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Bu çalışmada, ekmek mayası (Saccharomyces cerevisiae) glutatyon redüktazı 

(GR), titanyum dioksit nanopartiküllerinin (TiO2 NP'lerinin) ve çinko oksit 

nanopartiküllerinin (ZnO NP’lerinin) 0, 25, 50, 100, 250 ve 500 mg/L (ppm) 

konsantrasyonlarına in vitro olarak maruz bırakılmıştır. TiO2 NP'lerinin 25, 50, 100, 

250 ve 500 ppm etkisinde glutatyon redüktaz enzim aktivitesindeki yüzde değişimler 

sırasıyla -3,12 ; -0,87 ; -2,12 ; -2,12 ve -1,50 olduğu hesaplanmıştır. ZnO NP’lerinin 

25, 50, 100, 250 ve 500 ppm etkisinde glutatyon redüktaz enzim aktivitesindeki yüzde 

değişimler sırasıyla -2,01 ; +1,88 ; +0,38 ; -2,51 ve +0,75  olduğu hesaplanmıştır. Bu 

çalışmada, TiO2 NP'lerin ve ZnO NP'lerin konsantrasyonları arttırıldığında, kontrol 

gruplarına kıyasla GR enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik 

olmadığını gözlemlenmiştir (p > 0.05, N=3). Sonuç olarak, TiO2 ve ZnO NP’leri, GR 

üzerine herhangi bir inhibisyon yapmamıştır. 

 

Anahtar Kelimeler: Glutatyon Redüktaz; Nanopartikül; Titanyum Dioksit 

Nanopartikülü; Çinko Oksit Nanopartikülü.  
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In this study, baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae) glutathione reductase 

(GR) were exposed to 0, 25, 50, 100, 250 and 500 mg/L (ppm) concentrations of 

titanium dioxide nanoparticles (TiO2 NPs) and zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) in 

vitro. Percentage changes in glutathione reductase enzyme activity under the effect of 

25, 50, 100, 250 and 500 ppm TiO2 NPs were -3.12 ; -0.87 ; -2.12 ; -2.12 and -1.50 

respectively. Percentage changes in glutathione reductase enzyme activity under the 

influence of 25, 50, 100, 250 and 500 ppm ZnO NPs were -2.01 ; +1.88 ; +0.38 ; -2.51 

and +0.75  respectively.  In this study, it was observed that when the concentrations of 

TiO2 NPs and ZnO NPs were increased, there was no statistically significant change 

in GR enzyme activities compared to the control groups (p > 0.05, N=3). In conclusion, 

TiO2 and ZnO NPs did not exert any inhibition on GR. 

 

Key Words: Glutathione Reductase; Nanoparticle; Titanium Dioxide 

Nanoparticle; Zinc Oxide Nanoparticle. 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

Simgeler 

 

eV      : Elektronvolt  

        pH          : Hidrojen derişiminin eksi logaritması 

        K            : Kelvin 

        kDa        : Kilo Dalton 

      µ : Mikro 
      µL               : Mikrolitre 

        μmol       : Mikromol 

        mL          : Mililitre 

        UV          : Morötesi 

           

 

Kısaltmalar 

 

ALT : Alanin transaminaz       

ALP : Alkalin fosfataz                      

AST : Aspartat Aminotranferaz     

ZnO : Çinko Oksit   

FAD : Flavin Adenin Dinükleotit      

GPx : Glutatyon peroksidaz 

GST : Glutatyon-S-Transferaz 

GR : Glutatyon redüktaz 

CAT : Katalaz 

LDH : Laktat dehidrogenaz 

NP : Nanopartikül 

NADPH : β-Nikotinamid adenin dinükleotid 2’-fosfat redükte 

GSSG : Okside glutatyon 

GSH : Redükte glutatyon 

SOD : Süperoksid dismutaz    

TiO2 : Titanyum dioksit 
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1.GİRİŞ 

 

Glutatyon redüktaz (GR) (E.C.1.8.1.7) ilk kez 1951’de tanımlanmıştır. GR 

enzimi indirgenmiş piridin nükleotidleri ve disülfür substratları arasındaki elektron 

transferini katalizlemektedir. 

 

GR enziminin en büyük amacı hücredeki GSH/GSSG oranını korumaktır. 

Eritrosit hücrelerinde bu oran 500/1 civarındadır. Oran düştüğü takdirde eritrosit 

hücreleri hemoliz olmaktadır [1] 

Titanyum yer kabuğunda en çok bulunan dokuzuncu elementtir. Titanyum 

dioksit, geçiş metal oksitleri ailesinin bir üyesidir. Kokusuz beyaz toz halindedir. 79,9 

g/mol molekül ağırlığına, 2972 °C kaynama noktasına, 1843 °C erime noktasına, 25 

°C’de 4.26 g/cm3 yoğunluğuna sahiptir. Derişik sülfürik asit ve hidroflorik asitte 

yüksek sıcaklıklarda çözülebilir [2] 

 ZnO, genellikle kokusuz beyaz bir toz olarak görünen anorganik bir bileşik [3] 

olup, 100 nanometreden daha küçük çaplara sahiptir. Boyutlarına ve yüksek katalitik 

aktivitelerine göre daha geniş bir yüzey alanına sahiptirler. Çinko oksit 

nanoparçacıklarının fiziksel ve kimyasal özellikleri, sentezlendikleri farklı yollara 

bağlı olarak farklı özellik gösterirler [4]. 

