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Bu ¢alismada, ekmek mayasi (Saccharomyces cerevisiae) glutatyon rediiktazi
(GR), titanyum dioksit nanopartikiillerinin (TiO2 NP'lerinin) ve ¢inko oksit
nanopartikiillerinin (ZnO NP’lerinin) 0, 25, 50, 100, 250 ve 500 mg/L (ppm)
konsantrasyonlarma in vitro olarak maruz birakilmistir. TiO2 NP'lerinin 25, 50, 100,
250 ve 500 ppm etkisinde glutatyon rediiktaz enzim aktivitesindeki yilizde degisimler
sirastyla -3,12 ; -0,87 ; -2,12 ; -2,12 ve -1,50 oldugu hesaplanmistir. ZnO NP’lerinin
25, 50, 100, 250 ve 500 ppm etkisinde glutatyon rediiktaz enzim aktivitesindeki yilizde
degisimler sirastyla -2,01 ; +1,88 ; +0,38 ; -2,51 ve +0,75 oldugu hesaplanmistir. Bu
calismada, TiO2 NP'lerin ve ZnO NP'lerin konsantrasyonlar1 arttirildiginda, kontrol
gruplarina kiyasla GR enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
olmadigini gézlemlenmistir (p > 0.05, N=3). Sonug olarak, TiO2 ve ZnO NP’leri, GR
tizerine herhangi bir inhibisyon yapmamustir.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon Rediiktaz; Nanopartikiil; Titanyum Dioksit
Nanopartikiilii; Cinko Oksit Nanopartikiilii.
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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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1.GIRIS

Glutatyon rediiktaz (GR) (E.C.1.8.1.7) ilk kez 1951°de tanimlanmistir. GR
enzimi indirgenmis piridin niikleotidleri ve disiilfiir substratlar1 arasindaki elektron

transferini katalizlemektedir.

GSSG+ NADPH+H"™ —  2GSH + NADP'

GR enziminin en biiyliik amaci hiicredeki GSH/GSSG oranint korumaktir.
Eritrosit hiicrelerinde bu oran 500/1 civarindadir. Oran diistigii takdirde eritrosit
hiicreleri hemoliz olmaktadir [1]

Titanyum yer kabugunda en ¢ok bulunan dokuzuncu elementtir. Titanyum
dioksit, gecis metal oksitleri ailesinin bir liyesidir. Kokusuz beyaz toz halindedir. 79,9
g/mol molekiil agirligina, 2972 °C kaynama noktasina, 1843 °C erime noktasina, 25
°C’de 4.26 g/cm® yogunluguna sahiptir. Derisik siilfiirik asit ve hidroflorik asitte
yiiksek sicakliklarda ¢oziilebilir [2]

7Zn0, genellikle kokusuz beyaz bir toz olarak goriinen anorganik bir bilesik [3]
olup, 100 nanometreden daha kiigiik gaplara sahiptir. Boyutlarina ve yiiksek katalitik
aktivitelerine gore daha genis bir yiizey alanina sahiptirler. Cinko oksit
nanoparcaciklariin fiziksel ve kimyasal ozellikleri, sentezlendikleri farkli yollara
bagli olarak farkli 6zellik gosterirler [4].

Bu ¢alismada titanyum dioksit ve ¢inko oksit nanopartikiillerinin glutatyon

rediiktaz enzim aktiviteleri tizerine etkilerinin karsilastirilmasi incelenmistir.
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2.ONCEKIi CALISMALAR

2.1.Nanoteknoloji ve Tanim

Nanoteknoloji farkli tanimlara sahip olsa da genel olarak ayni anlami
tasimaktadir. Nanoteknoloji kelimesi 1974 yilinda yayinlanan bir makalede Norio
Taniguchi tarafindan ilk kez kullanmistir. Nanoteknoloji “malzemelerin atom ya da
molekiil olarak iglenmesi, ayrilmasi, bir araya getirilmesi ve pargalanmasi” olarak
tanimlamigtir [5].

