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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

GLUTATYON PEROKSIDAZ AKTIVITE OLCUMU ICIN YENI BIR
SPEKTROFOTOMETRIK YONTEM GELISTIRILMESI

Melek UGAR

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Analitik Kimya Program

Damisman: Dog. Dr. Mustafa Ozyiirek

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hiicre igi bir enzim olup aktif merkezinde sellenosistein
igerir. Viicutta dogal olarak bulunan bir antioksidan enzim olan GSH-Px c¢esitli
hastaliklarin teshisi ve tedavisinde Onemli rol oynamaktadir. GSH-Px aktivite
Olciilmesine dair literatiirde mevcut yontemler olmasina ragmen bu yontemlerin bir¢ok
sakincasi ve uygulamada smirlamalart vardir. Bu nedenle bu antioksidan enzimlerin
aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in basit, duyarli, tekrarlanabilir ve hizli analitik
yontemler gereklidir. Tez konusu; biyolojik 6rneklerde (doku homojenizatlar) GSH-Px
aktivite Ol¢limii i¢in yeni bir spektrofotometrik yontem (mikroplaka esasli CUPRAC:
‘Bakir(IT) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite’ yontemi) gelistirmek, optimal deney
kosullarin1 (reaktif konsantrasyonu, sicaklik, reaksiyon siiresi vb.) belirlemek, olasi
girisim etkilerini incelemek ve elde edilen sonuglar cercevesinde biyolojik ornekleri
GSH-Px enzim aktiviteleri 6zelliklerine gore degerlendirmektir.

Tez kapsaminda, biyolojik o6rneklerin GSH-PX enzim aktivitelerinin 6l¢iilmesinde ilk
defa mikroplaka okuyucu cihazi kullanilarak; tekrarlanabilir, duyarl, pratik, hizli ve
kolay bir spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Bu yontemde, bakir(II)-neokuproin,
glutatyon varhiginda 450 nm’de maksimum absorpsiyona sahip bakir(I)-neokuproin
(Cu(l)-Nc) kelatina indirgenmektedir. GSH-Px enzimi tarafindan Kkatalizlenen
reaksiyonla indirgenmis-GSH, H.O ile reaksiyonu sonucunda yiikseltgenmis-GSH
(GSSG) formuna doniismekte ve reaksiyon sonunda kalan serbest GSH, gelistirilen
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yontemle (Mikroplaka-esasli GSH-Px yontemi) dedekte edilerek biyolojik orneklerin
GSH-Px enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Bu yontem, mikroplaka okuyucuya uyarlanarak;
manuel spektrofotometrik yonteme gore 6l¢tim duyarliligi, tekrarlanabilirlik, dogruluk ve
Ol¢tim hiz1 yoniinden iistiin bir yontem olarak standardize edilmistir.

GSH-Px aktivite olglim yontemini mikroplaka okuyucuya uyarlayarak gelistirilen
Mikroplaka-esasli GSH-Px yontemiyle daha fazla sayida 6rnegi es zamanli olarak
caligabilmek miimkiin olmaktadir. Gelistirilen yontemle, baz1 doku homojenizatlarinin
GSH-Px aktiviteleri belirlenerek sonuglar referans yontem olarak segilen GSH-Px-DTNB
(5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)) ve HPLC yontemleri ile karsilastirilip gelistirilen
yontemin kesinligi ve dogrulugu ispatlanmistir (yontem valide edilmistir). Genellikle,
karaciger dokusunun GSH-Px aktivitesi, diger dokularin GSH-Px aktivitelerine gore daha
yiikksek bulunmustur. Gelistirilen yOntemle, giini¢i ve giinlerarasi GSH-Px aktivite
degisimi incelenmis ve doku homojenizatlarina (karaciger, bobrek ve kalp) standart katki
yontemi uygulanarak % hata oranlarinin 2.13 ile 8.64 arasinda oldugu tespit edilmistir.

Ocak 2016, 62 Sayfa.

Anahtar kelimeler: Antioksidan enzim, Glutatyon peroksidaz, CUPRAC yontemi, Doku
homojenizati, Mikroplaka okuyucu.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

DEVELOPMENT OF A NEW SPECTROPHOTOMETRIC METHOD FOR
MEASUREMENT OF GLUTATHIONE PEROXIDASE ACTIVITY

Melek UGAR

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering
Chemistry Department

Analytical Chemistry Division

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa Ozyiirek

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 (1) 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(I1)-Nc is reduced to the highly coloured Cu(l)-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 Vvalidated (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.



1. GIRIS

Canl bir hiicre ya da organizma igerisinde enerji iiretimi ve metabolizma siirekliligi i¢cin
cesitli reaksiyonlar gereklidir. Bu reaksiyonlarin kaginilmaz sonucu olarak reaktif oksijen
tirleri (ROS) veya reaktif azot tiirleri (RNS) olugmaktadir. Olduk¢a reaktif olan bu
molekiillerin organizmadaki seviyesinin savunma mekanizmasin1 agmast durumunda,
canli bir hiicrenin biyolojik makromolekiillerin (protein, lipid, DNA vb.) oksidatif
hasarina yol agan "oksidatif stres" halinde oldugu soylenilebilir. Antioksidan bilesikler
tarafindan kompanse edilen diisiik ROS seviyesi, verimli hiicre sinyalinin olugmasi i¢in
gereklidir. Organizma, diisiik molekiil agirlikli antioksidan bilesikleri ve antioksidan
enzimlerden olusan biyololojik antioksidan savunma sistemi ile ROS'a karsi
korunmaktadir. Hiicresel birincil antioksidan savunma sistemi, ROS'u etkisiz hale getiren
enzimlerden (katalaz (CAT), stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
vb.) ve diisiik molekiil agirlikli antioksidanlardan (glutatyon (GSH), C ve E vitaminleri,
tirik asit vb.) olugsmaktadir [1].

GSH-Px enzimleri (EC.1.11.1.9) selenoprotein grubu igerisinde yer almakta ve hidrojen
peroksitin (H202) (Esitlik 1.1), doymamis yag asitlerinin organik hidroperoksitlerinin
(Esitlik 1.2) ve kiimen hidroperoksitlerin suya indirgenmesi ve GSH''n indirgen
ozelligine baglh olarak ilgili alkollere doniisiimii reaksiyonlarinin katalize edilmesi gibi
fonksiyonlart bulunmaktadir [2]. Memeli tiirlerinde dort tip GSH-Px (GSH-Px1-4)
bulunmaktadir. GSH-Px1, klasik hiicre i¢i GSH-Px olup GSH-Px2, GSH-Px3 ve GSH-
Px4 sirasiyla GSH-Px'in gastrointestinal, plazma ve fosfolipid hidroperoksidaz tiirlerini
ifade etmektedir. Tiim dokularda major bilesen olarak hiicresel GSH-Px (GSH-Px1 veya
cGSH-Px) bulunmakta ve bu GSH-Px'in bu tiirii eritrositler, bobrek ve karacigerde GSH-
Px aktivitesinin biiyiik kismini olusturmaktadir [3].

2GSH + H,0, —&* 5 GSSG + 2H,0 (1.1)

2GSH + ROOH —*2 5 GSSG + ROH + H,0 (1.2)



GSH-Px bir substrat olarak H202 i¢in CAT enzimi ile yarismakta ve bdylelikle oldukca
toksik Ozellige sahip hidroksil radikallerinin ("OH) ‘Fenton reaksiyonu’ ile {iretimini
engellemektedir. GSH-Px aktivitesindeki diisiisle birlikte organizmada "OH {iretimi
artabilir ve bu radikal artis1 oksidatif stres kosullarinda kanser, koroner kalp rahatsizligi,
hiicresel yipranma ve yaslanma, mutajenizm, bagisiklik sistemi hastaliklarina neden
olmaktadir. Diger taraftan, GSH-Px redoks dongiisii orta seviyedeki oksidatif strese karsi
major bir koruma kaynagini olustururken, CAT enzimi daha siddetli oksidatif strese kars1
korunmada 6nem kazanmaktadir. GSH-Px dolayisiyla oksidatif stresin bir gostergesi
olarak serbest radikallerin organizmadaki oksidatif hasarina karst korunmada 6nemli bir
biyolojik rol iistlenmektedir. Bu nedenle biyolojik orneklerin GSH-Px aktivitelerinin
Olciilmesi 6nemlidir. Literatiirde, GSH-Px aktivitenin 6l¢iimii i¢in sinirli sayida yontem
bulunmaktadir. GSH-Px aktivitenin olglimiinde en yaygin olarak kullanilan yontem
Paglia ve Valentine spektrofotometrik yontemidir [4]. Bu yontem, NADPH ile GSSG'nin
reaksiyonu sonucunda 340 nm'de absorbans degisiminin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Bu
yontem GSH-Px aktivite 6l¢iimii i¢in uygun ve se¢imli bir yontem olmasina karsin diisiik
duyarliliga sahiptir [5]. GSH-Px aktivitesi ayn1 zamanda, Ellman reaktifini kullanan
DTNB yontemiyle reaksyion ortaminda GSH'!n absorbansindaki diisiisii izleyerek
Olgiilebilmektedir [6]. Yaygin kullanim alanina sahip DTNB yontemi diger testlerle
karsilastirildiginda duyarli olmayan bir yontemdir [7].

Literattirde, GSH tayini i¢in gelistirilen enzim-esasli amperometrik biyosensor, pirolitik
grafit-calisma elektrodu tizerine GSH-Px enziminin tutturulmasi sonucunda elde
edilmekte, ancak bu sensoér dogrudan serum Orneklerinin GSH-Px aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanilamamaktadir [7]. Sigan karacigerlerinin GSH-Px aktivilerinin
tayini icin gelistirilen florometrik yontem, reaksiyon ortaminda reaksiyona girmeden
kalan GSH'm N-{p-[2-(6-dimetilamino)benzofuranil]fenil}maleimid reaktifi ile
belirlenmesine  dayanmaktadir. Bu yontem, yaklasitk bir saat igerisinde
tamamlanabilmektedir [8]. Insan eritrositleri, sican karacigeri ve insan plazmasinda GSH-
Px aktivite tayini icin bazi enzim-bagli immiinosorbent yontemleri (ELISA)
gelistirilmistir [9]. Ancak, bu enzim-bagli yontemlerin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Ornegin, Jacobsen [9] tarafindan belirtildigi gibi ELISA bulgularinin ger¢ek GSH-PX
seviyesine gore olduk¢a yiiksek oldugu goriilmektedir. Literatiirdeki diger GSH-Px
aktivite 6l¢lim uygulamalari ise, HPLC [10], kapiler elektroforez [11], NMR [12], ve



boyut eleme kromatografisi [13] yontemlerini i¢ermektedir. Biitiin bu yontemlerin
biyolojik Orneklerde GSH-Px aktivite Olglimiinde kullaniminda bazi smirlamalar

bulunmaktadir.

Boylece, bu g¢alismanin ana amaci bakir(IT) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite
(CUPRAC) yontemi [14] kullanilarak biyolojik 6rneklerde (doku homojenizatlart vb.)
GSH-Px aktivitenin belirlenmesinde yeni bir yontem gelistirilmesidir (Mikroplaka-esaslt
GSH-Px yontemi). Onerilen yontem, spektrofotometrik CUPRAC ydnteminin
mikroplaka okuyucuya uyarlanmasi ve manuel spektrofotometrik yontemle
karsilagtirildiginda 6lg¢iimlerin tutarligi ve reaksiyon hiz1 agisindan standardize edilmistir.
Bu tez calismasinda bazi doku homojenizatlarinin GSH-Px aktiviteleri gelistirilen
otomatik yontemle tayin edilip sonuglar referans yontemlerle (GSH-PX-DTNB (5,5’-
ditiyobis (2-nitrobenzoik asid) [6,15] ve HPLC [16]) elde edilen sonuglarla

karsilastirilarak onerilen metodoloji valide edilmistir (duyarlilik ve dogruluk).



2. GENEL KISIMLAR

2.1. RADIKALLER

Radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlli, kararsiz,
molekiil agirligr diisiik, etkin atom veya atom gruplaridir. Dis yoriinge orbitallerinde
eslesmemis elektron bulundurmalari, kimyasal tiiriin reaktivitesini arttirir [17]. Omiirleri
cok kisa olan ve kararsiz bir yap1 gosteren bu tanecikler, etrafindaki molekiillerle
etkilesime girerek elektron almaya ¢aligir ve bir an dnce kararli hale ulagsmak isterler. Bu
ciftlenmemis elektron serbest radikallere biiyiik bir reaktiflik kazandirarak protein, lipid,
DNA ve niikleotid koenzimler gibi bir¢ok biyolojik yapida hasara yol agabilmektedir. Bu
zararin yaslanma, Kalp-damar hastaliklari, cesitli kanser tiirleri, Katarakt, bagisiklik
sisteminde zayiflama ve sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi bircok hastaliga sebep

olduguna dair bilgiler bulunmaktadir [18].

Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi
degisik kimyasal yapilara sahiptirler. Ancak biyolojik sistemlerde en ¢ok goriilen reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan radikallerdir. Serbest oksijen radikalleri, ROS,
reaktif oksijen metabolitleri (ROM) ve uyarilmis oksijen tiirleri terimleri ¢ogunlukla
birbirlerinin yerine kullanilmaktadir. Canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi, ¢evre
kirleticileri, radyasyon, pestisitler, ¢esitli tibbi tedavi yollar1 ve kontamine sular gibi
bircok etmen kagmilmaz bir sekilde oksijen tiirevi serbest radikallerin olusumuna yol

acmaktadir [19].

Reaktif oksijen metabolitleri (ROM) baslica iki gruba ayrilmaktadir:
I. Oksijen iizerinde ortaklanmamis elektron cifti iceren radikaller (*OH, O2*~ <> HO,',
RO* ve ROO")

Il. Molekiiler oksijen igeren bilesikler (H2O2, ROOR, ROOH, singlet oksijen, epoksitler,
endoperoksitler ve bazi aldehitlerin enzimatik oksidasyonu esnasinda olusan bir ara
tirtin olan 1,2-dioksietan).

Uyarilmis oksijen tiirleri, siiperoksit anyon radikalleri, hidroksil radikali ve hidrojen
peroksit ve singlet oksijen veya uyarilmis triplet karbonil bilesikleri gibi elektronik

olarak uyarilmis tiirleri kapsamaktadir.



Serbest radikaller ii¢ temel mekanizma ile olusur:

1. Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi: Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve
yiiksek sicaklik (500-600 °C) kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Bag yapisindaki
iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar tizerinde kalmasiyla homolitik kirilma gergeklesir.

Her iki atom {izerinde de paylasilmamis elektron kalir.
XY —> X+Y- (2.1)

2. Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi: Radikal 6zelligi olmayan bir molekiilden
elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde paylasilmamis elektron kalmasiyla radikal formu
olusur. Ornegin glutatyon gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip
radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur. Glutatyon (GSH) radikalleri
indirgerken, kendisinin tiyil radikali (GS*) olusur. iki tiyil radikalinin birbiriyle tepkimesi
sonucu glutatyonun oksitlenmis (GSSG) formu olusur.

XY = X+ Y (2.2)

3. Normal Bir Molekiile Elektron Transferi: Radikal 6zelligi olmayan bir molekiile tek
elektron transferi ile dis orbitalinde paylagilmamis elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme
radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile

indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksitin olusumuna neden olur [20,21].

X+Y - X (2.3)

2.2. REAKTIF OKSIiJEN TURLERI

Oksijen biitiin canlilar i¢in vazgeg¢ilmez bir element olup hidrojen, karbon, azot ve kiikdirt
ile birlikte organik molekiillerin temel yapisal unsurlaridir. Aerobik canlilar yasamlari
icin mutlaka molekiiler oksijene gereksinim duyarken, anaerobik canlilar biiyiime ve
cogalmalar1 i¢in oksijene bagimli degillerdir. Anaerobik canlilardaki oksijenin toksik
etkisinin nedeni, oksijenden kaynaklanan bazi reaktif tiirlerin biyolojik molekiilleri
oksitlemeleri ve bu reaktif tiirlere karsi anaerobik canlilarda savunma sisteminin
bulunmamasidir. Oksijen sadece anaerobik tiirlerde degil, yasamlart i¢in mutlaka
molekiiler oksijene bagimli olan canlilarda da toksik etkilidir. Bugiin, oksijenin
canlilardaki toksik etkisinin “oksijen radikalleri” olarak adlandirilan ve oksijenin
viicuttaki metabolizmasi sirasinda olusan reaktif tiirlerden kaynaklandigi bilinmektedir

[22].



Birgok serbest radikal, oksijen solunumu gibi metabolik prosesler sonucunda dogal olarak
meydana gelir. Hiicreler enerji liretmek i¢in oksijen kullandiginda mitokondri tarafindan
ATP iiretimi sonucunda serbest radikaller de iiretilmis olur. Oksijenin kullanilmasi

serbest radikal miktarini arttirir.

ROS, serbest radikaller ve radikal olmayan bilesikler olmak {izere baslica iki gruba
ayrilmaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Reaktif oksijen tiirlerinin siniflandirilmasi.

Serbest Radikaller Radikal Olmayan Bilesikler
Siiperoksit anyon radikali, O2*~ Hidrojen peroksit, H20-
Hidroksil radikali, *OH Organik peroksitler, ROOH
Peroksil radikalleri, ROO* Singlet oksijen, ‘Oz

Molekiiler oksijen antibag orbitallerinde eslesmemis iki elektron igerir. Bu elektronlar,
paralel spinli ve farkli orbitallerde iken minimum enerji seviyesindedirler. Radikal
tanimina gore oksijen ‘diradikal’ yapiya sahip bir molekiildiir ve reaktivitesi beklenenin

aksine ¢ok diistiktiir.

Oo
1-0:0-1
Molekiiler Oksijen

Diradikal
Diradikal bir yapiya sahip olan oksijenin herhangi bir molekiil ile tepkimeye girebilmesi
icin, tepkimeye girebilecegi molekiilin de benzer yapiya sahip olmasi yani farkli
orbitallerde spinlerin ayn1 yonde elektron igermesi gerekir. Ancak oksijene elektron
vericiler, genellikle uygun bir orbitallerinde zit spinli bir ¢ift elektrona sahiptirler. Bu
nedenle molekiiler oksijenin reaksiyona girme egilimi kisithdir. Bu duruma “spin
sinirlamas1” denilmektedir. Molekiiler oksijene elektron veya enerji saglanmasi

durumunda spin sinirlamasi ortadan kalkar ve diger ROS tiirleri olusur [23].



O Oa- H>O2
10:01 0:0 H:0:0:H
Molekiiler Oksijen Siiper Oksit Radikali Hidrojen Peroksit
re- re_ +2H" r e
O H20: OH- + -OH
:0:0° H:0:0:H -0:H
Siiperoksit Anyon Radikali Hidrojen Peroksit Hidroksil Radikali

Sekil 2.1: Molekiiler oksijenin ardisik olarak indirgenmesiyle ROS olusumu.
Molekiiler oksijene tek elektron transferi ile siiperoksit anyon radikali olusur. Olusan
stiperoksit anyon radikali oksijene gore daha reaktiftir. Solvatize elektron, suyun radyolizi
ile kolaylikla olusturulabilir [23]. Siiperoksit anyon radikaline bir elektron katilmasiyla
bir bagka reaktif oksijen tiirii olan noétral bir molekiil (H202) meydana gelmektedir.
Hidrojen peroksite tekrar bir elektron katilmasi sonucunda yine bir radikal (*OH)
olusmaktadir. Hidroksil radikali son olarak OH™ iyonuna (veya H20) indirgenmektedir.
Sonug olarak oksijenden suya tek elektron transfer adimlariyla ROS tiirleri olugmaktadir

(Esitlik 2.4).

0, —*— 05 %’ H.,O, %) *OH :—He> H,O (2.4)

Molekiiler oksijen, elektron transferleriyle suya kadar indirgenir. 4 elektron gerektiren bu
mekanizmada reaktif ara molekiiller olan siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksi
radikalleri olusur. Bunlar 6nemli oksidatif stres ajanlar1 olup ROS olarak adlandirilir. Bu
transfer, ara radikal tiirlerinin olusumu seklinde tek-elektron transfer adimlariyla veya tek

bir adimda 4 elektron transferiyle gerceklesebilir [24].

En reaktif oksijen tiirii olarak bilinen hidroksil radikali viicutta serbest radikal hasarinin
en onemli sorumlusudur. Canli organizmalarda hidroksil radikalinin siipiiriilmesi i¢in
0zel bir molekiil veya enzim bulunmamaktadir [25]. Bu sebeple hidroksil radikali sentetik

antioksidanlar veya gidalarla alinan antioksidanlar tarafindan stipiirilmektedir [26].

Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan hidroksil radikali, su dahil ortamda

rastladi1 her biyomolekiille tepkimeye girer. Potansiyel olarak her biyomolekiil farkli



hizlarda hidroksil radikal siipiiriictidiir. Hidroksil radikali canli hiicrelerde bulunan her tip
molekiil (sekerler, aminoasitler, fosfolipitler, DNA bazlar1 ve organik asitler gibi) ile

yiiksek hiz sabitleriyle reaksiyona girebilmektedir [27].

Solunum

Protein ) enzimleri
N‘\Fmﬁﬁ‘
hasar

p <o Mitokondriyal
S ’/ hasar

Membran ﬁ SER/- DNA

hasan -~ T*

FTEN Rn; /

hasar (DNA)

'.."I;_-:-;.;.:,L it :
ST & I

artis

Lipid peroksidasyonu

Sekil 2.2: Radikallerin yol actig1 hiicre hasari.

Reaktif oksijen tiirleri; UV 15181, X-ray, gamma ray, metal katalizli reaksiyonlar ile
tiretilebilir, atmosferde kirlilik olarak mevcut olabilir veya normal aerobik yasamin bir
parcasi olarak mitokondride oksijenin elektron tasima zinciri boyunca indirgenmesiyle
iiretilebilir. Bundan bagska cesitli enzimatik reaksiyonlar ile de reaktif oksijen tiirleri

olugsmaktadir [28].
2.2.1. Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksit yapisinda eslesmemis elektron igermediginden radikal 6zelligi tasimaz
ve reaktif bir tiir degildir. Oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da
sliperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucunda
tiretilir [29,30].

Oz + 26~ + 2H" —» H202 (2.5)



O +e +2H" - H20; (2.6)

Aerobik canlilarda siiperoksitlerin hidrojen peroksite cevrilmesi ya kendiliginden
gerceklesir ya da katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek bir enzim olan SOD tarafindan
gerceklestirilir [31]. Bu reaksiyonda radikal olmayan iriinler meydana geldiginden
dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.

0, +0, +2H"—% H,0, (2.7)
Hidrojen peroksitin yiikseltgen bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, demir ve bakir gibi
metal iyonlarmin varliginda hidroksil radikalinin onciilii olarak davranmasidir (Fenton
reaksiyonu). Hidrojen peroksit, ozellikle proteinlerde bulunan demir ile tepkimeye
girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki
demir ¢ok giiclii yiikseltgen Ozellige sahip olup, hiicre zarlarinda protein ve lipid

peroksidasyonu ile radikal tepkimeleri baglatabilir.
Fe*+H,0, —» Fe*+ OH +OH (2.8)

Belirtilen potansiyel yiikseltgen 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan hidrojen
peroksitin derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki CAT ve

GSH-Px antioksidan enzimleri yerine getirirler [32].

2H,0, — 50,+2H,0 (2.9)
2GSH + H,0, —&** 5 GSSG + 2H,0 (1.1)

2.3. OKSIDATIF STRES

Aerobik organizmalar yasamlarini siirdiirebilmek icin oksijene mutlak gereksinim
duyarlar. Oksijen hiicrede bir dizi reaksiyondan gegerek suya doniisiir ve bu sayede hiicre
kendisi i¢in gerekli enerjiyi saglar. Fakat bu siirecte oksijenin %2-3 kadar1 suya
dontismeyip oksijen kaynakli radikaller olusur [33]. Oksijen, insan viicudunda solunum
zinciri i¢inde siliperoksit anyon radikali, singlet oksijen, hidroksil radikali vb. tiirevlerini
olusturmaktadir. ROS, normal hiicre fonksiyonlar1 esnasinda tiim aerobik organizmalar
tarafindan olusturulmakta olup miktarlarindaki artma veya antioksidan savunmadaki

azalma ““oksidatif stres” olarak tanimlanmaktadir [34].
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Organizmanin prooksidan-antioksidan dengesinin korunmasi saglikli bir yasam
stirdiiriilmesi i¢in ¢ok 6nemli ve gereklidir. Oksijenle siirekli temas halinde olmak serbest
radikal olusumunu da beraberinde getirir. Serbest radikal olusumundaki artisa ve/veya
antioksidan sistemdeki yetersizlige bagli olarak organizmada oksidatif stres gelisir [33].
Fizyolojik sartlarda, normal hizda iiretilen serbest radikallerin zararli etkileri antioksidan
savunma sistemleri tarafindan azaltilir. Ancak antioksidan sistemlerin biiyiik bir yedegi
yoktur. Hafif bir oksidan stresde hasarli molekiiller uzaklastirilip yenileri yapilabilirken,
siddetli oksidan stres durumlarinda hiicre hasarlanmasi meydana gelir [35].

