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OZET

Bu c¢alismada, kare dalga katodik siyirma voltametrisi yontemi kullanilarak glutatyon
rediiktaz enziminin (GR) aktivitesinin hesaplanmasi i¢in yeni bir elektrokimyasal yontem
gelistirilmistir. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi yontemi kullanilarak indirgenmis
glutatyon (GSH) pikine enzim derisimi, pH, biriktirme siiresi ve biriktirme potansiyeli gibi
farkli parametrelerin etkileri incelenmistir. GR enzimini tayin edebilmek i¢in kullanilan
numune 1spanaktan izole edilmistir. Ispanaktan izole edilen GR enziminin aktivitesi, kare
dalga katodik siyirma voltametrisi ile Unit/mL cinsinden hesaplanmistir. Bu yontemle elde
edilen GR'nin enzimatik aktivitesi, UV-GB spektroskopisi kullanilarak elde edilen
sonuglarla karsilastirilmistir ve sonuglar yeni yontemin giivenilir oldugunu gdstermistir.
GSH igin gdzlenebilme ve tayin sinir degerleri hesaplanmis olup CrLop= 4,14x107 M ve
CLog= 13,8x107 M olarak bulunmustur. Ayrica GSH’a ait baz1 elektrokimyasal davranislar
incelenmistir. Bunun sonucunda smir akimi 1,962x10° A, Cottrell egimi 2,499x107,
difiizyon katsayis1 1,849x10° cm?/s, indirgenme esnasinda mol basma transfer edilen
elektron sayist 2, difiizyon kontrollii ve indirgenme mekanizmasinin ‘ECE mekanizmasr’
oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

In this study, a new electrochemical method was developed to calculate the activity of
glutathione reductase enzyme (GR) using the square wave cathodic stripping voltammetry
method. The effects of different parameters such as enzyme concentration, pH, deposition
time and deposition potential on reduced glutathione (GSH) peak were investigated using
the square wave cathodic stripping voltammetry method. The sample used to determine the
GR enzyme was isolated from spinach. The activity of GR enzyme isolated from spinach
was calculated in Unit/mL by square wave cathodic stripping voltammetry. The enzymatic
activity of GR obtained by this method was compared with the results obtained using UV-
GB spectroscopy and the results showed that the new method was reliable. Observation and
detection limit values for GSH were calculated and CLop=4.14x10"" M and Cro0=13.8x10"
" M. In addition, some electrochemical behaviors of GSH were investigated. As a result, it
has been determined that the boundary current is 1.962x10° A, the Cottrell slope is
2,499x107, the diffusion coefficient is 1.849x10° cm?/s, the number of electrons transferred
per mole during reduction is 2, diffusion-controlled and the reduction mechanism is the 'ECE
mechanism'.

Science Code : 20102
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

Hz Hertz

Km Michaelis sabiti

rpm Dakikadaki donme sayisi

S Saniye

Unit Enzim initesi birimi

\% Volt

Vmax Maksimum hiz

pHA Mikroamper

pL Mikrolitre

Kisaltmalar Aciklamalar

ASV Anodik styirma voltametrisi
Cv Doniigiimlii voltametri

CSv Katodik styirma voltametrisi
GR Glutatyon rediiktaz

GSH Indirgenmis glutatyon
GSSG Yiikseltgenmis glutatyon
NADPH Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat
PVP Polivinil prolidon

ROS Reaktif oksijen tiirleri

SWv Kare dalga voltametrisi



1. GIRIS

Glutatyon; insanlarda, hayvanlarda, bitkilerde, mantarlarda ve bazi bakterilerde bulunan
antioksidan bir molekiildiir. Glutatyon, serbest radikaller, peroksitler, lipit peroksitler ve
metaller gibi reaktif tiirlerin neden oldugu 6nemli hiicresel bilesenlerin zarar gérmesini
onlemede kullanilir. Glutatyon, hem indirgenmis (GSH) hem de yiikseltgenmis (GSSG)
formda bulunabilir. Glutatyon bir elektron dondrii olarak gorev yapar ve sitoplazmik
proteinler iginde olusan disiilfit baglarmi sisteinlere indirger. Bu siiregte glutatyon
yiikseltgenmis formu olan GSSG'ye doniistiiriiliir. Yikseltgenmis GSSG, elektron donorii
olarak nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) kullanilarak glutatyon rediiktaz

tarafindan hizla geri indirgenir [1].

Antioksidan savunma mekanizmasi, hiicreleri ve dokular1 reaktif oksijen tiirleri (ROS)
kaynakl1 oksidatif hasarlara kars1t korur. Bir flavoprotein oksidorediiktaz olan glutatyon
rediiktaz, ¢esitli stresler altinda bitkilerin toleransinin belirlenmesinde GSH ile birlikte ¢cok
onemli bir rol oynadigi askorbat-glutatyon (ASH-GSH) dongiisiiniin potansiyel bir hiicresel
antioksidan enzimidir [2].

Glutatyon rediiktaz (GR), NADPH varliginda GSSG ile GSH reaksiyonunu katalize eder ve
bdylece hiicredeki olmasi gereken GSH seviyesini korur. indirgenmis glutatyon, ¢ogu
aerobik organizmanin hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in gereklidir. Hiicre i¢inde bulunur ve

hidroperoksitler ve serbest radikallerden koruma saglar.

GR enzimi; domuz, sigir gibi hayvanlarin eritrositlerinden ya da sigan, koyun, hindi gibi
hayvanlarin karacigerinden elde edilebilecegi gibi mantar, siyanobakteri gibi

mikroorganizmalardan ya da bugday, misir, bezelye ve 1spanak gibi bitkisel kaynaklardan
elde edilebilmektedir [3].

GR enziminin aktivitesi yaygin olarak spektrofotometrik yontem kullanilarak 340 nm'de
absorbans degerindeki azalmadan faydalanilarak dolayli yoldan Olgiilerek yapilir [4].
Kolorimetrik yontemler o6zellikle de NADPH veya 2-nitrobenzoik asit kullanilarak
absorbans degisikligine dayali olanlar yontemler, GR aktivitesini tespit etmek i¢in en sik

kullanilan yontemlerdir.



GR aktivitesini belirlemek i¢in literatiirde raman spektroskopisi, yilizey plazmon rezonanst,
yiiksek performansl sivi kromatografisi, kapiler elektroforez, floresans spektrometrisi gibi
baska teknikler de uygulanmistir. Son yillarda ise GR aktivitesini tespit etmek igin

elektrokimyasal yontemler de kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada yeni bir kare dalga katodik s1yirma voltametrisi yontemi kullanilarak katalizor
olarak kullanilan GR nin aktivitesinin tayini yapilmistir. GSSG ile NADPH 1n tepkimesi
sonucu agiga ¢ikan elektroaktif GSH’mn sinyalinden yararlanarak ispanaktan izole edilen GR

enziminin aktivitesi tayin edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Glutatyon

Glutatyon glutamat, sistein ve glisinden olusan, y-Glu-Cys-Gly gdsterimi ile temsil edilen
bir tripeptittir. [5] Glutamat ve sistein arasinda olagandisi bir y-peptit bagi bulunur. Boyle

bir bag, GSH' in ¢ogu peptidaz tarafindan hidrolize edilmesini onler.

Glutatyon, en 6nemli hiicresel antioksidan sistemlerden biridir. indirgenmis glutatyon,
reaktif oksijen ve azot tiirlerini bertaraf edebilir ve boylece redoks hiicre i¢i denge kontroliine
katkida bulunabilir. Genel olarak yiikseltgeme-indirgeme tepkimelerinde bir indirgeyici
olarak Onemli bir role sahiptir ve ayrica biiylik Oonem tasiyan diger birkag¢ hiicresel
fonksiyona hizmet eder [6]. GSH bir koenzim olarak amino asit taginmasina katilir.
Metabolizma ve proteinlerin tiyol kisimlarinin ve sistein ile koenzim A gibi diisiikk molekiiler
agirlikli bilesiklerin korunmasinda rol oynar. Metabolizmada normal olarak olusabilecek
reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif hasara kars1 korur. ROS ile enzimatik
olmayan sekilde reaksiyona girebilir. Hidrojen peroksitler ve diger peroksitler GSH

peroksidaz ile detoksifiye edilir [7].

GSH hiicreler, dokular ve plazmada birkag¢ ek formda bulunur. Bu formlardan biri GSSG’dir.
GSSG oksidasyon ile olugup "yiikseltgenmis glutatyon" olarak adlandirilir. Ancak GSH'dan,
ornegin siilfonatlardan baska oksidasyon firiinleri de olusturulur. Diger disiilfit formlari,

proteinler iizerindeki glutatyon-sisteinil distilfitler olarak bilinen GSSR'dir [8].

Glutatyon sistemi, hiicrelerin ¢ogunda temel redoks tamponu gorevi goriir ve bu nedenle
genel olarak indirgenmis ortamdan sorumludur. Ortalama olarak, sitozol i¢indeki hiicresel
konsantrasyon, 30:1 ila 100:1 araliginda genel bir GSH/GSSG orani ile 1 mM ile 10 mM
arasinda degisebilir [9].
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Sekil 2.2. Yiikseltgenmis glutatyonun kimyasal yapisi

Glutatyonun hiicresel sistemi olduk¢a karmasiktir ve tam olarak anlasilmayan karmasik bir
sinyal ag1 icerir. Farkli sinyaller (reaktif oksijen ve azot tiirleri, antioksidan molekiiller,
hormonlar) ve tek basina veya bircok farkli sinyallesme agiyla birlikte calisan farkli

mekanizmalar karmasikligr arttirir.

Temel olarak glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinin birlesmesiyle tripeptit glutatyonu
(GSH) olusur. Baslangigta sistein, glutamat sistein ligazin (GCL) vasitasiyla glutamat ile
birleserek y-glutamilsistein olusturur. Bunun ardindan sentezlenen y-glutamilsistein,

glutatyon sentaz (GS) vasitasiyla glisine baglanmaya devam eder.

glisin
ATP ATP
GS
g'“ta‘:‘at SCL ,  y-plutamil NEEH y-L-glutamil-IESISTEImE- slisin
sistein ADP ADP (glutatyon)

Sekil 2.3. Glutatyon sentezi



Genel olarak ATP (Adenozin trifosfat), glisin ve glutamat sisteine gore bol miktarda
bulunur. Bu nedenle sistein konsantrasyonu glutatyon sentezini sinirlama egilimindedir.
Serbest sistein, hiicre dis1 ortamda molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit ile sistine kolayca
oksitlenir, bu nedenle glutatyon depolanmasi avantajlidir. Sistein mevcut oldugunda, y-
glutamilsistein sentetazin (y-GCS) etkisinin glutatyon biyogenezinde hiz azaltici oldugu
bilinmektedir [10]. Glutatyonun kendisi, y-GCS' yi geri doniisiimlii olarak inhibe edebilir,
bu da hiicre i¢indeki glutatyon seviyelerini kontrol eden bir geri bildirim mekanizmasini
kuvvetle onermektedir [11]. Bitkiler disindaki okaryotlarda glutatyon sentezi sitozolik bir
stirectir. Bitkilerde, y -GCS enzimi sadece plastidlerde bulunur ki plastidler kloroplastlarin
en 6nemli 6rnegi olan bitkilere 6zgii organeller olup glutatyon sentetaz ise hem sitosol hem

de plastidlerde lokalizedir.

Sistein igeren birgok molekiil gibi glutatyon da kolayca yiikseltgenir; GSSG olusturmak
tizere iki glutatyon molekiilii arasinda bir disiilfit kopriisii olusur. Dimer olusumu, ROS bir
GSH molekiiliine bir elektron verdiginde, glutatyon 6zellikle tiyollere karsi reaktif hale gelir.

Hiicredeki en bol tiyol genellikle glutatyondur, bu nedenle dimer olusumu tercih edilir.

Glutatyonun bitkilerdeki 6nemi

GSH bitkilerde 6nemli bir antioksidan molekiildiir. Bitki gelisimini ve abiyotik ve biyotik
cevreye verilen tepkileri diizenlemede rol oynar ve hiicreler i¢indeki milimolar derigim

diizeyinde bulunur.

GSH''!n biyolojik fonksiyonlari temel olarak sistein siilfiir grubunun tersinir redoks
reaksiyonlar ile ilgilidir, bu da iki GSH molekiiliiniin bir disiilfit bagl yoluyla baglandig1

indirgenmis halinin ve yiikseltgenmis halinin bir arada bulunmasiyla sonuglanir [12].

GSH ayrica, GSH polimerleri olan fitogelatinlerin olusumu yoluyla bitkileri agir metallere

kars1 korur [13].



2.2. Bitkilerde Antioksidan Sistemler

Genetik miihendisligine gore enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin artan
aktiviteleri sayesinde abiyotik strese karsi toleransi artirma agisindan 6nemli sonuglar ortaya

konulmustur [14].

Stiperoksit dismutaz, katalazlar, glutatyon peroksidazlar, askorbat peroksidaz, glutatyon
rediiktaz ve enzimatik olmayan antioksidanlar gibi ¢esitli antioksidan enzimler ile askorbik
asit, glutatyon ve karotenoidler gibi enzimatik olmayan antioksidanlar, hiicre igerisindeki
stresle miicadelede 6nemli bir rol oynar hayatta kalmasinda kritik bir rol oynar [15]. Bunun
sonucunda bitkiler, enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalar araciligiyla oksidatif

stresle miicadele eder [16].

2.2.1. Reaktif oksijen tiirleri

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren herhangi bir tiir olarak
tanimlanir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hem siiperoksit (O2-"), hidroksil (OH"), peroksil
(RO2-) hidroperoksil (HO2") radikalleri gibi oksijen radikallerini hem de kolayca radikallere
dontisebilen hidrojen peroksit (H202), hipoklor6z asit (HOCI) ve ozon (O3) gibi bazi radikal
olmayan oksitleyici ajanlari igeren bir terimdir [17]. Reaktif oksijen tiirleri aslinda hiicrenin
normal metabolizmasinin bir pargasidir, ancak iiretilen ROS ile atilan ROS arasindaki denge

bozuldugunda zararl etki gerceklesir [18].