Nanoteknolojiyi bu kadar ilging yapan sey; malzemelerin nano boyutta
olduklarindan, makro diinyadan farkli davranmalaridir. Kuantum etkileri nedeniyle
malzemeler nano 6lgekte farkli dzellikler gosterirler. Ornegin kiilge halindeki altin,
diger maddelerle reaksiyona girmek istemezken, nano boyutlu altin igin tam olarak
tersi goriilmektedir. Bu 6zelliginden dolay1 bilim insanlari, maddelerin nano 6lgekli
hallerini arastirarak problemlere ¢6ziim bulmaya ¢alismaktadirlar [6].

Nanoteknolojinin avantajlarini su sekilde siralayabiliriz;

- Her atomu tam olarak istediginiz alana yerlestirme olanagi

- Atom diizeyinde fizik ve kimya yasalarinin meydana getirebilecegi her
malzemeyi iiretme imkani,

- Ekonomik sikint1 olmadan iiretim imkani [7].
2.1.1.Tip Sektorii
Nano boyutlu gereg ve cihazlarin gelismesi ile eski teknolojik cihazlara kiyasla

viicudumuz ve canli sistemlerimiz hakkinda daha detayli ¢oziimleme ve buluslar

yapmak olasi hale gelmistir. [8].
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2.1.2. Tekstil Sektorii

Nanoteknoloji ile tekstil malzemelerine bir¢ok 6zellik eklenebilmektedir.

Bunlar; bilgi ve enerji depolama, UV radyasyonu yakalama, iletisim ve korumadir

[9].
2.1.3.Veri isleme ve Depolama

Nanoteknoloji, bilgisayarlar i¢in ultra yiiksek tiimlesik mantik {iretimi, ultra
yiksek depolama yogunlugu, minyatiirlestirilmis yigin bellekleri ve yeni, kalici,

yiiksek performansli ¢aligma bellekleri potansiyelini agar. [10].

2.1.4.0tomotiv

Nanoteknoloji otomotiv alaninda da uygulama alani bulmaktadir. Ornegin;
« Araba lastiklerinde dolgu maddesi olarak,
* Ekranlar ve aynalar i¢in yansima onleyici kaplamalar olarak,
 Aynalar ve ekranlar i¢in buhar 6nleyici kaplama olarak hidrofilik yiizey
kaplamalarinda,
+ {lerlemis yakit hiicresi teknolojisi ve hidrojen depolama alanlarinda (inceleme

asamasinda) kullanilmas: i¢in ¢alismalar devam etmektedir [10].

2.1.5.Enerji ve Elektrik Uretimi

Pil elektrotlarinda ytiksek ylizey alan oranli karbon nanotiiplerin kullanilmasi,
diger geleneksel yontemlere kiyasla ¢ok yiiksek ve verimli bir elektrik ¢ikisi saglar.
Ayrica yakit hiicrelerinin verimliliini artirmak i¢in nano miihendislik malzemeleri
kullanir. Yeni nesil yakat pilleri de evler, isyerleri ve hatta fabrikalar gibi daha biiyiik

yapilarda elektrik tiretme giicline ulagmistir. [10].
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2.1.6.Guvenlik ve Koruma Sektorii

Savunma sanayi ile yakindan ilgili olan yeni kesiflerin daha kii¢iik boyutlarda
iretilmesi, onlar1 taginabilir ve hareketli hale getirmis ve tek tek elde edilmesini
basitlestirmistir. Insan viicuduna digaridan gelebilecek her tiirlii tehlikeye karst

koruma teknolojileri giincel olarak yerini almaktadir [10].

2.1.7.Gida Sektorii

Nanoteknolojinin gida sektoriinde de uygulamalar1 vardir. Gidalarin raf
omriinli, tazeligini, glivenligini ve kalitesini artirmaya olanak saglayan,
nanopartikiillerle giiclendirilmis, gaz gecirgenligi diisiik polimerlerin kullanimi bu

uygulamalar arasindadir [10].

2.2. Nanopartikiiller

Nanoboyutlu madde olarak isimlendirilen bu yapilarin iistiinde durulmasinin
ana nedeni, maddelerin hacimsel O6zelliklerinden farkli olarak belirli bir boyut
araliginda olagandis1 ozellikler ve islevsellik gostermeleridir [11,12].