  Bu çalışmada titanyum dioksit ve çinko oksit nanopartiküllerinin glutatyon 

redüktaz enzim aktiviteleri üzerine etkilerinin karşılaştırılması incelenmiştir. 
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2.ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

2.1.Nanoteknoloji ve Tanımı 

 

 Nanoteknoloji farklı tanımlara sahip olsa da genel olarak aynı anlamı 

taşımaktadır. Nanoteknoloji kelimesi 1974 yılında yayınlanan bir makalede Norio 

Taniguchi tarafından ilk kez kullanmıştır. Nanoteknoloji “malzemelerin atom ya da 

molekül olarak işlenmesi, ayrılması, bir araya getirilmesi ve parçalanması” olarak 

tanımlamıştır [5]. 

Nanoteknolojiyi bu kadar ilginç yapan şey; malzemelerin nano boyutta 

olduklarından, makro dünyadan farklı davranmalarıdır. Kuantum etkileri nedeniyle 

malzemeler nano ölçekte farklı özellikler gösterirler. Örneğin külçe halindeki altın, 

diğer maddelerle reaksiyona girmek istemezken, nano boyutlu altın için tam olarak 

tersi görülmektedir. Bu özelliğinden dolayı bilim insanları, maddelerin nano ölçekli 

hallerini araştırarak problemlere çözüm bulmaya çalışmaktadırlar [6]. 

Nanoteknolojinin avantajlarını şu şekilde sıralayabiliriz; 

-  Her atomu tam olarak istediğiniz alana yerleştirme olanağı 

- Atom düzeyinde fizik ve kimya yasalarının meydana getirebileceği her 

malzemeyi üretme imkanı,  

- Ekonomik sıkıntı olmadan üretim imkanı [7]. 

 

2.1.1.Tıp Sektörü 

 

 Nano boyutlu gereç ve cihazların gelişmesi ile eski teknolojik cihazlara kıyasla 

vücudumuz ve canlı sistemlerimiz hakkında daha detaylı çözümleme ve buluşlar 

yapmak olası hale gelmiştir. [8]. 
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2.1.2.Tekstil Sektörü 

 

 Nanoteknoloji ile tekstil malzemelerine birçok özellik eklenebilmektedir. 

Bunlar; bilgi ve enerji depolama, UV radyasyonu yakalama, iletişim ve korumadır 

[9]. 

 

2.1.3.Veri İşleme ve Depolama 

 

 Nanoteknoloji, bilgisayarlar için ultra yüksek tümleşik mantık üretimi, ultra 

yüksek depolama yoğunluğu, minyatürleştirilmiş yığın bellekleri ve yeni, kalıcı, 

yüksek performanslı çalışma bellekleri potansiyelini açar. [10]. 

 

2.1.4.Otomotiv 

 

 Nanoteknoloji otomotiv alanında da uygulama alanı bulmaktadır. Örneğin; 

• Araba lastiklerinde dolgu maddesi olarak, 

• Ekranlar ve aynalar için yansıma önleyici kaplamalar olarak, 

• Aynalar ve ekranlar için buhar önleyici kaplama olarak hidrofilik yüzey 

kaplamalarında, 

• İlerlemiş yakıt hücresi teknolojisi ve hidrojen depolama alanlarında (inceleme 

aşamasında) kullanılması için çalışmalar devam etmektedir [10]. 

 

2.1.5.Enerji ve Elektrik Üretimi 

 

Pil elektrotlarında yüksek yüzey alan oranlı karbon nanotüplerin kullanılması, 

diğer geleneksel yöntemlere kıyasla çok yüksek ve verimli bir elektrik çıkışı sağlar. 

Ayrıca yakıt hücrelerinin verimliliğini artırmak için nano mühendislik malzemeleri 

kullanır. Yeni nesil yakıt pilleri de evler, işyerleri ve hatta fabrikalar gibi daha büyük 

yapılarda elektrik üretme gücüne ulaşmıştır. [10]. 
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2.1.6.Güvenlik ve Koruma Sektörü 

 

 Savunma sanayi ile yakından ilgili olan  yeni keşiflerin daha küçük boyutlarda 

üretilmesi, onları taşınabilir ve hareketli hale getirmiş ve tek tek elde edilmesini 

basitleştirmiştir. İnsan vücuduna dışarıdan gelebilecek her türlü tehlikeye karşı 

koruma teknolojileri güncel olarak yerini almaktadır [10]. 

 

2.1.7.Gıda Sektörü 

 

 Nanoteknolojinin gıda sektöründe de uygulamaları vardır. Gıdaların raf 

ömrünü, tazeliğini, güvenliğini ve kalitesini artırmaya olanak sağlayan, 

nanopartiküllerle güçlendirilmiş, gaz geçirgenliği düşük polimerlerin kullanımı bu 

uygulamalar arasındadır [10]. 

 

2.2. Nanopartiküller 

 

 Nanoboyutlu madde olarak isimlendirilen bu yapıların üstünde durulmasının 

ana nedeni, maddelerin hacimsel özelliklerinden farklı olarak belirli bir boyut 

aralığında olağandışı özellikler ve işlevsellik göstermeleridir [11,12]. 