Abiyotik stresle iliskili olan oksidatif stres, toksik reaktif oksijen tiirlerinin agir1 tiretiminden
kaynaklanmaktadir. Abiyotik stres ise bitkinin biiyiimesini, gelismesini ve nihayetinde
verimini ciddi sekilde etkilemektedir [16].

Bitki oldiriicti olarak bilinen pestisitler de reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina ve

antioksidanlarin yok olmasina neden olmaktadir [19].



2.2.2. Oksidatif stres

Diisiik veya yiiksek sicaklik, besin eksikligi, tuzluluk, kuraklik, yiiksek veya diisiik sicaklik
ve yuksek 151k gibi ¢esitli ¢cevresel stresler, bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu

tetikler [20].

Oksijen gereksinimi, solunum iglemi sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna
yol agar. Ornegin siiperoksit radikal anyonu, mitokondride solunum yolundan gegen serbest
elektronlar veya fotosentetik organizmalarin kloroplastlarindaki fotosentetik yol arasinda
endojen olarak olusturulabilir. Aerobik organizmalar bu nedenle kendilerini oksidatif
hasarlardan korumak i¢in mekanizmalara ihtiya¢ duyarlar ve ¢ok ¢esitli antioksidanlara

dayanan etkili koruyucu aglar gelistirmislerdir [21, 22].

Farkli ROS tipleri arasindaki ortak goriilen 6zellik proteinlere, DNA'ya ve lipitlere oksidatif
hasara neden olma kapasiteleridir. ROS' un bu sitotoksik 6zellikleri, bitkilerdeki enzimatik
detoksifikasyon mekanizmalarinin karmagsik dizilerinin degisiklikleri agiklar. ROS ayrica
gelisme ve patojen savunma yanitlarinin diizenlenmesinde yer alan bitkilerde sinyal

molekiilleri olarak islev goriir [23].

Reaktif oksijen ve azot tiirlerinin kendilerinin biiylime, hiicre dongiisii, patojen savunma,
gelisme ve programlanmis hiicre oliimii gibi hayati siireglerin diizenlenmesinde rol

oynadiklari bilinmektedir [24].

2.3. Enzimlerin Dogasi

Enzimler, canli organizmalarda biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran biyolojik
katalizorler olup biyokatalizorler olarak da bilinirler. Ayrica hiicrelerden ekstrakte edilebilir

ve daha sonra ticari olarak 6nemli ¢ok cesitli islemleri katalize etmek i¢in kullanilabilir.

19. yiizyiln sonlarinda ve 20. ylizyilin baslarinda bircok enzimin ekstraksiyonu,
karakterizasyonu ve ticari eldesinde 6nemli ilerlemeler kaydedildi. 1920'lere kadar enzimler
kristallestirildi, bu da katalitik aktivitenin protein molekiilleri ile iligkili oldugunu ortaya

koydu. 1980'lerde bazi riboniikleik asit (RNA) molekiillerinin de katalitik etkiler



gosterebildigi ortaya ¢ikti. Ribozimler olarak adlandirilan bu RNA'lar, gen ekspresyonunda

onemli bir rol oynamaktadir [25].

Tiim enzimler canli organizmalardan kaynaklanir. Enzimleri elde edebilmenin geleneksel
yolu, organizmalar1 yetistirerek daha sonra enzimleri bir sekilde bitkilerin belli
kisimlarindan, hayvan organlarindan, mikroorganizmalarin i¢inden veya yakin

cevrelerinden izole etmektir [26].
2.3.1. Enzim mekanizmasi

Enzim katalizli reaksiyonlar genellikle li¢ asamada tanimlanir:

k
E+S = ES - E+P (2.1)

ES kompleksi, substratin (S) enzime (E) baglandigi, reaksiyonun daha uygun hale
getirilecegi bir konumu temsil eder. Reaksiyon meydana gelir gelmez iirtin molekiilii (P)
enzimden ayrilir ve bu daha sonra bagka bir substrat molekiiliine baglanmakta serbesttir. Bu
islem sirasinda bir noktada substrat, bir ara forma (genellikle ge¢is durumu denir) ve sonra

iirtine dondistiirtliir.

Enzimin reaksiyon hizini arttirmak i¢in hareket ettigi kesin mekanizma bir sistemden
digerine farklilik gosterir. Bununla birlikte genel ilke, substratin enzime baglanarak,
substrati iceren reaksiyonun, reaksiyonun aktivasyon enerjisinin diisiiriilmesiyle daha uygun

hale getirilmesidir [25, 27].
2.3.2. Enzim inhibitorleri

Enzimlerin katalitik aktivitesini inhibe eden kimyasal ajanlar vardir. Bazilar1 enzimdeki

temel bolgelere veya fonksiyonel gruplara baglanarak etkilerini gosterirler.



Tersinmez inhibitorler

Bu inhibitorler, enzim molekiiliinde katalitik kapasitesinde kesin bir degisiklige neden olan
kalict degisiklikler iiretir. Bu inhibitorlerlere 6rnek olarak organofosfatlar, bdcek

oldirticiiler olarak kullanilan kimyasallar gosterilebilir.

Tersinir inhibitorler

Ug tip geri doniisiimlii inhibitdr vardir: yarismali, yarismasiz ve yari yarismali.
Yarigmali inhibitorler, Michaelis sabitinin (Km) degerini arttirrrken enzimin maksimum
hizin1 (Vmax) degistirmez. Bu etkiler farkli mekanizmalarla elde edilir: Bazi durumlarda

inhibitor, substrat ile yapisal benzerlige sahiptir ve enzimdeki aktif bolge i¢in rekabet eder.
Yarigmal1 inhibitorlerin farmakolojik uygulamasi vardir. Bazi giiclii antibakteriyel
kemoterapotik ajanlar rekabetci inhibitorlerdir. Katalitik merkezden farkli bir yerde enzime
baglanan yarismasiz inhibitorler olup Vmax'1 azaltirlar, Km'den ve [S]'den etkilenmezler. Yar1
yarigsmali inhibitorler ise Km Ve Vmax'1 azaltir [28].

2.3.3. Enzim aktivitesi

Enzim unitesi

En ¢ok kullanilan enzim aktivitesi birimi unit (U)’dir. 1 U enzim aktivitesi, optimal

kosullarda 1 dakikada 1 pmol substrat1 degistiren enzim etkinligini ifade eder.

Spesifik aktivite

Numunede bulunan miligram protein basina enzim birimleridir. Molar aktivite veya devir
sayis1, substrat doygunlugu kosullar1 altinda enzim molekiilii bagina birim zaman basina

iirtine doniistiirtilen substrat molekiilleridir.
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Molar aktivite

Tek bir enzim molekiilii tarafindan birim zamanda {iriine doniisen substrat molekiillerinin

sayis1 olarak bilinmektedir.

2.3.4. Glutatyon rediiktaz enzimi

Glutatyon rediiktaz, yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis forma geri doniistiiren ve

NADPH'y1 indirgeyici olarak kullanan 6nemli bir enzimdir [16].

G
GSSG + NADPH + H* —~,2GSH + NADP*

Sekil 2.4. GR enziminin katalizledigi tepkime

GR enzimi; bakteri, maya, bezelye, bugday tohumunda, 1spanakta hemen hemen tiim hayvan
dokularinda, eritrositlerde, trombositlerde ve insan serumunda tespit edilmistir. E. coli ve

bitkilerde bulunan glutatyon rediiktaz flavoproteinlerdir [29, 30].

Bu enzim dogada yiiksek oranda korunmaktadir ve E. coli, S. cerevisiae ve Homo sapiens'ten

i¢ boyutlu yapilar1 arasinda yiiksek derecede benzerlik gosterir [31].

GR agirlikli olarak kloroplastta bulunur. Bununla birlikte, mitokondri, sitozol ve
peroksizomlarda az miktarda enzim izoformlar1 da bulunur [32]. Yapraklarda, GR
aktivitesinin biiyilik kismi1 kloroplastta bulunurken, kok plastidleri daha diigiik oranda enzim
hiicresel aktivitesi sergiler [33]. Yaprak dokularindaki GR aktivitelerinin yaklasik %80' i

kloroplastik izoformlar tarafindan agiklanmaktadir [32].
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2H"
/—GP\<
GSH GSSG
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Sekil 2.5. Glutatyon peroksidaz (GP) ve glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan katalize edilen
GSH:GSSG reaksiyonu

Sekil 2.5’de goriildiigii gibi hiicre igerisinde GSH, GP katalizorliigiinde 2 e” vererek GSSG’e
dontisebilirken GSSG, GR enzimi ile 2 ¢ alarak GSH’a doniisebilmektedir [34].

2.3.5. Glutatyon rediiktaz enzimi aktivite tayin yontemleri
Glutatyon rediiktaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in en yaygin sekilde kullanilan klasik

yontem, 340 nm'de NADPH derisiminin spektrometrik olarak 6l¢iilmesine dayanmaktadir.

[6, 35]

(72]
(2] c
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Sekil 2.6. Glutatyon rediiktaz igeren reaksiyon karigiminin spektral degisimi (A) 340 nm'de
izlenen zamana kars1 absorpsiyon degisimi (B)
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Bunun yaninda, GR aktivitesini tayin edebilmek i¢in literatiirde raman spektroskopisi, yiizey
plazmon rezonansi, yiiksek performansli sivi kromatografisi, kapiler elektroforez, floresans
spektroskopisi ve elektrokimyasal yontemler gibi bir¢ok teknik uygulanmistir. Son yillarda,
GR aktivitesini tespit etmek i¢in elektrokimyasal yontemlerin kullanilmasi1 gelismektedir

[36].

2.4. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimyasal yontemler, analizi yapilacak maddenin indirgenme ve yiikseltgenme

olaylarini inceleyen yontemlerdir.

Olgiimler, numunenin ve en az iki elektrotun yerlestirildigi bir elektrokimyasal hiicrede
yapilir. Yontemler sulu numunelerin analizinde kullanilabildigi gibi susuz g¢ozeltilere ve
gazlara da uygulanabilir. Yontemlerin ¢cogunda voltaj, akim, direng veya yiik gibi derisime

bagli bir elektrik parametresi 6lgiiliirken diger parametreler sabit tutulur.

Elektrokimyasal yontemlerin avantajlari, yontemlerden bazilar1 oldukca spesifiktir ve bu
nedenle sadece ilgilenilen tiirleri tespit etmek i¢in kullanilabilir. Diger yontemler oldukca
spesifik degildir, ancak iletkenlik 6l¢iimlerinde iyonik tiirler gibi yalnizca belirli bilesik
tiirlerini saptamak igin avantaj saglamak i¢in kullanilabilir [37]. Bu yontemlerin en 6nemli
avantajlarindan biri ise elektrokimyasal yontemlerin cogunlukla bir elementin, o
yiikseltgenme veya indirgenme basamagina 6zgii olmasidir. Bu sayede ayni elementin farkli

basamaklarina sahip bir karisimda her bir tiiriin derisiminim tayini yapilabilmektedir.
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Elektroanalitik
Teknikler
L Araylizey L Analiz ortamina ait
Yontemleri yontemler
L Statik Teknikler ( Dinamik " Kondiiktometri Kondiiktrometrik
(1=0) Teknikler Titrasyonlar
—x . (1>0) (G=1/R) (hacim)
. . Potansiyometrik ) )
Potansiyometri Titrasyonlar \ Sabit
(E) ) Konfrollii L Akim
(hacim) || Potansiyel r
Kulometrik . .
U Titrasyonlar U Elektrogravimetri
L Amperomeh-ik\ (—Sabit Elekirot 1 [ - 1 |
Titrasyonlar L Potansiyelli L Elektrogravimetri Voltametri
Kulometri

Sekil 2.7. Elektroanalitik tekniklerin siiflandirilmasi

2.4.1. VVoltametri

Bir elektrolitik  hiicreye potansiyel uygulanmasiyla ortamdaki reaktif tiirlerin

elektrokimyasal davranisindan olusan akimin 6l¢iilmesi islemine genel olarak voltametri ad1

verilir.

Voltametriyi diger elektrokimyasal yontemlerden ayiran bazi temel ozellikler vardir.

Elektrogravimetri ile kulometri gibi yontemlere gore voltametri, derisim polarizayonunun

etkilerini en aza indirmek i¢in gereken 6nlemlerin alinmasi yoniinden farkliliklar gosterirken

ayn1 zamanda voltametri yontemi kullanilarak analit en az miktarda harcanmis olur.

Voltametride 6l¢iim, tam derisim polarizasyonu sartlarinda olusan akimin olgiilmesine

dayanirken potansiyometrik ol¢iimler akimin sifira yaklastigit ve polarizasyonun

gerceklesmedigi sartlarda yapilmaktadir.

Voltametrik bir hiicre genel olarak; cam, kuartz veya teflon olabilen bir voltametrik kap

icerisinde bulunan destek elektrolit, calisma elektrodu (CE), karsilastirma elektrodu

(referans elektrot) ve yardimei elektrot (karsit elektrot)’tan olusmaktadir.
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Kullanilan destek elektrolit deney siirecinde elektro aktif olmayan bir ¢ozelti olup
hidrodinamik voltametride iyonlarin elektrik ¢ekiminde Gtiirii go¢ etmelerini dnlemek igin

ortama ilave edilmektedir.

Calisma elektrodu

Voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlari; civa kokenli elektrot, kat1 elektrot, modifiye
elektrot, donen elektrotlar olarak bilinmektedir. Polarlanmanin olabilmesi i¢in kullanilan
calisma elektrotlar1 mikro elektrotlardir. Kullanilan mikro elektrotlar sayesinde humunede
bulunan elektroaktif tiirlerin yalnizca kii¢iik bir boliimii elektrokimyasal tepkimeye girdigi

icin numunedeki bilesim neredeyse ¢ozeltinin her yerinde ayni kalmaktadir.

Calisma elektrotu ile referans elektrot arasinda belli bir potansiyel uygulanirken, caligma

elektrotu ile karsit elektrot arasindaki akim kaydedilir.