Reaktif oksijen birikimi organizmada var olan veya gidayla alinan antioksidanlarla
dengelenmedigi taktirde; olusan “oksidatif stres” kosullar1 altinda kanser, hiicresel
yipranma ve yaslanma, koroner Kalp rahatsizliklari, mutajenizm, bagisiklik sistemi
hastaliklar1 ve lipoprotein (LDL) oksidasyonu ile sonuclanan, DNA ve hiicre
membranlar1 gibi biyolojik yapilarin oksidatif hasarina neden olabilen radikalik zincir
reaksiyonlart meydana gelmektedir. Oksidatif stres, oksidan olusumu ve antioksidan

savunma arasindaki dengenin oksidanlar yoniinde bozulmasi durumudur [36].

Antioksidan

Prooksidan

IS

Oksidatif Stres

Sekil 2.3: Oksidan miktari ile antioksidan savunma sistemleri arasindaki denge.

Insan viicudunda yiiksek konsantrasyonda ROS bulunmasi durumunda lipid, protein ve
niikleik asitler gibi hiicre bilesenlerinde hasar meydana gelmektedir. Bu kiimiilatif hasar,
astim, arterosiklerozis, diyabet, kanser ve nérodejeneratif hastaliklar1 baglatmakta veya
tetiklemektedir. Oksidatif stres, hava kirleticileri, pestisidler, metaller, poliklorlanmis
bifeniller (PCBs), nanopartikiiller ve UVB radyasyon (290-320 nm) gibi baz1 ¢evresel

etkenlere maruz kalma sonucunda meydana gelmektedir [37].
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Sekil 2.4: Oksidatif stres kosullarinin olusumu.

2.4, ANTIOKSIDANLAR

Canli hiicreler ROS’un zararlarini gidermek i¢in bu reaktif tiirleri elimine edebilecek veya
olusumunu engelleyecek savunma  sistemlerine  sahiptirler.  Antioksidanlar,
yiikseltgenebilen substratlara gére daha diisiik derisimlerde, substratin prooksidanlarla
baslatilan oksidasyonunu ciddi derecede engelleyen ya da geciktiren maddelerdir ve doku
hasarlarin1 engelleyebilirler. Prooksidanlar ise lipitler, proteinler ve niikleik asitlerde
oksidatif hasara sebep olan ve bunun sonucunda cesitli patolojik olaylara ve/veya
hastaliklara yol acan toksik maddelerdir. Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren bu
prooksidanlar1 (reaktif oksijen ve azot tiirleri, serbest radikaller) etkin bir sekilde

indirgeyerek disiik toksisiteli veya toksik olmayan tiriinlere doniistiiriirler [38].

Yasayan organizmalarda kompleks antioksidan sistemler bulunmaktadir. Bu sistemler
enzimatik olmayan antioksidanlar olarak bilinen albumin, glutatyon, askorbik asid,
atokoferol, B-karoten, {irik asid, bilirubin, flavonoidler ve birgok polifenolik bilesikler ile
SOD, GSH-Px, askorbat peroksidaz ve CAT gibi antioksidan enzimleri igerirler [39]. Bu
antioksidanlar, hiicrelere zarar veren reaktif tiirleri (serbest radikaller) etkin bir sekilde
stiptirerek diigiik toksisiteli veya toksik olmayan iiriinlere doniistiirlirler. Bu reaktif
bilesiklerin (ROS vb.) varligi, saglikli bir yasam i¢in antioksidan bilesikleri ve enzimleri
onemli kilmaktadir [38,40].
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Antioksidanlar, viicut hiicreleri tarafindan iiretildikleri (endojen) gibi, gidalar yoluyla da
(eksojen) alinabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararli serbest
radikallerden koruyan baglica dogal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C ve E
vitaminleri), fenolik bilesikler (basit fenolik ve hidroksisinnamik asitler, flavonoidler vb.)
ve karotenoidlerdir. Bir¢ok arastirmada meyve ve sebze tiiketimi ile belirli kanser ve kalp

hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantil bir iligki oldugu saptanmistir [41].

Biyolojik yapilarda ve gidalarda mevcut olan enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar, ROS’un (*OH, O2*~ ve H20>) ¢esitli stipiiriictileri olarak bilinirler [39].
Antioksidanlarin en Onemlileri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir. Bu bilesikler
oksidatif sistemde farkl1 sekillerde davranabilirler. Ornegin, oksijen konsantrasyonunu
diistirebilirler veya hidroksil radikali, siiperoksit anyon radikali gibi ROS tiirlerini
soniime ugratirlar (siipiirtirler). Hidroksil radikalleri gibi birincil radikalleri siipiirerek

zincir reaksiyonlariin baglamasini dnlerler, metal iyonu katalizorlerini baglarlar [20].

Antioksidanlar, ROS olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek agisindan
dort aynt sekilde etki ederler:
i.  Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha az reaktif yeni bir
molekiile ¢evirme “toplayict” etkidir. Antioksidan enzimler (SOD, CAT, GSH-
Px vb.) bu sekilde etkilidir.

ii.  Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiirme “bastirict” etkidir. Askorbik asit (C
vitamini), atokoferol (E vitamini), flavonoidler (kuersetin, katesin vb.) bu tarz bir
etkiye sahiptirler.

iii. Serbest oksijen radikallerini baglayarak =zincir reaksiyonlarmi kirip
fonksiyonlarini engelleyici “zincir kiric1” etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin,
albumin gibi bilesikler bu sekilde etki ederler.

iv.  Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi ise “onarici1” etkidir [36].

Antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeler oldugundan zincir reaksiyonlarini (6rnegin
lipidlerin oksidatif par¢alanmasina yol agan radikalik zincir reaksiyonunu) kirmalari
sirasinda kendileri yiikseltgenerek bozunurlar. Bu nedenle antioksidanlar yalniz sinirl bir

zaman i¢in yiikseltgenebilen maddeyi (6rnegin biyolojik makromolekiilleri) koruyabilir
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ve belli bir noktadan sonra madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi yiikseltgenmeye
devam eder. Antioksidanlarin kimyasal aktiviteleri, diger bir deyisle, hidrojen veya
elektron donor araglari olarak indirgeme potansiyelleri genellikle onlarin serbest radikal
stipiirme olarak gostermis olduklar1 potansiyel ile ifade edilir. Zincir kiric1 antioksidan
etkinliginin degerlendirilmesinde hem antioksidanin molekiil bagina verebildigi elektron
veya giderebildigi serbest radikal sayisi (yani reaksiyon stokiyometrisi), hem de
reaksiyon hizi (kinetik) onemlidir. Antioksidan aktivite, spesifik bir antioksidan ile
spesifik bir oksidan arasindaki reaksiyona ait hiz sabitini isaret eder ve bir antioksidanin
aktivitesi su esaslara baghdir:
e Radikal siiplirme yetenegi

e Hidrojen veya elektron donér araci olarak gostermis oldugu reaktivite (genelde
rediiksiyon potansiyeline bagli olan)

e Metal kelatlama potansiyeli

e Diger antioksidanlarla olan etkilesim [41].

2.5. ANTIOKSIiDANLARIN SINIFLANDIRILMASI

Antioksidanlar, yapilarina gore enzimatik ve enzimatik olmayanlar olmak iizere 2 grupta
siniflandirilabilirler. Enzimatik olmayan antioksidanlarin bir¢ogu disaridan dietle
aliirlar. Bunlar; albumin, glutatyon, askorbik asid, a-tokoferol, B-karoten, koenzim Q10,
lutein, iirik asid, bilirubin, flavonoidler ve bir¢ok polifenolik bilesiklerdir. Enzimatik olan
antioksidanlar ise SOD, GSH-Px, GSSG-Red ve CAT gibi enzimleri igerirler [39].
Enzimatik olan antioksidanlar endojendirler ve antioksidan savunma sisteminde gorev

alirlar.
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ANTIOKSIDANLAR
Enzimatik EnzimatikOlmayan
Antioksidanlar Antioksidanlar
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Sekil 2.5: Antioksidanlarin simiflandirilmasi.
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2.6. ANTIOKSIDAN ENZIiMLER VE SAVUNMA SiSTEMLERIi

E Vitamini

p-Karoten

E, C Vitamini

p-Karoten
J~SER
= Lizozom |
0\ e
Y JRER ,‘
5 Sitoplazma /
Peroksizom <4—;—— Glutatyon
Katalaz ——~—O */; 7/7_'“:;\ ‘
Superoksit /-/ ' (n d( ‘f, fl f‘:"’ ;J,\
dismutaz X ——

gy .\mokondn"

Tim hiicrelenin ki~~~

katmanh lipid yapis:
Stiperoksit dismutaz
E Vitamim Glutatvon
p-Karoten Glutatyon peroksidaz

Sekil 2.6: Enzimatik antioksidan savunma sistemleri.

Enzimler ¢ok yiiksek katalizleme giicline sahip protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Bir canlidaki parcalanma ve yapim (sentez) reaksiyonlarimin timi
enzimlerin katalitik aktiviteleri ve yontemleriyle gergeklestirilmektedir. Bu tanima gore
de, enzimler canliligin olusumu ve devami icin elzem maddelerdir. Canli disinda da
aktivite gOstermeleri enzimlerin 6nemini bir kat daha arttirmaktadir. Enzim iiretimi
genlerin kontrolii altinda gergeklestirilmekte (bir gen-bir enzim) ve her enzimin kendine
0zgi sicaklik, pH ve basing kosullar1 bulunmaktadir.

Gilinlimiizde enzimler gida, ilag ve kimya endiistrisinde, dericilik, boya ve temizlik
maddeleri tiretimi gibi konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarinda, tip, tarim,

veterinerlik ve tekstil endiistrisi alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir [42].

Antioksidan enzimler, ROS’un zararli etkilerine karsi gelistirilen antioksidan savunma
sisteminin ¢ok Onemli bir parcasidirlar. Hiicrelere zarar veren reaktif tiirleri (serbest
radikaller) etkin bir sekilde siipiirerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan iiriinlere
dontistiirtirler. Boylece organizma serbest radikaller ve aktif oksijen tiirlerinden

etkilenmez. Bu reaktif bilesiklerin (ROS vb.) varligi, saglikli bir yasam i¢in antioksidan
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enzimleri 6nemli kilmaktadir. Biyolojik yapilarda mevcut olan enzimatik antioksidanlar
cesitli reaktif oksijen tiirlerinin ("OH, O2~ ve H03) siipiiriiciileri olarak bilinirler [40].
Ayrica SOD, GSH-Px, GSSG-Red ve CAT gibi antioksidan enzimler, ¢esitli hastaliklarin

teshisi ve tedavisinde de 6nemli rol oynamaktadirlar [39,40].

Fe?* Fe¥*
OH-
2GSH NADP~
GSH-Px GSSG-Red

GSSG iy NADPH~
2H20+02 2H-20

Sekil 2.7: Antioksidan enzimler ve reaksiyonlari.

2.6.1. Glutatyon Peroksidaz, GSH-Px: (EC 1.11.1.9)

Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin, GSH), sistein ve glisin ile glutamik asitten olusan
serbest siilfhidril gruplu tripeptid olup hiicre sitoplazmasinda bulunan temel
antioksidandir. Hiicrede indirgenmis (GSH) ve yiikseltgenmis (GSSG) formda bulunur.
GSH metabolizmasi en 6nemli antioksidan savunma sistemlerinden biridir [43]. GSH-Px
enzimi, hiicredeki hidrojen peroksitin detoksifikasyonundan sorumlu anahtar rolii oynar.

1957°de Mills tarafindan kesfedilmistir [44].

Mills 1957 yilinda GSH-Px’i kirmizi kan hiicrelerinde tanimlamis ve GSH-Px’in
hemoglobini oksidatif hasara kars1 korudugunu gostermistir [45]. 1973 yilinda Hoekstra
ve arkadaslar1 sigan Orneklerinde selenyum eksikliginin insan patolojik sartlarinda
favisizim hastalifinin ¢ogalmasina sebep olabilecegini agiklamiglardir. GSH-Px
aktivitesi azaldiginda radyoaktif selenyum’un GSH-Px aktivitesiyle birlikte azaldig
belirtilmistir [46]. Ayn1 zamanda Folhe ve arkadaslart GSH-Px1’in tetrametrik yapidaki
enzimin hiicre stoplazmasinda bulundugunu ve H>O2’yi en etkili siipiiren enzim oldugunu
savunmuslardir [45].

GSH-Px enzimi, hem normal kosullar hem de oksidatif stres kosullar1 altinda canli

organizma antioksidan sisteminde anahtar bir enzim olarak goriilmektedir. GSH-Px
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serbest oksijen radikalleri, peroksitler ve kanserojenlere karsi savunmada biiyiik 6neme
sahiptir. Ayrica GSH-Px lipooksijenaz ve siklooksijenaz yollarin1 degistirerek tlimor
olusumunda 6nemli bir rol oynar. Tiimorlerde H202 ve diger peroksitlere karst enzim
savunmasinin ilk enzimi olan GSH-Px aktivitesinde onemli artis oldugu bildirilmistir

[47].