100 nm ve altındaki tanecikler olarak tanımlanan nanoparçacıklar, nano 

boyutlu malzemelerin ve bundan dolayı nanoteknolojinin kaynağını meydana 

getirmektedir. [12,13]. Bu parçacıklar, genellikle diğer maddelere göre üstün özellikler 

gösterirler. Çoğunlukla söz edilen nanoparçacık özelliklerinin çekiciliğinin önemli 

nedeni özellikle yüksek yüzey/hacim oranıdır [14]. 

 

2.2.1.Titanyum Dioksit (TiO2) Nanopartikülleri  

 

Titanyum dioksit, doğal olarak çeşitli kayalarda ve mineral kumlarında 

bulunmaktadır. Doğal olarak oluşan titanyum dioksit kırmızı kahverengimsi 

görünümdedir. Bu renk, toplam titanyum içeriğinin %10’una karşılık gelen demir, 

krom, vanadyum ve zirkonyum kontaminasyonundan kaynaklanmaktadır [15]. 
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Titanyum yer kabuğunda en çok bulunan dokuzuncu elementtir. Titanyum 

dioksit, geçiş metal oksitleri ailesinin bir üyesidir. Kokusuz beyaz toz halindedir. 79,9 

g/mol molekül ağırlığına, 2972 °C kaynama noktasına, 1843 °C erime noktasına, 25 

°C’de 4.26 g/cm3 yoğunluğuna sahiptir. Titanyum dioksit suda, seyreltik asitlerde ve 

yaygın organik çözücülerde tamamen çözülmez. Derişik sülfürik asit ve hidroflorik 

asitte yüksek sıcaklıklarda çözülebilir[2].  

Geniş bant aralığına sahip bir yarı iletkendir. Anatas, rutil, brokit formları için 

bant aralıkları sırasıyla 3.2, 3.02 ve 2.96 eV’dur. Bu nedenle, anatas formunda diğer 

formlardan daha yüksek foto aktivite gösterir. Anatas ve rutilin valans bant enerjileri 

düşük seviyelerde olduğu için hem anatas hem de rutilinin valans bandında oluşan 

boşluklar yüksek oksidasyon gücüne sahiptir. Bant aralığı enerjilerinden dolayı anatas 

sürekli n tipi yarı iletken özelliği gösterirken, rutil kararsız p tipi yarı iletken özelliği 

gösterir. Bununla birlikte, anatas-rutil faz dönüşümlerinden dolayı titanyum dioksit 

1200 K sıcaklıkta ve yüksek oksijen atmosferinde n ve p tipi geçişli bir yarı iletken 

olarak sınıflandırılır. Rutil, yoğun atomik yapısı ve yüksek yoğunluğundan dolayı 

diğer polimorfik yapılardan daha serttir (Mohs sertliği: 6.5-7.0). Anatas rutilden daha 

serttir (Mohs sertliği 5.5) [16]. 

Titanyum dioksit nanopartiküller çok ince titanyum dioksit, nano kristal 

titanyum dioksit ya da mikro kristal titanyum dioksit olarak da isimlendirilirler. 

Titanyum dioksit partiküllerin çapı 100 nm’den daha küçüktür. Doğal olarak 

oluşabildiği gibi sentetik kaynaklardan da elde edilebilirler. Titanyum dioksitin sahip 

olduğu kristal yapı, üretim metoduna ve sıcaklığına bağlıdır. En yaygın üç kristal 

yapısı anatas, rutil ve brokittir (Şekil 2.1) [17]. 

 

 

Şekil 2.1 Titanyum dioksitin kristal yapıları [17] 
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2.2.2.Çinko Oksit (ZnO) Nanopartikülleri 

 

             ZnO, genellikle kokusuz beyaz bir toz olarak görünen anorganik bir bileşik [3] 

olup, 100 nanometreden daha küçük çaplara sahiptir. Boyutlarına ve yüksek katalitik 

aktivitelerine göre daha geniş bir yüzey alanına sahiptirler. Çinko oksit 

nanoparçacıklarının fiziksel ve kimyasal özellikleri, sentezlendikleri yollara bağlı 

olarak farklı özellik gösterir [4]. 

               Ultraviyole (UV) ışığı etkili bir şekilde emdikleri ve görünür ışığa tamamen 

şeffaf olacak kadar geniş bir bant aralığına sahip oldukları için kullanılırlar. ZnO 

nanoparçacıklarının en yaygın kullanımı güneş kremidir [18] 

             Birçok çalışma çinko oksit nanoparçacıklarının ultraviyole ışınlarına karşı 

koruma sağladığını göstermiştir. Aynı zamanda antioksidan ve antibakteriyel etkileri 

olduğu da bildirilmiştir. Ayrıca, gıda ambalajlarında gıdaların raf ömrünün 

uzatılmasında koruyucu olarak ve  diş macunlarında koyulaştırıcı olarak da kullanılır 

[19]. 

ZnO nanoparçacıkları, UV dalga boyu aralığındaki absorpsiyon özellikleri 

nedeniyle güneş kremlerinde ve kozmetiklerde de kullanılmaktadır. [20]. 

ZnO nanopartüküllerinin bu kadar geniş kapsamlı kullanılmasını mümkün 

kılan, geniş bant aralıklı yarı iletkenliği, yüksek mekanik, termal ve kimyasal 

kararlılığı, yüksek bağlanma enerjisi, fiyatının yüksek olmaması, elektriksel karakteri 

ve elverişli elementlerle katkılandığında yüksek iletkenlik özellikleri  göstermesidir 

[21,22]. 