Cwa Elektrotlar

Civa elektrotlar; her damlada kendiliginden yenilenen elektrot ylizeyine sahip olup, genis
bir katodik calisma potansiyel araligi sunmasi sebebiyle voltametride genis bir kullanim
alanina sahiptir. Civa film elektrot, asili civa damla elektrodu, damlayan civa elektrot ve

durgun damla elektrot olmak iizere birkag tiirden olusmaktadir.

Karsilastirma elektrodu (referans elektrodu)

Kiigiik akim siddetlerinde polarlanmayan artan akim siddeti ile ideallikten sapan
karsilastirma elektrotlari, voltametrik sistemlerin 6nemli bilesenlerinden biridir. En yaygin

kullanilan referans elektrotlar1 kalomel veya Ag/AgCl elektrotlaridir.

HgzCly + 26- S 2Hg + 2CI-, (0,241 V 25 °C de) (2.2)

Ag +CI 5 AgClg + €, (0,199 V 25 °C de) (2.3)

Bir referans elektrotun iyi olarak nitelendirilebilmesi igin; tersinir olup Nernst esitligine

uymasi, sicaklik ile 6nemli derecede degismemesi, zamandan bagimsiz olarak sabit
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potansiyel veren, az miktarda akim sonrasinda dahi kisa siirede eski haline donebilmesi

gereklidir.

Kare dalga voltametrisi

Kare dalga voltametrisi (SWV) ¢ok hizli ve duyarli bir puls voltametrisi yontemidir. SWV
kullanilarak elde edilen voltamogramlar 10 ms’den daha az bir siirede elde edilir. Calisma
elektrodu olarak civa elektrodu ile kullanilabildigi gibi kromatografik dedektorlerle de

beraber kullanilabilen bir yontemdir.

°
= .
[72]
C
-.g —_—
[} T
O_ R e
1 I AE
E
A=i— 1
| 2
Zaman

Sekil 2.8. Bir SWV yonteminde uyarma potansiyelinin olusumu ve elde edilen basamakl
sinyal

Doniigiimli voltametri
Déniistimlii voltametri (CV), molekiiler tiirlerin indirgenme ve yiikseltgenme 6zelliklerini
saptamak icin kullanilan popiiler bir elektrokimyasal tekniktir. CV, elektron transferi ile

baglatilan kimyasal reaksiyonlar1 incelemek igin de olduk¢a dnemlidir [38].

Burada akim, potansiyelin se¢ilen sinirlar arasinda (pozitiften negatife ve negatiften pozitife)

ileri geri taranmasiyla kaydedilir. CV, elektrotun kapasitif davranigini tahmin ederek
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maddenin yiikseltgenme ve indirgenme potansiyeli bulmaya imkan saglamaktadir. Ayrica

CV yardimiyla maddenin elektrokimyasal davranisi hakkinda bilgi edinilir [39].

Potansiyel (V)

0 20 40

Zaman (s)

Sekil 2.9. CV’de uygulanan potansiyelin zamanla degisim grafigi

Styirma voltametrisi

Siyirma voltametrisi (SV), voltametrinin bir alt boliimiinii ve elektroanalitik yontemlerdeki
en onemli teknik gruplarindan birini olusturur. SV'nin en biiyiik avantaji, analitin ¢alisan
elektrot lizerinde veya i¢inde biriktigi bir 6n biriktirme agamasinin sonucu olan son derece
diistik gbzlenme sinirina sahiptir. Sonraki siyirma adiminda, 6nceden biriktirilen analit

soliisyona geri siyrilir. G6zlemlenen akim numunedeki analit derisimi ile orantili olur.

Anodik styirma voltametrisi (ASV) ve katodik siyirma voltametrisi (CSV), SV'nin iki farkli
versiyonudur ve on biriktirme ile styirma adimlarinin dogas1 bakimindan farklilik gdsterir.
ASV'de, katodik bir 6n biriktirme adimi gerceklestirilir, bunu daha pozitif potansiyellere
dogru bir potansiyel taramasi izler ve anodik yani oksidatif akimlar belirlenir. CSV'de ise,
anodik bir on biriktirme adimi gergeklestirilerek daha negatif potansiyellere dogru bir

potansiyel taramasi izlenir ve sonucunda katodik akimlar belirlenir. [40]
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2.5. Elektrokimyasal Ozelliklerin incelenmesi

2.5.1. Maddenin elektrokimyasal indirgenme mekanizmasinin tayini

Elektron transferiyle gerceklesen kimyasal ve elektrokimyasal reaksiyonlarin varliginin

tespiti i¢in genellikle ilk mekanizma ¢alismalar1 CV ile yapilmaktadir.

CE (kimyasal-elektrokimyasal) mekanizmasi

Elektro aktif maddenin, elektron aktarim basamagindan daha 6nce olugsmasina yol agan

mekanizma CE mekanizmasi olarak bilinmektedir.

A+ =2 0 (O

O+ ne= R (F)

Boyle bir CE mekanizmasinda C basamaginin hizi ¢ok yavastir.

e Bir elektrokimyasal reaksiyon CE mekanizmasina gore yiirliyorsa; tarama hizi arttikga

1/2

Ipk/ v¥? azalmaktadir.

e | ipa/Ipk|oram tarama hizi ile artar ve bu oran > 1 olmalidur.

EC (elektrokimyasal-kimyasal) mekanizmasi

Elektron aktarim basamaginin ardindan bir kimyasal reaksiyon meydana gelen

mekanizmalara EC mekanizmasi denir.

O+ne— R (E)

K¢
R = Y (0
Ky
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o |Ipk/vY¥?|oram v arttik¢a cok az da olsa azalir.

e |Ipa/Ipk|<1’dir. Ancak v arttik¢a 1’e yaklasir.

ECE (elektrokimyasal-kimyasal-elektrokimyasal) mekanizmasi

[k indirgenmenin ardindan olusan R maddesi bir kimyasal reaksiyon sonucunda tekrar

indirgenebilen O maddesine doniismektedir.

e .102| ipa/ Ipk |, artan tarama hizi ile artar ve yiiksek tarama hizlarinda 1°e yaklasr.

o Ipk VY2 degeri, tarama hiz1 ile degisir. Ancak yiiksek ve diisiik tarama hizlarinda limit

1/2 1/2

degere ulasarak diisiik tarama hizinda ipk /v*2 orani, yiiksek tarama hizinda Ipk /v

oranindan biiyiiktiir.

2.5.2. Maddenin yiikseltgenme veya indirgenmesi esnasinda transfer edilen elektron
sayllari ve difiizyon katsayilarinin tayini

Kronoamperometri ile maddenin yiikseltgenme veya indirgenmesi sirasinda transfer edilen
elektron sayisi ile diflizyon katsayisi tayin edilebilmektedir. Kronoamperometrinin temelini
caligma elektrotu ile referans elektrot arasina uygulanan sabit potansiyelde, akimin zaman
ile degisiminin incelenmesi olusturmaktadir. Bu akim-zaman iligkisi ise Cottrell esitligi ile

verilmektedir.

. nFADY2c,
[ = | (2.4)
(I: akim, n: elektron sayis1, F: faraday sabiti (96485 C/mol), A: elektrodun yiizey alani (cm?),

Co: indirgenen analitin molaritesi, D: difiizyon sabiti (cm?/s), t : zaman (S) )
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Sekil 2.10. Zamanin karekokiine karsi akim grafigi

Cotrell esitliginden de goriildiigi gibi akim, zamanin karekdokii ile ters orantilidir. Zamanin

karekokiine kars1 akim grafigi cizilirse egim Cottrell esitligini verir.

Ultra mikro elektrot (10 pm yarigapli platin elektrot) kullanilarak belirlenen sinir akimini

veren esitlik asagidaki gibi tiiretilmistir.
Iss=4 rnF Co Do (2.5)

i
n=—— (2.6)
4TFCo D,

Esitlik 2.4°teki Cottrell esitliginde verilen ‘n’ yerine yukarida tiiretilen esitlik yazilarak yeni

bir esitlik tiiretilir. Tiiretilen bu yeni esitlikten difiizyon katsayisi hesaplanir.

iss A
> 2.7)

S= 4rml/2 Dol/2
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Sekil 2.11. Kronoamperometrik yontemlerde ¢alisma elektrotuna uygulanan potansiyelin
zaman ile degisim grafigi (Ei: baslangig potansiyeli, Es: basamak potansiyeli, E:
bitig potansiyeli, : sabit potansiyelde bekletilen siiredir.)

Bir diger yontem ise elektrot ylizeyinde meydana gelen heterojen reaksiyonlarda aktarilan
elektron sayisi, Baranski ve arkadaslarinin kullandigi teknige gore hesaplanabilmektedir.
Baranski ve arkadaslarinin teknigine gore aktarilan elektron sayisi ve difiizyon katsayisi, bir
ultra mikro elektrot (UME) kullanilarak hesaplanabilmektedir [41]. Kullanilan bu teknik,
mikro elektrotun ylizey alanini hesaplamaya gerek duyulmamasi sebebiyle {istiinliik

tagimaktadir.

Baranski ve arkadaglari, Cottrell esitligini ylikseltgenen veya indirgenen elektron sayisi

bilinen bir madde i¢in yeniden diizenleyerek asagidaki esitlikleri tiiretmistir.

ng S? is Cs
=~ (28.)
D; S% i%
D= ;2%1 (2.9))

(n: elektro aktif bilesigin aktarilan elektron sayis1, S: Cottrell egimi, C: derisimi (mol/cm?),
i: UME’ deki sinir akimi, D: difiizyon katsayisi; ns: standart olarak kullanilan ferrosen
bilesiginin elektron sayisi, Ss; Cottrell egimi, is: UME’ deki sinir akimi, D: diflizyon
katsayisidir.)

Standart olarak kullanilan ferrosen kullanilmasinin avantaji, ferrosen bilesiginin iyi ¢oziiniir

olmasinin yani sira net bir sekilde 1 elektronluk indirgenme verdiginin bilinmesidir.
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2.5.3. Adsorbsiyon kontrollii reaksiyonun belirlenmesi

Elektrokimyasal davramiglar1  incelenen  maddelerin, CV  kullanilarak  alinan

voltamogramlarindan, diflizyon ya da adsorpsiyon kontrollii oldugu anlasilabilir.

Elektrokimyasal analizlerde kiitle aktariminin sadece diflizyon ile gergeklestigi varsayilirsa,
‘O’ ve ‘R’ tiirleri i¢in Fick yasalar1 gecerlidir. Boyle durumlarda pik akimi (ip) Randles-

Sevcik Esitligi ile verilmektedir.

ip =04463nF A (% )1/2 Cooo D1/2 V1/2 (210)
25 °C’de icin tiiretilen esitlik:
(2.11)

ip = 2,69x10° n*’A Co DA

A: elektrodun yiizey alani (cmz), n: aktarilan elektron sayisi, Cq: elektroaktif tiiriin

baslangigtaki derisimi (moI/cm3), v: tarama hiz1 (V/s)

Fick yasalarindan tiiretilen esitliginin en 6nemli gostergelerinden biri, pik akiminin tarama
hizinin karekokiiyle dogru orantili olarak degismesidir. Eger analit, elektrot yiizeyine

adsorbe oluyor ise CV’de pik akimi tarama hizinin karekokii ile orantili olarak degismez.

Diflizyon pikinden 6nce veya sonra gozlenen bir pik, olayda kuvvetli bir adsorpsiyon
varligina isarettir. Adsorpsiyonun siddetli olmamas1 halinde adsorpsiyon olup olmadigini
anlamak i¢in kullanilan yonteme gore, log ip degerleri, log v’ye kars1 grafige gecirilir. log ip’

nin log v ile degisiminin egimi 0,5 ise diflizyon kontrollii oldugu saptanmis olur.
2.6. Literatiir Arastirmasi
Yapilan bir ¢alismada GR enzim aktivitesini tayin icin Raman Spektroskopisi kullanilmistir.

Bu ¢alismada iki karakteristik Raman bandinin yani GSH ve GSSG' den kaynaklanan 1051

cm™ (C — N gerilmesi) band1 ve 509 cm™ (S-S germe) bandinin yogunluk orani kullanilarak
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indirgenmis ve yiikseltgenmis glutatyon arasindaki doniisiim nicel olarak belirlenerek

aktivite tayini yapilmistir [42].

Ayn1 zamanda literatiirde biyomolekiiler etkilesimleri es zamanli olarak analiz edebilme
imkani veren Yiizey Plazmon Spektroskopisi (SPR) gibi farkli teknikler de aktivite tayininde
kullantilmigtir [43].

Farkli bir ¢alismada enzim aktivitesi hesab1 icin, kapiler elektroforez kullanilarak

elektrokimyasal tespiti saglanmistir [44].

Kolorimetrik deneyler de GR aktivitesini belirlemek i¢cin NADPH derigimi ile absorbans
degisikligine dayanan yontemler olarak en sik kullanilan yontemlerdir [45]. Bu yontemle
gelistirilen bir caligmada altin nano-pargaciklarin kararliligini arttirmak i¢in GSH 6zelligini

kullanarak GR aktivitesini tespit etmek i¢in yeni bir yontem gelistirilmistir [46].

Floresans spektroskopi ile yapilan bir ¢aligmada tiyol segici prob gelistirilerek, GR enzimi
ve NADPH varliginda floresanst ve kolorimetrik yontemle GSSG/GSH oram
belirlenebilmistir. Gelistirilen yeni prob ile oksidatif stresin bir 6l¢iisii olan GR enziminin

aktivitesinin belirlenebildigi bildirilmistir [47].

Piringten elde edilen enzim tayininde ise Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)
kullanilmigtir. Bu c¢alismada GR enzimi ile beraber Siiperoksit dismutaz (SOD) ve
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) gibi enzimlerin aktiviteleri de HPLC ile belirlenmistir
[48].

