]. Ancak, bu enzim-bağlı yöntemlerin bazı dezavantajları bulunmaktadır. 

Örneğin, Jacobsen [9] tarafından belirtildiği gibi ELISA bulgularının gerçek GSH-Px 

seviyesine göre oldukça yüksek olduğu görülmektedir. Literatürdeki diğer GSH-Px 

aktivite ölçüm uygulamaları ise, HPLC [10], kapiler elektroforez [11], NMR [12], ve 
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boyut eleme kromatografisi [13] yöntemlerini içermektedir. Bütün bu yöntemlerin 

biyolojik örneklerde GSH-Px aktivite ölçümünde kullanımında bazı sınırlamalar 

bulunmaktadır. 

Böylece, bu çalışmanın ana amacı bakır(II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite 

(CUPRAC) yöntemi [14]  kullanılarak biyolojik örneklerde (doku homojenizatları vb.) 

GSH-Px aktivitenin belirlenmesinde yeni bir yöntem geliştirilmesidir (Mikroplaka-esaslı 

GSH-Px yöntemi). Önerilen yöntem, spektrofotometrik CUPRAC yönteminin 

mikroplaka okuyucuya uyarlanması ve manuel spektrofotometrik yöntemle 

karşılaştırıldığında ölçümlerin tutarlığı ve reaksiyon hızı açısından standardize edilmiştir. 

Bu tez çalışmasında bazı doku homojenizatlarının GSH-Px aktiviteleri geliştirilen 

otomatik yöntemle tayin edilip sonuçlar referans yöntemlerle (GSH-Px-DTNB (5,5’-

ditiyobis (2-nitrobenzoik asid) [6,15] ve HPLC [16]) elde edilen sonuçlarla 

karşılaştırılarak önerilen metodoloji valide edilmiştir (duyarlılık ve doğruluk). 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. RADİKALLER 

Radikaller, bir veya daha fazla eşleşmemiş elektrona sahip, kısa ömürlü, kararsız, 

molekül ağırlığı düşük, etkin atom veya atom gruplarıdır. Dış yörünge orbitallerinde 

eşleşmemiş elektron bulundurmaları, kimyasal türün reaktivitesini arttırır [17]. Ömürleri 

çok kısa olan ve kararsız bir yapı gösteren bu tanecikler, etrafındaki moleküllerle 

etkileşime girerek elektron almaya çalışır ve bir an önce kararlı hale ulaşmak isterler. Bu 

çiftlenmemiş elektron serbest radikallere büyük bir reaktiflik kazandırarak protein, lipid, 

DNA ve nükleotid koenzimler gibi birçok biyolojik yapıda hasara yol açabilmektedir. Bu 

zararın yaşlanma, kalp-damar hastalıkları, çeşitli kanser türleri, katarakt, bağışıklık 

sisteminde zayıflama ve sinir sistemi dejeneratif hastalıkları gibi birçok hastalığa sebep 

olduğuna dair bilgiler bulunmaktadır [18]. 

 

Serbest radikaller hidroksil, süperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi 

değişik kimyasal yapılara sahiptirler. Ancak biyolojik sistemlerde en çok görülen reaktif 

oksijen türleri (ROS) olarak adlandırılan radikallerdir. Serbest oksijen radikalleri, ROS, 

reaktif oksijen metabolitleri (ROM) ve uyarılmış oksijen türleri terimleri çoğunlukla 

birbirlerinin yerine kullanılmaktadır. Canlı hücrelerdeki oksijen metabolizması, çevre 

kirleticileri, radyasyon, pestisitler, çeşitli tıbbi tedavi yolları ve kontamine sular gibi 

birçok etmen kaçınılmaz bir şekilde oksijen türevi serbest radikallerin oluşumuna yol 

açmaktadır [19].  

 

Reaktif oksijen metabolitleri (ROM) başlıca iki gruba ayrılmaktadır: 

I. Oksijen üzerinde ortaklanmamış elektron çifti içeren radikaller (OH, O2
HO2

•, 

RO ve ROO) 

II. Moleküler oksijen içeren bileşikler (H2O2, ROOR, ROOH, singlet oksijen, epoksitler, 

endoperoksitler ve bazı aldehitlerin enzimatik oksidasyonu esnasında oluşan bir ara 

ürün olan 1,2-dioksietan). 

Uyarılmış oksijen türleri, süperoksit anyon radikalleri, hidroksil radikali ve hidrojen 

peroksit ve singlet oksijen veya uyarılmış triplet karbonil bileşikleri gibi elektronik 

olarak uyarılmış türleri kapsamaktadır. 
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Serbest radikaller üç temel mekanizma ile oluşur: 

1. Kovalent Bağların Homolitik Kırılması: Yüksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve 

yüksek sıcaklık (500-600 °C) kimyasal bağların kırılmasına neden olur. Bağ yapısındaki 

iki elektronun her biri ayrı ayrı atomlar üzerinde kalmasıyla homolitik kırılma gerçekleşir. 

Her iki atom üzerinde de paylaşılmamış elektron kalır. 

 X :Y   X·+ Y·                                                                                                   2.1

2. Normal Bir Molekülün Elektron Kaybetmesi: Radikal özelliği olmayan bir molekülden 

elektron kaybı sırasında dış orbitalinde paylaşılmamış elektron kalmasıyla radikal formu 

oluşur. Örneğin glutatyon gibi hücresel antioksidanlar, radikal türlere tek elektron verip 

radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu oluşur. Glutatyon (GSH) radikalleri 

indirgerken, kendisinin tiyil radikali  (GS) oluşur. İki tiyil radikalinin birbiriyle tepkimesi 

sonucu glutatyonun oksitlenmiş (GSSG) formu oluşur. 

 X :Y   X·+ Y                                                                                                  2.2

3. Normal Bir Moleküle Elektron Transferi: Radikal özelliği olmayan bir moleküle tek 

elektron transferi ile dış orbitalinde paylaşılmamış elektron oluşuyorsa bu tür indirgenme 

radikal oluşumuna neden olabilir. Örneğin moleküler oksijenin tek elektron ile 

indirgenmesi, radikal formu olan süperoksitin oluşumuna neden olur [20,21]. 

 X + Y   X·                                                                                                    2.3   

2.2. REAKTİF OKSİJEN TÜRLERİ 

Oksijen bütün canlılar için vazgeçilmez bir element olup hidrojen, karbon, azot ve kükürt 

ile birlikte organik moleküllerin temel yapısal unsurlarıdır. Aerobik canlılar yaşamları 

için mutlaka moleküler oksijene gereksinim duyarken, anaerobik canlılar büyüme ve 

çoğalmaları için oksijene bağımlı değillerdir. Anaerobik canlılardaki oksijenin toksik 

etkisinin nedeni, oksijenden kaynaklanan bazı reaktif türlerin biyolojik molekülleri 

oksitlemeleri ve bu reaktif türlere karşı anaerobik canlılarda savunma sisteminin 

bulunmamasıdır. Oksijen sadece anaerobik türlerde değil, yaşamları için mutlaka 

moleküler oksijene bağımlı olan canlılarda da toksik etkilidir. Bugün, oksijenin 

canlılardaki toksik etkisinin “oksijen radikalleri” olarak adlandırılan ve oksijenin 

vücuttaki metabolizması sırasında oluşan reaktif türlerden kaynaklandığı bilinmektedir 

[22]. 
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Birçok serbest radikal, oksijen solunumu gibi metabolik prosesler sonucunda doğal olarak 

meydana gelir. Hücreler enerji üretmek için oksijen kullandığında mitokondri tarafından 

ATP üretimi sonucunda serbest radikaller de üretilmiş olur. Oksijenin kullanılması 

serbest radikal miktarını arttırır. 

 

ROS, serbest radikaller ve radikal olmayan bileşikler olmak üzere başlıca iki gruba 

ayrılmaktadır (Tablo 2.1). 

 Tablo 2.1: Reaktif oksijen türlerinin sınıflandırılması. 

Serbest Radikaller Radikal Olmayan Bileşikler 

Süperoksit anyon radikali, O2
 

Hidroksil radikali, OH 

Peroksil radikalleri, ROO 

Hidrojen peroksit, H2O2 

Organik peroksitler, ROOH 

Singlet oksijen, 1O2 

 

Moleküler oksijen antibağ orbitallerinde eşleşmemiş iki elektron içerir. Bu elektronlar, 

paralel spinli ve farklı orbitallerde iken minimum enerji seviyesindedirler. Radikal 

tanımına göre oksijen ‘diradikal’ yapıya sahip bir moleküldür ve reaktivitesi beklenenin 

aksine çok düşüktür.  

 

Diradikal bir yapıya sahip olan oksijenin herhangi bir molekül ile tepkimeye girebilmesi 

için, tepkimeye girebileceği molekülün de benzer yapıya sahip olması yani farklı 

orbitallerde spinlerin aynı yönde elektron içermesi gerekir. Ancak oksijene elektron 

vericiler, genellikle uygun bir orbitallerinde zıt spinli bir çift elektrona sahiptirler. Bu 

nedenle moleküler oksijenin reaksiyona girme eğilimi kısıtlıdır. Bu duruma “spin 

sınırlaması” denilmektedir. Moleküler oksijene elektron veya enerji sağlanması 

durumunda spin sınırlaması ortadan kalkar ve diğer ROS türleri oluşur [23].  
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Şekil 2.1: Moleküler oksijenin ardışık olarak indirgenmesiyle ROS oluşumu. 

Moleküler oksijene tek elektron transferi ile süperoksit anyon radikali oluşur. Oluşan 

süperoksit anyon radikali oksijene göre daha reaktiftir. Solvatize elektron, suyun radyolizi 

ile kolaylıkla oluşturulabilir [23]. Süperoksit anyon radikaline bir elektron katılmasıyla 

bir başka reaktif oksijen türü olan nötral bir molekül (H2O2) meydana gelmektedir. 

Hidrojen peroksite tekrar bir elektron katılması sonucunda yine bir radikal (OH) 

oluşmaktadır. Hidroksil radikali son olarak OH- iyonuna  (veya H2O) indirgenmektedir. 

Sonuç olarak oksijenden suya tek elektron transfer adımlarıyla ROS türleri oluşmaktadır 

(Eşitlik 2.4). 

- - - -

+ +

+ e + e + e + e 

2 2 2 2 2+ 2H  OH + H
O   O   H O   OH  H O

 


                (2.4) 

Moleküler oksijen, elektron transferleriyle suya kadar indirgenir. 4 elektron gerektiren bu 

mekanizmada reaktif ara moleküller olan süperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksi 

radikalleri oluşur. Bunlar önemli oksidatif stres ajanları olup ROS olarak adlandırılır. Bu 

transfer, ara radikal türlerinin oluşumu şeklinde tek-elektron transfer adımlarıyla veya tek 

bir adımda 4 elektron transferiyle gerçekleşebilir [24]. 

 

En reaktif oksijen türü olarak bilinen hidroksil radikali vücutta serbest radikal hasarının 

en önemli sorumlusudur. Canlı organizmalarda hidroksil radikalinin süpürülmesi için 

özel bir molekül veya enzim bulunmamaktadır [25]. Bu sebeple hidroksil radikali sentetik 

antioksidanlar veya gıdalarla alınan antioksidanlar tarafından süpürülmektedir [26]. 

Biyolojik sistemlerin tanıdığı en reaktif tür olan hidroksil radikali, su dahil ortamda 

rastladığı her biyomolekülle tepkimeye girer. Potansiyel olarak her biyomolekül farklı 
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hızlarda hidroksil radikal süpürücüdür. Hidroksil radikali canlı hücrelerde bulunan her tip 

molekül (şekerler, aminoasitler, fosfolipitler, DNA bazları ve organik asitler gibi) ile 

yüksek hız sabitleriyle reaksiyona girebilmektedir [27]. 

 

Şekil 2.2: Radikallerin yol açtığı hücre hasarı. 