 ZnO nanoparçacıklarının, titanyum dioksit nanoparçacıkları ve silikon dioksit 

nanoparçacıkları ile birlikte en çok üretilen üç nanomalzemeden biridir [23,24,25]. 

Çinko oksidin toksik olmadığı geleneksel konseptte yaygın olarak 

kullanılmaktadır, ancak ZnO nanoparçacıkları üzerindeki toksikolojik çalışmalar 

uygulama oranlarının gerisinde kalmıştır [26]. 

Literatürde, ZnO'nun memeli hücrelerinde genotoksisitesinden ve etkilerinden 

bahseden çalışmalar varken [27,28,29,30], in vivo ve in vitro test sistemlerinde 

genotoksisiteye neden olmadığını gösteren halihazırdaki çalışma da mevcuttur [31]. 

            Tekstil gibi UV koruyucu malzemelerde zararlı mikroorganizmaları yok etme 

amacına yönelik çalışmalar da devam etmektedir [32]. 
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Hekzagonal kristal yapılı ZnO (Şekil 2.2), 81,4 g/mol atom ağırlığına, 5,6 

g/cm3 yoğunluğa, 1975 °C erime noktasına ve 40,3 J/mol K ısı kapasitesine sahiptir 

[33]. 

 

 

Şekil 2.2 Hekzagonal çinko oksit yapısı [33] 

 

2.3. Glutatyon Redüktaz Enzimi 

 

Glutatyon redüktaz enzimi (GR) (E.C.1.8.1.7) ilk kez 1951’de tanımlanmıştır. 

GR enzimi indirgenmiş piridin nükleotidleri ve disülfür substratları arasındaki elektron 

transferini katalizlemektedir. GR enziminin en büyük amacı hücredeki GSH/GSSG 

oranını korumaktır. Eritrosit hücrelerinde bu oran 500/1 civarındadır. Oran düştüğü 

takdirde, eritrosit hücreleri hemoliz olmaktadır [1]. 

 Hücre içindeki glutatyon (GSH), indirgenme yükseltgenme olayında önemli 

bir role sahiptir. Ayrıca glutatyon redüktaz enzimi, GSH/GSSG oranını arttırarak hücre 

içindeki –SH /–SS oranını korumayı, başarmaktadır [34]. 

             Hücresel antioksidan sisteminin çok önemli bir enzimi olan glutatyon 

redüktaz, okside glutatyonu (GSSG) indirgenmiş hale (GSH), NADPH bağımlı bir 
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mekanizma ile indirger. 1935 yılından itibaren birçok hayvan, bitki ve mikrobiyal 

kaynaklardan GR enzimi saflaştırılmıştır. Prostetik grup olarak iki FAD molekülü 

taşıyan GR enzimi, homodimerik yapıda bir flavoproteindir. NADPH tarafından FAD 

grupları indirgenir. Dimerik olan enzimin mol kütlesi yaklaşık 100-120 kDa arasında 

değişmektedir. Enzimin stabilitesi ve ısıya dayanıklı enzim olduğu çeşitli 

organizmalarda incelenerek bulunmuştur [35]. 

 

                 
Şekil 2.3 Glutatyon redüktazın üç boyutlu yapısı [36] 

 

2.4. TiO2 ve ZnO Nanopartiküllerinin Enzim Aktiviteleri Üzerine Etkileri 

 

Yapılan bazı çalışmalarda nanopartiküllerin enzim aktivitesini azalttığı 

bulunmuştur. Bunlara örneğin, Mahboob ve ark. [37] yaptığı çalışmada, TiO2 

nanopartiküllerinin 1 ve 2 mg/L’nın Clarias gariepinus (karabalık)'taki kas 

antioksidan sistemi üzerindeki etkisini değerlendirmişlerdir. TiO2 NP’lerine maruz 

kalan balıklarda SOD, CAT, GR, GPx ve GST aktivitelerinin, kontrole kıyasla önemli 

ölçüde azaldığını bulmuşlardır. Alkaladi [38] yaptığı çalışmada, Nil Tilapiasını 1 ve 2 

mg/L ZnO NP’lerine maruz bırakmıştır. Glutatyon (GSH) miktarının azaldığını ve 

glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon redüktaz (GR) ve glutatyon-S-transferaz (GST) 

aktivitelerinin ise inhibe olduğunu belirlemiştir. Canlı ve ark. [39] Oral gavaj (0, 0.5, 

5, 50 mg / kg vücut ağırlığı / gün)  yoluyla olgun dişi sıçanlara Al2O3, CuO ve TiO2 

nanopartiküller 14 gün boyunca uygulamıştır. Veriler, Al2O3'in parametreler dışında, 

birkaç vaka dışında bir değişikliğe neden olmadığını, CuO ve TiO2 uygulanan 
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sıçanlarda katalaz ve süperoksid dismutaz aktiviteleri önemli ölçüde azaldığını 

göstermiştir. 