Yiiksek dogruluk ve tekrarlanabilirlik gibi birgok avantaj yukaridaki yontemle birlikte ortaya
ctkmistir.  Ote yandan spektroskopik ve kromatografik yontemlerin uygulanma
prosediirlerinin zaman alic1 ve karmasik olmasi gibi bazi dezavantajlart da vardir. Bu
nedenle, GR aktivitesini tespit etmek i¢in uygun ve hassas bir yontem gelistirmek biyiik
onem tasimaktadir. Bu noktada yapilan elektrokimyasal ¢alismalar son yillarda gelismekte

olup kullanim alani bulmustur.
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Yapilan bir ¢alismada Kare dalga voltametrisi ve karbon nanotiipler (CNT-SPE) ile yiizey
baskili modifiye edilmis bir elektrot kullanarak indirgenmis ve toplam GSH miktarin

belirlemek i¢in elektroanalitik yontem gelistirilmistir [49].

Altin-karbon igeren bir elektrot (AuCE), iizerindeki indirgenmis ve yiikseltgenmis
glutatyonun elektrokimyasal davranisini, bir elektrokimyasal hiicreden oksijenin
uzaklastirilmasi i¢in sodyum siilfit eklenmesi gibi farkli yontemlerle katodik voltametri

kullanilarak incelenmistir [50].

GSH tayini i¢in yapilan bagka bir elektrokimyasal ¢alismada camsi karbon elektrotun (GCE)
yiizeyinde, formazon bilesigi kullanarak fonksiyonellestirilmis c¢ok duvarli karbon
nanotiipler MWCNT) ile GSH elektrokimyasal olarak belirlenmistir. Sonuglar, bu modifiye
edilmis GCE' nin glutatyon oksidasyonu i¢in elektrokatalitik olarak ¢ok aktif oldugunu
gostermistir [51].

Baska bir caligmada elektro-birikimli nikel oksit nanopartikiiller (NiONP'ler) ile modifiye
edilmis cams1 karbon (GC) elektrotu kullanilarak glutatyonun (GSH) elektrokimyasal tayini
yapilmustir [52].

Literatiirde GSH’1n dogrudan tayini i¢in ¢ok sayida spektrofotometrik ve elektrokimyasal

calisma olmasina karsin GR enziminin aktivitesinin tayini i¢in az sayida ¢alisma mevcuttur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

3.1.1. Potansiyostat cihaz1

Elektroanalitik deneyler, Chi760d voltametri cihazi, BAS marka CGME model hiicre standi

ve bilgisayardan olusan sistem ile gergeklestirilmistir.

® ® @e-

S8
.......

CH Instruments
LRI AN 2T

Resim 3.1. Potansiyostat cihazi

3.1.2. pH metre

Deneylerde pH 6l¢timleri Mettler-Toledo-S210 pH metre ile gergeklestirilmistir.

3.1.3. Ultra saf su cihaz1

Deneylerde Innovation ultra saf su cihazi kullanilmistir. Bu cihazdan 0,055 pS/cm

iletkenliginde ultra saf su elde edilmistir.

3.1.4. Analitik terazi

Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerin tartimlari 0,1 miligram duyarlikli Radwag-AS
220.R2 analitik terazi ile gergeklestirilmistir.
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3.1.5. Yiiksek devirli sogutmali santrifiij

Ispanaktan GR enziminin izole edilmesi islemi i¢in deneylerde Sigma-3K30 Yiiksek Devirli

Sogutmali1 Santrifiij kullanilmistir.
3.1.6. Elektrotlar

Standart gimiis/guimiis kloriir elektrot

Bu c¢alismada giimiis/giimiis kloriir elektrot (3,5 M KCI) referans elektrot olarak
kullanilmistir. Bu elektrotun potansiyeli 25°C” da 0,199 V’ dur.

P& '.
\\\'

'S

Resim 3.2. Standart giimiis/giimiis kloriir elektrot

Karsit elektrot

Karsit elektrot olarak platin tel kullanilmistir.

SO

U &
/

Resim 3.3. Platin tel
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Calisma elektrodu

Kare dalga voltametrisinde damlayan civa damlasi elektodu kullanilmis olup siyirma
voltametrisinde ve doniisiimlii voltametri ¢alismalarinda ise asili civa damla elektrodu

kullanilmistir.

Ultra mikro elektrot calisma elektrodu

Ultra mikro elektrot (10 pum yarigaplt platin elektrot) kullanilarak GSH igin yapilan
kronoamperometrik ¢alismada Cottrell egimi hesaplanmustir.

i
<

Resim 3.4. Ultra mikro elektrot

3.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Aktivite tayini igin deneylerde kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.1.”de belirtilmistir.
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Cizelge 3.1. Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasal maddelerin listesi

Ad1 Markasi1 Katalog Numarasi Saklama Sartlari
EDTA, Dipotasyum tuzu Sigma ED2P Oda sicakliginda
Polivinil prolidon Sigma P-6755 Oda sicakliginda
Yiikseltgenmis Glutatyon, Sigma G-4626 -20°C

Disodyum Tuzu

B-Nikotinamid adenin Sigma N-1630 -20°C
dintikleotit fosfat, Tetrasodyum

tuzu

indirgenmis Glutatyon Sigma G4251-5G 2-8°C

Glutatyon Rediiktaz Enzimi Sigma G3664-500UN 2-8°C

3.3. Numuneler, Reaktifler ve Cozeltilerin Hazirlanmalari

3.3.1. Elektrokimyasal analiz i¢cin hazirlanan cozeltiler

102 M GSH c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Sigma marka indirgenmis glutatyon katisindan (307,32 g/mol) 30,7 mg alinarak ultra saf su

icerisinde ¢oziilerek hacmi 10 mL’ye tamamlanmustir.

102 M GSSG cozeltisinin hazirlanmasi

Sigma marka yiikseltgenmis glutatyon disodyum tuzundan (656,59 g/mol) 65,6

mg alinarak ultra saf su icerisinde ¢oziilerek hacmi 10 mL’ye tamamlanmustir.

2.5x10° M NADPH cézeltisinin hazirlanmasi

B—nikotinamid adenin diniikleotid fosfat tetrasodyum tuzundan (833,35 g/mol) 20,8 mg

alinarak ultra saf su igerisinde ¢6ziilerek 10 mL’ye tamamlanmustir.
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Glutatyon rediiktaz enzimi

Sigma marka 500 unit enzim ¢ozeltisinden 100 pL  alinarak ultra saf su ile

5 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan 5 mL’lik ¢6zeltide 27,4 unit enzim bulunmaktadir.

0.02 M (pH: 6.2) fosfat tamponun hazirlanmasi

0,032g NaH.PO, (156,02 g/mol) ve 0,284g Na,HPO, (177,99 g/mol) tuzlari ultra saf su

icinde ¢oziiliip, hacmi 100 mL’ye tamamlanmustir.

0.02 M (pH: 6.7) fosfat tamponun hazirlanmasi

0,032g NaH.PO, (156,02 g/mol) ve 0,284g Na,HPO, (177,99 g/mol) tuzlart ultra saf su

icinde ¢oziiliip, hacmi 100 mL’ye tamamlanmustir.

Destek elektrolit olarak kullanilan 0.02 M (pH:7.2) fosfat tamponun hazirlanmasi

0,084 g NaH,PO, (156,02 g/mol) ve 0,238 g Na,HPO, (177,99 g/mol) tuzlari ultra saf su

icinde ¢oziillip hacmi 250 mL’ye tamamlanmistir.

0.02 M (pH: 7.7) fosfat tamponun hazirlanmasi

0,269 g NaH,PO, (156,02 g/mol) ve 0,076 g Na,HPO. (177,99 g/mol) tuzlari ultra saf su

icinde ¢oziillip hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.

3.3.2. UV-GB spektroskopisi ile GR enzim tayin yontemi icin hazirlanan cozeltiler

3.4 mM EDTA iceren 100 mM (pH:7.6) fosfat tamponun hazirlanmasi

3,900 g NaH.PO, tartilarak damitik su ile 250 mL’ye tamamlandiginda 100 mM’lik bazik
cozelti elde edilmis olur. 4,449 g Na,HPO, tartilarak damitik su ile 250 mL’ye
tamamlandiginda ise ayni derisimde asidik c¢ozelti elde edilmis olur. Bu iki ¢ozelti
kullanilarak pH metre yardimiyla pH istenilen degere ayarlanir. Hazirlanan 100 mL

cozeltiye 0,126 g Na,EDTA katis eklenir.
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30 mM GSSG cozeltisinin hazirlanmasi

Sigma marka yiikseltgenmis glutatyon sodyum tuzundan (656,59 g/mol) 98,48 mg alinarak

ultra saf su igerisinde ¢oziilerek hacmi 5 mL’ye tamamlanmistir.

0.8 mM NADPH cozeltisinin hazirlanmasi

B—nikotinamid adenin dintikleotid fosfat tetrasodyum tuzundan (833,35 g/mol) 3,33 mg
alinarak 3,4 mM EDTA igeren 100 mM fosfat tamponu ¢6zeltisi i¢erisinde ¢oziilerek hacmi

5 mL’ye tamamlanir.

3.4. GR Enziminin Ispanaktan izole Edilmesi

Yaklasik olarak 100 g ispanak tartilir. Oncelikle kirliliklerden armdirmak suretiyle énce
cesme suyu ile ardindan damitik su ile yikanir. Ardindan yapraklari saplarindan
ayrilarak yapraklar1 0,5-1 c¢m uzunlugunda kesilir. Kesilen yapraklar bir havana konarak

tizerini kapatacak kadar s1vi azot eklenir ve iyice ezilerek ¢ok kiigiik pargalar elde edilir.

Elde edilen 1spanak pargalarinin tizerine 100 mM 100 ml pH = 7,2 fosfat tamponu, 20 mg
Na,EDTA ve 1g polivinil prolidon (PVP) konularak 15000 rpm’de, +4 °C’ de 20 dakika
santrifiij edilir. Cokelek siizge¢ kagidindan siiziilerek atilir. Elde edilen siiziintii tekrar
15000 rpm’de, +4 °C’de 5 dakika santrifiij edilerek tekrar ¢okelegi atilir. Enzim igeren
¢ozelti tiiplere konulup +4°C’de saklanir [53]. Burada PVP, numuneden fenol igeren
bilesiklerin uzaklastirilmast amaciyla kullanilmaktadir. Fenoller enzimlere baglanarak

aktivitelerini degistirebilmektedir [54].

3.5. GR Enziminin UV-GB Spektroskopisi ile Tayini

GR enzimi, aktivite Olglimiinde reaksiyona giren NADPH’m 340 nm’de maksimum
absorbans vermesinden yararlanilarak tayin edilmistir. GR enzimi, katalizledigi reaksiyonda
NADPH’1n azalmasina sebep olmaktadir. Bu azalma spektrofotometrik olarak 340 nm’de

takip edilerek enzim aktivitesi belirlenmektedir.
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340 nm dalgaboyunda UV-GB Spektroskopisi ile absorbans 6l¢iimiiniin yapilmasi i¢in sahit

cozelti ve numune ¢ozeltileri asagidaki gibi hazirlanmistir:

Sahit ¢ozelti i¢in Oncelikle kiivete hacim olarak 650 pL saf su iizerine 1,9 mL tampon
cozeltisi ardindan 100 pL. 30 mM GSSG ¢ozeltisi ve 350 pL 0,8 mM indirgenmis f-NADPH

cozeltisi eklenmistir. Numune ¢ozeltisi i¢in ise hacim olarak 300 pL saf su tizerine 700 pL
tampon ¢ozeltisi ardindan 150 pL 30 mM GSSG ¢ozeltisi ve 350 uL 0,8 mM B-NADPH

eklenmistir. Son olarak izole edilen 1spanak ekstraktindan ise kiivete 1,5 mL eklenerek

absorbans degeri 60 saniyede 6lgiim alinmistir.

1 dakikadaki absorbans degeri ile baslangictaki absorbans degeri kaydedilerek absorbans

degisimi hesaplanmis olup bulunan deger, enzim tayini i¢in Beer yasasindan tiiretilen

asagida verilen esitlikte kullanilmigtir [55].

Ey / = AAD _ Vr
ml ™ 622 " vg
Eu/mL: Enzim derigimi
AAD: Bir dakikadaki absorbans degisimi (Anumune-Asanit)
6,22: Molar absorpsiyon katsayis1 (mM™xcm™)
Vr: Olgiimiin yapildigi toplam kiivet hacmi

VEe: Olgiimiin yapildig: kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

(3.1.)

1 enzim tnitesi teorik olarak 1 pmol substrati 1 dakikada katalizleyen enzim miktar1 olmasi

nedeniyle bu miktar NADPH’1n absorbansindaki azalmaya esittir.
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4. DENEYSEL BULGULAR
4.1. indirgenmis Glutatyonun Baz1 Ozelliklerinin Belirlenmesi
4.1.1. indirgenmis glutatyonun elektrokimyasal davranisinin tayini
CV teknigi kullanilarak GSH’a ait indirgenme ve yiikseltgenme potansiyelinin tayini
yapilmustir. O ile -1,6 V arasinda yapilan taramada frekans 15 Hz, puls genligi 25 mV olacak

sekilde optimize edilmistir. pH:7,2 NaH2PO4s/Na;HPO4 tamponu igeren 10 mL destek
elektolit ¢ozeltisine 100 uL 102 M GSH ¢ozeltisi ilave edilerek 0,5 V/s tarama hizinda Sekil

4.1°deki voltamogram elde edildi.