100 nm ve altindaki tanecikler olarak tanimlanan nanoparcaciklar, nano
boyutlu malzemelerin ve bundan dolayr nanoteknolojinin kaynagini meydana
getirmektedir. [12,13]. Bu par¢aciklar, genellikle diger maddelere gore iistiin 6zellikler
gosterirler. Cogunlukla s6z edilen nanopargacik 6zelliklerinin gekiciliginin 6nemli

nedeni o6zellikle yiiksek yilizey/hacim oranidir [14].

2.2.1.Titanyum Dioksit (TiO2) Nanopartikiilleri

Titanyum dioksit, dogal olarak cesitli kayalarda ve mineral kumlarinda
bulunmaktadir. Dogal olarak olusan titanyum dioksit kirmizi kahverengimsi
goriiniimdedir. Bu renk, toplam titanyum igeriginin %10’una karsilik gelen demir,

krom, vanadyum ve zirkonyum kontaminasyonundan kaynaklanmaktadir [15].

4
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Titanyum yer kabugunda en c¢ok bulunan dokuzuncu elementtir. Titanyum
dioksit, gecis metal oksitleri ailesinin bir liyesidir. Kokusuz beyaz toz halindedir. 79,9
g/mol molekiil agirligina, 2972 °C kaynama noktasina, 1843 °C erime noktasina, 25
°C’de 4.26 g/cm® yogunluguna sahiptir. Titanyum dioksit suda, seyreltik asitlerde ve
yaygin organik c¢oziiciilerde tamamen ¢6ziilmez. Derisik siilfiirik asit ve hidroflorik
asitte yiiksek sicakliklarda ¢oziilebilir[2].

Genis bant araligina sahip bir yar1 iletkendir. Anatas, rutil, brokit formlar1 igin
bant araliklar sirasiyla 3.2, 3.02 ve 2.96 eV’dur. Bu nedenle, anatas formunda diger
formlardan daha yiiksek foto aktivite gosterir. Anatas ve rutilin valans bant enerjileri
diisiik seviyelerde oldugu icin hem anatas hem de rutilinin valans bandinda olusan
bosluklar yiiksek oksidasyon giiciine sahiptir. Bant aralig1 enerjilerinden dolay1 anatas
stirekli n tipi yar1 iletken 6zelligi gosterirken, rutil kararsiz p tipi yari iletken 6zelligi
gosterir. Bununla birlikte, anatas-rutil faz doniisiimlerinden dolay1 titanyum dioksit
1200 K sicaklikta ve yiiksek oksijen atmosferinde n ve p tipi gecisli bir yar1 iletken
olarak simiflandirilir. Rutil, yogun atomik yapis1 ve yiiksek yogunlugundan dolay1
diger polimorfik yapilardan daha serttir (Mohs sertligi: 6.5-7.0). Anatas rutilden daha
serttir (Mohs sertligi 5.5) [16].

Titanyum dioksit nanopartikiiller ¢ok ince titanyum dioksit, nano kristal
titanyum dioksit ya da mikro Kristal titanyum dioksit olarak da isimlendirilirler.
Titanyum dioksit partikiillerin ¢api 100 nm’den daha kiigiiktiir. Dogal olarak
olusabildigi gibi sentetik kaynaklardan da elde edilebilirler. Titanyum dioksitin sahip
oldugu kristal yapi, iiretim metoduna ve sicakligina baghdir. En yaygin {i¢ kristal

yapisi anatas, rutil ve brokittir (Sekil 2.1) [17].

Brookite

Rutile Anatase

Sekil 2.1 Titanyum dioksitin kristal yapilar1 [17]
5
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2.2.2.Cinko Oksit (ZnO) Nanopartikiilleri

7Zn0, genellikle kokusuz beyaz bir toz olarak goriinen anorganik bir bilesik [3]
olup, 100 nanometreden daha kiiciik ¢aplara sahiptir. Boyutlarina ve yiiksek katalitik
aktivitelerine gore daha genis bir ylizey alanma sahiptirler. Cinko oksit
nanoparcaciklariin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, sentezlendikleri yollara bagh
olarak farkl 6zellik gosterir [4].