Yapılan bazı çalışmalarda nanopartiküllerin enzim aktivitesini artırdığı 

bulunmuştur. Palandökenlier; Oreochromis niloticus'un kan dokusunda ZnO 

nanoparçacıkları ve ZnSO4’ ün biyokimyasal parametreler ve enzim aktivitesi 

üzerindeki tesirleri üzerine çalışmıştır [40]. Balıkları 4 ve 28 gün boyunca 0,5 mg / L 

ve 1,5 mg / L ZnO NP ve 0,5 mg / L ve 1,5 mg / L ZnSO4 ile etkileştirmişlerdir. 28 

günün sonunda hem ZnSO4 hemde ZnO NP ile etkileştirilen balıkların enzim 

aktivitelerinde (Alkalen fosfataz, Aspartat aminotrasferaz, Alanin aminotransferaz ve 

laktat dehidrojeneaz) artma olduğunu belirlemişlerdir. Connolly ve ark. [41] 

nanopartikül ZnO’nun (Çinko oksit) yüksek konsantrasyonun etkisinde gökkuşağı 

alabalığı (Oncorhynchus mykiss) karaciğer dokusunda etoksiresorufin O-Deetilaz 

(EROD) aktivitesinin arttığını bulmuşlardır. 

 

2.5. Çalışmanın Önemi 

 

UV radyasyonunu önlemek için güneş koruyucu kremlerde TiO2 

nanopartikülleri ve ZnO nanopartikülleri kullanılmaktadır. Bu nanopartiküllerin 

kazara yutulmasından veya cildin aşınmış veya kızarık bölgelerine güneş kremi 

uygulanmasından kaynaklanan potansiyel riskler vardır. Güneş kremi yıkandığında 

nanopartiküller akan suya girebilir ve besin zincirine girebilir [42,43]. Bu nedenlerle 

bu nanopartiküllerin GR üzerindeki etkilerinin araştırılması uygun görülmüştür. 
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3.MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Kimyasallar 

 

 Saflığı % 99,995 olan (Titanyum (IV) oksit) rutil yapıdaki titanyum dioksit 

nanopartikülleri ve % 99,5 saflığa sahip küresele yakın çinko oksit nanopartikülleri 

Nanography Nanotechnology, Ankara, Türkiye'den temin edilmiştir. Baker's yeast 

(Saccharomyces cerevisiae) glutathione reductase, Sigma-Aldrich'ten elde edilmiştir. 

L-glutathione oxidized ≥ %98, Serva'dan elde edilmiş, β-nicotinamide adenine 

dinucleotide 2′-phosphate reduced tetrasodium salt ≥ % 95 ise,Roth'tan elde edilmiştir. 

Kullanılan diğer kimyasallar analitik dereceydi. 

 

3.1.2. Deneylerde Kullanılan Cihazlar 

 

 Atatürk Üniversitesi Doğu Anadolu Yüksek Teknoloji Uygulama ve Araştırma 

Merkezi'nde (DAYTAM), nanopartikül görüntüsü, TEM (Hitachi High-Tech 

HT7700) kullanılarak, zeta boyutu, polidispersite indeksi, potansiyel ve hareketlilik 

iletkenliği, Malvern Zetasizer Nano ZSP kullanılarak, gerçek titanyum ve çinko 

miktarları, İndüktif olarak Eşleştirilmiş Plazma-Kütle Spektrometresi (ICP-MS) 

Agilent 7800 Quadrupole ICP-MS kullanılarak belirlenmiştir. 

Aktivite tayinleri, Adıyaman Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Biyoloji ve 

Kimya Bölümü cihazları olan inkübatörlü UV-1800 UV-VİS Shimadzu 

Spektrofotometre, Thermo Scientific Orion 2-Star pH Metre, otomatik pipet, Ohaus 

Adventurer Pro Elektrikli Analitik Terazi, ISOLAB ultrasonik banyo, Protech Etüv, 

Regal No Frost Buzdolabı ve Velp Scientifica Vortex kullanılarak belirlenmiştir. 
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3.2. Yöntem 

 

 3.2.1. Protein Tayini 

 

 Glutatyon redüktazın (GR) protein konsantrasyonu, Lowry ve arkadaşlarının 

yöntemine göre (1951) 750 nm'de spektrofotometrik olarak belirlenmiştir [44]. GR 

konsantrasyonunu belirlemek için standart olarak sığır serum albümini kullanılmıştır 

(Şekil 3.1). Bu amaçla dört çözelti hazırlandı, yani (A): 0,5 g CuSO4.5H2O ve 1 g 

sodyum sitrat dihidrat 100 mL distile su içinde çözülmüş; (B): 2 g Na2CO3 ve 0,4 g 

NaOH mL distile su içinde çözündürülmüş ve 100 mL'ye yine distile su ile  

tamamlanmış; (C): 100 mL B solüsyonuna 2 mL A solüsyonu eklenmiş ve (D): 15 mL 

distile suya 15 mL Folin–Ciocalteu reaktifi eklenmiştir. Daha sonra 0,5 mL GR 

çözeltisine 2,5 mL C çözeltisi eklenmiş, çalkalanmış ve oda sıcaklığında 10 dakika 

inkübe edilmiştir. Ardından 0,25 mL D çözeltisi eklenmiş, çalkalanmış, 30 dakika 

inkübe edilmiş ve GR konsantrasyonunun belirlenmesi için 750 nm'de okunmuştur. 