 

Reaktif oksijen türleri; UV ışığı, X-ray, gamma ray, metal katalizli reaksiyonlar ile 

üretilebilir, atmosferde kirlilik olarak mevcut olabilir veya normal aerobik yaşamın bir 

parçası olarak mitokondride oksijenin elektron taşıma zinciri boyunca indirgenmesiyle 

üretilebilir. Bundan başka çeşitli enzimatik reaksiyonlar ile de reaktif oksijen türleri 

oluşmaktadır [28]. 

 Hidrojen Peroksit (H2O2) 

Hidrojen peroksit yapısında eşleşmemiş elektron içermediğinden radikal özelliği taşımaz 

ve reaktif bir tür değildir. Oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da 

süperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucunda 

üretilir [29,30]. 

 O2 + 2e + 2H+  H2O2                                                                                  (2.5) 
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 O2
 + e + 2H+  H2O2                                                                                                                           (2.6) 

Aerobik canlılarda süperoksitlerin hidrojen peroksite çevrilmesi ya kendiliğinden 

gerçekleşir ya da katalitik aktivitesi çok yüksek bir enzim olan SOD tarafından 

gerçekleştirilir [31]. Bu reaksiyonda radikal olmayan ürünler meydana geldiğinden 

dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir. 

 +

2 2 2 2                                                                                                                   

SOD

        O +O + 2H  H O 2.7     

Hidrojen peroksitin yükseltgen bir tür olarak bilinmesinin nedeni, demir ve bakır gibi 

metal iyonlarının varlığında hidroksil radikalinin öncülü olarak davranmasıdır (Fenton 

reaksiyonu). Hidrojen peroksit, özellikle proteinlerde bulunan demir ile tepkimeye 

girerek yüksek oksidasyon düzeyindeki reaktif demir formlarını oluşturur. Bu formdaki 

demir çok güçlü yükseltgen özelliğe sahip olup, hücre zarlarında protein ve lipid 

peroksidasyonu ile radikal tepkimeleri başlatabilir. 

 2+ 3+ -

2 2Fe + H O Fe + OH + OH                                                                           2.8  

Belirtilen potansiyel yükseltgen özelliği nedeniyle biyolojik sistemlerde oluşan hidrojen 

peroksitin derhal ortamdan uzaklaştırılması gerekir. Bu görevi hücrelerdeki CAT ve 

GSH-Px antioksidan enzimleri yerine getirirler [32]. 

 2 2 2 2

CAT2H O O + 2 H O                                                                                   2.9  

  2 2 2

GSH-Px2GSH + H O GSSG + 2H O                                                              1.1  

2.3. OKSİDATİF STRES  

Aerobik organizmalar yaşamlarını sürdürebilmek için oksijene mutlak gereksinim 

duyarlar. Oksijen hücrede bir dizi reaksiyondan geçerek suya dönüşür ve bu sayede hücre 

kendisi için gerekli enerjiyi sağlar. Fakat bu süreçte oksijenin %2-3 kadarı suya 

dönüşmeyip oksijen kaynaklı radikaller oluşur [33]. Oksijen, insan vücudunda solunum 

zinciri içinde süperoksit anyon radikali, singlet oksijen, hidroksil radikali vb. türevlerini 

oluşturmaktadır. ROS, normal hücre fonksiyonları esnasında tüm aerobik organizmalar 

tarafından oluşturulmakta olup miktarlarındaki artma veya antioksidan savunmadaki 

azalma “oksidatif stres” olarak tanımlanmaktadır [34].  

 



10 

 

 

 

Organizmanın prooksidan-antioksidan dengesinin korunması sağlıklı bir yaşam 

sürdürülmesi için çok önemli ve gereklidir. Oksijenle sürekli temas halinde olmak serbest 

radikal oluşumunu da beraberinde getirir. Serbest radikal oluşumundaki artışa ve/veya 

antioksidan sistemdeki yetersizliğe bağlı olarak organizmada oksidatif stres gelişir [33]. 

Fizyolojik şartlarda, normal hızda üretilen serbest radikallerin zararlı etkileri antioksidan 

savunma sistemleri tarafından azaltılır. Ancak antioksidan sistemlerin büyük bir yedeği 

yoktur. Hafif bir oksidan stresde hasarlı moleküller uzaklaştırılıp yenileri yapılabilirken, 

şiddetli oksidan stres durumlarında hücre hasarlanması meydana gelir [35]. 

Reaktif oksijen birikimi organizmada var olan veya gıdayla alınan antioksidanlarla 

dengelenmediği taktirde; oluşan “oksidatif stres” koşulları altında kanser, hücresel 

yıpranma ve yaşlanma, koroner kalp rahatsızlıkları, mutajenizm, bağışıklık sistemi 

hastalıkları ve lipoprotein (LDL) oksidasyonu ile sonuçlanan, DNA ve hücre 

membranları gibi biyolojik yapıların oksidatif hasarına neden olabilen radikalik zincir 

reaksiyonları meydana gelmektedir. Oksidatif stres, oksidan oluşumu ve antioksidan 

savunma arasındaki dengenin oksidanlar yönünde bozulması durumudur [36].  

 

Şekil 2.3: Oksidan miktarı ile antioksidan savunma sistemleri arasındaki denge. 

 

İnsan vücudunda yüksek konsantrasyonda ROS bulunması durumunda lipid, protein ve 

nükleik asitler gibi hücre bileşenlerinde hasar meydana gelmektedir. Bu kümülatif hasar, 

astım, arterosiklerozis, diyabet, kanser ve nörodejeneratif hastalıkları başlatmakta veya 

tetiklemektedir. Oksidatif stres, hava kirleticileri, pestisidler, metaller, poliklorlanmış 

bifeniller (PCBs), nanopartiküller ve UVB radyasyon (290-320 nm) gibi bazı çevresel 

etkenlere maruz kalma sonucunda meydana gelmektedir [37]. 
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Şekil 2.4: Oksidatif stres koşullarının oluşumu. 

2.4. ANTİOKSİDANLAR 

Canlı hücreler ROS’un zararlarını gidermek için bu reaktif türleri elimine edebilecek veya 

oluşumunu engelleyecek savunma sistemlerine sahiptirler. Antioksidanlar, 

yükseltgenebilen substratlara göre daha düşük derişimlerde, substratın prooksidanlarla 

başlatılan oksidasyonunu ciddi derecede engelleyen ya da geciktiren maddelerdir ve doku 

hasarlarını engelleyebilirler. Prooksidanlar ise lipitler, proteinler ve nükleik asitlerde 

oksidatif hasara sebep olan ve bunun sonucunda çeşitli patolojik olaylara ve/veya 

hastalıklara yol açan toksik maddelerdir. Antioksidanlar, hücrelere zarar veren bu 

prooksidanları (reaktif oksijen ve azot türleri, serbest radikaller) etkin bir şekilde 

indirgeyerek düşük toksisiteli veya toksik olmayan ürünlere dönüştürürler [38]. 

 

Yaşayan organizmalarda kompleks antioksidan sistemler bulunmaktadır. Bu sistemler 

enzimatik olmayan antioksidanlar olarak bilinen albumin, glutatyon, askorbik asid, 

αtokoferol, β-karoten, ürik asid, bilirubin, flavonoidler ve birçok polifenolik bileşikler ile 

SOD, GSH-Px, askorbat peroksidaz ve CAT gibi antioksidan enzimleri içerirler [39]. Bu 

antioksidanlar, hücrelere zarar veren reaktif türleri (serbest radikaller) etkin bir şekilde 

süpürerek düşük toksisiteli veya toksik olmayan ürünlere dönüştürürler. Bu reaktif 

bileşiklerin (ROS vb.) varlığı, sağlıklı bir yaşam için antioksidan bileşikleri ve enzimleri 

önemli kılmaktadır [38,40].  
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Antioksidanlar, vücut hücreleri tarafından üretildikleri (endojen) gibi, gıdalar yoluyla da 

(eksojen) alınabilmektedir. Gıdalarda mevcut olan ve insan vücudunu zararlı serbest 

radikallerden koruyan başlıca doğal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C ve E 

vitaminleri), fenolik bileşikler (basit fenolik ve hidroksisinnamik asitler, flavonoidler vb.) 

ve karotenoidlerdir. Birçok  araştırmada meyve ve sebze tüketimi ile belirli kanser ve kalp 

hastalıklarının oluşumu arasında ters orantılı bir ilişki olduğu saptanmıştır [41]. 

 

Biyolojik yapılarda ve gıdalarda mevcut olan enzimatik ve enzimatik olmayan 

antioksidanlar, ROS’un (OH, O2
 ve H2O2) çeşitli süpürücüleri olarak bilinirler [39]. 

Antioksidanların en önemlileri polifenoller ve bunların türevleridir. Bu bileşikler 

oksidatif sistemde farklı şekillerde davranabilirler. Örneğin, oksijen konsantrasyonunu 

düşürebilirler veya hidroksil radikali, süperoksit anyon radikali gibi ROS türlerini 

sönüme uğratırlar (süpürürler). Hidroksil radikalleri gibi birincil radikalleri süpürerek 

zincir reaksiyonlarının başlamasını önlerler, metal iyonu katalizörlerini bağlarlar [20]. 

 

Antioksidanlar, ROS oluşumunu ve bunların meydana getirdiği hasarı önlemek açısından 

dört ayrı  şekilde etki ederler:  

i. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onları tutma veya daha az reaktif yeni bir 

moleküle çevirme “toplayıcı” etkidir. Antioksidan enzimler (SOD, CAT, GSH-

Px vb.) bu şekilde etkilidir. 

ii. Serbest oksijen radikalleriyle etkileşip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini 

azaltma veya inaktif şekle dönüştürme “bastırıcı” etkidir. Askorbik asit (C 

vitamini), αtokoferol (E vitamini), flavonoidler (kuersetin, kateşin vb.) bu tarz bir 

etkiye sahiptirler. 

iii. Serbest oksijen radikallerini bağlayarak zincir reaksiyonlarını kırıp 

fonksiyonlarını engelleyici “zincir kırıcı” etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin, 

albumin gibi bileşikler bu şekilde etki ederler. 

iv. Serbest radikallerin oluşturdukları hasarın onarılması ise “onarıcı” etkidir [36]. 

 

Antioksidanlar yükseltgenebilen maddeler olduğundan zincir reaksiyonlarını (örneğin 

lipidlerin oksidatif parçalanmasına yol açan radikalik zincir reaksiyonunu) kırmaları 

sırasında kendileri yükseltgenerek bozunurlar. Bu nedenle antioksidanlar yalnız sınırlı bir 

zaman için yükseltgenebilen maddeyi (örneğin biyolojik makromolekülleri) koruyabilir 
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ve belli bir noktadan sonra madde ortamda hiç antioksidan yokmuş gibi yükseltgenmeye 

devam eder. Antioksidanların kimyasal aktiviteleri, diğer bir deyişle, hidrojen veya 

elektron donör araçları olarak indirgeme potansiyelleri genellikle onların serbest radikal 

süpürme olarak göstermiş oldukları potansiyel ile ifade edilir. Zincir kırıcı antioksidan 

etkinliğinin değerlendirilmesinde hem antioksidanın molekül başına verebildiği elektron 

veya giderebildiği serbest radikal sayısı (yani reaksiyon stökiyometrisi), hem de 

reaksiyon hızı (kinetik) önemlidir. Antioksidan aktivite, spesifik bir antioksidan ile 

spesifik bir oksidan arasındaki reaksiyona ait hız sabitini işaret eder ve bir antioksidanın 

aktivitesi şu esaslara bağlıdır: 

 Radikal süpürme yeteneği 

 Hidrojen veya elektron donör aracı olarak göstermiş olduğu reaktivite (genelde 

redüksiyon potansiyeline bağlı olan) 

 Metal kelatlama potansiyeli 

 Diğer antioksidanlarla olan etkileşim [41]. 