GSH-Px, GSH’1n indirgeyici giiciinii kullanarak hidrojen peroksitin ve doymamis
yaglardan meydana gelen organik hidroperoksitlerin deaktivasyonunu kataliz eder.
Peroksitlerin indirgenmesini katalizleyen GSH-Px enzimi, hiicredeki indirgenmis
glutatyonu (GSH) yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) donistiirmektedir. GSH-Px
glutatyonu hidrojen donér olarak kullanarak hidrojen peroksiti elimine etmektedir. Bu
reaksiyonlar, canli organizmada oksidatif stresin zararli etkilerinden hiicresel

membranlar1 korumaya yarar.

2GSH + H,0, —&* 5 GSSG + 2H,0 (1.1)
2GSH + ROOH —=*2 5 GSSG + ROH + H,0 (1.2)

Bugiine kadar insan organizmasinda 8 adet GSH-Px var oldugu bildirilmistir ve ¢ogu
farkli hiicre tiplerinde goriilen Selenoproteinler (SecGPxs) olarak adlandirilmistir.
Bunlardan sadece GSH-Px4, GSH-Px7 ve GSH-Px8 monomerik yapidadir. Digerleri
tetrametrik yapidadirlar [45].

GSH-Px, selenyum bagli ve selenyum bagli olmayan iki formda bulunabilir. Selenyum
bagli grup, hidrojen peroksit ve diger organik peroksitleri indirgeyen dort iiyeden olusur.
Bunlar GSH-Px1 (cGSH-Px), GSH-Px2 (GSH-Px-GI), GSH-Px3 (pGSH-Px) ve GSH-
Px4 (PH-GSH-Px)’diir [48].

e GSH-Px1 veya hiicresel GSH-Px (cGSH-Px), biitiin hiicrelerde bulunan, tetramerik
yapida sitozolik bir enzimdir. GSH-Px1, organik hidroperoksitler ve H>O>’¢e kars1 aktiftir.
Bu enzim, germ hiicrelerinde ¢ok daha diisiikk olmakla birlikte, incelenen tiim dokularda
bulunmustur [45].

e GSH-Px2 veya gastrointestinal GSH-Px (GSH-Px-GI) insanlarda karaciger ve
gastrointestinal kanalda bulunurken bobrek, kalp ve akcigerde bulunmaz [2].
Hidrojenperoksit veya yag asidi hidroperoksitlerini hizla indirgerken fosfolipid

hidroperoksitleri indirgemezler [48].
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e GSH-Px3 veya plazma GSH-Px (pGSH-Px), plazmanin en 6nemli GSH-Px3 kaynagi
olan bobreklerde bulunur ve 6zellikle proksimal tiibiillerin epitel hiicrelerinde 6nemli
miktarda bulunmaktadir [45,49].

e GSH-Px4 veya fosfolipit GSH-Px (PH-GSH-Px), sitozolde, mitokondri ve hiicre
zarinda bulunur. Enzim fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirgeyerek en dnemli
antioksidan olan E vitamini eksikliginde, membrani1 peroksidasyona karst korur [50].
Selenyum bagimsiz GSH-Px enzimi ise sadece lipid peroksitlerin metabolizmasindan
sorumludur [34,50].

2.7. GSH-PX AKTIVITE TAYIN YONTEMLERI

2.7.1. PAGLIA ve VALENTINA Yontemi

Paglia ve Valentina yontemi, literatiirde GSH-Px aktivite tayini igin en ¢ok kullanilan
yontemdir. Bu yontem GSH-Px’in tert-butil hidroperoksit (tBH) varliginda GSH’1in
oksidasyonuna dayanmaktadir. Glutatyon (GSSG), GSSG-Red ve indirgenmis
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) varliginda indirgenmis formuna (GSH)
doniisiirken, NADPH da yiikseltgenmis formu olan NADP*’ya doniismektedir. 340 nm
dalgaboyunda dakikada okside olan NADPH’in absorbans degerinin azalmasi izlenerek

GSH-Px enzim aktivitesi hesaplanmaktadir [4].

2GSH + ROOH —=*2 5, GSSG + ROH + H,0 (1.2)
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP* (2.10)

2.7.1.1. Ticari Kit Yontemi

Paglia ve Valentina Yontemini esas alan bu uygulama, GSH-Px aktivite tayininin GSSG-
Red ile birlestirilmis bir reaksiyon prensibine dayanir. Bu ¢ift enzim yonteminde, GSH-
Px ile H202’nin rediiksiyonu ve GSSG-Red ile NADPH'nin oksidasyonu 340 nm’de
absorbanstaki azalma ile belirlenir. 25 °C sicaklikta, 1 tinite GSH-Px dakikada 1 nmol

NADPH oksidasyonunu katalize eden enzim miktari olarak tanimlanmistir [4,51,52].
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2.7.2. GSH-Px-DTNB Yontemi

GSH-Px aktivitesi modifiye Flohe ve Giinzler yontemi ile H2O2’nin substrat olarak
kullanilmasiyla belirlenmistir. GSH-Px enzim aktivitesi belirlenmek istenen 6rnege GSH
ve hidrojen peroksit ilavesi ile reaksiyon baslatilir. GSH-PX enzimi tarafindan
katalizlenen reaksiyonla rediikte formdaki glutatyon H2O, veya lipid peroksitlerle
reaksiyonu sonucunda bu molekiillerin detoksifikasyonunda rol alirken kendisi baska bir
GSH molekiiliiyle distlfir kopriisii  olusturarak okside-GSH formuna (GSSG)
doniismektedir. Bu reaksiyondan kalan serbest GSH ile DTNB’nin (5,5’-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asit) reaksiyonu sonucunda GSTNB ve TNB (5-tiyo-2-nitrobenzoik asid)
tiriinleri olusmaktadir. Olusan TNB’nin 412 nm’deki absorbansi Olciilerek GSH-PXx
aktivitesi dolayli olarak tayin edilir. GSH-Px aktivitesi 6.22 mM1cm™ molar absorplama
katsayist kullanilarak hesaplanir. Bu yontem ¢in karidesine, c¢ekirgelere, sican

karacigerine uygulanmistir [15].

2GSH + ROOH —*2 5 GSSG + ROH + H,0 (1.2)
GSH + DTNB — TNB + GSTNB (2.11)
02

HODCUS\S CooH
ON

Sekil 2.8: DTNB (5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)) bilesiginin kimyasal yapisi.

2.7.3. Florometrik Yontemler
2.7.3.1. DPBM Yontemi

Sican karacigerinde GSH-Px aktivite tayini icin gelistirilen florometrik yontemde
florojenik reaktif olarak N-{p-[2-(6dimethylamino)benzofuranil]fenil} maleimid
(DBPM) kullanilmaktadir. YOntemin esasi, reaksiyona girmeden kalan GSH
konsantrasyonunun florometrik reaktifle belirlenmesine dayanmaktadir (pH=8.5). GSH
ve DBPM’den olusan reaksiyon karisimi 457 nm’de maksimum floresans gostermektedir

(Aex: 355 nm). Sodyum azid (1 mM) ile reaksiyon karisiminda CAT aktivitesi inhibe
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edilmistir. Yiiksek duyarliiga sahip bu yontemde 2 pmol mL' GSH tayin
edilebilmektedir [8].

2.7.3.2. NAM Yontemi

Insan plazma &rneklerinde ve karaciger homojenizatlarinda GSH-Px aktivite dl¢iimii icin
gelistirilen bir diger florometrik yontemde reaktif olarak N-(9-akridinil)maleimid (NAM)
kullanilmistir. NaBH4 ile GSSG reaksiyonu sonucunda olusan indirgenmis GSH, bir tiyol
reaktifi olan NAM ile floresan kompleks olusturmaktadir. NAM ayrica karboksilik asit
ve triasilgliserol igerisinde hidroperoksitin florometrik tayininde kullanilmistir.
Yontemin esasi, GSH ile GSH-Px enzimatik reaksiyonu sonucunda reaksiyona girmeden
kalan GSH’in N-etilmaleimid ile reaksiyon ortamindan uzaklastirilmasi ve enzimatik
reaksiyon sonucu olugan GSSG’nin tekrardan NaBH4 ile GSH’a indirgenmesi ve olusan
GSH’in NAM reaktifi ile florometrik olarak tayinine dayanmaktadir (Aem: 360 Nm; Aex:
435 nm) [5].

ROOH ROH
GSH-Px
NaBH4 NAM
2 GSH GSSG 2 GSH Florometri

Sekil 2.9: Florometrik NAM yontemi ile GSH-Px aktivite tayininin sematik gosterimi.
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2.8. LITERATURDE VAR OLAN GSH-PX AKTIiVITESI ILE IiLGILI
CALISMALAR

Galazyn-Sidorczuk ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada ¢inkonun kadmiyum kaynakli
lipit peroksidasyonunu oOnleme yetenegi incelenerek bunun GSH-Px aktivitesi ve
selenyum konsantrasyonu ile baglantili olup olmadigi incelenmistir. Farelerin igme
sularina farkli oranlarda Cd (5 ve/veya 50 mg L) ve/veya Zn (30 mg L) eklenerek
Zn’nin koruyucu etkisi saptanmis, serum, karaciger ve bobrek dokularinda GSH-Px ve
selenyum miktarlar1 tespit edilmistir. Calismada GSH-Px enzim aktivite tayini
CAYMAN ticari kit kullanilarak yapilmistir. Ornekler, sadece 5 mg Cd’ye maruz
birakildiginda GSH-Px aktivitesi artarken, yiiksek miktarlarda eklenen Cd’nin aktiviteyi
diisiirdiigii tespit edilmistir. Cd (50 mg L) uygulamas: sirasinda yapilan Zn (30 mg L™?)
eklemesi, serum ve karacigerdeki Cd’ye baglh GSH-Px aktivitesi ve selenyum
konsantrasyonlarindaki azalist Onlerken, bobrekteki enzim aktivitesinde azalma
gostermistir. Sonuglar nispeten yiiksek oranlarda maruz birakildiginda olusan Cd
kaynakli lipit peroksidasyonuna karst Zn’nin koruyucu etkisi, serum ve dokulardaki
selenyum konsantrasyonu ve GSH-Px aktivitesi {izerindeki olumlu etkisi ile baglantili

olabilecegini gostermektedir [53].

Cavar ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada i¢me sularinda yiiksek miktarda arsenige
maruz birakilan kisilerin kan ve idrar o6rneklerindeki selenyum ve GSH-Px diizeyleri
incelenmistir. Heparenize edilmis kandaki GSH-Px aktivite tayini icin Randox marka
ticari kit (Ransel, Randox Laboratories, UK) kullanilmigtir. Deneyin prensibi Paglia ve
Valentine’nin ydntemine dayanmaktadir. U L7 cinsinden bulunan enzim aktivitesi
diliisyon katsayis1 olan 41 ile carpildiktan sonra, hemoglobine béliinerek U gt Hb
cinsinden hesaplamalar yapilmistir. Yiiksek diizeyde arsenige maruz kalan kisilerde
selenyum diizeyleri ve GSH-Px aktivitelerinin diisiik seviyelerde oldugu tespit edilmistir.
Kan ve serum Orneklerinde ortalama selenyum ve GSH-Px seviyelerinin (Se: 82.34 ug
L ve 59.02 pg LY; GSH-Px: 45.99 U g Hb ve 38.38 U g Hb) kontrol altinda tutulan
kisilerden daha diisiik oldugu tespit edilmistir [54].

Kolberg ve dig.’nin yaptig1 baska bir calismada ilk kez, boyun agrisi olan erkeklerin
eritrositlerindeki SOD ve GSH-Px antioksidan enzimlerinin yiiksek hiz ve diisiik genlikli

(HVLA) manipiilasyon tedavisi ile analjezik etkisi incelenmistir. Yapilan ¢alismada
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GSH-Px enzim aktivitesi Flohe ve Gunzler tarafindan tanimlanan, NADPH’1in 340 nm
dalgaboyundaki absorbans degerinin azalmasi izlenerek Ol¢iilmiistiir. Sonuglar mg-
protein basina dakikada indirgenmis hidroperoksit iizerinden nmol/dk/mg protein olarak
ifade edilmistir. P < 0.05 oldugunda farkliliklar anlamli kabul edilmistir. Boyun agris1
olan erkeklerde HVLA tedavisinden sonra metabolitlerin plazma seviyelerinde 6nemli bir
degisiklik olmamasina ragmen, kademeli bir artis (tedavi 6ncesi 0.146+0.018 nmol L™,
tigiincii seans 0.159+0.015 nmol L; altinct seans 0.175+0.020 nmol L) gozlenmistir.
SOD’daki azalma ve GSH-Px’deki artma egilimine ragmen tedaviden sonra anlamli bir

degisiklik goriilmemistir [55].