 

 

 

Şekil 3.1 GR protein konsantrasyonunu belirlemede kullanılan standart grafik 
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3.2.2. Glutatyon Redüktaz Aktivitesinin Ölçülmesi 

 

GR aktivitesi, UV-1800 UV-VIS inkübe edilmiş spektrofotometre (Shimadzu 

Scientific Instruments) kullanılarak belirlenmiş ve absorbanstaki değişiklikler, 

37°C'de GSSG tarafından NADPH'nin NADP+'ya oksidasyonu sırasında 340 nm'de 

okunmuştur (Carlberg ve Mannervik 1975) [45]. 1 mL'lik reaksiyon sistemi, 1,0 mM 

GSSG, 0,12 mM NADPH ve 0,10 M potasyum fosfat tamponu (pH 7,6) içermiştir. Bir 

ünite (U) GR aktivitesi, bu koşullar altında 1 µmol NADPH/dk'nın GR tarafından 

oksidasyonu olarak tanımlanmıştır. 340 nm'de NADPH'nin milimolar ekstiksiyon 

katsayısı 6,22 olarak alınmıştır. Önce GR aktivitesi U/mL olarak hesaplanmış, 

ardından GR'nin spesifik aktivitesi U/mg protein olarak hesaplanmıştır. 

 

3.2.3. Enzim ve Nanopartiküllerin Etkileşimi  

 

TiO2 nanopartiküllerin (NP) veya ZnO NP'lerin iki adet 5000 mg/L stok 

çözeltisi 2 mL distile su içinde hazırlanmış, vortekslenmiş ve agregatları önlemek için 

ultrasonik banyoda (ISOLAB) 25°C, 50 kHz ve 60 W'da 20 dakika inkübe edilmiştir. 

Daha sonra distile suda 25, 50, 100, 250 ve 500 mg/L TiO2 ve ZnO NP lerin 

konsantrasyonları ayarlanmış ve potasyum fosfat tamponu pH 7,6'da hazırlanan 700 

µL GR solüsyonu eklenmiştir. Bu konsantrasyonlar in vitro enzim aktivitelerini 

belirlemek için kullanılmıştır (Karadağ 2021) [46]. Kontrolde veya 0 mg/L 

konsantrasyonda, 700 µL GR çözeltisine 300 µL distile su ilave edilmiştir. Karışımlar, 

oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edilmiş ve GR aktiviteleri, 37°C ve 340 nm'de 

spektrofotometre kullanılarak ölçülmüştür. 

 

3.2.4. İstatistik         

 

Veriler aritmetik ortalama ± standart sapma şeklinde ifade edilmiştir. 

İstatistiksel analizler, tek yönlü varyans analizi (ANOVA), Student–Newman–Keul's 

testi ve SPSS versiyon 22 ile yapılmıştır. 
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4. BULGULAR ve TARTIŞMA 

 

4.1. Bulgular 

 

4.1.1. TiO2 Nanopartiküllerinin Glutatyon Redüktaz Üzerine Etkisi 

 

TiO2 nanopartiküllerinin 0’dan 500 ppm’e kadar derişimlerinin GR üzerindeki 

etkileri değerlendirilmiştir. Sonuç verileri çizelge 4.1 ve şekil 4.1’de verilmiştir. 

 

Çizelge 4.1 TiO2 NP’lerinin GR aktivitesine etkileri 

Derişim (ppm) Aktivite ± Standart sapma (U/mg) 

0 802±8a 

25 777±17a 

50 795±16a 

100 785±23a 

250 785±16a 

500 790±0a 

Çizelgedeki “a” harfi, “kontrol ile karşılaştırıldığında aktivite seviyeleri arasında istatistiksel bir fark 

olmadığını gösterir (p > 0.05, N=3). 
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Şekil 4.1 TiO2 NP’lerinin GR aktivitesine etkileri 

 

TiO2 Nanopartiküllerinin derişiminin artmasıyla GR enzim aktivitesinde hafif 

bir azalma olmuş, ancak istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik olmamıştır (p > 0.05, 

N=3). 25, 50, 100, 250 ve 500 ppm TiO2 nanopartiküllere maruz kalma ile GR 

aktivitelerinin yüzde değişimler -3,12 ; -0,87 ; -2,12 ; -2,12 ve -1,50 olarak 

belirlenmiştir. 

 

4.1.2. ZnO Nanopartiküllerinin Glutatyon Redüktaz Üzerine Etkisi 

 

ZnO Nanopartiküllerinin 0’dan 500 ppm’e kadar derişimlerinin GR üzerindeki 

etkileri değerlendirilmiştir. Sonuç verileri çizelge 4.2 ve şekil 4.2’de gösterilmiştir.  
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Çizelge 4.2 ZnO NP’lerinin GR aktivitesine etkileri 

Derişim (ppm) Aktivite ± Standart sapma (U/mg) 

0 796 ± 26a 

25 780 ± 53a 

50 811 ± 14a 

100 799 ± 37a  

250 776 ± 63a  

500 802 ± 18a 

Çizelgedeki “a” harfi, “kontrol ile karşılaştırıldığında aktivite seviyeleri arasında istatistiksel bir fark 

olmadığını gösterir (p > 0.05, N=3). 

 

 

 

Şekil 4.2 ZnO NP’lerinin GR aktivitesine etkileri 

 

ZnO Nanopartiküllerinin derişiminin artmasıyla GR enzim aktivitesinde, 

istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik olmamıştır (p > 0,05, N=3).  25, 50, 100, 250 

ve 500 ppm ZnO nanopartiküllere maruz kalma ile GR aktivitelerinin yüzde değişimler 

-2,01 ; +1,88 ; +0,38 ; -2,51 ve +0,75  olarak belirlenmiştir. 
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4.1.3. Geçirimli Elektron Mikroskopu (TEM) Analizleri 

 

a) ZnO Nanopartiküllerinin TEM Analizi 

 

ZnO nanopartiküllerinin büyüklüğü TEM ile 41 ± 8 nm bulunmuştur. 