2.5. ANTİOKSİDANLARIN SINIFLANDIRILMASI 

Antioksidanlar, yapılarına göre enzimatik ve enzimatik olmayanlar olmak üzere 2 grupta 

sınıflandırılabilirler. Enzimatik olmayan antioksidanların birçoğu dışarıdan dietle 

alınırlar. Bunlar; albumin, glutatyon, askorbik asid, -tokoferol, -karoten, koenzim Q10, 

lutein, ürik asid, bilirubin, flavonoidler ve birçok polifenolik bileşiklerdir. Enzimatik olan 

antioksidanlar ise SOD, GSH-Px, GSSG-Red ve CAT gibi enzimleri içerirler [39]. 

Enzimatik olan antioksidanlar endojendirler ve antioksidan savunma sisteminde görev 

alırlar.  
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Şekil 2.5: Antioksidanların sınıflandırılması. 
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2.6. ANTİOKSİDAN ENZİMLER VE SAVUNMA SİSTEMLERİ 

 

Şekil 2.6: Enzimatik antioksidan savunma sistemleri. 

Enzimler çok yüksek katalizleme gücüne sahip protein yapısındaki biyolojik 

katalizörlerdir. Bir canlıdaki parçalanma ve yapım (sentez) reaksiyonlarının tümü 

enzimlerin katalitik aktiviteleri ve yöntemleriyle gerçekleştirilmektedir. Bu tanıma göre 

de, enzimler canlılığın oluşumu ve devamı için elzem maddelerdir. Canlı dışında da 

aktivite göstermeleri enzimlerin önemini bir kat daha arttırmaktadır. Enzim üretimi 

genlerin kontrolü altında gerçekleştirilmekte (bir gen-bir enzim) ve her enzimin kendine 

özgü sıcaklık, pH ve basınç koşulları bulunmaktadır. 

Günümüzde enzimler gıda, ilaç ve kimya endüstrisinde, dericilik, boya ve temizlik 

maddeleri üretimi gibi konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarında, tıp, tarım, 

veterinerlik ve tekstil endüstrisi alanlarında yaygın olarak kullanılmaktadır [42]. 

 

Antioksidan enzimler, ROS’un zararlı etkilerine karşı geliştirilen antioksidan savunma 

sisteminin çok önemli bir parçasıdırlar. Hücrelere zarar veren reaktif türleri (serbest 

radikaller) etkin bir şekilde süpürerek düşük toksisiteli veya toksik olmayan ürünlere 

dönüştürürler. Böylece organizma serbest radikaller ve aktif oksijen türlerinden 

etkilenmez. Bu reaktif bileşiklerin (ROS vb.) varlığı, sağlıklı bir yaşam için antioksidan 
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enzimleri önemli kılmaktadır. Biyolojik yapılarda mevcut olan enzimatik antioksidanlar 

çeşitli reaktif oksijen türlerinin (•OH, O2
.- ve H2O2) süpürücüleri olarak bilinirler [40]. 

Ayrıca SOD, GSH-Px, GSSG-Red ve CAT gibi antioksidan enzimler, çeşitli hastalıkların 

teşhisi ve tedavisinde de önemli rol oynamaktadırlar [39,40]. 

 

Şekil 2.7: Antioksidan enzimler ve reaksiyonları. 

 Glutatyon Peroksidaz, GSH-Px: (EC 1.11.1.9) 

Glutatyon (-glutamil sisteinil glisin, GSH), sistein ve glisin ile glutamik asitten oluşan 

serbest sülfhidril gruplu tripeptid olup hücre sitoplazmasında bulunan temel 

antioksidandır. Hücrede indirgenmiş (GSH) ve yükseltgenmiş (GSSG) formda bulunur. 

GSH metabolizması en önemli antioksidan savunma sistemlerinden biridir [43]. GSH-Px 

enzimi, hücredeki hidrojen peroksitin detoksifikasyonundan sorumlu anahtar rolü oynar. 

1957’de Mills tarafından keşfedilmiştir [44].  

Mills 1957 yılında GSH-Px’i kırmızı kan hücrelerinde tanımlamış ve GSH-Px’in 

hemoglobini oksidatif hasara karşı koruduğunu göstermiştir [45].  1973 yılında Hoekstra 

ve arkadaşları sıçan örneklerinde selenyum eksikliğinin insan patolojik şartlarında 

favisizim hastalığının çoğalmasına sebep olabileceğini açıklamışlardır. GSH-Px 

aktivitesi azaldığında radyoaktif selenyum’un GSH-Px aktivitesiyle birlikte azaldığı 

belirtilmiştir [46]. Aynı zamanda Folhe ve arkadaşları GSH-Px1’in tetrametrik yapıdaki 

enzimin hücre stoplazmasında bulunduğunu ve H2O2’yi en etkili süpüren enzim olduğunu 

savunmuşlardır [45]. 

GSH-Px enzimi, hem normal koşullar hem de oksidatif stres koşulları altında canlı 

organizma antioksidan sisteminde anahtar bir enzim olarak görülmektedir. GSH-Px 
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serbest oksijen radikalleri, peroksitler ve kanserojenlere karşı savunmada büyük öneme 

sahiptir. Ayrıca GSH-Px lipooksijenaz ve siklooksijenaz yollarını değiştirerek tümör 

oluşumunda önemli bir rol oynar. Tümörlerde H2O2 ve diğer peroksitlere karşı enzim 

savunmasının ilk enzimi olan GSH-Px aktivitesinde önemli artış olduğu bildirilmiştir 

[47]. 

GSH-Px, GSH’ın indirgeyici gücünü kullanarak hidrojen peroksitin ve doymamış 

yağlardan meydana gelen organik hidroperoksitlerin deaktivasyonunu kataliz eder. 

Peroksitlerin indirgenmesini katalizleyen GSH-Px enzimi, hücredeki indirgenmiş 

glutatyonu (GSH) yükseltgenmiş glutatyona (GSSG) dönüştürmektedir. GSH-Px 

glutatyonu hidrojen donör olarak kullanarak hidrojen peroksiti elimine etmektedir. Bu 

reaksiyonlar, canlı organizmada oksidatif stresin zararlı etkilerinden hücresel 

membranları korumaya yarar. 

  2 2 2

GSH-Px2GSH + H O GSSG + 2H O                                                               1.1  

 GSH-Px

22GSH + ROOH  GSSG + ROH + H O                                                  1.2  

Bugüne kadar insan organizmasında 8 adet GSH-Px var olduğu bildirilmiştir ve çoğu 

farklı hücre tiplerinde görülen Selenoproteinler (SecGPxs) olarak adlandırılmıştır. 

Bunlardan sadece GSH-Px4, GSH-Px7 ve GSH-Px8 monomerik yapıdadır. Diğerleri 

tetrametrik yapıdadırlar [45].  

 

GSH-Px, selenyum bağlı ve selenyum bağlı olmayan iki formda bulunabilir. Selenyum 

bağlı grup, hidrojen peroksit ve diğer organik peroksitleri indirgeyen dört üyeden oluşur. 

Bunlar GSH-Px1 (cGSH-Px), GSH-Px2 (GSH-Px-GI), GSH-Px3 (pGSH-Px) ve GSH-

Px4 (PH-GSH-Px)’dür [48]. 

 GSH-Px1 veya hücresel GSH-Px (cGSH-Px), bütün hücrelerde bulunan, tetramerik 

yapıda sitozolik bir enzimdir. GSH-Px1, organik hidroperoksitler ve H2O2’e karşı aktiftir. 

Bu enzim, germ hücrelerinde çok daha düşük olmakla birlikte, incelenen tüm dokularda 

bulunmuştur [45].   

 GSH-Px2 veya gastrointestinal GSH-Px (GSH-Px-GI) insanlarda karaciğer ve 

gastrointestinal kanalda bulunurken böbrek, kalp ve akciğerde bulunmaz [2]. 

Hidrojenperoksit veya yağ asidi hidroperoksitlerini hızla indirgerken fosfolipid 

hidroperoksitleri indirgemezler [48].  
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 GSH-Px3 veya plazma GSH-Px (pGSH-Px), plazmanın en önemli GSH-Px3 kaynağı 

olan böbreklerde bulunur ve özellikle proksimal tübüllerin epitel hücrelerinde önemli 

miktarda bulunmaktadır [45,49].  

 GSH-Px4 veya fosfolipit GSH-Px (PH-GSH-Px), sitozolde, mitokondri ve hücre 

zarında bulunur. Enzim fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirgeyerek en önemli 

antioksidan olan E vitamini eksikliğinde, membranı peroksidasyona karşı korur [50]. 

Selenyum bağımsız GSH-Px enzimi ise sadece lipid peroksitlerin metabolizmasından 

sorumludur [34,50].  

2.7. GSH-PX AKTİVİTE TAYİN YÖNTEMLERİ 

 PAGLİA ve VALENTİNA Yöntemi 

Paglia ve Valentina yöntemi, literatürde GSH-Px aktivite tayini için en çok kullanılan 

yöntemdir. Bu yöntem GSH-Px’in tert-butil hidroperoksit (tBH) varlığında GSH’ın 

oksidasyonuna dayanmaktadır. Glutatyon (GSSG), GSSG-Red ve indirgenmiş 

nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH) varlığında indirgenmiş formuna (GSH) 

dönüşürken, NADPH’da yükseltgenmiş formu olan NADP+’ya dönüşmektedir. 340 nm 

dalgaboyunda dakikada okside olan NADPH’ın absorbans değerinin azalması izlenerek 

GSH-Px enzim aktivitesi hesaplanmaktadır [4]. 

 GSH-Px

22GSH + ROOH  GSSG + ROH + H O                                                 1.2  

 + +                                                                                            GSSG + NADPH + H 2GSH + NADP 2.10  

 

 Ticari Kit Yöntemi 

Paglia ve Valentina Yöntemini esas alan bu uygulama, GSH-Px aktivite tayininin GSSG-

Red ile birleştirilmiş bir reaksiyon prensibine dayanır. Bu çift enzim yönteminde, GSH-

Px ile H2O2’nin redüksiyonu ve GSSG-Red ile NADPH'nin oksidasyonu 340 nm’de 

absorbanstaki azalma ile belirlenir. 25 °C sıcaklıkta, 1 ünite GSH-Px dakikada 1 nmol 

NADPH oksidasyonunu katalize eden enzim miktarı olarak tanımlanmıştır [4,51,52]. 
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 GSH-Px-DTNB Yöntemi 

GSH-Px aktivitesi modifiye Flohe ve Günzler yöntemi ile H2O2’nin substrat olarak 

kullanılmasıyla belirlenmiştir. GSH-Px enzim aktivitesi belirlenmek istenen örneğe GSH 

ve hidrojen peroksit ilavesi ile reaksiyon başlatılır. GSH-Px enzimi tarafından 

katalizlenen reaksiyonla redükte formdaki glutatyon H2O2 veya lipid peroksitlerle 

reaksiyonu sonucunda bu moleküllerin detoksifikasyonunda rol alırken kendisi başka bir 

GSH molekülüyle disülfür köprüsü oluşturarak okside-GSH formuna (GSSG) 

dönüşmektedir. Bu reaksiyondan kalan serbest GSH ile DTNB’nin (5,5’-ditiyobis-2-

nitrobenzoik asit)  reaksiyonu sonucunda GSTNB ve TNB (5-tiyo-2-nitrobenzoik asid) 

ürünleri oluşmaktadır. Oluşan TNB’nin 412 nm’deki absorbansı ölçülerek GSH-Px 

aktivitesi dolaylı olarak tayin edilir. GSH-Px aktivitesi 6.22 mM-1cm-1 molar absorplama 

katsayısı kullanılarak hesaplanır. Bu yöntem çin karidesine, çekirgelere, sıçan 

karaciğerine uygulanmıştır [15]. 

 GSH-Px

22GSH + ROOH  GSSG + ROH + H O                                                 1.2  

 GSH + DTNB TNB + GSTNB                                                                      2.11  

 

Şekil 2.8: DTNB (5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)) bileşiğinin kimyasal yapısı. 