100t
9.0 n
8.0 M\
7.0 f \ P
6.0 [ s ~___Af
5.0 / B
401 // ——
304 /T y
201/
10
0 P
101 //ﬁ\L,
| | | 4 186

Akim (107A)

Potansiyel (V)

Sekil 4.1. 1,0x10* M GSH’m pH:7,2 NaH:PO4/Na;HPO, tamponunda doniisiimlii
voltamogrami (Ag/AgCl elektroda karsi, v =0,5 V/s)

CV teknigi kullanilarak farkli tarama hizlarinda GSH’a ait indirgenme potansiyelinin tayini

yapilmistir. Bu degerler Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. 1,0x10* M GSH’a ait farkli tarama hizlarinda tayin edilen indirgenme
potansiyelleri

Tarama hiz1 (V/s) EpS, V
0,01 -0,373
0,05 -0,380
01 -0,385
0,5 -0,495
1,0 -0,506
5,0 -0,556

1,0x10* M GSH’1n pH:7,2 NaH,PO4/Na,HPO4 tamponunda 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0
tarama hizlarinda 0 V ile -1,6 V arasinda yapilan taramalarin sonucunda elde edilen Ey

degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

18 |
18] / \ 1Vs-1
12+ / \ 0,1 Vs-1
09+ / \
06~/

v % S [

03] T

Akim (10-7A)

08 T~/
09- N
-12 —— L L DL E L B L B B

Potansivel (V)

Sekil 4.2. Damlayan civa elektrot kullanilarak 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0 V/s tarama
hizlarinda 10* M GSH? ait doniisiimlii voltamogramlar (Ag/AgCl elektroda karst,
pH:7,2 NaH2PO4/Na;HPO4 tamponu igerisinde)
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1,0x10* M GSH’1n pH:7,2 NaH,PO4/Na;HPO4 tamponunda 0 V ile -1,6 V arasinda, farkli

tarama hizlarinda elde edilen voltamogramlar1 Sekil 4.2°de verilmistir.

GSH’in Cottrell egimlerini hesaplamak CV yontemiyle belirlenen GSH’in indirgenme
pikinin baslangig (-0,230 V) ve bitis (-0,692 V) potansiyel degerleri alinip
Kronoamperometri deneyi gergeklestirilmistir. 3 farkli deney sonunda Cottrell egiminin
ortalamasi ve standart sapmasi hesaplanmistir. Cizelge 4.2’de bulunan Cottrell egim

degerleri standart sapma ile verilmistir.

Cizelge 4.2. GSHait Cottrell egimleri (N=3)

Tarama 1 2 3 Ortalama Standart % Bagil hata
Sapma

Cottrell 2,436 2,454 2,457 2,499 0,0139 0,556

Egimix107 (S)

GSH’1n smir akim degerini saptayabilmek i¢cin CV yontemi ile 10 um yarigapl platin ultra
mikro elektrot kullanilmis olup simir akimi 1,962x10° A bulunmustur. Yapilan tarama 0 ile

-1,6 V arasinda gerceklestirilmistir. Tarama hiz1 0,5 V/s’dir.

Cizelge 4.3. 1x10* M GSH’1n indirgenmesi esnasinda transfer edilen elektron sayis1 ve

diflizyon katsayis1
UME Sinir  |Mol Basina
o Epk,V | Cottrell .
Bilesik Ipk, uA o Akimi, Aktarilan Elektron Difiizyon Katsayisi (D, cm?/s)
(0,5 VIs) Egimi, (S) | .
(i, A) Sayist, (n)
2,39+ 0,025 1,849x10°+0,011x10%
GSH -0,495 1,997 2,499x107 |1,962%10°
(N=3) (N=3)

GSSG’nin GSH’a elektrokimyasal olarak indirgenme tepkimesinin difiizyon ya da
absorpsiyon kontrollii oldugunu belirlemek i¢in 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0 V/s tarama
hizlar i¢in log v degerlerine karsi log ip degerleri grafige gecirilir. Elde edilen grafikte, GSH

Y2 ile log v degeri orantili olarak

elektrot yiizeyine adsorbe oluyorsa, CV’ de pik akimi v
degismez ayni zamanda log ip’nin log v ile degisiminin egiminin 0,5’ten farkli olmasi

adsorpsiyon kontrollii oldugunu gosterir [57].
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y = 0,5782x + 0,4087

0,8
2=10,996

0,6

_logip
¢

0,4_,.."'.

0,2

-2,5 -2 -1,5 -0,5 0 0,5 1

log v

.
'
. [l

-0,4

-0,6

-0,8

Sekil 4.3. GSH’1m log V’ye kars1 log ipk grafigi

Sekil 4.3‘te egim degerinin 0,5’¢ yakin olmast GSH’in civa elektrot yilizeyinde

indirgenmesinin difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir.

Bunun yaninda katodik pik akiminin, tarama hizinin karekoki ile degisiminin lineer olmasi

da GSH’m difiizyon kontrollii oldugunun bir kanitidir.
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y =2,8859x - 0,2028
6,00 - R*=0,9954

5,00 -
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Sekil 4.4. GSH’mn tarama hizinin karekokiiniin Ipk’ya kars1 grafigi

4.1.2. indirgenmis glutatyonun indirgenme mekanizmasinin tayini

Ep«’lerin yiiksek tarama hizlarinda negatife kaymasi sarti Sistemin tersinmezliginin bir
gostergesidir [56, 57]. Elektrokimyasal sistemde “ECE” mekanizmasmin varligi, Ipk/v'/?
degerinin tarama hizi ile de8ismesi ve yiiksek ve diisiik tarama hizlarinda limit degere
ulagmas1 parametreleri ile desteklenir. Yavas tarama hizlarinda kiitle transferinin yavas
olmas1 sebebiyle 2 e aktarimina denk gelen pik akimi gozlenir fakat yiiksek tarama
hizlarinda tersinir bir elektron transferine karsilik gelen pik akimi gbézlenmektedir. logv
degerinin Ipw/v'/? degerine kars1 gizilen grafigi Sekil 4.5’te verilmistir. Ayrica Ipa/Ipk orani
artan tarama hizi ile artmakta olup yiiksek tarama hizlarinda 1’e yaklagmaktadir. Bu

durumda elde edilen veriler GSH’1in indirgenme mekanizmasimin ‘ECE’ mekanizmasi

oldugunu gostermektedir.
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2,5 -

0 I I I 1
0 0,5 1,5 2

1
Tarama Hizi, V/s

Sekil 4.5. GSH’mn tarama hizinin Ipi/v? *ye kars1 grafigi

4.2. Bazi Elektrokimyasal Yontemler ile Enzim Aktivite Tayininin Optimizasyonu

Bu kisimda, pH:7,2 NaH2PO4/Na;HPO4 tamponu igeren ve 10 dakika azot gazi gegirilmis
10 mL destek elektrolit ortamina 200 pL. NADPH ile 50 pLL GSSG (1:1) ilave edilmistir.
Ardindan ortama reaksiyonu katalizleyen glutatyon rediiktaz enzimi eklenmistir. Kare dalga
voltametrisi, kare dalga katodik siyirma voltametrisi ve kare dalga anodik siyirma
voltametrisi yontemleri kullanilarak her biri i¢in enzim derisiminin etkisi, ortam pH’1
incelenmis olup kare dalga katodik siyirma voltametrisi ve kare dalga anodik siyirma
voltametrisi yontemleri yontemlerde biriktirme siiresi ve biriktirme potansiyeli gibi

optimizasyon parametreleri de olusturulmustur.

4.2.1. Kare dalga voltametrisi yontemi ile enzim aktivite tayini

Enzim derisimindeki artisin GSH akimina etkisi

10 mL destek elektrolit igeren hiicreye 200 uL 2,5%10° M NADPH, 50 puL 1,0x102 M GSSG
eklendikten sonra 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 unit olacak sekilde farkli derisimlerde GR enzimi
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eklenmistir. 10 dakika azot gecirildikten sonra kare dalga voltametrisi yontemi ile
voltamogramlar elde edilmistir. Enzim derisimi arttikca GSH’a ait pikin akiminda artis

oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.4. Kare dalga voltametrisi yontemi ile farkli derisimlerde enzim igeren
elektrokimyasal hiicrelere ait potansiyostatin ¢alisma sartlari

Parametre Deger Birim
Baslangi¢ potansiyeli 0 \Y
Bitis potansiyeli -1,8 \Y
Frekans 15 Hz
Puls genligi 25 mV
Hassasiyet 10 AV

200 pL 2,5%10° M NADPH, 50 pL 1,0x10? M GSSG ve 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 unit olacak
sekilde farkli derisimlerde GR enzimi igeren hiicreler i¢in potansiyotatin ¢alisma sartlar

Cizelge 4.4’te verilmistir.
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T S P E
] — 0,1 unit
1'63 — 0,2 unit |
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Potansiyel (V)

Sekil 4.6. Kare dalga voltametrisi yontemi i¢in 0,1; 0,2; 03; 0,4; 0,5 unit enzim
derisimlerinde elde edilen voltamogramlar (Ag/AgCl elektroda karsi, pH=7,2
NaH2PO4/Na;HPO4 tamponu igerisinde)

GSSG ile NADPH reaksiyonunu katalizledigi bilinen GR enziminin artan unitlerdeki
derisimi ile GSH {iriiniine donlismesi sonucunda GSH’a ait akim piklerinde (-0,379 V) artis

gozlenmistir.

Cizelge 4.5. Kare dalga voltametrisi ile farkli GR enzimi derisimlerine kars1 gelen akim

degerleri
Derisim (Unit) Akim (pA)
01 0,3429
0,2 0,5302
0,3 0,6777
04 0,8393
0,5 0,9279
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Damlayan civa elektrodu kullanilarak yapilan ¢alismada GSSG ile NADPH reaksiyonunu
katalizleyen GR enzimi farkli derisimlerde eklenerek elde edilen akim degerleri Cizelge
4.5’te verilmistir. Ortam pH’1 7,2 olup GR enzimi hiicreye, reaktiflerin eklenmesinden

hemen sonra ilave edilmistir.

1,2 -
y=1,4791x + 0,2199
10 - R?=0,9874
......... 0
— 08 1 ...- .........
<! e
=2 -
064 T
£ -
S
<oa{ .
|
0,2 1
0,0 T T T T T ]
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Enzim Derisimi (Unit)

Sekil 4.7. Kare dalga voltametrisi yontemi ile elde edilen voltamogramlara gére derisime
gore akim grafigi

Sekil 4.7°de verildigi tizere 0 ile -1,6 V potansiyelleri arasinda damlayan civa elektrodu
kullanilarak yapilan ¢alismada GR enziminin gerekli enzim derisimin optimizasyonu i¢in
0,1;0,2; 0,3; 0,4; 0,5 unit olmak tizere farkli derisimlerde elde edilen akim degerleri grafige
gecirilmistir. Bunun sonucunda enzim derigimi arttikga GSH’a ait pik degerlerinde artis

gozlenmistir.

Ortam pH’1min GSH akimina etkisi

Farkli pH’larda tampon ¢dzelti igeren hiicrelere 200 pL 2,5%10° M NADPH, 50 pL 1,0x10°
2 M GSSG ve 0,1 unit GR enzimi eklenerek 10 dakika boyunca hiicreden azot gazi

gecirilmistir.
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Cizelge 4.6. Kare dalga voltametrisi yontemi ile farkli pH ortamlarinda optimizasyon i¢in
potansiyostatin ¢alisma sartlari

Parametre Deger Birim
Baslangig potansiyeli -0,05 \Y/
Bitis potansiyeli -1,6 V
Frekans 15 Hz
Puls genligi 25 mV
Hassasiyet 10 AV

Elektrokimyasal hiicreye 200 pL 2,5x10° M NADPH, 50 pL 1,0x102 M GSSG ve optimum
enzim miktar1 olan 0,1 unit GR enzimi ilave edilmis olup potansiyostatin ¢aligma sartlari

Cizelge 4.6’da verildigi gibi ayarlanmistir.

1.6llIIlIIIllIIlLlILLIIlllILIII
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Potansiyel (V)

Sekil 4.8. Kare dalga voltametrisi yontemi ile farkli pH’a sahip tampon ¢ozeltilerden elde
edilen voltamogramlar (Ag/AgCl elektroda karsi, NaH2PO4/Na,HPO4 tamponu
icerisinde)
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Ortama her bir elektokimyasal hiicre i¢in pH: 6,2; 6,7; 7,2; 7,7 olan tampon ¢ozeltileri ilave
edilerek optimum enzim miktar1 ve reaktifler eklenerek, damlayan civa elektrot kullanilarak

yapilan katodik yondeki taramalarda Sekil 4.8’deki voltamogramlar elde edilmistir.

Cizelge 4.7. Kare dalga voltametrisi yontemi ile farkli pH’a sahip tampon cozeltilere
karsilik gelen akim degerleri

pH Akim (pA)
6,2 0,2635
6,7 0,2653
7,2 0,2908
7,7 0,0921

Farkli pH tampon ¢ozeltileri kullanarak elde edilen GSH pikine ait akim degerleri Cizelge
4.7°de verilmistir.

0,00 T T . .
6,00 6,50 7,00 7,50 8,00

Ortam pH'I

Sekil 4.9. Kare dalga voltametrisi yontemi ile pH’a kars1t GSH’a ait akim grafigi

Sekil 4.9°da verildigi tizere kare dalga voltametrisi kullanilarak damlayan civa elektroduyla

katodik yondeki tarama i¢in optimum pH degeri 7,2 olarak belirlenmistir.
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4.2.2. Kare dalga anodik styirma voltametrisi yontemi ile enzim aktivite tayini

Biriktirme potansiyelinin GSH akimina etkisi

10 mL destek elektrolit igeren hiicreye 200 pL 2,5%10° M NADPH, 50 pL 1,010 M GSSG
ve 0,1 unit GR enzimi eklenerek 10 dakika boyunca hiicreden azot gazi gecirildi. Kare dalga
anodik s1yirma voltametrisi yontemi kullanilarak ayri1 hiicrelerde -0,50; -0,60; -0,70; -0,80;
-0,90; -1,00; -1,10; -1,20; -1,30 V olacak sekilde uygulanan biriktirme potansiyellerinin
GSH akimu iizerine etkisi incelendi ve akimin en yiiksek oldugu biriktirme potansiyelinin -

1,1 V oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.8. Kare dalga anodik siyirma voltametrisi yontemi i¢in potansiyostatin ¢alisma

sartlari
Parametre Deger Birim
Baslangi¢ potansiyeli -1,8 V
Bitis potansiyeli -0,15 \Y
Frekans 15 Hz
Puls genligi 25 mV
Hassasiyet 10 AV

Calisma elektrodu olarak asili civa damla elektodu kullanilarak, -1,8 V ile -0,15 V arasinda

gerceklestirilen anodik yondeki taramada olusturulan parametreler Cizelge 4.8°de

verilmistir.
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Akim (pA)

Potansiyel (V)

Sekil 4.10. Kare dalga anodik siyirma voltametrisi ile farkli biriktirme potansiyellerinde
elde edilen voltamogramlar (Ag/AgCl elektroda karsi, pH=7,2
NaH2PO4/Na;HPO4 tamponu igerisinde)

-1,8 V ile -0,15 V potansiyelleri arasinda, asili civa damla elektrodu kullanilarak yapilan
caligmada farkli biriktirme potansiyelleri kullanilarak Sekil 4.10°da verilen voltamogramlar

elde edilmistir.
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Cizelge 4.9. Kare dalga anodik siyirma voltametrisi yontemi ile farkli biriktirme
potansiyellerine karsilik gelen akim degerleri

Biriktirme Potansiyeli (V) | Akim (MA)
-0,50 0,7435
-0,60 0,7459
-0,70 0,7627
-0,80 0,7714
-0,90 0,8352
-1,00 0,9071
-1,10 0,9848
-1,20 0,9740
-1,30 0,9103

Kare dalga anodik siyirma voltametrisi yontemi kullanilarak ayri hiicrelerde -0,50; -0,60; -
0,70; -0,80; -0,90; -1,00; -1,10; -1,20; -1,30 V olacak sekilde uygulanan biriktirme

potansiyellerinin GSH akimu tizerine etkileri Cizelge 4.9’da verilmistir.