Daun ve dig. tarafindan yapilan calismada domuz ve sigir doku o6rneklerinde GSH-Px
enzim ve toplam c¢ozilinebilir selenyum igerigi karsilagtirllmistir. GSH-Px aktivitesi
NADPH’in 340 nm dalga boyundaki absorbans degerinin azalmasi izlenerek
belirlenmistir. GSH-Px aktivitesi U g? olarak ifade edilmistir. En yiiksek GSH-Px
aktivitesi domuz doku drneklerinde sirasiyla; karaciger (35.0 U g?), dalak (29.3 U g),
bobrek (27.3 U g?l), kalp (1.8 U g?') ve diyafram (0.8 U g?') seklindedir. Sigir
dokularindaki GSH-Px aktiviteleri sirasiyla; bobrek (8.5 U g?), dalak (8.0 U g, kalp
(5.8 U g}, karaciger (4.0 U g1) ve diyafram (2.1 U g?) seklindedir. Toplam selenyum
icerigi her iki tiirde de benzer ve yiiksek icerikli bulunmustur. S1gir dokularinin GSH-PXx
aktivitesindeki degisim bobrek> dalak> kalp> karaciger> diyafram olarak kaydedilmis
ve domuz organlarindakinden daha az oldugu belirtilmistir. Domuz bobrek, karaciger ve
dalak dokularinda GSH-Px aktivitesi sigir dokularindan 3 kat fazla bulunurken, sigir kalp
dokusu, diyafram ve kasli dokularin daha yiiksek bir GSH-Px aktivitesine sahip oldugu
belirtilmistir [56].

Coban ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada, gliglii antioksidan etkili bir dipeptit olan
karnozin (b-alanil-L-histidin)’in E vitamini ile birlikte kullanildiginda dokulardaki
antioksidan diizeylerini ne yonde etkiledigi arastirilmistir. Sicanlarin karaciger, kalp ve
beyin dokularinda malondialdehit (MDA), dien konjugat (DK), GSH diizeyleri ile SOD,
GSH-Px ve GST enzim aktiviteleri ol¢iilmiistiir. GSH-Px enzim aktivitesi NADPH’1n
340 nm dalgaboyundaki absorbans degerinin azalmasi izlenerek belirlenmistir. Bulgulara
gore, yash sicanlarda karaciger, kalp ve beyin dokularinda MDA ve DK diizeyleri
artmugtir. Yasl siganlarda kalp ve beyinde GSH diizeyleri degismezken karaciger GSH
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diizeylerinde azalma saptanmistir. SOD, GSH-Px ve GST aktiviteleri yaslh siganlarin {i¢
dokusunda da anlaml bir farklilik gostermedigi kaydedilmistir. Karnozin + E vitamini
uygulamasi ise yash siganlarda lipit peroksit diizeylerini azaltirken Karacigerde GSH
diizeylerini arttirmistir. Bu uygulama dokularda antioksidan enzim aktivitelerini
etkilememistir. Sonuglar, karnozin ve E vitamininin birlikte kullaniminin yagl siganlarin

dokularinda oksidatif stresi baskiladigin1 gostermektedir [57].

Pascual ve digerleri tarafindan kapiler elektroforez teknigi kullanilarak, indirgenmis ve
yiikseltgenmis GSH’in direk kantitatif tayini yapilmustir [11]. Elektroforetik ayrim
tamponu olarak 100 mM sodyum dodesil siilfat iceren 100 mM sodyum tetraborat (pH
8.2) kullanilarak ve GSH-Px aktivitesi GSSG pik alani kullanilarak hesaplanmustir.

(4-4").10°
BCt

Aktivite =

A: Enzimatik reaksiyon pik alani

A'": Bos (enzim olmayan) reaksiyon pik alam
B: Deney karisimindaki 1pmol GSSG’nin alani
C: Karisima eklenen enzim hacmi (uL)

t: Reaksiyon siiresi (dk)

Kirmizi kan hiicrelerinde yapisindaki selenyum bagli GSH-Px enzim aktivitesi, elementel
kiitle spektrometresi ile Olgiilerek dolayli olarak tayin edilmistir [13]. Boyut eleme
kromatografisi (SEC) ile fraksiyonlandirilan 6rnek daha sonra ICP-MS ile dedekte
edilmistir. Gelistirilen yontemde selenyum ICP-MS ile tayin edilmekte ve ICP-MS
yontemi ile bir selenyum igeren GSH-Px1’e bagh peptitlerin belirlenmesi miimkiin
olmaktadir. Calisma kapsaminda gelistirilen SEC-ICP-MS teknigi ile insan kirmizi kan
hiicrelerinin farkli 6rneklerindeki GSH-Px1 konsantrasyonlari, spektrofotometrik
H202/NADPH/GR yontemi kullanilarak elde edilen sonuclarla karsilagtirilmis ve iyi bir
korelasyon egrisi elde edilmistir [13].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZLAR

Kimyasal maddelerin tartimi i¢cin RADWAG marka Was 220X model analitik terazi,
hazirlanan ¢ozeltilerin karistiritlmasinda Velp Scientifica marka girdap karistirici, doku
orneklerinin hazirlanmasinda 0.45 um go6zenek gapli seliiloz asetat filtre, Biohit Proline
Plus (10-100 pL 6l¢tim araliginda) mikropipet, ¢6zeltilerin pH’larinin belirlenmesinde HI
221 Calibration Check Microprocessor pH-metre, absorbans 6l¢timlerinde ~1 nm spektral
¢cozliniirliige sahip Perkin Elmer Lambda 35 UV-goriiniir alan spektrofotometresi ve
deneysel ol¢timlerde Synergy H1 Multi-Mode Microplate Reader (96-well, BioTek,
USA) cihazi kullanilmistir. Kromatografik ayrimlar i¢in; Waters BreezeTM 2 Model
HPLC sistemi (Milford, MA, USA), 1525 ikili pompa, kolon termostat, 2998 foto-diyod
coklu detektor (Chelmsford, MA, USA), Symetri C18 analitik kolonu (4.6 mmx250 mm,
5um) (Milford, MA, USA) ve Hamilton 25 pL siringa (Reno, NV, USA) kullanildi. Veri
toplama Empower PRO (Waters Associates, Milford, MA, USA) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

3.2. KIMYASAL MADDELER

Kullanilan kimyasal maddeler; bakir (IT) kloriir dihidrat (CuCl..2H20), neokuproin (Nc)
(2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), amonyum asetat (NHsAc), etil alkol (%96) (EtOH), metil
alkol (MeOH), katalaz (CAT) (from bovine liver, 3691 U mg* solid), hidrojen peroksit
(H202) (agirlikga %30 H207), disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na2HPOa4-2H20),
sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2PO4-2H20), hidroklorik asid (HCI), iirik asit
(UA), L-askorbik asit (AA), sitrik asit (CA), glukoz (CeH1206), albumin, glisin, tire, sitrat,
etilendiamin tetraasetik asit disodyum tuzu (EDTA), heparin, trisodyum sitrat -2 —hidrat,
5,5'-ditiyobis (2-nitrobenzoik asid) (DTNB) (Elmann Reaktifi), indirgenmis glutatyon
(GSH), okside glutatyon (GSSG), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) (from bovine
erythrocytes, 100 U mg? solid), tris-HCI (tris (hidroksimetil) aminometan-

hidrokloriir)’diir. Kullanilan kimyasallar analitik safliktadir.


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

Cu(Il) kloriir ¢dzeltisi, 102 M olacak sekilde bakir(I)kloriir dihidrat’tan (CuClz.2H20)
0.4262 g tartim alinip su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Amonyum asetat
(NHsAc) tamponu, 1 M (pH=7) olacak sekilde NHsAc’dan 19.27 g tartim alinip su ile
250 mL’ye tamamlanarak hazirland1. Neokuproin ¢dzeltisi, 7.5x102 M olacak sekilde
(2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)’den 0.039 g tartim alinip %96’lik etil alkolle 25 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi. 1 mM’lik hidrojen peroksit ¢cozeltisi, %30 H202’den 0.5 M’lik
stok ¢ozeltinin (permanganatla titrimetrik yontemle ayarlanmis) 2x10° M olacak sekilde
hazirlandi. 10 M askorbik asit hazirlamak i¢in 0.0176 g askorbik asit tartilip 100 mL’ye
distile suyla tamamlandi. Urik asit ¢dzeltisi, 10 M olacak sekilde iirik asit’ten 0.0168 g
tartilip 20 mL 0.01 M NaOH - 8.1 mL 0.01 M HCI ile nétrallestirilip distile suyla 100
mL’ye seyreltildi. Daha sonra 102 M’lik iirik asit ¢ozeltisinin 1:100 oraninda
seyreltilmesiyle 10° M iirik asit hazirlandi. 102 M askorbik asit hazirlamak igin 0.0182
g askorbik asit tartilip 100 mL’ye distile suyla tamamlandi. Glukoz ¢ozeltisi, 0.1 M olacak
sekilde 1.86 g glukoz tartilip 100 mL’ye distile suyla tamamlandi. 1:10 oraninda
seyreltme yapilarak 102 M glukoz ¢ozeltisi hazirlandi. EDTA ¢bzeltisi, 2.7 mM olacak
sekilde 0.0789 g EDTA tartilip 100 mL’ye distile suyla tamamlandi. Albumin ¢6zeltisi
21.6 mg mL? olacak sekilde 2.16 g tartilarak 100 mL’ye distile suyla tamamlandh.
Heparin ¢ozeltisi ve 156.72 U mL™ olacak sekilde 0.8 g tartilarak 100 mL’ye distile suyla
tamamlandi. Baslangig aktivitesi 295200 U mL™ olan CAT enzim ¢dzeltisi son aktivitesi
2952 U mL? olacak sekilde distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi ve gerekli
denemelerde 1:100 oraninda seyreltme yapilarak calisildi. 20 U mL™? GSH-Px ¢ozeltisi
i¢in 1 mg GSH-Px 5 mL Tris-HCI’de ¢oziildii ve yine Tris-HCl ile 1 U mL olacak sekilde
seyreltilerek taze olarak hazirlandi (—20 °C’de saklandi). Tris-HCI ¢ozeltisi, 0.1 g Tris-
HCl'in 2 M HCI ile pH=7.6’ya ayarlandiktan sonra 100 mL’ye distile suyla
tamamlanmasi ile elde edildi. Glutatyon ¢ozeltisi, 2x10° M olacak sekilde 0.0307 g
glutatyon tartilip 50 mL distile suda ¢oziilerek hazirlandi. 2 mg mL* DTNB ¢ézeltisi, 20
mg DTNB’nin 10 mL 0.1 M NaH2PO4-Na:HPO4 (pH=7.4) tamponunda ¢o6ziilmesiyle
elde edildi ve gerekli denemelerde 1:5 oraninda seyreltilerek kullanildi. 1.3799 ¢
NaH2PO4 ve 1.7799 g NazHPOg ayr1 ayr distile su ile 100 mL’ye tamamlanarak 0.1 M’lik
cozeltileri hazirlanip farkli oranlarda karistirilarak pH=7.4 fosfat tamponu hazirland:. Ure

tamponu, standart Tris-tampon ¢ozeltisinde hazirlanmistir. 0.086 M tris (hidroksimetil)
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aminometan ¢ozeltisine, 0.09 M glisin, ve 4 mM sitrat eklenerek hazirlanan standart tris
tamponuna, pH=2 M olan HCI ¢6zetisi ilave edilerek pH=8.0'e ayarl iire tamponu elde
edilmistir. Ayrica hazirlanan doku homojenizatlar1 (karaciger, kalp ve bobrek) 0.45 um
gozenek capli seliilloz asetat filtreden gecirilerek ve uygun seyreltmeler yapilarak

inkiibasyon karigimlarina alinmistir.

3.4. UYGULANAN YONTEMLER

3.4.1. Mikroplaka-esash CUPRAC Yontemi

CUPRAC yo6ntemi, Cu(II) kloriir ¢6zeltisinin neokuproin (Nc) ve amonyum asetat (pH=7
tamponu) cozeltilerinin karistirilmasindan sonra, iizerine tayin edilecek herhangi bir
antioksidan ¢ozeltisi (direkt veya asit hidrolizi sonunda) ilave edilmesi ve bunu takip eden
30 dakika sonunda igerisinde antioksidan bulunmayan referansa karst 450 nm’de
absorbans degerlerinin 6l¢lilmesinden ibarettir. Minimize edilen bu yontemde, orijinal
CUPRAC reaktiflerinin konsantrasyonlari degistirilmeden miktarlar1 azaltilarak pL
diizeyinde calisilmustir. 1x102 M CuCly, 7.5x10° M Nc ve 1 M NHasAc ¢ozeltilerinden
1:1:1 oraninda hazirlanan CUPRAC reaktifi dispense modiiliiyle toplam hacmi 180 pL
olacak sekilde mikroplakalara eklenerek absorbans dl¢limleri gerceklestirilmistir.