 Florometrik Yöntemler 

 DPBM Yöntemi 

Sıçan karaciğerinde GSH-Px aktivite tayini için geliştirilen florometrik yöntemde 

florojenik reaktif olarak N-{p-[2-(6dimethylamino)benzofuranil]fenil} maleimid 

(DBPM) kullanılmaktadır. Yöntemin esası, reaksiyona girmeden kalan GSH 

konsantrasyonunun florometrik reaktifle belirlenmesine dayanmaktadır (pH=8.5). GSH 

ve DBPM’den oluşan reaksiyon karışımı 457 nm’de maksimum floresans göstermektedir 

(ex: 355 nm). Sodyum azid (1 mM) ile reaksiyon karışımında CAT aktivitesi inhibe 
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edilmiştir. Yüksek duyarlılığa sahip bu yöntemde 2 pmol mL-1 GSH tayin 

edilebilmektedir [8]. 

 

 NAM Yöntemi 

İnsan plazma örneklerinde ve karaciğer homojenizatlarında GSH-Px aktivite ölçümü için 

geliştirilen bir diğer florometrik yöntemde reaktif olarak N-(9-akridinil)maleimid (NAM) 

kullanılmıştır. NaBH4 ile GSSG reaksiyonu sonucunda oluşan indirgenmiş GSH, bir tiyol 

reaktifi olan NAM ile floresan kompleks oluşturmaktadır. NAM ayrıca karboksilik asit 

ve triasilgliserol içerisinde hidroperoksitin florometrik tayininde kullanılmıştır. 

Yöntemin esası, GSH ile GSH-Px enzimatik reaksiyonu sonucunda reaksiyona girmeden 

kalan GSH’ın N-etilmaleimid ile reaksiyon ortamından uzaklaştırılması ve enzimatik 

reaksiyon sonucu oluşan GSSG’nin tekrardan NaBH4 ile GSH’a indirgenmesi ve oluşan 

GSH’ın NAM reaktifi ile florometrik olarak tayinine dayanmaktadır (em: 360 nm; ex: 

435 nm) [5]. 

 

 

Şekil 2.9: Florometrik NAM yöntemi ile GSH-Px aktivite tayininin şematik gösterimi. 
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2.8. LİTERATÜRDE VAR OLAN GSH-PX AKTİVİTESİ İLE İLGİLİ 

ÇALIŞMALAR 

Galażyn-Sidorczuk ve diğ. tarafından yapılan çalışmada çinkonun kadmiyum kaynaklı 

lipit peroksidasyonunu önleme yeteneği incelenerek bunun GSH-Px aktivitesi ve 

selenyum konsantrasyonu ile bağlantılı olup olmadığı incelenmiştir. Farelerin içme 

sularına farklı oranlarda Cd (5 ve/veya 50 mg L-1) ve/veya Zn (30 mg L-1) eklenerek 

Zn’nin koruyucu etkisi saptanmış, serum, karaciğer ve böbrek dokularında GSH-Px ve 

selenyum miktarları tespit edilmiştir. Çalışmada GSH-Px enzim aktivite tayini 

CAYMAN ticari kit kullanılarak yapılmıştır. Örnekler, sadece 5 mg Cd’ye maruz 

bırakıldığında GSH-Px aktivitesi artarken, yüksek miktarlarda eklenen Cd’nin aktiviteyi 

düşürdüğü tespit edilmiştir. Cd (50 mg L-1) uygulaması sırasında yapılan Zn (30 mg L-1) 

eklemesi, serum ve karaciğerdeki Cd’ye bağlı GSH-Px aktivitesi ve selenyum 

konsantrasyonlarındaki azalışı önlerken, böbrekteki enzim aktivitesinde azalma 

göstermiştir. Sonuçlar nispeten yüksek oranlarda maruz bırakıldığında oluşan Cd 

kaynaklı lipit peroksidasyonuna karşı Zn’nin koruyucu etkisi, serum ve dokulardaki 

selenyum konsantrasyonu ve GSH-Px aktivitesi üzerindeki olumlu etkisi ile bağlantılı 

olabileceğini göstermektedir [53]. 

Ćavar ve diğ. tarafından yapılan çalışmada içme sularında yüksek miktarda arseniğe 

maruz bırakılan kişilerin kan ve idrar örneklerindeki selenyum ve GSH-Px düzeyleri 

incelenmiştir. Heparenize edilmiş kandaki GSH-Px aktivite tayini için Randox marka 

ticari kit (Ransel, Randox Laboratories, UK)  kullanılmıştır. Deneyin prensibi Paglia ve 

Valentine’nin yöntemine dayanmaktadır. U L-1 cinsinden bulunan enzim aktivitesi 

dilüsyon katsayısı olan 41 ile çarpıldıktan sonra, hemoglobine bölünerek U g-1 Hb 

cinsinden hesaplamalar yapılmıştır. Yüksek düzeyde arseniğe maruz kalan kişilerde 

selenyum düzeyleri ve GSH-Px aktivitelerinin düşük seviyelerde olduğu tespit edilmiştir. 

Kan ve serum örneklerinde ortalama selenyum ve GSH-Px seviyelerinin (Se: 82.34 μg   

L-1 ve 59.02 μg L-1; GSH-Px: 45.99 U g-1 Hb ve 38.38 U g-1 Hb) kontrol altında tutulan 

kişilerden daha düşük olduğu tespit edilmiştir [54]. 

Kolberg ve diğ.’nin yaptığı başka bir çalışmada ilk kez, boyun ağrısı olan erkeklerin 

eritrositlerindeki SOD ve GSH-Px antioksidan enzimlerinin yüksek hız ve düşük genlikli 

(HVLA) manipülasyon tedavisi ile analjezik etkisi incelenmiştir. Yapılan çalışmada 
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GSH-Px enzim aktivitesi Flohe ve Gunzler tarafından tanımlanan, NADPH’ın 340 nm 

dalgaboyundaki absorbans değerinin azalması izlenerek ölçülmüştür. Sonuçlar mg-

protein başına dakikada indirgenmiş hidroperoksit üzerinden nmol/dk/mg protein olarak 

ifade edilmiştir. P ≤ 0.05 olduğunda farklılıklar anlamlı kabul edilmiştir. Boyun ağrısı 

olan erkeklerde HVLA tedavisinden sonra metabolitlerin plazma seviyelerinde önemli bir 

değişiklik olmamasına rağmen, kademeli bir artış (tedavi öncesi 0.146±0.018 nmol L-1; 

üçüncü seans 0.159±0.015 nmol L-1; altıncı seans 0.175±0.020 nmol L-1) gözlenmiştir. 

SOD’daki azalma ve GSH-Px’deki artma eğilimine rağmen tedaviden sonra anlamlı bir 

değişiklik görülmemiştir [55]. 

Daun ve diğ. tarafından yapılan çalışmada domuz ve sığır doku örneklerinde GSH-Px 

enzim ve toplam çözünebilir selenyum içeriği karşılaştırılmıştır. GSH-Px aktivitesi 

NADPH’ın 340 nm dalga boyundaki absorbans değerinin azalması izlenerek 

belirlenmiştir. GSH-Px aktivitesi U g-1 olarak ifade edilmiştir. En yüksek GSH-Px 

aktivitesi domuz doku örneklerinde sırasıyla;  karaciğer (35.0 U g-1), dalak (29.3 U g-1), 

böbrek (27.3 U g-1), kalp (1.8 U g-1) ve diyafram (0.8 U g-1) şeklindedir. Sığır 

dokularındaki GSH-Px aktiviteleri sırasıyla; böbrek (8.5 U g-1), dalak (8.0 U g-1), kalp 

(5.8 U g-1), karaciğer (4.0 U g-1) ve diyafram (2.1 U g-1) şeklindedir. Toplam selenyum 

içeriği her iki türde de benzer ve yüksek içerikli bulunmuştur. Sığır dokularının GSH-Px 

aktivitesindeki değişim böbrek> dalak> kalp> karaciğer> diyafram olarak kaydedilmiş 

ve domuz organlarındakinden daha az olduğu belirtilmiştir. Domuz böbrek, karaciğer ve 

dalak dokularında GSH-Px aktivitesi sığır dokularından 3 kat fazla bulunurken, sığır kalp 

dokusu, diyafram ve kaslı dokuların daha yüksek bir GSH-Px aktivitesine sahip olduğu 

belirtilmiştir [56]. 

Çoban ve diğ. tarafından yapılan çalışmada, güçlü antioksidan etkili bir dipeptit olan 

karnozin (b-alanil-L-histidin)’in E vitamini ile birlikte kullanıldığında dokulardaki 

antioksidan düzeylerini ne yönde etkilediği araştırılmıştır. Sıçanların karaciğer, kalp ve 

beyin dokularında malondialdehit (MDA), dien konjugat (DK), GSH düzeyleri ile SOD, 

GSH-Px ve GST enzim aktiviteleri ölçülmüştür. GSH-Px enzim aktivitesi NADPH’ın 

340 nm dalgaboyundaki absorbans değerinin azalması izlenerek belirlenmiştir. Bulgulara 

göre, yaşlı sıçanlarda karaciğer, kalp ve beyin dokularında MDA ve DK düzeyleri 

artmıştır. Yaşlı sıçanlarda kalp ve beyinde GSH düzeyleri değişmezken karaciğer GSH 
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düzeylerinde azalma saptanmıştır. SOD, GSH-Px ve GST aktiviteleri yaşlı sıçanların üç 

dokusunda da anlamlı bir farklılık göstermediği kaydedilmiştir. Karnozin + E vitamini 

uygulaması ise yaşlı sıçanlarda lipit peroksit düzeylerini azaltırken karaciğerde GSH 

düzeylerini arttırmıştır. Bu uygulama dokularda antioksidan enzim aktivitelerini 

etkilememiştir. Sonuçlar, karnozin ve E vitamininin birlikte kullanımının yaşlı sıçanların 

dokularında oksidatif stresi baskıladığını göstermektedir [57]. 

Pascual ve diğerleri tarafından kapiler elektroforez tekniği kullanılarak, indirgenmiş ve 

yükseltgenmiş GSH’ın direk kantitatif tayini yapılmıştır [11]. Elektroforetik ayrım 

tamponu olarak 100 mM sodyum dodesil sülfat içeren 100 mM sodyum tetraborat (pH 

8.2) kullanılarak ve GSH-Px aktivitesi GSSG pik alanı kullanılarak hesaplanmıştır. 

 

Aktivite = 
(𝐴−𝐴’).103

𝐵𝐶𝑡
     

A: Enzimatik reaksiyon pik alanı 

A': Boş (enzim olmayan) reaksiyon pik alanı 

B: Deney karışımındaki 1µmol GSSG’nin alanı 

C: Karışıma eklenen enzim hacmi (µL) 

t: Reaksiyon süresi (dk) 

 

Kırmızı kan hücrelerinde yapısındaki selenyum bağlı GSH-Px enzim aktivitesi, elementel 

kütle spektrometresi ile ölçülerek dolaylı olarak tayin edilmiştir [13]. Boyut eleme 

kromatografisi (SEC) ile fraksiyonlandırılan örnek daha sonra ICP-MS ile dedekte 

edilmiştir. Geliştirilen yöntemde selenyum ICP-MS ile tayin edilmekte ve ICP-MS 

yöntemi ile bir selenyum içeren GSH-Px1’e bağlı peptitlerin belirlenmesi mümkün 

olmaktadır. Çalışma kapsamında geliştirilen SEC-ICP-MS tekniği ile insan kırmızı kan 

hücrelerinin farklı örneklerindeki GSH-Px1 konsantrasyonları, spektrofotometrik 

H2O2/NADPH/GR yöntemi kullanılarak elde edilen sonuçlarla karşılaştırılmış ve iyi bir 

korelasyon eğrisi elde edilmiştir [13]. 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. KULLANILAN CİHAZLAR 

Kimyasal maddelerin tartımı için RADWAG marka Was 220X model analitik terazi, 

hazırlanan çözeltilerin karıştırılmasında Velp Scientifica  marka girdap karıştırıcı, doku 

örneklerinin hazırlanmasında  0.45 μm gözenek çaplı selüloz asetat filtre, Biohit Proline 

Plus (10-100 μL ölçüm aralığında) mikropipet, çözeltilerin pH’larının belirlenmesinde HI 

221 Calibration Check Microprocessor pH-metre, absorbans ölçümlerinde ≈1 nm spektral 

çözünürlüğe sahip Perkin Elmer Lambda 35 UV-görünür alan spektrofotometresi ve 

deneysel ölçümlerde Synergy H1 Multi-Mode Microplate Reader (96-well, BioTek, 

USA) cihazı kullanılmıştır. Kromatografik ayrımlar için; Waters BreezeTM 2 Model 

HPLC sistemi (Milford, MA, USA), 1525 ikili pompa, kolon termostat, 2998 foto-diyod 

çoklu detektör (Chelmsford, MA, USA), Symetri C18 analitik kolonu (4.6 mmx250 mm, 

5μm) (Milford, MA, USA) ve Hamilton 25 μL şırınga (Reno, NV, USA) kullanıldı. Veri 

toplama Empower PRO (Waters Associates, Milford, MA, USA) kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. 