Ultraviyole (UV) 1181 etkili bir sekilde emdikleri ve goriiniir 1518a tamamen
seffaf olacak kadar genis bir bant araligina sahip olduklar: i¢in kullanilirlar. ZnO
nanoparg¢aciklarinin en yaygin kullanimi giines kremidir [18]

Bir¢ok calisma c¢inko oksit nanopargaciklarinin ultraviyole isinlarina karsi
koruma sagladigim1 gostermistir. Ayn1 zamanda antioksidan ve antibakteriyel etkileri
oldugu da bildirilmistir. Ayrica, gida ambalajlarinda gidalarin raf Omriiniin
uzatilmasinda koruyucu olarak ve dis macunlarinda koyulastirici olarak da kullanilir
[19].

ZnO nanoparg¢aciklari, UV dalga boyu araligindaki absorpsiyon o6zellikleri
nedeniyle giines kremlerinde ve kozmetiklerde de kullanilmaktadir. [20].

ZnO nanopartiikiillerinin bu kadar genis kapsamli kullanilmasini miimkiin
kilan, genis bant aralikli yar1 iletkenligi, yiliksek mekanik, termal ve kimyasal
kararlilig1, yiiksek baglanma enerjisi, fiyatinin yiiksek olmamasi, elektriksel karakteri
ve elverisli elementlerle katkilandiginda yiiksek iletkenlik 6zellikleri gostermesidir
[21,22].

ZnO nanoparcaciklariin, titanyum dioksit nanoparcaciklari ve silikon dioksit
nanopargaciklari ile birlikte en ¢ok {iretilen {i¢ nanomalzemeden biridir [23,24,25].

Cinko oksidin toksik olmadigi geleneksel konseptte yaygin olarak
kullanilmaktadir, ancak ZnO nanoparcaciklar1 iizerindeki toksikolojik ¢aligmalar
uygulama oranlarinin gerisinde kalmistir [26].

Literatiirde, ZnO'nun memeli hiicrelerinde genotoksisitesinden ve etkilerinden
bahseden ¢alismalar varken [27,28,29,30], in vivo ve in vitro test sistemlerinde
genotoksisiteye neden olmadigini gosteren halihazirdaki ¢alisma da mevcuttur [31].

Tekstil gibi UV koruyucu malzemelerde zararli mikroorganizmalari yok etme

amacina yonelik ¢alismalar da devam etmektedir [32].
6
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Hekzagonal kristal yapili ZnO (Sekil 2.2), 81,4 g/mol atom agirligina, 5,6
g/cm?® yogunluga, 1975 °C erime noktasina ve 40,3 J/mol K 1s1 kapasitesine sahiptir
[33].

Sekil 2.2 Hekzagonal ¢inko oksit yapisi [33]

2.3. Glutatyon Rediiktaz Enzimi

Glutatyon rediiktaz enzimi (GR) (E.C.1.8.1.7) ilk kez 1951°de tanimlanmustir.
GR enzimi indirgenmis piridin niikleotidleri ve distilfiir substratlari arasindaki elektron
transferini katalizlemektedir. GR enziminin en biiyilk amaci hiicredeki GSH/GSSG
oranin1 korumaktir. Eritrosit hiicrelerinde bu oran 500/1 civarindadir. Oran diistigi
takdirde, eritrosit hiicreleri hemoliz olmaktadir [1].

Hiicre igindeki glutatyon (GSH), indirgenme yiikseltgenme olayinda 6nemli
bir role sahiptir. Ayrica glutatyon rediiktaz enzimi, GSH/GSSG oranini arttirarak hiicre
icindeki —SH /-SS oranini korumay1, basarmaktadir [34].

Hiicresel antioksidan sisteminin ¢ok Onemli bir enzimi olan glutatyon

rediiktaz, okside glutatyonu (GSSG) indirgenmis hale (GSH), NADPH bagimli bir
7



2.ONCEKi CALISMALAR Beytullah ATKAN

mekanizma ile indirger. 1935 yilindan itibaren bir¢ok hayvan, bitki ve mikrobiyal
kaynaklardan GR enzimi saflastirilmistir. Prostetik grup olarak iki FAD molekiilii
tastyan GR enzimi, homodimerik yapida bir flavoproteindir. NADPH tarafindan FAD
gruplart indirgenir. Dimerik olan enzimin mol kiitlesi yaklasik 100-120 kDa arasinda
degismektedir. Enzimin stabilitesi ve 1siya dayanikli enzim oldugu c¢esitli

organizmalarda incelenerek bulunmustur [35].