Mikroplaka-esasli CUPRAC Yontemi:

x uL GSH + (90-x) uL Su
l 2 dk (calkalama + inkiibasyon)

180 pL (CUPRAC reaktifi) (Vioplam = 270 pL)
| 2 dk (calkalama + inkiibasyon)

450 nm’de okuma
3.4.2. Biyolojik Orneklerin GSH-Px Enzim Aktivite Tayininde Kullanilan
Yontemler
3.4.2.1. GSH-Px Aktivite Tayini Icin Gelistirilen Mikroplaka-esasli GSH-Px Yontemi

Gelistirilen yontemde GSH ile H202 arasindaki reaksiyonun GSH-PX enzimi tarafindan

katalizlenmesi sonucu indirgenmis-GSH yiikseltgenmis-GSH formuna (GSSG)
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doniismektedir. Reaksiyon sonunda kalan serbest GSH, spektrofotometrik olarak dedekte
edilmektedir. Baglangigtaki serbest GSH (Ao) ile reaksiyon sonunda kalan GSH’1in (A)
absorbanslar1 arasindaki farktan yararlanarak GSH-Px aktivitesi hesaplanmistir (AA = Ao
-A).

Uygulanan Mikroplaka-esasli GSH-Px Yontemi:

40uL 1 mM GSH + 40 uL 1 mM H20; + x pL (1:20 sey) GSH-Px + (50—x) uL Su
l 2 dk (¢alkalama + inkiibasyon)
40 uL CAT (1:100 sey)
l 15 sn ¢alkalama
100 uLL CUPRAC ¢ozeltisi (Vioplam = 270 pL)
| 2 dk (calkalama + inkiibasyon)

450 nm’de okuma
3.4.2.2. GSH-Px-DTNB Yontemi

Referans yontem olarak segilen GSH-PX-DTNB yontemine gore son hacmi 2 mL olan
reaksiyon karisimlar1 hazirlanmistir. Denemede kullanilan GSH-Px, 20 U mL™* GSH-Px
¢ozeltisinin tris-HCI (pH=7.6) ile 1:20 oraninda seyreltilmesiyle hazirlanmistir. 0.5 mL
2x10°M GSH + 0.5 mL 2x10°M H,0, + x mL (1 U mL™) GSH-Px + (0.9-x) mL H20
karisimi hazirlandiktan sonra 5 dakika bekletilip 1:5 oraninda seyreltilen DTNB (2 mg
mL7) ¢ozeltisinden 0.1 mL ilave edilmistir. Cozelti karistirildiktan sonra 5 dakika daha
oda sicakliginda bekletilip absorbans degerleri (UV-Vis. spektrofotometrede) 412 nm’de
suya kars1 okunmustur. Okunan absorbans degerlerinden AA degerleri dikkate alinarak
GSH-Px-DTNB yontemiyle GSH-Px kalibrasyon denklemi elde edilmistir. Elde edilen

bu dogruyla 6rnek icerisindeki GSH-Px aktivitesi U mL™ olarak hesaplanmustir.
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3.4.2.3. HPLC Yontemi

GSH analizi icin gelistirilen HPLC ydntemi:

% 0.1 H3PO4 (A) ve Asetonitril (B) ikili ¢6ziicli sisteminden olusan hareketli fazin
izokratik eliisyonu uygulandi.

HPLC parametreleri:

Akis hizi: 0.5 mL dakika™

Tkolon= 35 °C

Vimek = 20 uL

t = 10 dakika

Eliisyon =% 80 A ; % 20 B

Dedeksiyon dalga boyu (1) = 205 nm.
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4. BULGULAR

4.1. MIKROPLAKA-ESASLI CUPRAC YONTEMIi

4.1.1. Mikroplaka-esash CUPRAC Yéntemi ile Inkiibasyon Siiresinin
Optimizasyonu

Mikroplaka-esasli CUPRAC yontemiyle 20 uL 0.5 mM GSH ¢ozeltisi kullanilarak

hazirlanan inkiibasyon ¢ozeltisinin zamanla absorbans degisimi incelenmistir. 20 pL
GSH + 70 puL H20 | 2 dk (calkalama + inkiibasyon)+ 180 uL (CUPRAC reaktifi) | 2

dk (galkalama + inkiibasyon) ve 450 nm’de okuma seklinde yapilan uygulamada 1’er
dakika araliklarla 450 nm’de olgiilen absorbans degerleri kullanilarak Sekil 4.1°deki
kinetik grafigi elde edilmistir. Grafik incelendiginde zamanla Olgiilen absorbans
degerlerinde (0.236-0.220 araliginda) kayda deger bir farkin olmadig: goriilmektedir. Bu
sebeple GSH-Px aktivite tayini i¢in minimize edilen Mikroplaka-esasli CUPRAC

yonteminde inkiibasyon siiresi 2 dakika olarak belirlenmistir.

04
0,35
03
0,25

0,2

Absorbans (AA)

0,15

01

0,05

0 5 10 15 20 25 30
Reaksiyon Siiresi (dk)

Sekil 4.1: inkiibasyon ¢ozeltisi absorbansinin zamana bagli degisimi.
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4.1.2. Mikroplaka-esash CUPRAC Yontemi ile GSH Kalibrasyonu

Mikroplaka-esasli CUPRAC yontemiyle 0.0185-0.0925 mM derisim araliginda
calistlarak GSH kalibrasyon dogrusu (y=6864x+0.0817) olusturulmustur. Farkli
konsantrasyonlardaki GSH ¢ozeltileriyle birlikte referans ¢ozeltisi olarak GSH igermeyen
bos CUPRAC reaktifi ¢ozeltisi okunmus, artan GSH konsantrasyonlarina karsilik gelen
absorbans degerleri (Ao) ile referans absorbans degeri (A) arasindaki farktan yararlanarak
(AA = Ao— A) GSH kalibrasyon dogrusu olusturulmustur (Sekil 4.2). 1x10? M CuCly,
7.5x10° M Nc, 1 M NHsAc ¢ozeltilerinden 1:1:1 oraninda hazirlanan CUPRAC reaktif
karisimi1  dispense  modiiliyle mikroplakalara eklenerek absorbans okumalar:

gerceklestirilmistir.

0,8

0,7 E
y = 6864x + 0.0817 ;
0,6 r=0.9998 e i

05
04

0,3

Absorbans (AA)

0,1

0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001
Konsantrasyon (M)

Sekil 4.2: Mikroplaka-esasli CUPRAC yontemi ile elde edilen GSH kalibrasyon dogrusu.

4.2. MIKROPLAKA-ESASLI GSH-PX YONTEMIi

4.2.1. Katalaz Cozeltisi Seyrelme Oranimin Referans Cozeltisine EtKisi

Gelistirilen GSH-PX ydntemi igin belirlenen referans ¢ozeltisine (40 pL 2x10°3M GSH +
40 pL 2x10° M H202 + 50 pL H,0) farkli seyrelme oranlarinda CAT ¢ozeltisi eklenip
seyrelme ylizdesiyle absorbans arasindaki degisimler incelenmistir (Sekil 4.3). Sekilde
goriildiigii gibi seyrelme arttiginda CAT ¢ozeltisi H.O2’1 elimine etmek i¢in yeterli
gelmemektedir. Bu yiizden absorbans degerleri kismen daha yiiksektir (1:300, 1:200 ve
1:150). Daha az seyreltme yapildiginda ise, CAT ¢6zeltisinin kendisinden kaynakli bir
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bulaniklik olusmakta ve bu sebepten dolayr absorbans degerleri yine yiiksek
Olciilmektedir (1:50 ve 1:25). En uygun seyrelme oraninin 1:100 oldugu tespit edilmistir.

1,200

i
1,150
1,100
1,050
1,000 I
0,950
300 200 150 100 50 25

Seyrelme Orani

Absorbans (AA)

Sekil 4.3: Farkli oranlarda seyreltilen CAT ¢ozeltisinin referans ¢ozeltisine etkisinin
incelenmesi.

4.2.2. Iinkiibasyon Siiresinin Optimizasyonu

Mikroplaka okuyucu kullanilarak, (a) GSH + H;0; ve (b) GSH + H20, + GSH-Px
reaksiyonlar1 i¢gin CUPRAC o6ncesi ve CUPRAC sonrast uygun inkiibasyon siiresi
belirlenmistir. Sekil 4.4’deki CUPRAC oncesi reaksiyonda inkiibasyon siiresine bagli
absorbans degisim grafigine bakildiginda, GSH-Px’in olmadig1 reaksiyon ortaminda
(Sekil 4.4 (a)) GSH + H202 miktarinin zamanla degismeden kaldigi; GSH-Px’li ortamda
(Sekil 4.4 (b)) ise absorbansin zamanla azaldig1 goriilmektedir. Absorbans degerindeki
bu azalig 2 dakika icerisinde dengeye gelmektedir. Sekil 4.5’deki CUPRAC sonrast
reaksiyonunun ise ilk dakikalarda hizli bir sekilde tamamlandigi ve GSH + H202’¢ ait
absorbans degerinde kayda deger bir degisim goriilmedigi tespit edilmistir. Bu nedenle

GSH-Px’in inkiibasyon siiresi 2 dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.4: CUPRAC 6ncesi GSH-PxX enzimi varliginda (a) ve yoklugunda (b) GSH + H>0>
reaksiyonlari i¢in absorbans degerlerinin zamanla degisimi.

1,2
0,8

0,6

04

Absorbans (AA)

0,2

0 5 10 15 20 25 30

Reaksiyon Siiresi (dk)
Sekil 4.5: CUPRAC sonrast GSH-Px enzimi varliginda (a) ve yoklugunda (b) GSH + H>O,
reaksiyonlari igin absorbans degerlerinin zamanla degisimi.

4.2.3. Mikroplaka-esash GSH-Px Yontemi ile GSH-Px Kalibrasyonu

GSH-Px’in tris-HCI’de (pH=7.6) ¢esitli konsantrasyonlarda (0.037 — 0.185 U mL™)
¢ozeltileri hazirlanmistir. 2 dk bekletilen inkiibasyon c¢ozeltilerine, hazirlanan CAT

¢ozeltisinden 40 pL ve 1x102 M CuCly, 7.5x10° M Nc, 1 M NHasAc ¢ozeltilerinden 1:1:1
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oraninda hazirlanan CUPRAC reaktifinden 100 pL dispenser yardimiyla mikproplakalara
eklenmistir. 2 dk beklemenin ardindan karisimlarin absorbans degerleri 450 nm’de
okunmus ve gercek orneklerin GSH-PX aktivite tayininde kullanilacak olan kalibrasyon
denklemi (y = 4.508x — 0.1139) elde edilmistir.

0,8

0,7 v

y =4.508x —0.1139

0.6 r=0.9993 .

0,5

Absorbans (AA)

0,3
0,2 -

0,1

0 0,05 0,1 0,15 0,2
Konsantrasyon (U mL-1)

Sekil 4.6: Mikroplaka-esasli GSH-Px yontemi ile elde edilen GSH-Px kalibrasyon dogrusu.
4.2.4. Biyolojik Orneklerde Interferanslarin (Girisimlerin) Etkisi

Biyolojik orneklerde bulunabilecek ¢esitli maddelerin interferans etkileri incelenmistir.
Bu amacgla GSH-Px aktivite tayini i¢in yeni gelistirilen Mikroplaka-esasli GSH-Px

yontemi kullanilmistir.

(@ 40 uL 2x10°M GSH + 40 uL 2x10% M H,0; + 50 uL H,0

(b) 40 pL 2x10°M GSH + 40 puL 2x10°M H,0+40 pL GSH-Px + 10 pL H,O

(c) 40 uL 2x10°*M GSH + 40 uL 2x10°M H,0; +40 pL GSH-Px + 10 pL interferans madde
(d) 40 uL 2x10°*M GSH + 40 uL 2x10°M H,0>+ 10 pL interferans madde + 40 pL HO

seklinde hazirlanan ¢ozeltilere gelistirilen mikroplaka-esasli GSH-Px tayin yOntemi
uygulanmistir. Daha sonra 450 nm’de absorbanslari 6l¢iilerek teorik olarak beklenen ve
deneysel olarak bulunan absorbans degerleri belirlenmis ve % interferans etki asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.1°de gdsterilmistir.

(Beklenen — Gézlenen) x 100
Gozlenen

%Iinterferan etki =
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Tablo 4.1: Askorbik asit, {irik asit, glukoz, albiimin, EDTA ve bilirubin’in % interferans

etkileri.
Deneysel Olarak

Interferans Konsantrasyan (EBI;IITET( Bsfjlunan % interf-erans

Madde GSH-Px Etki
(UmL) (UmL?)

Askorbik asit 0.5 uM 0.148 0.149 0.68
Urik asit 0.37 uM 0.148 0.151 2.02
Glukoz 0.035 ug mL* 0.148 0.151 2.02
Albumin 0.2 pg mL? 0.148 0.150 1.35
EDTA 100 uM 0.148 0.149 0.68
Bilirubin 0.018 uM 0.148 0.149 0.68

4.3. GSH-PX-DTNB YONTEMI

0.5mL 2 mM GSH + 0.5 mL 2 mM H,0,+ x mL (1 U mLY) GSH-Px + (0.9-x) mL H20

karisimi hazirlandiktan sonra 5 dakika bekletilip 1:5 oraninda seyreltilen DTNB (2 mg

mL1) ¢ézeltisinden 0.1 mL ilave edilmistir. Cozeltiler karistirildiktan sonra 5 dakika daha

bekletilip 412 nm’de absorbanslar suya kars1 okunarak GSH-Px-DTNB yontemiyle GSH-
Px’in kalibrasyon denklemi (y = 6.968x — 0.2982) elde edilmistir (Sekil 4.7).