3.2. KİMYASAL MADDELER  

Kullanılan kimyasal maddeler; bakır (II) klorür dihidrat (CuCl2.2H2O), neokuproin (Nc) 

(2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), amonyum asetat (NH4Ac), etil alkol (%96) (EtOH), metil 

alkol (MeOH), katalaz (CAT) (from bovine liver, 3691 U mg-1 solid), hidrojen peroksit 

(H2O2) (ağırlıkça %30 H2O2), disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na2HPO4·2H2O), 

sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2PO4·2H2O), hidroklorik asid (HCl), ürik asit 

(UA), L-askorbik asit (AA), sitrik asit (CA), glukoz (C6H12O6), albumin, glisin, üre, sitrat, 

etilendiamin tetraasetik asit disodyum tuzu (EDTA), heparin, trisodyum sitrat -2 –hidrat, 

5,5'-ditiyobis (2-nitrobenzoik asid) (DTNB) (Elmann Reaktifi), indirgenmiş glutatyon 

(GSH), okside glutatyon (GSSG), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) (from bovine 

erythrocytes, 100 U mg–1 solid),  tris-HCl (tris (hidroksimetil) aminometan-

hidroklorür)’dür. Kullanılan kimyasallar analitik saflıktadır. 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Asetik_asit
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3.3. ÇÖZELTİLERİN HAZIRLANMASI 

Cu(II) klorür çözeltisi, 10-2 M olacak şekilde bakır(II)klorür dihidrat’tan (CuCl2.2H2O) 

0.4262 g tartım alınıp su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazırlandı. Amonyum asetat 

(NH4Ac) tamponu, 1 M (pH=7) olacak şekilde NH4Ac’dan 19.27 g tartım alınıp su ile 

250 mL’ye tamamlanarak hazırlandı. Neokuproin çözeltisi, 7.5x10-3 M olacak şekilde 

(2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)’den 0.039 g tartım alınıp %96’lık etil alkolle 25 mL’ye 

tamamlanarak hazırlandı. 1 mM’lık hidrojen peroksit çözeltisi, %30 H2O2’den 0.5 M’lık 

stok çözeltinin (permanganatla titrimetrik yöntemle ayarlanmış) 2x10-3 M olacak şekilde 

hazırlandı. 10-3 M askorbik asit hazırlamak için 0.0176 g askorbik asit tartılıp 100 mL’ye 

distile suyla tamamlandı. Ürik asit çözeltisi, 10-3 M olacak şekilde ürik asit’ten 0.0168 g 

tartılıp 20 mL 0.01 M NaOH - 8.1 mL 0.01 M HCl ile nötralleştirilip distile suyla 100 

mL’ye seyreltildi. Daha sonra 10-3 M’lık ürik asit çözeltisinin 1:100 oranında 

seyreltilmesiyle 10-5 M ürik asit hazırlandı. 10-3 M askorbik asit hazırlamak için 0.0182 

g askorbik asit tartılıp 100 mL’ye distile suyla tamamlandı. Glukoz çözeltisi, 0.1 M olacak 

şekilde 1.86 g glukoz tartılıp 100 mL’ye distile suyla tamamlandı. 1:10 oranında 

seyreltme yapılarak 10-2 M glukoz çözeltisi hazırlandı. EDTA çözeltisi, 2.7 mM olacak 

şekilde 0.0789 g EDTA tartılıp 100 mL’ye distile suyla tamamlandı.  Albumin çözeltisi 

21.6 mg mL-1  olacak şekilde 2.16 g tartılarak 100 mL’ye distile suyla tamamlandı. 

Heparin çözeltisi ve 156.72 U mL-1 olacak şekilde 0.8 g tartılarak 100 mL’ye distile suyla 

tamamlandı. Başlangıç aktivitesi 295200 U mL-1 olan CAT enzim çözeltisi son aktivitesi 

2952 U mL-1 olacak şekilde distile su içerisinde çözülerek hazırlandı ve gerekli 

denemelerde 1:100 oranında seyreltme yapılarak çalışıldı. 20 U mL-1 GSH-Px çözeltisi 

için 1 mg GSH-Px 5 mL Tris-HCl’de çözüldü ve yine Tris-HCl ile 1 U mL-1 olacak şekilde 

seyreltilerek taze olarak hazırlandı (20 °C’de saklandı). Tris-HCl çözeltisi, 0.1 g Tris-

HCl’in 2 M HCl ile pH=7.6’ya ayarlandıktan sonra 100 mL’ye distile suyla 

tamamlanması ile elde edildi. Glutatyon çözeltisi, 2x10-3 M olacak şekilde 0.0307 g 

glutatyon tartılıp 50 mL distile suda çözülerek hazırlandı. 2 mg mL-1 DTNB çözeltisi, 20 

mg DTNB’nin 10 mL 0.1 M NaH2PO4-Na2HPO4 (pH=7.4) tamponunda çözülmesiyle 

elde edildi ve gerekli denemelerde 1:5 oranında seyreltilerek kullanıldı. 1.3799 g 

NaH2PO4 ve 1.7799 g Na2HPO4 ayrı ayrı distile su ile 100 mL’ye tamamlanarak 0.1 M’lık 

çözeltileri hazırlanıp farklı oranlarda karıştırılarak pH=7.4 fosfat tamponu hazırlandı. Üre 

tamponu, standart Tris-tampon çözeltisinde hazırlanmıştır. 0.086 M tris (hidroksimetil) 
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aminometan çözeltisine, 0.09 M glisin, ve 4 mM sitrat eklenerek hazırlanan standart tris 

tamponuna, pH=2 M olan HCI çözetisi ilave edilerek pH=8.0'e ayarlı üre tamponu elde 

edilmiştir. Ayrıca hazırlanan doku homojenizatları (karaciğer, kalp ve böbrek) 0.45 μm 

gözenek çaplı selüloz asetat filtreden geçirilerek ve uygun seyreltmeler yapılarak 

inkübasyon karışımlarına alınmıştır.  

3.4. UYGULANAN YÖNTEMLER 

 Mikroplaka-esaslı CUPRAC Yöntemi 

CUPRAC yöntemi, Cu(II) klorür çözeltisinin neokuproin (Nc) ve amonyum asetat (pH=7 

tamponu) çözeltilerinin karıştırılmasından sonra, üzerine tayin edilecek herhangi bir 

antioksidan çözeltisi (direkt veya asit hidrolizi sonunda) ilave edilmesi ve bunu takip eden 

30 dakika sonunda içerisinde antioksidan bulunmayan referansa karşı 450 nm’de 

absorbans değerlerinin ölçülmesinden ibarettir. Minimize edilen bu yöntemde, orijinal 

CUPRAC reaktiflerinin konsantrasyonları değiştirilmeden miktarları azaltılarak μL 

düzeyinde çalışılmıştır. 1x10-2 M CuCl2, 7.5x10-3 M Nc ve 1 M NH4Ac çözeltilerinden 

1:1:1 oranında hazırlanan CUPRAC reaktifi dispense modülüyle toplam hacmi 180 μL 

olacak şekilde mikroplakalara eklenerek absorbans ölçümleri gerçekleştirilmiştir. 

Mikroplaka-esaslı CUPRAC Yöntemi: 

x µL GSH + (90-x) µL Su 

↓ 2 dk (çalkalama + inkübasyon) 

180 µL (CUPRAC reaktifi) (Vtoplam = 270 µL) 

↓ 2 dk (çalkalama + inkübasyon) 

      450 nm’de okuma 

 Biyolojik Örneklerin GSH-Px Enzim Aktivite Tayininde Kullanılan 

Yöntemler 

 GSH-Px Aktivite Tayini İçin Geliştirilen Mikroplaka-esaslı GSH-Px Yöntemi 

Geliştirilen yöntemde GSH ile H2O2 arasındaki reaksiyonun GSH-Px enzimi tarafından 

katalizlenmesi sonucu indirgenmiş-GSH yükseltgenmiş-GSH formuna (GSSG) 
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dönüşmektedir. Reaksiyon sonunda kalan serbest GSH, spektrofotometrik olarak dedekte 

edilmektedir. Başlangıçtaki serbest GSH (A0) ile reaksiyon sonunda kalan GSH’ın (A) 

absorbansları arasındaki farktan yararlanarak GSH-Px aktivitesi hesaplanmıştır (ΔA = A0 

– A). 

Uygulanan Mikroplaka-esaslı GSH-Px Yöntemi: 

40µL 1 mM GSH + 40 µL 1 mM H2O2 + x µL (1:20 sey) GSH-Px + (50x) µL Su 

↓ 2 dk (çalkalama + inkübasyon) 

40 µL CAT (1:100 sey) 

                                     ↓15 sn çalkalama 

100 µL CUPRAC çözeltisi (Vtoplam = 270 µL) 

↓ 2 dk (çalkalama + inkübasyon) 

 450 nm’de okuma 

  GSH-Px-DTNB Yöntemi 

Referans yöntem olarak seçilen GSH-Px-DTNB yöntemine göre son hacmi 2 mL olan 

reaksiyon karışımları hazırlanmıştır. Denemede kullanılan GSH-Px, 20 U mL-1 GSH-Px 

çözeltisinin tris-HCl (pH=7.6) ile 1:20 oranında seyreltilmesiyle hazırlanmıştır. 0.5 mL 

2x10-3 M GSH + 0.5 mL 2x10-3 M H2O2 + x mL (1 U mL-1) GSH-Px + (0.9x) mL H2O 

karışımı hazırlandıktan sonra 5 dakika bekletilip 1:5 oranında seyreltilen DTNB (2 mg 

mL-1) çözeltisinden 0.1 mL ilave edilmiştir. Çözelti karıştırıldıktan sonra 5 dakika daha 

oda sıcaklığında bekletilip absorbans değerleri (UV-Vis. spektrofotometrede) 412 nm’de 

suya karşı okunmuştur. Okunan absorbans değerlerinden ΔA değerleri dikkate alınarak 

GSH-Px-DTNB yöntemiyle GSH-Px kalibrasyon denklemi elde edilmiştir. Elde edilen 

bu doğruyla örnek içerisindeki GSH-Px aktivitesi U mL-1 olarak hesaplanmıştır. 
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 HPLC Yöntemi 

GSH analizi için geliştirilen HPLC yöntemi: 

% 0.1 H3PO4 (A) ve Asetonitril (B) ikili çözücü sisteminden oluşan hareketli fazın 

izokratik elüsyonu uygulandı.  