0,0 T T T T T T T T 1
-5 -06 -07 -08 -09 -10 -11 -12 -1,3

Biriktirme Potansiyeli (V)

Sekil 4.11. Kare dalga anodik siyirma voltametrisi yontemi ile farkli biriktirme siirelerine
kars1t GSH’a ait akim grafigi
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Sekil 4.11°de goziiktiigii iizere 10 mL destek elektrolit igeren hiicreye 200 pL 2,5x10° M
NADPH, 50 pL 1,0x10% M GSSG ve optimum miktar olan 0,1 unit GR enzimi eklenerek
kare dalga anodik siyirma voltametrisiyle -0,50; -0,60; -0,70; -0,80; -0,90; -1,00; -1,10; -
1,20; -1,30 V olacak sekilde farkli biriktirme potansiyellerinde biriktirme yapilmistir. Bu
potansiyellerin GSH akimi {izerine etkisi incelenmis olup optimum biriktirme potansiyelinin

-1,1 V oldugu belirlenmistir.

Enzim derisimindeki artisin GSH akimina etkisi

Destek elektrot iceren 10 mL hiicreye 200 pL 2,5x10° M NADPH, 50 pL 1,0x102 M GSSG
eklendikten sonra farkli derisimlerinde GR enzimi eklenerek 10 dakika azot gazi

gecirilmistir.

Cizelge 4.10. Kare dalga anodik styirma voltametrisi ile enzim derigiminin belirlenebilmesi
icin potansiyostatin ¢alisma sartlari

Parametre Deger | Birim
Baslangic potansiyeli -1,8 V
Bitis potansiyeli -0,15 \Y
Frekans 15 Hz
Puls genligi 25 mV
Hassasiyet 10 AV
Biriktirme Potansiyeli -1,1 \/
Biriktirme Siiresi 60 S

Kare dalga anodik siyirma voltametrisi yontemi ile -1,8 V’ dan +0,05 V’ a kadar yapilan
anodik yonde taramada calisma elektrodu olarak asili civa damla elektrodu kullanilmistir.

Ortam pH’1 7,2 olup potansiyostatin ¢aligma sartlar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.
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Akim (nA)

— 0,1 unit.
— 0,2 unit.
— 0,3 unit.
— 0,4 unit.
— 0,5 unit.

0 02 -0

06 -08 10 -1

Potansiyel (V)

Sekil 4.12. Kare dalga anodik siyirma voltametrisi ile 0,1; 0,2; 03; 0,4; 0,5 unit enzim i¢in
farkli derisimlerden elde edilen voltamogramlar (Ag/AgCl elektroda karsi,
pH=7,2 NaH2PO4/NaHPO4 tamponu igerisinde)

Cizelge 4.10’da verilen c¢aligma sartlar1 altinda kare dalga anodik siyirma voltametrisi

kullanilarak farkli enzim derisimleri i¢cin elde edilen voltamogramlar Sekil 4.12°de

verilmistir.

Cizelge 4.11. Kare dalga anodik siyirma voltametrisi yontemi ile farkli derisimlerde

enzimlere karsilik gelen akim degerleri

Derisim (Unit) Akim (MA)
0,1 0,739
0,2 0,862
0,3 1,024
04 1,184
0,5 1,318
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Cizelge 4.11°de verildigi iizere artan derisim miktar1 ile GR katalizorliigiinde GSSG ile

NADPH’1n reaksiyonu sonu olusan GSH pikinin akim degerleri belirlenmistir.

Enzim Derisimi (Unit)

1,40 -
y = 1,48x + 0,5814 .m
2-00979 .7
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< |
0,80 4 e
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<C 0,60 -
0,40
0,20 T T T T T 1
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50

0,60

Sekil 4.13. Kare dalga anodik siyirma voltametrisi yontemi ile elde edilen voltamogramlara

gore derisime kars1 GSH’a ait akim grafigi

Sekil 4.13’te verildigi tizere 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 unit enzim derisimlerinde GSH pikinin

akim degerlerine karg grafige gegirilerek kare dalga voltametrisine kiyasla (Sekil 4.7) kare

dalga anodik siyirma voltametrisi kullanilarak grafikte daha iyi bir R? degeri elde edildigi

belirlenmistir.

Biriktirme siiresinin GSH akimina etkisi

10 mL destek elektrolit iceren hiicreye 200 pL 2,5x10° M NAPDH, 50 uL 1,0x102 M
GSSG, 0,1 unit GR enzimi eklenmistir. 10 dakika azot gegirildikten sonra kare dalga anodik

styirma voltametrisi yontemi kullanilarak -1,1 V biriktirme potansiyelinde farkli biriktirme

stirelerinde voltamogramlar alinmistir.
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Cizelge 4.12. Kare dalga anodik siyirma voltametrisi ile farkli derisimlerde enzim igeren
elektrokimyasal hiicrelere ait potansiyostatin ¢alisma sartlari

Parametre Deger | Birim
Baslangi¢ potansiyeli -1,8 \Y
Bitis potansiyeli -0,15 \Y
Frekans 15 Hz
Puls genligi 25 mV
Hassasiyet 10 AV
Biriktirme Potansiyeli -1,1 \

Kare dalga anodik siyirma voltametrisi yontemiyle -1,8 ile -0,15 V potansiyelleri arasinda,
asil1 civa damla elektrodu ile farkli derisimlerdeki enzimin akima etkisini incelemek yapilan

caligmada kullanilan cihaz parametreleri Cizelge 4.12°de verilmistir.

Akim (pA)

/

— e .
_— I\ =S .. ol
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02 04 06 08 10 12 14 16 -8

Potansiyel (V)

Sekil 4.14. Kare dalga anodik siyirma voltametrisi ile farkli biriktirme siirelerinde elde
edilen voltamogramlar (Ag/AgCl elektroda karsi, pH=7,2 NaH2PO4/Na;HPO4
tamponu icerisinde)
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Cizelge 4.12°de verilen c¢alisma sartlar1 altinda elde edilen voltamogramlar Sekil 4.14°te

verilmistir.

Cizelge 4.13. Kare dalga anodik s1yirma voltametrisi yontemi ile farkli biriktirme siirelerine
karsilik gelen akim degerleri

Biriktirme Siiresi (s) Akim (PA)
60 0,6848
120 0,7895
180 0,8020
240 0,8144
300 0,9848

200 uL 2,5x10° M NAPDH, 50 uL 1,0x10% M GSSG, optimum enzim miktar1 olan 0,1 unit
GR enzimi eklenen hiicreye farkli biriktirme siirelerinde -1,1 V’da biriktirme yapilmak tizere
kare dalga anodik siyirma voltametrisi yontemi uygulanarak 5 farkli tarama yapilmustir.

Farkl1 biriktirme siirelerine kars1 gelen akim degerleri Cizelge 4.13’te verilmistir.

R /
2
0,6 -
£
4
<C 0,4 A
0,2 -
0,0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Biriktirme Siresi (s)

Sekil 4.15. Kare dalga anodik styirma voltametrisi yontemi ile elde edilen voltamogramlara
gore biriktirme siiresine kars1t GSH’a ait akim grafigi
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Sekil 4.15’te verildigi lizere biriktirme potansiyeli -1,1 V olarak optimize edilmis olup
kullanilan bu potansiyelde biriktirme yapilarak, kare dalga anodik siyirma voltametriyle
biriktirme siiresi optimize edilmistir. Bunun sonucunda Sekil 4.15’te biriktirme siiresinin
300. sn’de en yiiksek pik akimini verdigi belirlenmistir. Buna karsin enzim aktivitesi teorik
olarak 1 pmol substratin optimum sartlarda, 60 saniyedeki iiriine doniistiiren enzim miktari

olmasi sebebiyle biriktirme siiresi 60 sn olarak optimize edilmistir.

Ortam pH’1min GSH akimina etkisi

Farkli pH’lardaki tampon ¢ézeltilere sahip hiicrelere 200 pL 2,5x10° M NADPH, 50 uL
1,0x10% M GSSG ve 0,1 unit GR enzimi eklenerek 10 dakika boyunca hiicreden azot gazi
gecirildi. En yliksek pik akiminin pH=7,2 ortaminda elde edildigi belirlenmistir.

Cizelge 4.14. Kare dalga anodik siyirma voltametrisi yontemi ile farkli pH ortamlarinda
optimizasyon i¢in potansiyostatin ¢aligsma sartlar

Parametre Deger | Birim
Baslangic potansiyeli -1,8 V
Bitis potansiyeli -0,15 \Y
Frekans 15 Hz
Puls genligi 25 mV
Hassasiyet 10 AV
Biriktirme Potansiyeli -1,1 \/
Biriktirme Siiresi 60 S

Farkli pH’larda 200 puL 2,5x10° M NADPH, 50 pL 1,0x10 M GSSG ve 0,1 unit GR enzimi

iceren hiicreler i¢in olusturulan ¢alisma sartlar1 Cizelge 4.14’te verilmistir.



Akim (nA)

Potansiyel (V)
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Sekil 4.16. Kare dalga anodik siyirma voltametrisi yontemi ile pH’a karsi elde edilen
NaH2PO4/Na;HPO4 tamponu

voltamogramlar (Ag/AgCl elektroda Kkarsi,

igerisinde)

Cizelge 4.15. Kare dalga anodik siyirma voltametrisi yontemi ile farkli pH’a sahip tampon
cozeltilere karsilik gelen akim degerleri

pH Akim (PA)
6,2 0,6664
6,7 0,5500
7,2 0,9848
7,7 0,3088

-1,8 V ile -0,15 V arasinda anodik yonde -1,1 V’da biriktirme yapilarak gergeklestirilen

caligmada farkli pH’larda elde edilen GSH pikine ait akim degerleri Cizelge 4.15°te

verilmistir.



54

1,2 -

1,0 A

0,8 -

0,6 -

Akim (pHA)

04 -

0,0 T T T T T 1
5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5

Ortam pH’I

Sekil 4.17. Kare dalga anodik siyirma voltametrisi yontemi ile pH’a karst GSH’a ait akim
grafigi

Cizelge 4.15’te verilen verilerin grafige gecirilmesi ile Sekil 4.17°deki grafik elde edilmistir.
Elde edilen grafikten ortam pH’1 i¢in optimum sartin 7,2 oldugu belirlenmistir.

4.2.3. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi ile enzim aktivite tayini

Biriktirme potansiyelinin GSH’1n indirgenme akimina etkKisi

10 mL destek elektrolit iceren hiicreye 200 puL 2,5%10° M NADPH, 50 uL 1,0x10? M GSSG

ve 0,1 unit GR enzimi eklenerek 10 dakika boyunca hiicreden azot gaz1 gecirildi.
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Cizelge 4.16. Kare dalga katodik siyirma voltametrisiyle biriktirme potansiyelinin GSH
akimina etkisini belirlemek i¢in kullanilan potansiyostatin ¢calisma sartlar

Parametre Deger | Birim
Baslangi¢ potansiyeli -0,05 \Y%
Bitis potansiyeli -1,6 \Y/
Frekans 15 Hz
Puls genligi 25 mV
Hassasiyet 10 AV
Biriktirme Siiresi 60 S

Kare dalga katodik siyirma voltametrisi kullanilarak, -0,05 V ile -1,6 V potansiyelleri
arasinda 60 saniye biriktirme yapilmak {iizere farkli biriktirme potansiyellerinin GSH

akimina etkisini belirlemek i¢in gerekli sartlar Cizelge 4.16°da verilmistir.
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Sekil 4.18. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi ile farkli biriktirme potansiyellerinde
elde edilen voltamogramlar (Ag/AgCl elektroda karsi, pH=7,2
NaH2PO4/Na;HPO4 tamponu igerisinde)
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Kare dalga katodik styirma voltametrisi yontemi kullanilarak ayr1 hiicrelerde -0,25; -0,30; -
0,35; -0,40 V olacak sekilde uygulanan, biriktirme potansiyellerinin GSH’in indirgenme

akimi tizerine etkisini incelemek tizere alinan voltamogramlar Sekil 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.17. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi yontemi ile farkli biriktirme
potansiyellerine karsilik gelen akim degerleri

Biriktirme Potansiyeli (V) | Akim (nA)
-0,20 1,2864
-0,25 1,4200
-0,30 1,2410
-0,35 0,7424
-0,40 0,5624

200 uL 2,5x10° M NADPH, 50 pL 1,0x102 M GSSG ve optimum miktar olan 0,1 unit GR
enzimi igeren hiicreye -0,25; -0,30; -0,35; -0,40 V olacak sekilde uygulanan farkli biriktirme
potansiyellerinin GSH akimu {izerine etkisi Cizelge 4.17°de verilmistir. Calisma elektrodu

olarak asili civa damla elektrodu kullanilmig olup ortam pH’1 7,2dir.
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Biriktirme Potansiyeli (V)

Sekil 4.19. Kare dalga katodik styirma voltametrisi yontemi ile elde edilen voltamogramlara
gore biriktirme potansiyeline kars1 GSH’a ait akim grafigi
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Uygulanan biriktirme potansiyellerinin GSH akimi {izerine etkisi incelenerek Sekil
4.19’daki grafik elde edildi. Akimin en yiiksek oldugu potansiyel degerinin -0,25 V oldugu

belirlenerek biriktirme potansiyeli optimize edildi.