 

 

Şekil 4.3 ZnO nanopartiküllerinin TEM görüntüsü 

 

Çinko oksit (ZnO) nanopartikülünden 0,1 g alınarak saf suda çözülmüş, 

seyreltilmiş, sonikasyon 15-20 dakika yapılmış, karbon girit (ızgara) üzerine alınıp 

hava ortamında kurutulmuş ve TEM analizi yapılmıştır. 

 

b) TiO2 Nanopartiküllerinin TEM Analizi 

 

TiO2 nanopartiküllerinin büyüklüğü TEM ile 44 ± 7 nm bulunmuştur. 
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Şekil 4.4 TiO2 nanopartiküllerinin TEM görüntüsü 

 

Titanyum dioksit (TiO2) nanopartikülünden 0,1 g alınarak saf suda çözülmüş, 

seyreltilmiş, 15-20 dakika sonikasyon  yapılmış, karbon girit (ızgara) üzerine alınıp 

hava ortamında kurutulmuş ve TEM analizi yapılmıştır. 
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4.1.4. Tane Büyüklüğü Ölçümü (Zeta Sizer) and TEM Analizleri 

 

Çizelge 4.3 Geçirimli Elektron Mikroskopu (TEM) ve Tane Büyüklüğü Ölçümü (Zeta 

Sizer) ile TiO2 ve ZnO nanoparçacıklarının karakterizasyonu 

Nanopartiküllerin 

parçacık özellikleri 

Yöntem TiO2 NP’leri ZnO NP’leri 

Ortalama boyut (nm) Zeta Sizera 28a 30-50a 

Parçacık boyutu 

dağılımı 

(nm) 

TEM 44 ± 7b 41 ± 8b 

Parçacık boyutu 

dağılımı 

(nm) 

Zeta Sizer 2091 ± 37b 3049 ± 110b 

Polidispersite İndeksi 

(PDI) 

Zeta Sizer 0.365 ± 0.088b 0.711 ± 0.490b 

Zeta Potansiyeli (mV) Zeta Sizer -2.55 ± 1.19b 4.09 ± 0.44b 

Hareketlilik 

(µmcm/Vs) 

Zeta Sizer -0.2003 ± 0.0931b 0.3204 ± 0.0338b 

İletkenlik (mS/cm) Zeta Sizer 0.0201 ±  0.0036 b 0.0278 ± 0.0003b 

Değerler ortalama ± standart sapmadır. aNanography Nanotechnology'den alınan bilgi, Ankara, Türkiye, 
bTiO2 NP'lerin ve ZnO NP'lerin seyreltik bir çözeltisi 25 °C'de distile su içinde hazırlanmıştır. 

Numuneler ölçümlerden önce vortekslenmiş ve ultrasonik banyoda inkübe edilmiştir. 
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4.1.5. İndüktif olarak Eşleştirilmiş Plazma-Kütle Spektrometresi (ICP-MS) 

Analizleri 

 

a) Ortama asit eklenmeden ICP-MS analiz sonucu; 

 

100 ppm TiO2 de bulunan Ti dan çözünen % Ti miktarı; 

% 0,231 ± 0, 003 ya da % 0,23 ± 0,00 Ti  

Tespit limiti (LOD) = 0,00525 ppm Ti 

Miktar tayin limiti (LOQ)= 0,01750 ppm Ti 

Bu oran TiO2 den titanyumun çok az oranda iyonlaştığını göstermektedir. 

Asit eklenmeden 100 ppm ZnO de bulunan Zn dan çözünen % Zn miktarı; 

% 2,028 ± 0,083 ya da % 2,03 ± 0,08 Zn 

LOD= 0,1990 ppm Zn 

LOQ= 0,6634 ppm Zn 

Bu oran ZnO ten çinkonun az oranda iyonlaştığını fakat titanyuma göre daha fazla 

iyonlaştığını göstermektedir. 

Geri Kazanım: 

100 ppb Ti ve 100 ppb Zn eklenerek elde edilen % geri kazanım; 

Ti % geri kazanım= % 96,94 ± 0,46 ya da % 96,9 ± 0,5 

Zn % geri kazanım= % 99,34 ± 0,50 ya da % 99,3 ± 0,5 

 

b) Ortama % 2 HNO3 asit eklenip ICP-MS analiz sonucu; 

 

100 ppm TiO2 olarak hazırlanan çözeltide ICP-MS te ölçülen TiO2 oranı: 

% 45,978 ± 5,274 ya da % 45,98 ± 5,27 ya da % 46,0 ± 5,3 TiO2 

LOD= 9,483 ppm Ti 

LOQ= 31,610 ppm Ti 

100 ppm ZnO olarak hazırlanan çözeltide ICP-MS te ölçülen ZnO oranı: 

%97,398 ± 1,541 ya da % 97,40 ± 1,54 ya da % 97,4 ± 1,5 ZnO 

LOD= 3,714 ppm Zn 

LOQ= 12,380 ppm Zn 
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4.2. Tartışma 

 