Sekil 2.3 Glutatyon rediiktazin ti¢ boyutlu yapisi [36]
2.4. TiO; ve ZnO Nanopartikiillerinin Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkileri

Yapilan bazi ¢alismalarda nanopartikiillerin enzim aktivitesini azalttig1
bulunmustur. Bunlara 6rnegin, Mahboob ve ark. [37] yaptigi c¢aligmada, TiO2
nanopartikiillerinin 1 ve 2 mg/L’min Clarias gariepinus (karabalik)'taki kas
antioksidan sistemi tizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. TiO> NP’lerine maruz
kalan baliklarda SOD, CAT, GR, GPx ve GST aktivitelerinin, kontrole kiyasla énemli
olctide azaldigini bulmuslardir. Alkaladi [38] yaptigi ¢aligmada, Nil Tilapiasini 1 ve 2
mg/L ZnO NP’lerine maruz birakmistir. Glutatyon (GSH) miktarinin azaldigini ve
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon-S-transferaz (GST)
aktivitelerinin ise inhibe oldugunu belirlemistir. Canli ve ark. [39] Oral gavaj (0, 0.5,
5, 50 mg / kg viicut agirlig1 / glin) yoluyla olgun disi sicanlara Al.O3, CuO ve TiO>
nanopartikiiller 14 giin boyunca uygulamistir. Veriler, Al2Oz'in parametreler disinda,

birka¢ vaka disinda bir degisiklige neden olmadigini, CuO ve TiO2 uygulanan

8
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sicanlarda katalaz ve siiperoksid dismutaz aktiviteleri énemli Ol¢lide azaldigini
gostermistir.

Yapilan bazi calismalarda nanopartikiillerin enzim aktivitesini artirdigi
bulunmustur. Palandokenlier; Oreochromis niloticus'un kan dokusunda ZnO
nanopargaciklart ve ZnSO4’ {in biyokimyasal parametreler ve enzim aktivitesi
tizerindeki tesirleri tizerine ¢alismistir [40]. Baliklar1 4 ve 28 giin boyunca 0,5 mg/ L
ve1,5mg /L ZnO NP ve0,5mg/L vel5mg/L ZnSO; ile etkilestirmislerdir. 28
giiniin sonunda hem ZnSOs hemde ZnO NP ile etkilestirilen baliklarin enzim
aktivitelerinde (Alkalen fosfataz, Aspartat aminotrasferaz, Alanin aminotransferaz ve
laktat dehidrojeneaz) artma oldugunu belirlemislerdir. Connolly ve ark. [41]
nanopartikiil ZnO’nun (Cinko oksit) yliksek konsantrasyonun etkisinde gokkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) karaciger dokusunda etoksiresorufin O-Deetilaz

(EROD) aktivitesinin arttigini bulmuslardir.

2.5. Calismanin Onemi

UV radyasyonunu oOnlemek i¢in giines koruyucu kremlerde TiO2
nanopartikiilleri ve ZnO nanopartikiilleri kullanilmaktadir. Bu nanopartikiillerin
kazara yutulmasindan veya cildin asinmis veya kizarik bolgelerine glines kremi
uygulanmasindan kaynaklanan potansiyel riskler vardir. Giines kremi yikandiginda
nanopartikiiller akan suya girebilir ve besin zincirine girebilir [42,43]. Bu nedenlerle

bu nanopartikiillerin GR iizerindeki etkilerinin arastirilmasi uygun goriilmiistiir.
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Saflig1r % 99,995 olan (Titanyum (IV) oksit) rutil yapidaki titanyum dioksit
nanopartikiilleri ve % 99,5 safliga sahip kiiresele yakin ¢inko oksit nanopartikiilleri
Nanography Nanotechnology, Ankara, Tiirkiye'den temin edilmistir. Baker's yeast
(Saccharomyces cerevisiae) glutathione reductase, Sigma-Aldrich'ten elde edilmistir.
L-glutathione oxidized > %98, Serva'dan elde edilmis, B-nicotinamide adenine
dinucleotide 2'-phosphate reduced tetrasodium salt > % 95 ise,Roth'tan elde edilmistir.