Enzim derisimindeki artisin GSH akimina etkisi

10 mL destek elektrolit igeren hiicreye 200 uL 2,5x10° M, 50 pL 1,0x102 M GSSG

eklendikten sonra farkli derisimlerinde GR enzimi eklenerek 10 dakika azot gaz1 gegirildi.

Cizelge 4.18. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi i¢in potansiyostatin ¢alisma sartlari

Parametre Deger Birim
Baslangi¢ potansiyeli -0,05 \Y
Bitis potansiyeli -1,6 \Y
Frekans 15 Hz
Puls genligi 25 mV
Hassasiyet 10 AV
Biriktirme Potansiyeli -0,25 \
Biriktirme Siiresi 60 S
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Sekil 4.20. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi yontemi ile 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 unit
enzim derisimleri i¢in elde edilen voltamogramlar (Ag/AgCl elektroda karsi,
pH=7,2 NaH2PO4/Na;HPO4 tamponu igerisinde)

Sekil 4.20°de verildigi lizere kare dalga katodik s1iyirma voltametrisi yontemi kullanilarak,

0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 unit enzim derisimleri igin voltamogramlar elde edilmistir.

Cizelge 4.19. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi ile farkli derisimlerde enzim igeren
hiicrelere karsilik gelen akim degerleri

Derisim (Unit) Akim (pA)
0,1 1,173
0,2 1,312
0,3 1,411
0,4 1,491
05 1,699
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Kare dalga katodik styirma voltametrisi yontemiyle asili civa damla elektrodu kullanilarak

yapilan taramada artan enzim derisimlerine karsilik gelen akim degerleri Cizelge 4.19°da

verilmistir.
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Sekil 4.21. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi yontemi ile elde edilen voltamogramlara
gore derisime kars1t GSH’a ait akim grafigi

Kare dalga katodik siyirma voltametrisi ile elde edilen akim degerlerinin tek basina kare
dalga voltametrisine gore daha yiiksek akim degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu
sebepten oOtiirii 1spanaktan elde edilen GR enziminin tayininde kullanilacak yontem kare

dalga katodik s1tyirma voltametrisi olarak optimize edilmistir.

Biriktirme siiresinin GSH’1n indirgenme akimina etkisi

10 mL destek elektrolit igeren hiicreye 200 pL 2,5x10° M NAPDH, 50 uL 1,0x10% M
GSSG, 0,1 unit GR enzimi eklenmistir. 10 dakika azot gegcirildikten sonra kare dalga katodik
styirma voltametrisi yontemi kullanilarak -0,25 V biriktirme potansiyelinde farkli biriktirme
stirelerinde voltamogramlar elde edilmistir. Biriktirme siiresi artttkca GSH’a ait pik
akiminda 240. saniyeye kadar artig, 300. saniyede ise akim degerinin sabit kalmaya basladig1

belirlenmistir.
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Cizelge 4.20. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi ile farkli derisimlerde enzim igeren
hiicrelere ait potansiyostatin ¢calisma sartlar

Parametre Deger | Birim
Baslangi¢ potansiyeli 0,05 \
Bitis potansiyeli -1,8 \Y
Frekans 15 Hz
Puls genligi 25 mV
Hassasiyet 10 AV
Biriktirme Potansiyeli -0,25 \

Kare dalga katodik siyirma voltametrisi yontemi kullanilarak -0,25 V potansiyelinde
biriktirme yapilmak tizere farkli biriktirme siirelerinde GSH’1n indirgenme akimina etkisini

belirlemek i¢in gerekli optimum parametreler Cizelge 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.22. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi ile farkli biriktirme siirelerinde elde
edilen voltamogramlar (Ag/AgCl elektroda karsi, pH=7,2 NaH2PO4/Na;HPO4
tamponu icerisinde)
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Ag/AgCl elektroda karsi, ¢caligma elektrodu olarak asili civa damla elektrodu kullanilan
caligmada, -0,25 V biriktirme potansiyelinde ve 60; 120; 180; 240; 360 saniye olmak iizere
farkli biriktirme siirelerinde yapilan g¢alismadan alinan voltamogramlar Sekil 4.22°de

verilmistir.

Cizelge 4.21. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi yontemi ile farkli biriktirme
stirelerine kars1 akim degerleri

Biriktirme Siiresi (s) Akim (pA)
60 1,101
120 1,399
180 1,514
240 1,628
300 1,650

Kare dalga siyirma voltametrisi yontemi ile asili civa damla elektrodu kullanilarak, +0,05 V
ile -1,8 V potansiyelleri arasinda yapilan ¢aligmada pH:7,2’de farkli biriktirme siirelerine

karsilik gelen akim degerleri Cizelge 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.23. Kare dalga katodik s1iyirma voltametrisi yontemi ile elde edilen voltamogramlara
gore biriktirme siiresine kars1 GSH’a ait akim grafigi
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Sekil 4.23°te verildigi lizere biriktirme stiresinin artig1 ile GSH pikine ait akim degerlerinde
artis meydana gelmistir. Buna karsin enzim aktivitesi teorik olarak 1 pmol substratin
optimum sartlarda, 60 saniyedeki {iirline donistiiren enzim miktar1 olmasi sebebiyle

biriktirme stiresi 60 sn olarak optimize edilmistir.

Ortam pH’1inin GSH akimina etkisi

Farkli pH’lara sahip tampon ¢dzeltilere sahip hiicrelere 200 pL 2,5x10° M NADPH, 50 puL
1,0x102 M GSSG ve 0,1 unit GR enzimi eklenerek 10 dakika boyunca hiicreden azot gaz1
gegirildi. En yiiksek pik akimmin pH=7,2 ortaminda elde edildigi belirlenmistir. Bu sonug

literatiir bilgisi ile uyumludur.

Cizelge 4.22. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi yontemi ile ortam pH’inin
optimizasyonu i¢in potansiyostatin ¢alisma sartlar

Parametre Deger | Birim
Baslangi¢ potansiyeli 0,05 \%
Bitis potansiyeli -1,8 V
Frekans 15 Hz
Puls genligi 25 mV
Hassasiyet 10 AV
Biriktirme Potansiyeli -0,25 \
Biriktirme Siiresi 60 S

Kare dalga katodik siyirma voltametrisi kullanilarak ortam pH’mnin GSH akimina etkisini
belirleyebilmek i¢in asili civa damla elektrodu kullanilarak yapilan c¢alismanin c¢alisma

parametreleri Cizelge 4.22’de verilmistir.
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Sekil 4.24. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi yontemi kullanilarak farkli pH’larda
elde edilen voltamogramlar (Ag/AgCl elektroda kars1)

200 uL 2,5%10° M NADPH, 50 pL 1,0x102 M GSSG ve 0,1 unit GR enzimi iceren
hiicrelerde -0,25 V’ta 60 saniye biriktirme yapilarak alinan voltamogramlar Sekil 4.24°te

verilmistir.

Cizelge 4.23. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi yontemi ile farkli pH’a sahip tampon
cozeltilere karsilik gelen akim degerleri

pH Akim (PA)
6,2 0,2326
6,7 0,4671
7,2 1,1010
7,7 0,0605

Sekil 4.24°teki voltamogramlardan elde edilen akim degerleri Cizelge 4.23’te verilmistir. En
yiiksek akim degerinin pH:7,2 tamponunda elde edildigi belirlenmistir.
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Sekil 4.25. Kare dalga katodik siyirma voltametrisi yontemi ile pH’a kars1t GSH’a ait akim
grafigi

Kare dalga voltametrisi, kare dalga anodik siyirma voltametrisi ve kare dalga katodik
styirma voltametrisi yontemleri kullanilarak yapilan caligmalarda 3 yontem icin de pH

degerinin optimum kosulunun 7,2 oldugu belirlenmistir.

4.2.4. Ban elektrokimyasal yontemler ile optimizasyon parametrelerinin
karsilastirilmasi

Kare dalga voltametrisi, kare dalga katodik siyirma voltametrisi ve kare dalga anodik
styirma voltametrisi yontemleri kullanilarak optimizasyon parametreleri karsilagtiriimig

olup elde edilen en iyi degerler Cizelge 4.24’te verilmistir.

Cizelge 4.24. Kullanilan 3 farkli voltametrik yontem i¢in elde edilen optimum degerler

Y ontem Kare Dalga | Kare Dalga Katodik | Kare Dalga Anodik
Parametre Voltametrisi | Siyirma Voltametrisi | Styirma Voltametrisi
Enzim Derisimi (Unit) 0,5 0,5 0,5
Ortam pH’1 7,2 7,2 7,2
Biriktirme Potansiyeli (V) | - -0,25 -1,10
Biriktirme Siiresi (s) - 300 300
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En yiiksek pik akimlar1 genel olarak kare dalga katodik s1yirma voltametrisi yontemi ile elde
edilmistir. Enzim derisimi optimizasyonunda 0,5 unit enzim i¢in kare dalga voltametrisi
metodu ile yapilan ¢alismada enzim derisimi 0,9279 pA olarak, kare dalga anodik siyirma
voltametrisi ile 1,318 pA olarak kaydedilirken kare dalga katodik siyirma voltametrisi
metodu kullanildiginda 1,699 pA olarak kaydedilmistir. Kullanilan ii¢ yontemde de enzim
derisimi ile akim arasinda dogru orant1 oldugu gdzlenmistir. Ornegin; Kare dalga katodik
styirma voltametrisinde 0,1 unit enzim i¢in dlg¢iilen akim degeri 1,173 pA; 0,2 unitigin 1,312

tA; 0,3 unit i¢in 1,411 pA; 0,4 unit i¢in 1,491 pA; 0,5 unit 1,699 pA olarak olgtilmiistiir.

Yapilan tiim yontemler i¢in en yiiksek pik akimi pH 7,2 ‘de gozlenmesi sebebiyle ¢alisma
ortami i¢in elde edilen akim degerlerinden yola ¢ikilarak optimum pH degeri 7,2 olarak
belirlenmistir. Bu sonug literatiir bilgisi ile 6rtiismektedir [58]. pH 7,2’de akim degerleri,
kare dalga katodik siyirma voltametrisi i¢in 1,1010 pA iken kare dalga anodik siyirma
voltametrisi i¢in 0,9848 pA’dir.

Siyirma voltametrisi kullanilarak yapilan tiim yontemlerde biriktirme siiresinin 300 saniyede
en yiiksek pik akimini verdigi belirlenmistir. Buna karsin enzim aktivitesi teorik olarak 1
umol substratin optimum sartlarda, 60 saniyedeki {irtine doniistiiren enzim miktart olmasi

sebebiyle biriktirme siiresi 60 saniye olarak optimize edilmistir.

4.3. indirgenmis Glutatyon i¢in Gézlenebilme ve Tayin Siniri

10 mL’lik destek elektrolit ¢ozeltisine 200 pL 2,5x10° M NAPDH, 50 pL 1,0x102 M GSSG
ilave edilerek enzim ilave edilmeden her seferinde reaktifler hiicreye yeniden eklenerek 10
deney yapilmistir. Bu sayede, kare dalga katodik siyirma voltametrisi yontemi kullanilarak
sahit numuneye ait pikin standart sapmasi hesaplandi. Elde edilen 10 degerin ortalama degeri

ve standart sapmas1 hesaplandi.

Cizelge 4.25. Sahit numuneye ait pikin akim degerleri

Tarama | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Standart | Ortalama
Sapma

Akim 12,2 11,8 | 10,5 8,8 116 | 10,3 | 9,7 124 | 131 | 114 | 1,32 11,18

(nA)
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Ardindan gozlenebilme ve tayin sinir1 tayini i¢in hiicre igerisinde bulunan 10 mL destek
elektrolit ¢cozeltisi iizerine, 1x102 M GSH ¢ozeltisinden her bir tarama ncesinde sirasiyla
100; 200; 300; 400; 500 uL ilave edilip kare dalga voltametrisi yontemiyle kalibrasyon
grafigi elde edilmistir.

6
y =0,9559x +0,4399 m

5 R2=0,9911 .
=4 T .
< e
e’
v
<, o

.
1
0
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Derisim (10*M)

Sekil 4.26. GSH’in gozlenebilme ve tayin sinirmin tayini ig¢in olusturulan kalibrasyon
grafigi

Kalibrasyon grafigiyle elde edilen egim kullanilarak gozlenebilme sinir1 (CLop) ile tayin

sinir1 (CLoq) elde edilir.

3c 3x1,32x107°4
Coop = — = —— = 4,14 X107 mol/L
m 0,9559 x10~2
’ mol/L
100 10 x 1,32x107° A
CLOQ = —= ) = 13,8 X10'7 mol/L
m 0,9559 x10™2———
mol/L

(o: Standart sapma, m: Kalibrasyon grafiginin egim degeri)

Cizelge 4.26. GSH i¢in kalibrasyon grafigi egim degeri, gozlenebilme ve tayin sinir1 degeri

Kalibrasyon grafigi egimi Gozlenebilme sinir degeri (Crop) | Tayin smir degeri (CrLog) (mol/L)
(mol/L)

0,9559 4,14 X107 13,8 x107
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4.4. Kare Dalga Katodik Siyirma Voltametrisi ile Ispanaktan Elde Edilen GR Enzimi
Derisimin Tayini

Destek elektrolit ile 200 uL 2,5x10° M NAPDH, 50 pL 1,0x102 M GSSG iceren 10 mL
hacimli hiicrelere sirasiyla 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,12; 0,14; 0,16 unit ticari GR enzimi
eklenmistir. 10 dakika azot gegirildikten sonra kare dalga katodik siyirma voltametrisi
yontemi kullanilarak voltamogramlar elde edilmistir. GR Enziminin unit degerlerine karsi

elde edilen akim degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi olusturulmustur.