Yapılan bazı çalışmalarda nanopartiküllerin enzim aktivitesini azalttığı 

bulunmuştur. Bunlara örnek olarak, Mahboob ve ark. [37] yaptığı çalışmada, TiO2 

nanopartiküllerinin 1 mg/L ve 2 mg/L’nın Clarias gariepinus (karabalık)'taki kas 

antioksidan sistemi üzerindeki etkisini incelemişlerdir. TiO2 NP’lerine maruz kalan 

balıklarda SOD, CAT, GR, GPx ve GST aktivitelerinin kontrole kıyasla önemli ölçüde 

azaldığını bulmuşlardır. Alkaladi [38] yaptığı çalışma sonucunda, Nil Tilapiasını 1 

mg/L ve 2 mg/L ZnO NP’lerine maruz bırakmıştır. Glutatyon (GSH) miktarının 

azaldığını ve glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon redüktaz (GR) ve glutatyon-S-

transferaz (GST) aktivitelerinin ise inhibe olduğunu belirlemiştir. Canlı ve ark. [39] 

Oral gavaj (0, 0.5, 5, 50 mg / kg vücut ağırlığı / gün)  yoluyla olgun dişi sıçanlara 

Al2O3, CuO ve TiO2 nanopartiküllerinin 14 gün boyunca uygulamışlardır. Veriler, 

Al2O3'in parametreler dışında, birkaç vaka haricinde bir değişikliğe neden olmadığını, 

CuO ve TiO2 uygulanan sıçanlarda ise katalaz ve süperoksid dismutaz aktivitelerinin 

önemli ölçüde azaldığını göstermiştir. 

Yapılan bazı çalışmalarda, nanopartiküllerin, enzim aktivitesini arttırdığı 

bulunmuştur. Palandökenlier; Oreochromis niloticus'un kan dokusunda ZnO 

nanoparçacıkları ve ZnSO4’ ün biyokimyasal parametreler ve enzim aktivitesi 

üzerindeki tesirleri üzerine çalışmıştır [40]. Balıkları 4 ve 28 gün boyunca 0,5 mg / L 

ve 1,5 mg / L ZnO NP ve 0,5 mg / L ve 1,5 mg / L ZnSO4 ile etkileştirmişlerdir. 28 

günün sonunda hem ZnSO4 hemde ZnO NP ile etkileştirilen balıkların enzim 

aktivitelerinde (Alkalen fosfataz, Aspartat aminotrasferaz, Alanin aminotransferaz ve 

laktat dehidrojeneaz) artma olduklarını belirlemişlerdir. Connolly ve ark. [41] 

Nanopartikül ZnO’nun (Çinko oksit) yüksek konsantrasyonun etkisinde gökkuşağı 

alabalığı (Oncorhynchus mykiss) karaciğer dokusunda etoksiresorufin O-Deetilaz 

(EROD) aktivitesinin arttığını bulmuşlardır. 

Bizim çalışmamıza benzer sonuçlar ise Fırat ve Bozat [47] tarafından in vivo 

olarak gözlemlenmiştir. Bu araştırmacılar, Oreochromis niloticus'un (tatlı su balığı) 

solungaçındaki GR enzim aktivitesinin, 4 gün boyunca 1,0 mg/L TiO2 NP'lerine maruz 

kalmasının ardından önemli bir değişiklik göstermediğini bulmuşlardır (p ˃ 0,05). 
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Titanyum dioksit ve çinko oksit nanopartiküllerinin glutatyon redüktaz enzim 

aktiviteleri üzerine etkilerini karşılaştırdığımızda; TiO2 nanopartiküllerinin 

derişiminin artmasıyla GR enzim aktivitesinde hafif bir azalma olmuş, 25, 50, 100, 

250 ve 500 ppm TiO2 nanopartiküllere maruz kalma ile GR aktivitelerinin yüzde 

değişimler -3,12 ; -0,87 ; -2,12 ; -2,12 ve -1,50 olarak belirlenmiş, buna karşın, ZnO 

nanopartiküllerinin derişiminin artmasıyla GR enzim aktivitesinde, 25, 50, 100, 250 

ve 500 ppm ZnO nanopartiküllere maruz kalma ile GR aktivitelerinde yüzde 

değişimler -2,01 ; +1,88 ; +0,38 ; -2,51 ve +0,75  gibi hafif azalış ve artışlar 

belirlenmiş, her iki durumda da istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik olmamıştır (p 

> 0.05, N=3). 

Yaptığımız çalışmada, titanyum dioksit ve çinko oksit nanopartiküllerinin 

glutatyon redüktaz aktiviteleri üzerine istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik 

yapmadığını gözlemlemedik. Bu, güneş koruyucu kremler gibi birçok alanda 

kullanılan titanyum dioksit ve çinko oksit nanopartiküllerinin, in vitro olarak glutatyon 

redüktaz enzim aktivitesi açısından zararlı olmadığı sonucunu göstermektedir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

5.1. Sonuçlar 

 

1. TiO2 nanopartiküllerinin derişiminde artma olurken GR aktivitesinde herhangi bir 

değişiklik olmamıştır. 

2. TiO2 nanopartikülleri önemli bir inhibisyon yapmamıştır. 

3. ZnO nanopartiküllerinin derişiminde artma olurken GR aktivitesinde herhangi bir 

değişiklik olmamıştır. 

4. ZnO nanopartikülleri önemli bir inhibisyon yapmamıştır. 

 

5.2. Öneriler 

 

1. Başka metal oksit nanopartiküllerinin GR’ye olan etkileri çalışılabilir. 

2. TiO2 ve ZnO nanopartiküllerinin başka antioksidan enzimler üzerine olan etkileri 

çalışılabilir. 

3. TiO2 ve ZnO nanopartiküllerinin in vitro çalışmalarına ek olarak in vivo çalışmaları 

da yapılabilir. 
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