HPLC parametreleri: 

Akış hızı: 0.5 mL dakika-1 

Tkolon = 35 °C 

Vörnek = 20 μL 

t = 10 dakika 

Elüsyon = % 80 A ; % 20 B 

Dedeksiyon dalga boyu (λ) = 205 nm. 
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4. BULGULAR 

4.1. MİKROPLAKA-ESASLI CUPRAC YÖNTEMİ 

 Mikroplaka-esaslı CUPRAC Yöntemi ile İnkübasyon Süresinin 

Optimizasyonu 

Mikroplaka-esaslı CUPRAC yöntemiyle 20 µL 0.5 mM GSH çözeltisi kullanılarak 

hazırlanan inkübasyon çözeltisinin zamanla absorbans değişimi incelenmiştir. 20 µL 

GSH + 70 µL H2O ↓ 2 dk (çalkalama + inkübasyon)+ 180 µL (CUPRAC reaktifi) ↓ 2 

dk (çalkalama + inkübasyon) ve 450 nm’de okuma şeklinde yapılan uygulamada 1’er 

dakika aralıklarla 450 nm’de ölçülen absorbans değerleri kullanılarak Şekil 4.1’deki 

kinetik grafiği elde edilmiştir. Grafik incelendiğinde zamanla ölçülen absorbans 

değerlerinde (0.236-0.220 aralığında) kayda değer bir farkın olmadığı görülmektedir. Bu 

sebeple GSH-Px aktivite tayini için minimize edilen Mikroplaka-esaslı CUPRAC 

yönteminde inkübasyon süresi 2 dakika olarak belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.1: İnkübasyon çözeltisi absorbansının zamana bağlı değişimi. 
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 Mikroplaka-esaslı CUPRAC Yöntemi ile GSH Kalibrasyonu 

Mikroplaka-esaslı CUPRAC yöntemiyle 0.0185–0.0925 mM derişim aralığında 

çalışılarak GSH kalibrasyon doğrusu (y=6864x+0.0817) oluşturulmuştur. Farklı 

konsantrasyonlardaki GSH çözeltileriyle birlikte referans çözeltisi olarak GSH içermeyen 

boş CUPRAC reaktifi çözeltisi okunmuş, artan GSH konsantrasyonlarına karşılık gelen 

absorbans değerleri (A0) ile referans absorbans değeri (A) arasındaki farktan yararlanarak 

(ΔA = A0 – A) GSH kalibrasyon doğrusu oluşturulmuştur (Şekil 4.2). 1x10-2 M CuCl2, 

7.5x10-3 M Nc, 1 M NH4Ac çözeltilerinden 1:1:1 oranında hazırlanan CUPRAC reaktif 

karışımı dispense modülüyle mikroplakalara eklenerek absorbans okumaları 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Şekil 4.2: Mikroplaka-esaslı CUPRAC yöntemi ile elde edilen GSH kalibrasyon doğrusu. 

4.2. MİKROPLAKA-ESASLI GSH-PX YÖNTEMİ  

 Katalaz Çözeltisi Seyrelme Oranının Referans Çözeltisine Etkisi 

Geliştirilen GSH-Px yöntemi için belirlenen referans çözeltisine (40 µL 2x10-3 M GSH + 

40 µL 2x10-3 M H2O2 + 50 µL H2O) farklı seyrelme oranlarında CAT çözeltisi eklenip 

seyrelme yüzdesiyle absorbans arasındaki değişimler incelenmiştir (Şekil 4.3). Şekilde 

görüldüğü gibi seyrelme arttığında CAT çözeltisi H2O2’i elimine etmek için yeterli 

gelmemektedir. Bu yüzden absorbans değerleri kısmen daha yüksektir (1:300, 1:200 ve 

1:150). Daha az seyreltme yapıldığında ise, CAT çözeltisinin kendisinden kaynaklı bir 

y = 6864x + 0.0817

r = 0.9998
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bulanıklık oluşmakta ve bu sebepten dolayı absorbans değerleri yine yüksek 

ölçülmektedir (1:50 ve 1:25). En uygun seyrelme oranının 1:100 olduğu tespit edilmiştir. 

 

Şekil 4.3: Farklı oranlarda seyreltilen CAT çözeltisinin referans çözeltisine etkisinin 

incelenmesi. 

 İnkübasyon Süresinin Optimizasyonu 

Mikroplaka okuyucu kullanılarak, (a) GSH + H2O2  ve (b) GSH + H2O2 + GSH-Px 

reaksiyonları için CUPRAC öncesi ve CUPRAC sonrası uygun inkübasyon süresi 

belirlenmiştir. Şekil 4.4’deki CUPRAC öncesi reaksiyonda inkübasyon süresine bağlı 

absorbans değişim grafiğine bakıldığında, GSH-Px’in olmadığı reaksiyon ortamında 

(Şekil 4.4 (a)) GSH + H2O2 miktarının zamanla değişmeden kaldığı; GSH-Px’li ortamda 

(Şekil 4.4 (b)) ise absorbansın zamanla azaldığı görülmektedir. Absorbans değerindeki 

bu azalış 2 dakika içerisinde dengeye gelmektedir. Şekil 4.5’deki CUPRAC sonrası 

reaksiyonunun ise ilk dakikalarda hızlı bir şekilde tamamlandığı ve GSH + H2O2’e ait 

absorbans değerinde kayda değer bir değişim görülmediği tespit edilmiştir. Bu nedenle 

GSH-Px’in inkübasyon süresi 2 dakika olarak belirlenmiştir. 
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Şekil 4.4: CUPRAC öncesi GSH-Px enzimi varlığında (a) ve yokluğunda (b) GSH + H2O2 

reaksiyonları için absorbans değerlerinin zamanla değişimi. 

 

 

Şekil 4.5: CUPRAC sonrası GSH-Px enzimi varlığında (a) ve yokluğunda (b) GSH + H2O2 

reaksiyonları için absorbans değerlerinin zamanla değişimi. 

 Mikroplaka-esaslı GSH-Px Yöntemi ile GSH-Px Kalibrasyonu 

GSH-Px’in tris-HCl’de (pH=7.6) çeşitli konsantrasyonlarda (0.037 – 0.185 U mL-1) 

çözeltileri hazırlanmıştır. 2 dk bekletilen inkübasyon çözeltilerine, hazırlanan CAT 

çözeltisinden 40 µL ve 1x10-2 M CuCl2,  7.5x10-3 M Nc, 1 M NH4Ac çözeltilerinden 1:1:1 
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oranında hazırlanan CUPRAC reaktifinden 100 µL dispenser yardımıyla mikproplakalara 

eklenmiştir. 2 dk beklemenin ardından karışımların absorbans değerleri 450 nm’de 

okunmuş ve gerçek örneklerin GSH-Px aktivite tayininde kullanılacak olan kalibrasyon 

denklemi (y = 4.508x – 0.1139) elde edilmiştir.  

 

Şekil 4.6: Mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemi ile elde edilen GSH-Px kalibrasyon doğrusu. 

 Biyolojik Örneklerde İnterferansların (Girişimlerin) Etkisi 

Biyolojik örneklerde bulunabilecek çeşitli maddelerin interferans etkileri incelenmiştir. 

Bu amaçla GSH-Px aktivite tayini için yeni geliştirilen Mikroplaka-esaslı GSH-Px 

yöntemi kullanılmıştır.  

(a) 40 µL 2x10-3 M GSH + 40 µL 2x10-3 M H2O2 + 50 µL H2O  

(b) 40 µL 2x10-3 M GSH + 40 µL 2x10-3 M H2O2 + 40 µL GSH-Px + 10 µL H2O 

(c) 40 µL 2x10-3 M GSH + 40 µL 2x10-3 M H2O2 + 40 µL GSH-Px + 10 µL interferans madde 

(d) 40 µL 2x10-3 M GSH + 40 µL 2x10-3 M H2O2+ 10 µL interferans madde + 40 µL H2O 

şeklinde hazırlanan çözeltilere geliştirilen mikroplaka-esaslı GSH-Px tayin yöntemi 

uygulanmıştır. Daha sonra 450 nm’de absorbansları ölçülerek teorik olarak beklenen ve 

deneysel olarak bulunan absorbans değerleri belirlenmiş ve % interferans etki aşağıdaki 

eşitlik kullanılarak hesaplanmıştır. Sonuçlar Tablo 4.1’de gösterilmiştir. 

 Beklenen – Gözlenen x 100  
 %İnterferan etki =        

Gözlenen
 

y = 4.508x – 0.1139
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Tablo 4.1: Askorbik asit, ürik asit, glukoz, albümin, EDTA ve bilirubin’in % interferans 

etkileri. 

 

 

4.3. GSH-PX-DTNB YÖNTEMİ 

0.5 mL 2 mM GSH + 0.5 mL 2 mM H2O2 + x mL (1 U mL-1) GSH-Px + (0.9x) mL H2O 

karışımı hazırlandıktan sonra 5 dakika bekletilip 1:5 oranında seyreltilen DTNB (2 mg 

mL-1) çözeltisinden 0.1 mL ilave edilmiştir. Çözeltiler karıştırıldıktan sonra 5 dakika daha 

bekletilip 412 nm’de absorbanslar suya karşı okunarak GSH-Px-DTNB yöntemiyle GSH-

Px’in kalibrasyon denklemi (y = 6.968x  0.2982) elde edilmiştir (Şekil 4.7).  

Her iki yöntem için sonuçlar Tablo 4.2’de özetlenmiştir. 

 

İnterferans 

Madde 

 

Konsantrasyon 

 

Eklenen  

GSH-Px         

( U mL-1) 

Deneysel Olarak 

Bulunan  

GSH-Px  

( U mL-1) 

% İnterferans 

Etki 

Askorbik asit 0.5 µM 0.148 0.149 0.68 

Ürik asit 0.37 µM 0.148 0.151 2.02 

Glukoz 0.035 μg mL-1 0.148 0.151 2.02 

Albumin 0.2 μg mL-1 0.148 0.150 1.35 

EDTA 100 µM 0.148 0.149 0.68 

Bilirubin 0.018 µM 0.148 0.149 0.68 
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Şekil 4.7: GSH-Px-DTNB yöntemi ile elde edilen GSH-Px kalibrasyon doğrusu. 

 

Tablo 4.2: Mikroplaka-esaslı GSH-Px ve GSH-Px-DTNB yöntemleri ile elde edilen 

kalibrasyon doğru denklemleri ve lineer aralıkları. 

Yöntem Lineer Aralık  

U mL-1 

Kalibrasyon Doğru 

Denklemi 

r  

Mikroplaka-esaslı 

GSH-Px 

0.037 – 0.185 y = 4.508x – 0.1139 0.9993 

GSH-Px-DTNB 0.037 – 0.185 y = 6.968x  0.2982 0.9996 

 

4.4. BİYOLOJİK ÖRNEKLERDE GSH-PX AKTİVİTE TAYİNİ 

 Mikroplaka-esaslı GSH-Px Yöntemi ile Karaciğer, Böbrek ve Kalp 

Dokularının GSH-Px Aktivite Tayini  

Sıçanlardan alınan karaciğer, kalp ve böbrek dokularının GSH-Px enzim aktivitesi tayin 

edilmiştir. 40 µL 1 mM GSH + 40 µL 1 mM H2O2 + x µL (1:20 seyreltilmiş) doku 

homojenizatı + (50x) µL H2O karışımının GSH-Px aktivite tayini için geliştirilen 

mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemiyle elde edilen absorbans değeri (reaksiyon sonunda 

kalan serbest GSH’ın absorbans değeri) GSH-Px kalibrasyon denkleminde (y = 4.508x – 

y = 6.968x  0.2982

r = 0.9996
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0.1139) yerine yazılarak U mL-1 cinsinden GSH-Px aktivite değerleri hesaplanmış ve 

Tablo 4.3’de gösterilmiştir. 

Tablo 4.3: Karaciğer, böbrek ve kalp doku örneklerinin Mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemi ile 

elde edilen GSH-Px aktiviteleri. 

 

 Mikroplaka-esaslı GSH-Px Yöntemi ile Doku Homonejizatlarına Standart 

Katkı Yönteminin Uygulanması 

İnkübasyon karışımına ilave edilen GSH-Px miktarları (0.074–0.148   U mL-1) deneysel 

olarak bulunan GSH-Px miktarıyla kıyaslanarak sonuçların uyumluluğu açısından 

karaciğer dokularında bir değerlendirme yapılmıştır. Sonuçlar U mL-1 cinsinden verilmiş 

ve % hata değerleri hesaplanmıştır. Sonuçlar Tablo 4.4’te gösterilmiştir.  