Kullanilan diger kimyasallar analitik dereceydi.

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi'nde (DAYTAM), nanopartikiil goriintisi, TEM (Hitachi High-Tech
HT7700) kullanilarak, zeta boyutu, polidispersite indeksi, potansiyel ve hareketlilik
iletkenligi, Malvern Zetasizer Nano ZSP kullanilarak, gercek titanyum ve c¢inko
miktarlar1, Indiiktif olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS)
Agilent 7800 Quadrupole ICP-MS kullanilarak belirlenmistir.

Aktivite tayinleri, Adiyaman Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji ve
Kimya Boliimii cihazlar1 olan inkiibatorli UV-1800 UV-VIS Shimadzu
Spektrofotometre, Thermo Scientific Orion 2-Star pH Metre, otomatik pipet, Ohaus
Adventurer Pro Elektrikli Analitik Terazi, ISOLAB ultrasonik banyo, Protech Etiiv,

Regal No Frost Buzdolab1 ve Velp Scientifica Vortex kullanilarak belirlenmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Protein Tayini

Glutatyon rediiktazin (GR) protein konsantrasyonu, Lowry ve arkadaslarinin
yontemine gore (1951) 750 nm'de spektrofotometrik olarak belirlenmistir [44]. GR
konsantrasyonunu belirlemek icin standart olarak sigir serum albiimini kullanilmistir
(Sekil 3.1). Bu amagla dort ¢ézelti hazirlandi, yani (A): 0,5 g CuSO4.5H20 ve 1 g
sodyum sitrat dihidrat 100 mL distile su i¢inde ¢6ziilmiis; (B): 2 g Na2COs ve 0,4 g
NaOH mL distile su iginde ¢Oziindiiriilmiis ve 100 mL'ye yine distile su ile
tamamlanmis; (C): 100 mL B soliisyonuna 2 mL A soliisyonu eklenmis ve (D): 15 mL
distile suya 15 mL Folin—Ciocalteu reaktifi eklenmistir. Daha sonra 0,5 mL GR
cozeltisine 2,5 mL C ¢ozeltisi eklenmis, galkalanmis ve oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edilmistir. Ardindan 0,25 mL D c¢ozeltisi eklenmis, ¢alkalanmis, 30 dakika

inkiibe edilmis ve GR konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 750 nm'de okunmustur.

y=2,4421x

2 — [ QRRAG
12 R*=0,159885

(=]
[= =]

Absorbans

(=]
oh

[=]
L]
=
=
[=]

=
[¥T]
[}
=
L]

n
=]
[=3]

Derisim (mg/mL)

Sekil 3.1 GR protein konsantrasyonunu belirlemede kullanilan standart grafik
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3.2.2. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

GR aktivitesi, UV-1800 UV-VIS inkiibe edilmis spektrofotometre (Shimadzu
Scientific Instruments) kullanilarak belirlenmis ve absorbanstaki degisiklikler,
37°C'de GSSG tarafindan NADPH'nin NADP™'ya oksidasyonu sirasinda 340 nm'de
okunmustur (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) icermistir. Bir
iinite (U) GR aktivitesi, bu kosullar altinda 1 pmol NADPH/dk'nin GR tarafindan
oksidasyonu olarak tanimlanmistir. 340 nm'de NADPH'nin milimolar ekstiksiyon
katsayis1 6,22 olarak almmistir. Once GR aktivitesi U/mL olarak hesaplanmus,

ardindan GR'nin spesifik aktivitesi U/mg protein olarak hesaplanmistir.