1.4-|||I|\|\|<|\|I|||I\|\I|||I|\|

— 0,04 unit [
— 0,06 unit L
— 0,08 unit I
— 0,10 unit i
— 0,12 unit L

0,14 unit I

0,16 unit [

Akim (pA)

-0.2_"‘I"'IT'TI'T‘I"'I"TI"'I"'-
0 02 04 06 08 10 12 14 -6

Potansiyel (V)

Sekil 4.27. Ticari GR enzimi ile kare dalga siyirma katodik voltametri yontemi kullanilarak
0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 unit enzim derisimlerinde elde edilen voltamogramlar
(Ag/AgCl elektroda karsi, pH=7,2 NaH2PO4/Na;HPO4 tamponu igerisinde)

Kare dalga katodik siyirma voltametrisi yontemi kullanilarak kalibrasyon grafigi elde
edebilmek lizere alinan voltamogramlar Sekil 4.27°de verilmistir. Yapilan calismada ¢alisma

elektrodu olarak asili civa damla elektrot kullanilmis olup ortam pH’1 7.2 dir.
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Cizelge 4.27. Ticari GR enzimi ile farkli derisimlere karsi elde edilen akim degerleri

Derisim (Unit) Akim (pA)
0,04 0,4587
0,06 0,5795
0,08 0,6879

0,1 0,8588
0,12 0,9151
0,14 1,095

0,16 1,197

200 pL 2,5x10° M NAPDH, 50 uL 1,0x102 M GSSG igeren 10 mL destek elektrolit igeren
hiicrelere, kalibrasyon grafigini elde edebilmek i¢in standart olarak kullanilan GR enzimi
ilave edilerek kare dalga katodik siyirma voltametrisi ile yapilan ¢alismada farkli enzim
derigimlerinde elde edilen akim degerleri Cizelge 4.27°de verilmistir. Calisma elektrodu

olarak asili civa damla elektrot kullanilmustir.

1,4
y = 6,202x + 0,2072
1.2 R2=0,9932  .-*
1 e
e
—_ @ .
<<
3 0,8
E A
~ 06 o
< -
"
0,4
0,2
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18
Enzim Derisimi (Unit)

Sekil 4.28. Ticari GR enzimi ile kare dalga siyirma katodik voltametrisi yontemi
kullanilarak farkli derisimlere karst GSH’a ait akim grafigi
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10 mL destek elektrolit iceren hiicreye GSSG ile NADPH eklendikten sonra 1spanaktan izole
edilen GR enzimi farkli miktarlarda eklenerek 10 dakika azot gazi gecirildi. Kare dalga
katodik siyirma voltametrisi yontemi kullanilarak voltamogramlar elde edilmistir.
Voltamogramlar, ortama 150; 300; 450 uL. GR enzimi eklenerek elde edilmis olup her hacim
icin dorder kez tekrarlanmistir. Bunun sonuncunda ise toplamda 12 veri elde edilmistir.
Ticari GR enzimi ile olusturulan kalibrasyon grafigi kullanilarak 1 pmol substrati
katalizleyen enzimin unit miktar1 bulunmustur. Enzim aktivitesi teorik olarak 1 pmol
substratin optimum sartlarda, 1 dakikada iiriine doniistiiren enzim miktar1 olmasi sebebiyle

1 umol substrat i¢in hesaplama yapilmuistir.

Akim (107A)

Potansiyel (V)

Sekil 4.29. Ispanaktan elde edilen GR enzimi ile farkli derisimler i¢in elde voltamogramlar
(Ag/AgCl elektroda karsi, pH=7,2 NaH2PO4/Na;HPO4 tamponu igerisinde)

pH=7,2 NaH,PO/Na,HPO4 tamponunda 10 mL destek elektrolit igerisine 2,5x10° M
NAPDH, 50 uL 1,0x10?% M GSSG ilave edilmistir. Ardindan 100 g 1spanaktan elde edilen
ekstrakttan 150; 300; 450 pL alinarak elektrokimyasal hiicreye ayr1 ayri eklenmesi ile elde



70

edilen voltamogramlar Sekil 4.29’da verilmistir. Yapilan ¢alismada kare dalga katodik

styirma voltametrisi kullanilmis olup ¢alisma elektrodu asili civa damla elektrodudur.

Cizelge 4.28. Ispanaktan elde edilen GR enzimi ile farkli derisimlere karsi elde edilen

aktivite degerleri

Enzim
Ispanak Akim Degeri Aktivitesi
Veri Sayisi ekstrakti (uL) | (uA) Unit Miktart | (U/mL)
1. 150 0,3096 0,0165 0,1100
2. 150 0,3201 0,0182 0,1213
3. 150 0,3207 0,0183 0,1220
4, 150 0,3000 0,0149 0,0993
5. 300 0,4004 0,0311 0,1036
6. 300 0,4022 0,0314 0,1046
7. 300 0,3989 0,0309 0,1030
8. 300 0,3893 0,0293 0,0976
9. 450 0,4989 0,0470 0,1040
10. 450 0,4869 0,0451 0,1002
11. 450 0,5170 0,0499 0,1109
12. 450 0,4815 0,0442 0,0982

100 g 1spanaktan izole edilen GR enzimi ¢6zeltisinden, 150; 300; 450 uL olmak tizere 3
farkli hacimde alinarak dorder tekrarli deneylerden elde edilen toplam 12 verinin ortalamasi
ispanaktan izole edilen enzim aktivitesini vermektedir. Ispanaktan izole edilen enzimin

aktivitesi kalibrasyon grafigi yardimiyla hesaplanmistir.

Yapilan 1. Deneyde reaktiflerin bulundugu hiicreye ispanak ekstraktindan 150 pL
eklendiginde akim degeri 0,3096 pA olarak kaydedilmistir. y = 6,202x + 0,2072
denkleminden enzim miktar1 0,0165 unit olarak hesaplanarak ekstrakttaki enzim aktivitesi
0,1024 unit/0,15 mL = 0,1100 unit/mL olarak bulunur. 3 farkli numune hacmi kullanilarak

yapilan 12 deney icin ayni sekilde unit/mL cinsinden enzim aktivitesi hesaplanir. Yapilan
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hesaplamalarin sonucunda 1spanaktan izole edilen GR enziminin aktivitesi 0,0083’liik

standart sapma ile 0,1062 U/mL olarak bulunmustur. (n=12)

Ayrica F testi i¢in sadece aynmi hacimdeki 1spanak ekstraktlar1 kullanilarak 10 tekrarli bir

deney daha yapilmustir.

Cizelge 4.29. Ispanaktan elde edilen GR enzimi ile ayni1 derisimde elde edilen aktivite

degerleri
Tekrar 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Standart
Sayist Sapma
Enzim 0,1040 | 0,1002 | 0,1109 | 0,0982 | 0,1012 | 0,1037 | 0,1042 | 0,1043 | 0,1042 | 0,1005 | 0,0044
Aktivitesi
(U/mL)

450 pL 1spanak igeren hiicrelerle yapilan 10 c¢alisma icin standart sapma 0,0044 olarak
hesaplanarak Cizelge 4.29’da verilmistir. Bulunan bu deger F testinde kullanilmistir.

4.5. UV-GB Spektroskopisi Yontemi ile Ispanaktan Elde Edilen GR Enziminin Tayini
Kare dalga katodik s1yirma voltametrisi kullanilarak tespit edilen GR enziminin derisiminin
dogrulugunu belirleyebilmek igin literatiirde yaygin olarak kullanilan UV-GB
spektroskopisi yontemi kullanilmistir. Bu yontemde 340 nm’de NADPH’in absorbansi

Olciilerek dolayli yoldan GR enziminin derisimi hesaplanmistir.

Cizelge 4.30. UV-GB spektroskopisi yontemi ile ispanaktan izole edilen GR enzimi derisim

tayini
Absorbans
(AA) | 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Zaman (S Ortalama Standart
Sapma
60 0,315 0,312 | 0,314 | 0,318 | 0,311 | 0,312 | 0,313 | 0,319 | 0,315 | 0,310 | 0,314 0,003

1.dakikada absorbans degisimi kullanilarak enzim derigimi:

Ey _ 0314 30mL _
/mL = 2 X Temi = 0,1010 U/mL olarak hesaplanmustir.
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10 tekrarli deneyde absorbans farklar1 alinarak yapilan igslemler sonucunda enzim tinitesinin
ortalamasi 0,314 unit olarak hesaplanmustir. Bunun sonucunda da enzim aktivitesi 3x10%’
likk standart sapma ile 0,2010 U/mL bulunmustur. (N=10)

Buradan elde edilen sonug ile kare dalga katodik siyirma voltametrisiyle yapilan yontem

kullanilarak yiizde hata hesab1 yapilmistir.

AX
% Hata = — x 100
X¢

10,1062 — 0,1010|
% Hata = 01010 x 100

% Hata = 5,15

0,324

0,323

0,322

0,321

0,32

0,319

0,318

Absorbans (A)

0,317

0,316

0,315 i i i i

0,314
0 50 100 150 200 250 300 350

Zaman (s)

Sekil 4.30. Ispanaktan izole edilen GR enzimine ait absorbansa kars1 zaman grafigi
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4.5.1. UV-GB spektroskopisi yontemi ile karsilastirilarak kesinligin belirlenmesi

F testi, iki 6l¢lim grubunun kesinligini karsilastirmak i¢in yapilan bir yontemdir. F testi bu
iki 6lgtim grubunun kesinlikleri hakkinda bilgi edinmek i¢in yapilir. GR tayininde kare dalga
katodik siyirma voltametrisi yontemi kullanilarak gelistirilen yeni yontemin kesinligi i¢in F
testi kullanilarak literatiirde yaygin kullanilan UV-GB spektroskopisi yontemi ile

karsilagtirilmistir. Bunun i¢in Sekil 4.31°de verilen F degeri hesaplanmustir.

si
F:?
2

Sekil 4.31. iki 6rneklem varyansinin oranindan elde edilen F degeri

F= (4,4x10%)% (3,0x107%)? degeri hesaplanarak 2,15 bulunmustur. Ek 1.’de verilen %95
giiven seviyesinde Fuitik=3,18 bulunmustur. F < Fyitik olmasi sebebiyle gelistirilen yeni
yontemin kesinlikleri arasinda belirgin bir fark yoktur. UV-GB spektroskopisi yontemi

kullanilarak hesaplanan standart sapma degeri literatiir bilgisi ile uyumludur [59].
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. SONUCLAR

GR enzimi; elektroaktif bir bilesik olan GSH’m, NADPH ile GSSG’nin GR
katalizorliigiinde 1:1 oraninda reaksiyona girmesi sayesinde tayin edilebilmistir. U/mL
cinsinden enzim aktivitesini hesaplayabilmek i¢in, 1 pmol substratin optimum sartlarda,
1 dakikada iirline doniistiiren enzim miktarindan yola ¢ikilarak gerekli substrat miktari
icin hesaplama yapilmistir.

Kare dalga voltametrisi, kare dalga katodik siyirma voltametrisi ve kare dalga anodik
styirma voltametrisi gibi 3 farkli voltametrik yontem kullanilarak optimizasyon
parametreleri her bir yontem icin tekrarlanmistir. Bunun sonucunda kare dalga siyirma
voltametrisinin diger voltametrik yontemlere kars tistlinliik sagladig1 gézlemlenmistir.
Yapilan deneyde GR enzimini hizli ve yiiksek tekrarlanabilirlik ile tayin edebilmek i¢in
damlayan civa elektrot kullanilarak kare dalga siyirma voltametrisi ile yeni bir yontem
gelistirilmigtir. Ispanaktan izole edilen GR enziminin aktivitesi bu yontem ile tayin
edildiginde 0,1062 U/mL olarak hesaplanmistir. Geleneksel bir yontem olan UV-GB
spektroskopisi yontemi kullanildiginda ise 0,1010 U/mL olarak hesaplanmistir. Buradan
elde edilen verilerden hata degeri %5,15 hesaplanmustir.

Bulunan sonuglar, GR enzimi tayini i¢in geleneksel bir yontem olan UV-GB
spektroskopisi ile kare dalga siyirma voltametrisi ile karsilastirilarak iki yOntemin
kesinligi arasinda belirgin bir fark olmadigi bulunmustur. Literatiirde yaygin olarak
kullanilan UV-GB spektroskopisi yontemi kullanilarak yeni yontemin kesinligi F testi ile
belirlenmistir. Ayrica, kare dalga siyirma voltametrisinin daha diisitk hacimlerdeki
numune miktariyla ¢aligma olanag: sagladigi belirlenmistir.

Yapilan ¢alismada GSH’1n elektrokimyasal 6zelliklerinin belirlenerek sinir akimi 1,962 x
10° A, Cottrell egimi 2,499x107, difiizyon katsayis1 1,849x10° cm?/s, indirgenme
esnasinda mol basina transfer edilen elektron sayis1 2 olarak hesaplanmistir. Difiizyon
kontrollii oldugu saptanmis olup elektrokimyasal olarak tersinir olmadigi, GSH’1in ‘ECE’

mekanizmasiyla indirgendigi belirlenmistir.
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Serbestlik

Derecesi 2 4 6 9 10 11 12 20
2 19,00 | 19,25 | 19,33 | 19,38 | 19,40 | 19,40 | 19,41 | 19,45
4 6,94 6,39 6,16 6,00 5,96 5,94 5,91 5,80
6 5,14 4,53 4,28 4,10 4,06 4,03 4,00 3,87
9 4,26 3,63 3,37 3,18 3,14 3,10 3,07 2,94
10 4,10 3,48 3,22 3,02 2,98 2,94 2,91 2,77
11 3,98 3,36 3,09 2,90 2,85 2,82 2,79 2,65
12 3,89 3,26 3,00 2,80 2,75 2,72 2,69 2,54
20 3,49 2,87 2,60 2,39 2,35 2,31 2,28 2,12
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