Tablo 4.4: Karaciğer dokularına uygulanan standart katkı yönteminde deneysel olarak bulunan 

ve teorik olarak hesaplanan GSH-Px değerlerinin karşılaştırılması. 

 

Doku Örneği 

 

 

Teorik  

GSH-Px Aktivite 

(U mL-1) 

Deneysel  

GSH-Px Aktivite 

(U mL-1) 

% Hata 

Karaciğer 

0.074 0.081 ± 0.017 8.64 

0.111 0.114 ± 0.008 2.63 

0.148 0.141 ± 0.008 2.13 

 

 Mikroplaka-esaslı GSH-Px ve GSH-Px-DTNB Yöntemleri ile Bazı Doku 

Homonejizatlarının GSH-Px Aktivitelerinin Karşılaştırılması 

Referans yöntem olarak kullanılan GSH-Px-DTNB yöntemi ve GSH-Px aktivite tayini 

için geliştirilen mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemi ile böbrek, karaciğer ve kalp 

Karaciğer 

(U mL-1) 

Böbrek 

(U mL-1) 

Kalp 

(U mL-1) 

10.95 ± 0.27 3.94 ± 0.16 3.14 ± 0.12 

10.35 ± 0.15 4.10 ± 0.17 2.88 ± 0.10 

12.03 ± 0.18 4.08 ± 0.13 3.01 ± 0.15 
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dokularında bulunan GSH-Px aktivite değerleri, her iki yöntemin kalibrasyon 

denklemleriyle hesaplanmış ve karşılaştırmalı olarak Tablo 4.5 ve Şekil 4.8’de 

gösterilmiştir.  

Tablo 4.5: Karaciğer, Böbrek ve Kalp dokularının Mikroplaka-esaslı GSH-Px ve GSH-Px-

DTNB yöntemleri ile bulunan aktivite değerleri. 

 

 

Şekil 4.8: Karaciğer, Böbrek ve Kalp doku örneklerinin Mikroplaka-esaslı GSH-Px ve GSH-Px-

DTNB yöntemleri ile bulunan GSH-Px aktivite değerlerinin karşılaştırılması.  
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(U mL-1) 

y = 6.968x – 0.2982 

Mikroplaka-esaslı  GSH-Px  

YÖNTEMİ 

 (U mL-1) 

y = 4.508x – 0.1139 

Karaciğer 6.58 ± 0.27 10.95 ± 0.27 

Karaciğer 7.12 ± 0.24 10.35 ± 0.15 

Karaciğer 7.23 ± 0.26 12.03 ± 0.18 

Böbrek 2.59 ± 0.25 3.94 ± 0.17 

Böbrek 2.58 ± 0.24 4.10 ± 0.18 

Böbrek 2.49 ±  0.23 4.08 ± 0.14 

Kalp 2.46 ± 0.20 3.14 ± 0.12 

Kalp 2.26 ± 0.18 2.88 ± 0.10 
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 Mikroplaka-esaslı GSH-Px Yöntemi ve GSH-Px-DTNB Yöntemi ile Güniçi 

Karaciğer Dokusunun GSH-Px Aktivitesinin Değişimi 

Sıçanlardan alınan karaciğer dokusunun güniçi GSH-Px aktivitesinin değişimi 

incelenmiştir. Bu amaçla referans yöntem olarak seçilen GSH-Px-DTNB yöntemi ile 

GSH-Px aktivite tayini için geliştirilen Mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemi 

kullanılmıştır. Gün içinde -20 ºC’de saklanan doku örneklerine bir saat aralıklarla yapılan 

denemeler sonucunda bulunan  GSH-Px aktivite değerleri Tablo 4.6 ve Şekil 4.9’da 

gösterilmiştir. 

Tablo 4.6: Karaciğer dokusunun Mikroplaka-esaslı GSH-Px ve GSH-Px-DTNB yöntemleri ile 

bulunan gün içi GSH-Px aktiviteleri (U mL-1). 

Karaciğer 
GSH-Px-DTNB YÖNTEMİ 

(U mL-1) 

Mikroplaka-esaslı GSH-Px 

YÖNTEMİ 

 (U mL-1) 

1.saat 10.34 ± 0.46 11.76 ± 0.42 

2.saat 7.54 ± 0.39 8.76 ± 0.32 

3.saat 5.86 ± 0.28 7.03 ± 0.25 

4.saat 0.79 ± 0.20 2.37 ± 0.16 

 

 

Şekil 4.9: Karaciğer dokusunun Mikroplaka-esaslı GSH-Px ve GSH-Px-DTNB yöntemleri ile 

bulunan gün içi GSH-Px aktivitelerinin karşılaştırılması. 
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 Mikroplaka-esaslı GSH-Px ve GSH-Px-DTNB Yöntemleri ile Günlerarası 

Karaciğer Dokusunun GSH-Px Aktivitesinin Değişimi 

Sıçanlardan alınan karaciğer dokusu -80 ºC’de saklanarak 3 gün boyunca GSH-Px 

aktivitesindeki değişim incelenmiştir. Bu amaçla referans yöntem GSH-Px-DTNB 

yöntemi ile GSH-Px aktivite tayini için geliştirilen Mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemi 

kullanılmıştır. Gün geçtikçe karaciğer dokusundaki GSH-Px aktivitesinin her iki 

yöntemde de azaldığı görülmüştür. Sonuçlar Tablo 4.7 ve Şekil 4.10’da gösterilmiştir. 

Tablo 4.7: Karaciğer dokusunun Mikroplaka-esaslı GSH-Px ve GSH-Px-DTNB yöntemleri ile 

bulunan günler arası GSH-Px aktiviteleri (U mL-1). 

Karaciğer 
GSH-Px-DTNB YÖNTEMİ 

(U mL-1) 

Mikroplaka-esaslı GSH-Px 

YÖNTEMİ 

(UmL-1) 

1.gün 7.63 ± 0.34 13.11 ± 0.32 

2.gün 5.91 ± 0.24 11.36 ± 0.26 

3.gün 2.83 ± 0.16  3.95 ± 0.17 

 

 

Şekil 4.10: Karaciğer dokusunun Mikroplaka-esaslı GSH-Px ve GSH-Px-DTNB yöntemleri ile 

bulunan günler arası GSH-Px aktivitelerinin karşılaştırılması. 
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4.5. HPLC YÖNTEMİYLE MİKROPLAKA-ESASLI GSH-PX YÖNTEMİNİN 

DOĞRULANMASI 

HPLC yöntemi ile 0.06–0.235 mM derişim aralığında çalışılarak GSH için kalibrasyon 

doğrusu oluşturulmuştur ( y= 1.34x1010x – 31987 ; r= 0.9995).  Doğrulama için 0.4 mL 

1 mM GSH + 0.4 mL 1 mM H2O2 + x mL (1 U mL-1) GSH-Px + (0.5x) mL H2O 

eklenerek hazırlanan çözelti 2 dakika oda şartlarında bekletildikten sonra üzerine 1:100 

seyreltilmiş CAT çözeltisinden 0.4 mL ilave edilip karıştırılarak HPLC cihazına 

enjeksiyon yapılmıştır. İlgili kromatogramlar Şekil 4.11 ve 4.12’de verilmiştir. 

 

Şekil 4.11: Farklı konsantrasyonlardaki GSH kromatogramı (a) 0.06 mM, (b) 0.12 mM, (c) 0.18 

mM, (d) 0.235 mM. 

 

Şekil 4.12: HPLC doğrulama kromatogramında ortamda kalan GSH (2), oluşan GSSG (1). 

GSH-Px (1 U mL-1) reaksiyon ortamına girdikten sonra: (a) 0.4 mL 1 mM GSH + 0.4 mL 1 mM 

H2O2 + 0.4 mL CAT, (b)  0.4 mL 1 mM GSH + 0.4 mL 1 mM H2O2 + 0.1 mL GSH-Px + 0.4 mL 
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CAT, (c) 0.4 mL 1 mM GSH + 0.4 mL 1 mM H2O2 + 0.2 mL GSH-Px + 0.4 mL CAT, (d) 0.4 mL 

1 mM GSH + 0.4 mL 1 mM H2O2 + 0.3 mL GSH-Px + 0.4 mL CAT, (e) 0.4 mL 1 mM GSH + 

0.4 mL 1 mM H2O2 + 0.4 mL GSH-Px + 0.4 mL CAT ve (f) 0.4 mL 1 mM GSH + 0.4 mL 1 mM 

H2O2 + 0.5 mL GSH-Px + 0.4 mL CAT. 

Farklı konsantrasyonlardaki GSH-Px enzimi (U mL-1) varlığında ve yokluğunda 

reaksiyon ortamında yükseltgenmeden kalan GSH (GSH-Px enzimi katalizliğinde H2O2 

ile reaksiyona girmeden kalan kısım) miktarı HPLC yöntemiyle belirlenmiştir. Şekil 

4.12’de görüldüğü gibi artan GSH-Px konsantrasyonuna bağlı olarak reaksiyon sonunda 

ortamdaki GSH konsantrasyonu azalmakta ve buna karşılık GSSG miktarı aynı oranda 

artmaktadır. Ayrıca eş zamanlı olarak GSH-Px aktivite tayni için geliştirilen Mikroplaka-

esaslı GSH-Px yöntemiyle de çalışılarak bulunan sonuçlar HPLC yöntemiyle elde edilen 

değerler ile karşılaştırılmıştır (Tablo 4.8). Bu amaçla hem Mikroplaka-esaslı CUPRAC 

yöntemiyle (y=6864x+0.0817; r=0.9998) hem de HPLC yöntemiyle 

(y=1.34x1010x−9681; r=0.9995) elde edilen GSH kalibrasyon doğru denklemleri 

kullanılarak konsantrasyon değerleri hesaplanmıştır. Sonuçlar Tablo 4.8 ve Şekil 4.13’de 

gösterilmiştir. 

Tablo 4.8: GSH-Px enzim varlığında Mikroplaka-esaslı GSH-Px ve HPLC yöntemleri 

kullanılarak tayin edilen çözeltide kalan GSH konsantrasyonları (mM). 

GSH-Px (U mL-1) 

Mikroplaka-esaslı GSH-Px 

yöntemiyle bulunan 

GSH (mM) 

HPLC yöntemiyle 

bulunan GSH (mM) 

0 0.139 ± 0.006 0.138 ± 0.004 

0.037 0.114 ± 0.005 0.112 ± 0.003 

0.074 0.088 ± 0.004 0.083 ± 0.003 

0.111 0.067 ± 0.003 0.066 ± 0.003 

0.148 0.059 ± 0.003 0.057 ± 0.002 

0.185 0.044 ± 0.003 0.045 ± 0.004 
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Şekil 4.13: GSH-Px enzimi varlığında Mikroplaka-esaslı GSH-Px ve HPLC yöntemleri 

kullanılarak tayin edilen çözeltide kalan GSH konsantrasyonlarının (mM) karşılaştırılması.
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

CUPRAC ‘bakır(II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi’ yöntemi olarak adlandırılan 

ve 2004 yılında geliştirilen spektrofotometrik olarak antioksidan kapasite/aktivite 

tayininde kullanılan yöntem [2], bu tez çalışmasında biyolojik örneklerin GSH-Px 

antioksidan enzim aktivitesinin ölçülmesinde mikroplaka okuyucu ile birleştirilerek 

kullanılmış (mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemi) ve elde edilen sonuçlar doğrultusunda 

biyolojik örneklerin GSH-Px enzim aktiviteleri belirlenmiştir. 

Biyolojik örneklerde GSH-Px enzim aktivite tayini için Mikroplaka-esaslı GSH-Px 

yöntemi geliştirilmiştir. GSH-Px aktivite tayini için geliştirilen yeni Mikroplaka-esaslı 

GSH-Px yöntemi, GSH-Px katalizliğinde GSH’ın yükseltgenmesine dayanmaktadır. 