Her iki yontem i¢in sonuglar Tablo 4.2°de 6zetlenmistir.
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1,2
1 y = 6.968x — 0.2982
r = 0.9996
< 0,8 R
2
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Sekil 4.7: GSH-PX-DTNB yontemi ile elde edilen GSH-PX kalibrasyon dogrusu.

Tablo 4.2: Mikroplaka-esasli GSH-Px ve GSH-Px-DTNB yontemleri ile elde edilen
kalibrasyon dogru denklemleri ve lineer araliklari.

Yontem Lineer Arahk Kalibrasyon Dogru r
UmL Denklemi
Mikroplaka-esash 0.037 - 0.185 y =4.508x — 0.1139 0.9993
GSH-Px
GSH-Px-DTNB 0.037 - 0.185 y =6.968x — 0.2982 0.9996

4.4, BIYOLOJIK ORNEKLERDE GSH-PX AKTIVIiTE TAYIiNi

4.4.1. Mikroplaka-esash GSH-Px Yontemi ile Karaciger, Bobrek ve Kalp
Dokularimin GSH-Px Aktivite Tayini

Sicanlardan alinan karaciger, kalp ve bobrek dokularinin GSH-Px enzim aktivitesi tayin
edilmistir. 40 uL 1 mM GSH + 40 pL 1 mM H202 + x pL (1:20 seyreltilmis) doku
homojenizatt + (50—x) pL H20 karisimmin GSH-Px aktivite tayini igin gelistirilen
mikroplaka-esasli GSH-Px yontemiyle elde edilen absorbans degeri (reaksiyon sonunda
kalan serbest GSH’1n absorbans degeri) GSH-Px kalibrasyon denkleminde (y = 4.508x —
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0.1139) yerine yazilarak U mL? cinsinden GSH-Px aktivite degerleri hesaplanmis ve

Tablo 4.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.3: Karaciger, bobrek ve kalp doku 6rneklerinin Mikroplaka-esasli GSH-PX yontemi ile
elde edilen GSH-Px aktiviteleri.

Karaciger Bobrek Kalp
(UmL?) (UmL?) (UmL7?)
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

4.4.2. Mikroplaka-esash GSH-Px Yontemi ile Doku Homonejizatlarina Standart

Katki Yonteminin Uygulanmasi

Inkiibasyon karisimina ilave edilen GSH-Px miktarlar1 (0.074-0.148 U mL™) deneysel
olarak bulunan GSH-Px miktariyla kiyaslanarak sonuglarin uyumlulugu agisindan
karaciger dokularinda bir degerlendirme yapilmistir. Sonuglar U mL™ cinsinden verilmis

ve % hata degerleri hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.4’te gosterilmistir.

Tablo 4.4: Karaciger dokularina uygulanan standart katk1 yonteminde deneysel olarak bulunan
ve teorik olarak hesaplanan GSH-Px degerlerinin karsilastiriimasi.

Doku Ornesi Teorik Deneysel
okuLornegl GSH-Px Aktivite | GSH-Px Aktivite % Hata
(UmL™Y) (UmL™Y)
0.074 0.081 +£0.017 8.64
Karaciger 0.111 0.114 +0.008 2.63
0.148 0.141 + 0.008 2.13

4.4.3. Mikroplaka-esash GSH-Px ve GSH-Px-DTNB Yontemleri ile Bazi Doku

Homonejizatlarinin GSH-Px Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Referans yontem olarak kullanilan GSH-PX-DTNB yontemi ve GSH-Px aktivite tayini
icin gelistirilen mikroplaka-esasli GSH-Px yontemi ile bobrek, karaciger ve kalp
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dokularinda bulunan GSH-Px aktivite degerleri, her iki yoOntemin kalibrasyon

denklemleriyle hesaplanmis ve karsilagtirmali olarak Tablo 4.5 ve Sekil 4.8’de

gosterilmistir.

Tablo 4.5: Karaciger, Bobrek ve Kalp dokularinin Mikroplaka-esasli GSH-Px ve GSH-Px-
DTNB yo6ntemleri ile bulunan aktivite degerleri.

GSH-Px-DTNB YONTEMI | 'V IKroplaka-esash GSH-Px
" . 3 YONTEMi
Doku Ornekleri (UmL") (U mLY)
y =6.968x~0.2962 y = 4.508x — 0.1139

Karaciger 6.58 £0.27 10.95 £0.27
Karaciger 7.12+0.24 10.35+£0.15
Karaciger 7.23 £0.26 12.03 £ 0.18
Bobrek 2.59+£0.25 394 +0.17
Bobrek 2.58+£0.24 4.10+£0.18
Bobrek 249+ 0.23 4.08+0.14
Kalp 2.46 +0.20 3.14+0.12
Kalp 226+0.18 2.88+£0.10

12 T

:
10

GSH-Px (U mL1)
»

Karaciger Karaciger Karaciger Bobrek Bobrek Bobrek Kalp Kalp

GSH-Px-DTNB

Mikroplaka-esaslt GSH-Px

Sekil 4.8: Karaciger, Bébrek ve Kalp doku 6rneklerinin Mikroplaka-esasli GSH-Px ve GSH-Px-
DTNB yontemleri ile bulunan GSH-Px aktivite degerlerinin karsilastirilmast.
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4.4.4. Mikroplaka-esash GSH-Px Yontemi ve GSH-Px-DTNB Yontemi ile Giinici

Karaciger Dokusunun GSH-Px Aktivitesinin Degisimi

Sicanlardan alinan karaciger dokusunun gilinigi GSH-Px aktivitesinin degisimi
incelenmistir. Bu amagla referans yontem olarak secilen GSH-Px-DTNB yontemi ile
GSH-Px aktivite tayini i¢in gelistirilen Mikroplaka-esasli GSH-Px yontemi
kullanilmistir. Giin iginde -20 "C’de saklanan doku &rneklerine bir saat araliklarla yapilan
denemeler sonucunda bulunan GSH-Px aktivite degerleri Tablo 4.6 ve Sekil 4.9’da
gosterilmistir.

Tablo 4.6: Karaciger dokusunun Mikroplaka-esasli GSH-Px ve GSH-Px-DTNB yontemleri ile
bulunan giin i¢i GSH-Px aktiviteleri (U mL?).

N GSH-Px-DTNB YONTEMI Mlkroplalfa—esash 'GSH—PX
Karaciger (U mLY) YONTEMI
(UmL?)
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
14
12 T
T
__ 10
’._', T
E 8 3
3 T
g6 .
T
B 4
) :
. -
1. Saat 2. Saat 3. Saat 4. Saat

GSH-Px-DTNB Mikroplaka-esasli GSH-Px

Sekil 4.9: Karaciger dokusunun Mikroplaka-esasli GSH-PX ve GSH-Px-DTNB yo6ntemleri ile
bulunan giin i¢i GSH-Px aktivitelerinin karsilagtirilmasi.
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4.4.5. Mikroplaka-esash GSH-Px ve GSH-Px-DTNB Yontemleri ile Giinlerarasi

Karaciger Dokusunun GSH-Px Aktivitesinin Degisimi

Sicanlardan alinan karaciger dokusu -80 °C’de saklanarak 3 giin boyunca GSH-Px

aktivitesindeki degisim incelenmistir. Bu amacla referans yontem GSH-Px-DTNB

yontemi ile GSH-Px aktivite tayini i¢in gelistirilen Mikroplaka-esasli GSH-Px yontemi

kullanilmistir. Giin gectikge karaciger dokusundaki GSH-Px aktivitesinin her iki

yontemde de azaldig1 goriilmiistiir. Sonuglar Tablo 4.7 ve Sekil 4.10°da gdsterilmistir.

Tablo 4.7: Karaciger dokusunun Mikroplaka-esasli GSH-Px ve GSH-Px-DTNB yontemleri ile
bulunan giinler aras1 GSH-Px aktiviteleri (U mL™?).

N GSH-Px-DTNB YONTEMI Mlkroplalfa—esash 'GSH—PX
Karaciger (U mLY) YONTEMI
(UmL?)

1.glin 7.63 +£0.34 13.11 £0.32

2.giin 5.91+0.24 11.36 £ 0.26

3.giin 2.83+0.16 3.95+0.17

16

14

+

12 H
—EI 10
2 8 T
&
L 6 z
n
(D 4 -
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0
1. Giin 2. Giin 3. Giin
GSH-Px-DTNB Mikroplaka-esasli GSH-Px

Sekil 4.10: Karaciger dokusunun Mikroplaka-esasli GSH-Px ve GSH-Px-DTNB yontemleri ile
bulunan giinler arast GSH-Px aktivitelerinin karsilastirilmasi.
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4.5. HPLC YONTEMIYLE MIKROPLAKA-ESASLI GSH-PX YONTEMININ
DOGRULANMASI

HPLC yontemi ile 0.06-0.235 mM derisim araliginda calisilarak GSH i¢in kalibrasyon
dogrusu olusturulmustur ( y= 1.34x10'% — 31987 ; r= 0.9995). Dogrulama i¢in 0.4 mL
1 mM GSH + 0.4 mL 1 mM Hz0; + x mL (1 U mL?) GSH-Px + (0.5-x) mL H,0
eklenerek hazirlanan ¢ozelti 2 dakika oda sartlarinda bekletildikten sonra iizerine 1:100
seyreltilmis CAT c¢ozeltisinden 0.4 mL ilave edilip karistirilarak HPLC cihazina
enjeksiyon yapilmustir. Tlgili kromatogramlar Sekil 4.11 ve 4.12°de verilmistir.

2
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Sekil 4.11: Farkli konsantrasyonlardaki GSH kromatogrami (a) 0.06 mM, (b) 0.12 mM, (c) 0.18
mM, (d) 0.235 mM.
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Sekil 4.12: HPLC dogrulama kromatograminda ortamda kalan GSH (2), olusan GSSG (1).

GSH-Px (1 U mL™?) reaksiyon ortamina girdikten sonra: (a) 0.4 mL 1 mM GSH + 0.4 mL 1 mM
H,02 + 0.4 mL CAT, (b) 0.4 mL 1 mM GSH + 0.4 mL 1 mM H,0; + 0.1 mL GSH-Px + 0.4 mL
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CAT, () 0.4 mL 1 mM GSH + 0.4 mL 1 mM H;0.+ 0.2 mL GSH-Px + 0.4 mL CAT, (d) 0.4 mL
1 mM GSH + 0.4 mL 1 mM H;0;+ 0.3 mL GSH-Px + 0.4 mL CAT, (¢) 0.4 mL 1 mM GSH +
0.4 mL 1 mM H;0; + 0.4 mL GSH-Px + 0.4 mL CAT ve (f)0.4 mL 1 mM GSH +0.4 mL 1 mM
H.0; + 0.5 mL GSH-Px + 0.4 mL CAT.

Farkli konsantrasyonlardaki GSH-Px enzimi (U mL™) varhiginda ve yoklugunda
reaksiyon ortaminda yiikseltgenmeden kalan GSH (GSH-Px enzimi katalizliginde H20>
ile reaksiyona girmeden kalan kisim) miktar1t HPLC yontemiyle belirlenmigtir. Sekil
4.12°de goriildiigii gibi artan GSH-Px konsantrasyonuna bagli olarak reaksiyon sonunda
ortamdaki GSH konsantrasyonu azalmakta ve buna karsilik GSSG miktar1 ayn1 oranda
artmaktadir. Ayrica es zamanli olarak GSH-PX aktivite tayni i¢in gelistirilen Mikroplaka-
esaslt GSH-Px yontemiyle de ¢alisilarak bulunan sonuglar HPLC yontemiyle elde edilen
degerler ile karsilastirilmistir (Tablo 4.8). Bu amagla hem Mikroplaka-esasli CUPRAC
yontemiyle  (y=6864x+0.0817; r=0.9998) hem de HPLC  yontemiyle
(y=1.34x101°%x—9681; r=0.9995) elde edilen GSH kalibrasyon dogru denklemleri
kullanilarak konsantrasyon degerleri hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.8 ve Sekil 4.13’de
gosterilmistir.

Tablo 4.8: GSH-Px enzim varliginda Mikroplaka-esasli GSH-Px ve HPLC yontemleri
kullanilarak tayin edilen ¢ozeltide kalan GSH konsantrasyonlar: (mM).

Mikroplaka-esash GSH-Px . )
q . . HPLC yontemiyle
GSH-Px (U mL™) yontemiyle bulunan bulunan GSH (mM)
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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0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

GSH (U mL?)