Başlangıçta sabit konsantrasyonlarda alınan H2O2 ve GSH, GSH-Px varlığında GSSG ve 

suya dönüşecektir. Buna bağlı olarak GSH’ın CUPRAC absorbansındaki azalmadan doku 

örneği içerisindeki GSH-Px aktivitesi ölçülebilmiştir. GSH-Px konsantrasyonları ile her 

bir GSH-Px konsantrasyonu için ölçülen çözeltide kalan GSH’ın CUPRAC absorbansları 

arasında bir kalibrasyon doğrusu oluşturulmuştur (y=4.508x–0.1139). GSH-Px 

kalibrasyon doğrusu kullanılarak doku örnekleri (karaciğer, böbrek ve kalp doku 

homojenizatları) içerisindeki GSH-Px aktivitesi U mL-1 olarak hesaplanmıştır. Bu amaçla 

sıçanlardan alınan dokularda GSH-Px için geliştirilen Mikroplaka-esaslı GSH-Px 

yöntemiyle yapılan denemeler sonucunda GSH-Px aktivite değerleri Tablo 4.3’de 

verilmiştir. Bu sonuçlara göre GSH-Px aktivitesi dokudan dokuya değişiklik 

göstermektedir. Kullanılan dokular arasında en fazla GSH-Px aktivitesi karaciğer 

dokusunda tespit edilmiştir (10.95-12.03 U mL-1). 

GSH-Px aktivite tayini için geliştirilen Mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemine göre bazı 

doku homonejizatlarına standart katkı yöntemi uygulanmıştır. İnkübasyon karışımına 

ilave edilen GSH-Px miktarları (0.074–0.148 U mL-1), deneysel olarak bulunan GSH-Px 

miktarlarıyla kıyaslanarak sonuçların uyumluluğu açısından bir değerlendirme 

yapılmıştır. Sonuçlar Tablo 4.4’de U mL-1 cinsinden verilmiş ve % hata değerleri 

hesaplanmıştır. Tablo 4.4’deki verilere göre deneysel olarak bulunan GSH-Px miktarları,  

karışıma ilave edilen GSH-Px miktarına yakın olup karaciğer dokusu için bulunan GSH-
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Px miktarları 0.081, 0.114, 0.141 U mL-1 şeklindedir. Sonuçta hesaplanan % hata 

değerleri 2.13 ile 8.64 arasında değişmektedir. 

Bu tez çalışmasında biyolojik örneklerdeki GSH-Px aktivite tayini için referans yöntem 

olarak GSH-Px-DTNB yöntemi kullanılmıştır. Yöntemin esası, GSH-Px katalizliğinde 

hidrojen peroksit ve GSH reaksiyonundan yükseltgenmeden kalan GSH’ın, DTNB 

reaktifi ile verdiği sarı renkli ürünün 412 nm’deki absorbans değeri ölçülerek enzim 

aktivitesi hesaplanmasına dayanmaktadır.  

Geliştirilen Mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemi ve referans yöntem GSH-Px-DTNB 

yöntemi kullanılarak yapılan çalışmalarda karaciğer, böbrek ve kalp dokularının GSH-Px 

enzim aktivitelerine bakılmış ve sonuçlar her iki yöntemle karşılaştırmalı olarak Tablo 

4.5’de verilmiştir. Bu sonuçlara göre GSH-Px-DTNB ve geliştirilen Mikroplaka-esaslı 

GSH-Px yöntemi kullanılarak karaciğer dokuları için bulunan GSH-Px aktivite değerleri 

sırasıyla (6.58, 10.95 U mL-1), (7.12, 10.35 U mL-1), (7.23, 12.03 U mL-1);  böbrek 

dokuları için bulunan GSH-Px aktivite değerleri (2.59, 3.94 U mL-1), (2.58, 3.84 U mL-

1), (2.49, 4.08 U mL-1); kalp dokuları için bulunan GSH-Px aktivite değerleri (2.46, 3.14 

U mL-1), (2.26, 2.88 U mL-1) şeklindedir. Görüldüğü gibi GSH-Px-DTNB yöntemi ve 

geliştirilen mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemi sonuçları arasında anlamlı bir fark 

olmadığı tespit edilmiştir. Özellikle karaciğer dokularında GSH-Px aktivitesi böbrek ve 

kalp dokularından daha yüksek çıkmaktadır. Elde edilen sonuçlara göre doku 

homojenizatlarında GSH-Px aktivite sırası karaciğer dokusu  böbrek dokusu  kalp 

dokusu şeklindedir. Bunun sebebi karaciğerin detoksikasyonda en önemli organ 

olmasıdır. Literatürde yapılan çalışmalarda da karaciğer enzim aktivitelerinin (GSH-Px, 

CAT ve SOD) diğer dokulara göre (böbrek ve kalp dokuları) daha yüksek olduğu tespit 

edilmiştir [58,59]. Ayrıca yapılan başka bir çalışmada karaciğer dokusunda GSH-Px 

aktivitesinin CAT ve SOD aktivitelerinden daha yüksek bulunduğu gösterilmiştir. GSH-

Px, CAT ve SOD enzim aktiviteleri sırasıyla 10.62±6.68, 7.24±1.74, 0.33±0.15 

şeklindedir [60]. Mikroplaka-esaslı GSH-Px yönteminin üstünlüğü, GSH-Px aktivite 

değerlerinin daha doğru, daha duyarlı ve daha hızlı bir şekilde tayin edilmesini 

sağlamasıdır. Geliştirilen yöntemin validasyonu iki yollu varyans analizi (ANOVA) testi 

ile yapılmıştır. Geliştirilen mikroplaka-esaslı GSH-Px ve referans GSH-Px-DTNB 
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yöntemleri sonuçları arasında anlamlı bir fark olmadığı ANOVA testi yardımıyla 

bulunmuştur (P = 0.05, Fden. = 1.487, Fkrit.(tablo) = 4.600, Fden. < Fkrit.(tablo)). 

Mikroplaka-esaslı GSH-Px ve GSH-Px-DTNB yöntemi kullanılarak güniçi ve 

günlerarası karaciğer dokusunun GSH-Px aktivitesinin değişimi incelemiştir. Güniçi 

çalışmasında, -20 ºC’de saklanan doku örneklerine bir günde saat başı toplam 4 ölçüm 

alınmıştır. Tablo 4.6’daki değerler doğrultusunda yeni geliştirilen Mikroplaka-esaslı 

GSH-Px yöntemi ve referans yöntem olarak kullanılan GSH-Px-DTNB yöntemiyle alınan 

ölçümler, GSH-Px enzim aktivitesinin 4. saate kadar azaldığını göstermektedir. 

Geliştirilen Mikroplaka-esaslı GSH-Px yönteminde GSH-Px aktivitesi 4. saat sonunda 

11.76’dan 2.37 U mL-1’ye düşerken, GSH-Px-DTNB yönteminde 10.34’den 0.79 U mL-

1’ye düşmüştür. Günlerarası çalışmasında ise sıçanlardan alınan ve -80 ºC’de saklanan 

karaciğer dokusunun 3 gün boyunca GSH-Px aktivitesindeki değişim incelenmiştir. 

Enzimlerin özellikle de sıcaklığın etkisiyle çabuk bozunabilmesi özelliğinden dolayı her 

iki yöntemde de GSH-Px aktivitesinin 3 gün boyunca azaldığı belirlenmiştir. Bu 

sonuçlara ait veriler Tablo 4.7’de verilmiştir. Geliştirilen Mikroplaka-esaslı GSH-Px 

yönteminde GSH-Px aktivitesi 3. gün sonunda 13.11’den 3.95 U mL-1’ye düşerken, GSH-

Px-DTNB yönteminde 7.63’den 2.83 U mL-1’ye düşmüştür. Aynı zamanda günler arası 

saklama koşullarındaki sıcaklık farkının, doku örneklerindeki GSH-Px enzim 

aktivitesinin azalışını olumlu yönde etkilediği ve -80 ºC’de saklanan örneklerin daha geç 

bozunmaya uğradığı tespit edilmiştir. 

Tez çalışmasının son aşamasında geliştirilen Mikroplaka-esaslı GSH-Px yönteminin 

doğruluğunu saptamak için HPLC yöntemi kullanılmıştır. İlk olarak HPLC yöntemiyle 

GSH kalibrasyonu oluşturulmuştur. Daha sonra farklı konsantrasyonlardaki GSH-Px 

enzimi varlığında reaksiyon ortamında yükseltgenmeden kalan GSH miktarı (GSH-Px 

enzimi katalizliğinde H2O2 ile reaksiyona girmeden kalan miktar HPLC ile elde edilen 

kalibrasyon denkleminde yerine yazılarak) HPLC yöntemiyle belirlenmiştir. Aynı 

uygulama geliştirilen Mikroplaka-esaslı GSH-Px yönteminde de eş zamanlı olarak 

gerçekleştirilmiştir. Bulunan sonuçlar HPLC yöntemi ile elde edilen değerler ile 

karşılaştırılmıştır. Sonuçlar Tablo 4.8’de verilmiştir. Bu amaçla hem Mikroplaka-esaslı 

CUPRAC yöntemiyle (y = 6864x+0.0817; r=0.9998) hem de HPLC yöntemiyle 

(y=1.34x1010x−9681; r=0.9995) elde edilen GSH kalibrasyon doğru denklemleri 
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kullanılarak konsantrasyon değerleri hesaplanmıştır. Mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemi 

ve HPLC yöntemiyle bulunan konsantrasyon değerleri sırasıyla (0.139, 0.138 U mL-1), 

(0.114, 0.112 U mL-1), (0.088, 0.083 U mL-1), (0.067, 0.066 U mL-1), (0.059, 0.057 U 

mL-1), (0.044, 0.045 U mL-1) şeklindedir. Görüldüğü gibi GSH-Px için geliştirilen 

Mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemi ve HPLC yöntemi sonuçları arasında anlamlı bir fark 

olmadığı ve sonuçların benzerlik gösterdiği tespit edilmiştir (P = 0.05, Fden. = 0.584, 

Fkrit.(tablo) = 7.709, Fden.< Fkrit.(tablo)). Bu sonuçlar yeni geliştirilen yöntemin doğru, 

tekrarlanabilir ve duyarlı olarak GSH-Px enzim aktivitesini ölçtüğünü göstermektedir. 

Sonuç olarak, tez çalışması kapsamında biyolojik örneklerde (doku homojenizatları) 

GSH-Px enzim aktivite tayini için mikroplaka okuyucu ile, spektrofotometrik CUPRAC 

yöntemine göre, ölçüm duyarlılığı, tekrarlanabilirlik, doğruluk ve ölçüm hızı yönünden 

üstün bir yöntem valide edilmiştir. Standart spektrofotometrelerde yapılan ölçümlerde, 

küvetlerde tek tek ölçüm yapıldığından ve stabil ölçümler yapabilmek için sürenin kısıtlı 

olmasından dolayı çok örnekli çalışmalarda aynı substrat çözeltisinden ölçüm 

gerçekleştirebilmek zorlaşmaktadır. Mikroplaka-esaslı GSH-Px yöntemiyle daha fazla 

sayıda örnek eş zamanlı olarak çalışılarak, karmaşık ve yüksek maliyetli cihazlara gerek 

kalmadan kısa sürede doğru sonuç alınmaktadır. 

Geliştirilen bu yeni antioksidan enzim aktivite tayin yönteminin kullanımıyla, özellikle 

tıp, biyokimya ve analitik kimya alanlarında, ROS’un biyolojik örneklere verdiği 

hasarların ve enzim aktivitesindeki değişimlerin kolaylıkla tespit edileceği, insan sağlığı 

ile ilgili bazı parametrelerin belirlenerek oksidatif stres kökenli hastalıkların teşhis ve 

tedavisini kolaylaştıracağı öngörülmektedir. 
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