0 0,037 0,074 0,111 0,148 0,185

GSH-Px (mM)

® Mikroplaka-esaslt GSH-Px = HPLC

Sekil 4.13: GSH-Px enzimi varliginda Mikroplaka-esasli GSH-PX ve HPLC y6ntemleri

kullanilarak tayin edilen ¢ozeltide kalan GSH konsantrasyonlarinin (mM) karsilastirilmasi.



43

5. TARTISMA VE SONUC

CUPRAC ‘bakar(l1) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi’ yontemi olarak adlandirilan
ve 2004 yilinda gelistirilen spektrofotometrik olarak antioksidan kapasite/aktivite
tayininde kullanilan yontem [2], bu tez ¢alismasinda biyolojik orneklerin GSH-Px
antioksidan enzim aktivitesinin dl¢iilmesinde mikroplaka okuyucu ile birlestirilerek
kullanilmis (mikroplaka-esasli GSH-Px yontemi) ve elde edilen sonuglar dogrultusunda

biyolojik 6rneklerin GSH-Px enzim aktiviteleri belirlenmistir.

Biyolojik 6rneklerde GSH-Px enzim aktivite tayini i¢in Mikroplaka-esasli GSH-Px
yontemi gelistirilmistir. GSH-Px aktivite tayini i¢in gelistirilen yeni Mikroplaka-esasl
GSH-Px yontemi, GSH-Px katalizliginde GSH’1in yiikseltgenmesine dayanmaktadir.
Baslangicta sabit konsantrasyonlarda alinan H20, ve GSH, GSH-Px varliginda GSSG ve
suya doniisecektir. Buna bagli olarak GSH’in CUPRAC absorbansindaki azalmadan doku
ornegi icerisindeki GSH-Px aktivitesi dl¢iilebilmistir. GSH-PX konsantrasyonlari ile her
bir GSH-Px konsantrasyonu i¢in 6l¢iilen ¢ozeltide kalan GSH’1in CUPRAC absorbanslari
arasinda bir kalibrasyon dogrusu olusturulmustur (y=4.508x-0.1139). GSH-Px
kalibrasyon dogrusu kullanilarak doku ornekleri (karaciger, bobrek ve kalp doku
homojenizatlari) igerisindeki GSH-Px aktivitesi U mL™? olarak hesaplanmistir. Bu amagla
sicanlardan alinan dokularda GSH-Px i¢in gelistirilen Mikroplaka-esasli GSH-Px
yontemiyle yapilan denemeler sonucunda GSH-Px aktivite degerleri Tablo 4.3’de
verilmistir. Bu sonuglara gore GSH-Px aktivitesi dokudan dokuya degisiklik
gostermektedir. Kullanilan dokular arasinda en fazla GSH-Px aktivitesi karaciger
dokusunda tespit edilmistir (10.95-12.03 U mL™?).

GSH-Px aktivite tayini igin gelistirilen Mikroplaka-esaslit GSH-Px yontemine gore bazi
doku homonejizatlarina standart katki yontemi uygulanmistir. Inkiibasyon karisimina
ilave edilen GSH-Px miktarlar1 (0.074-0.148 U mL™), deneysel olarak bulunan GSH-Px
miktarlariyla kiyaslanarak sonug¢larin  uyumlulugu agisindan bir degerlendirme
yapilmistir. Sonuglar Tablo 4.4’de U mL? cinsinden verilmis ve % hata degerleri
hesaplanmistir. Tablo 4.4°deki verilere gore deneysel olarak bulunan GSH-Px miktarlari,

karisima ilave edilen GSH-PX miktarina yakin olup karaciger dokusu i¢in bulunan GSH-
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Px miktarlar1 0.081, 0.114, 0.141 U mL? seklindedir. Sonucta hesaplanan % hata
degerleri 2.13 ile 8.64 arasinda degismektedir.

Bu tez caligmasinda biyolojik o6rneklerdeki GSH-Px aktivite tayini i¢in referans yontem
olarak GSH-Px-DTNB yo6ntemi kullanilmistir. Yontemin esasi, GSH-PX katalizliginde
hidrojen peroksit ve GSH reaksiyonundan yiikseltgenmeden kalan GSH’in, DTNB
reaktifi ile verdigi sar1 renkli lirliniin 412 nm’deki absorbans degeri Slgiilerek enzim

aktivitesi hesaplanmasina dayanmaktadir.

Gelistirilen Mikroplaka-esasli GSH-Px yontemi ve referans yontem GSH-PXx-DTNB
yontemi kullanilarak yapilan ¢alismalarda karaciger, bobrek ve kalp dokularinin GSH-Px
enzim aktivitelerine bakilmis ve sonuglar her iki yontemle karsilastirmali olarak Tablo
4.5’de verilmistir. Bu sonuglara gore GSH-PXx-DTNB ve gelistirilen Mikroplaka-esasl
GSH-Px yontemi kullanilarak karaciger dokular i¢in bulunan GSH-PX aktivite degerleri
sirastyla (6.58, 10.95 U mL™Y), (7.12, 10.35 U mLY), (7.23, 12.03 U mLY); bobrek
dokular1 igin bulunan GSH-Px aktivite degerleri (2.59, 3.94 U mL™), (2.58, 3.84 U mL"
b, (2.49, 4.08 U mL™); kalp dokulari igin bulunan GSH-Px aktivite degerleri (2.46, 3.14
U mL?), (2.26, 2.88 U mL™?) seklindedir. Gériildiigii gibi GSH-PX-DTNB yontemi ve
gelistirilen mikroplaka-esasli GSH-Px yontemi sonuglari arasinda anlamli bir fark
olmadig tespit edilmistir. Ozellikle karaciger dokularinda GSH-Px aktivitesi bobrek ve
kalp dokularindan daha yiiksek c¢ikmaktadir. Elde edilen sonuglara gore doku
homojenizatlarinda GSH-Px aktivite siras1 karaciger dokusu > bobrek dokusu > kalp
dokusu seklindedir. Bunun sebebi karacigerin detoksikasyonda en Onemli organ
olmasidir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda da karaciger enzim aktivitelerinin (GSH-PX,
CAT ve SOD) diger dokulara gore (bobrek ve kalp dokular1) daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir [58,59]. Ayrica yapilan baska bir ¢aligmada karaciger dokusunda GSH-Px
aktivitesinin CAT ve SOD aktivitelerinden daha yiiksek bulundugu gosterilmistir. GSH-
Px, CAT ve SOD enzim aktiviteleri sirasiyla 10.62+6.68, 7.24+1.74, 0.33%0.15
seklindedir [60]. Mikroplaka-esasli GSH-Px yonteminin istiinliigi, GSH-Px aktivite
degerlerinin daha dogru, daha duyarli ve daha hizli bir sekilde tayin edilmesini
saglamasidir. Gelistirilen yontemin validasyonu iki yollu varyans analizi (ANOVA) testi

ile yapilmistir. Gelistirilen mikroplaka-esasli GSH-Px ve referans GSH-Px-DTNB
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yontemleri sonuglart arasinda anlamli bir fark olmadigit ANOVA testi yardimiyla
bulunmustur (P = 0.05, Faen. = 1.487, Frit.tablo) = 4.600, Fden. < Furit.(tablo))-

Mikroplaka-esasli GSH-Px ve GSH-Px-DTNB yontemi kullanilarak giinigi  ve
giinleraras1 karaciger dokusunun GSH-PX aktivitesinin degisimi incelemistir. Giinigi
caligmasinda, -20 °C’de saklanan doku orneklerine bir giinde saat basi toplam 4 dl¢iim
almmistir. Tablo 4.6’daki degerler dogrultusunda yeni gelistirilen Mikroplaka-esasli
GSH-Px yontemi ve referans yontem olarak kullanilan GSH-PX-DTNB yontemiyle alinan
Olctimler, GSH-PXx enzim aktivitesinin 4. saate kadar azaldigin1 gostermektedir.
Gelistirilen Mikroplaka-esasli GSH-Px yonteminde GSH-Px aktivitesi 4. saat sonunda
11.76’dan 2.37 U mL’ye diiserken, GSH-Px-DTNB y&nteminde 10.34’den 0.79 U mL-
Lye diigmiistiir. Giinleraras1 ¢alismasinda ise sicanlardan alinan ve -80 °C’de saklanan
karaciger dokusunun 3 giin boyunca GSH-Px aktivitesindeki degisim incelenmistir.
Enzimlerin 6zellikle de sicakligin etkisiyle ¢abuk bozunabilmesi 6zelliginden dolay1 her
iki yontemde de GSH-Px aktivitesinin 3 giin boyunca azaldigir belirlenmistir. Bu
sonuglara ait veriler Tablo 4.7°de verilmistir. Gelistirilen Mikroplaka-esasli GSH-Px
yonteminde GSH-Px aktivitesi 3. giin sonunda 13.11°den 3.95 U mL "’ ye diiserken, GSH-
Px-DTNB yonteminde 7.63’den 2.83 U mL Y’ ye diismiistiir. Ayn1 zamanda giinler arasi
saklama kosullarindaki sicaklik farkinin, doku Orneklerindeki GSH-Px enzim
aktivitesinin azalisin1 olumlu yonde etkiledigi ve -80 °C’de saklanan 6rneklerin daha geg

bozunmaya ugradig: tespit edilmistir.

Tez calismasmin son agamasinda gelistirilen Mikroplaka-esasli GSH-Px yonteminin
dogrulugunu saptamak i¢in HPLC yéntemi kullanilmistir. Ik olarak HPLC yéntemiyle
GSH kalibrasyonu olusturulmustur. Daha sonra farkli konsantrasyonlardaki GSH-Px
enzimi varliginda reaksiyon ortaminda yiikseltgenmeden kalan GSH miktar1 (GSH-PX
enzimi katalizliginde H20> ile reaksiyona girmeden kalan miktar HPLC ile elde edilen
kalibrasyon denkleminde yerine yazilarak) HPLC yontemiyle belirlenmistir. Ayni
uygulama gelistirilen Mikroplaka-esasli GSH-Px yonteminde de es zamanli olarak
gerceklestirilmistir. Bulunan sonuglar HPLC yontemi ile elde edilen degerler ile
karsilastirilmistir. Sonuglar Tablo 4.8°de verilmistir. Bu amagla hem Mikroplaka-esasl
CUPRAC yontemiyle (y = 6864x+0.0817; r=0.9998) hem de HPLC yoOntemiyle
(y=1.34x101x—9681; r=0.9995) elde edilen GSH kalibrasyon dogru denklemleri
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kullanilarak konsantrasyon degerleri hesaplanmigtir. Mikroplaka-esasli GSH-Px yontemi
ve HPLC yontemiyle bulunan konsantrasyon degerleri sirastyla (0.139, 0.138 U mL™Y),
(0.114, 0.112 U mL™}), (0.088, 0.083 U mL™), (0.067, 0.066 U mL™), (0.059, 0.057 U
mL?), (0.044, 0.045 U mL?) seklindedir. Goriildiigii gibi GSH-Px icin gelistirilen
Mikroplaka-esaslt GSH-Px yontemi ve HPLC yontemi sonuglart arasinda anlamli bir fark
olmadig1 ve sonuglarin benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (P = 0.05, Fgen. = 0.584,
Frittablo) = 7.709, Fden< Furit(tablo)). Bu sonuglar yeni gelistirilen yontemin dogru,

tekrarlanabilir ve duyarli olarak GSH-Px enzim aktivitesini 6l¢tiigiinii géstermektedir.

Sonug olarak, tez calismasi kapsaminda biyolojik 6rneklerde (doku homojenizatlar)
GSH-Px enzim aktivite tayini i¢cin mikroplaka okuyucu ile, spektrofotometrik CUPRAC
yontemine gore, dl¢lim duyarliligi, tekrarlanabilirlik, dogruluk ve 6l¢lim hiz1 yoniinden
iistlin bir yontem valide edilmistir. Standart spektrofotometrelerde yapilan dlgtimlerde,
kiivetlerde tek tek 6l¢lim yapildigindan ve stabil dl¢iimler yapabilmek i¢in siirenin kisitl
olmasindan dolay1 ¢ok ornekli calismalarda ayni substrat ¢ozeltisinden oOlgiim
gerceklestirebilmek zorlagmaktadir. Mikroplaka-esasli GSH-Px yontemiyle daha fazla
sayida ornek es zamanli olarak c¢aligilarak, karmasik ve yiiksek maliyetli cihazlara gerek

kalmadan kisa siirede dogru sonug¢ alinmaktadir.

Gelistirilen bu yeni antioksidan enzim aktivite tayin yonteminin kullanimiyla, 6zellikle
tip, biyokimya ve analitik kimya alanlarinda, ROS’un biyolojik O6rneklere verdigi
hasarlarin ve enzim aktivitesindeki degisimlerin kolaylikla tespit edilecegi, insan saglig
ile ilgili baz1 parametrelerin belirlenerek oksidatif stres kdkenli hastaliklarin teshis ve

tedavisini kolaylastiracagi ongoriilmektedir.
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