3.2.3. Enzim ve Nanopartikiillerin Etkilesimi

TiO2 nanopartikiillerin (NP) veya ZnO NP'lerin iki adet 5000 mg/L stok
¢ozeltisi 2 mL distile su iginde hazirlanmis, vortekslenmis ve agregatlari 6nlemek igin
ultrasonik banyoda (ISOLAB) 25°C, 50 kHz ve 60 W'da 20 dakika inkiibe edilmistir.
Daha sonra distile suda 25, 50, 100, 250 ve 500 mg/L TiO, ve ZnO NP lerin
konsantrasyonlar1 ayarlanmis ve potasyum fosfat tamponu pH 7,6'da hazirlanan 700
uL GR soliisyonu eklenmistir. Bu konsantrasyonlar in vitro enzim aktivitelerini
belirlemek i¢in kullamilmistir (Karadag 2021) [46]. Kontrolde veya 0 mg/L
konsantrasyonda, 700 pL GR ¢o6zeltisine 300 pL distile su ilave edilmistir. Karigimlar,
oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmis ve GR aktiviteleri, 37°C ve 340 nm'de

spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
3.2.4. Istatistik
Veriler aritmetik ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir.

Istatistiksel analizler, tek yonlii varyans analizi (ANOVA), Student-Newman—Keul's

testi ve SPSS versiyon 22 ile yapilmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. TiO, Nanopartikiillerinin Glutatyon Rediiktaz Uzerine Etkisi

TiO2 nanopartikiillerinin 0’dan 500 ppm’e kadar derisimlerinin GR iizerindeki

etkileri degerlendirilmistir. Sonug verileri ¢izelge 4.1 ve sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 TiO2 NP’lerinin GR aktivitesine etkileri

Derigim (ppm) Aktivite + Standart sapma (U/mg)
0 802+82
25 T77£172
50 795+16°
100 7854232
250 785+16°
500 790+0?

Cizelgedeki “a” harfi, “kontrol ile karsilastirildiginda aktivite seviyeleri arasinda istatistiksel bir fark
olmadigimi gosterir (p > 0.05, N=3).

13
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Sekil 4.1 TiO2 NP’lerinin GR aktivitesine etkileri

Ti02 Nanopartikiillerinin derisiminin artmasiyla GR enzim aktivitesinde hafif
bir azalma olmus, ancak istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmamustir (p > 0.05,
N=3). 25, 50, 100, 250 ve 500 ppm TiO. nanopartikiillere maruz kalma ile GR

aktivitelerinin yiizde degisimler -3,12 ; -0,87 ; -2,12 ; -2,12 ve -1,50 olarak

belirlenmistir.

4.1.2. ZnO Nanopartikiillerinin Glutatyon Rediiktaz Uzerine EtKkisi

ZnO Nanopartikiillerinin 0’dan 500 ppm’e kadar derisimlerinin GR iizerindeki

etkileri degerlendirilmistir. Sonug verileri ¢izelge 4.2 ve sekil 4.2°de gosterilmistir.

14
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Cizelge 4.2 ZnO NP’lerinin GR aktivitesine etkileri

Derigim (ppm) Aktivite & Standart sapma (U/mg)
0 796 +26°
25 780 + 53¢
50 811 + 148
100 799 + 378
250 776 £ 632
500 802 + 182

Cizelgedeki “a” harfi, “kontrol ile karsilastirildiginda aktivite seviyeleri arasinda istatistiksel bir fark
olmadigimi gosterir (p > 0.05, N=3).
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Sekil 4.2 ZnO NP’lerinin GR aktivitesine etkileri
ZnO Nanopartikiillerinin derisiminin artmasiyla GR enzim aktivitesinde,
istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik olmamistir (p > 0,05, N=3). 25, 50, 100, 250

ve 500 ppm ZnO nanopartikiillere maruz kalma ile GR aktivitelerinin yiizde degisimler
-2,01; +1,88; +0,38 ; -2,51 ve +0,75 olarak belirlenmistir.

15



4. BULGULAR ve TARTISMA Beytullah ATKAN

4.1.3. Gegirimli Elektron Mikroskopu (TEM) Analizleri

a) ZnO Nanopartikiillerinin TEM Analizi

Zn0 nanopartikiillerinin biiytikliigii TEM ile 41 + 8§ nm bulunmustur.

Bt p—

Sekil 4.3 ZnO nanopartikiillerinin TEM goriintiisii

Cinko oksit (ZnO) nanopartikiilinden 0,1 g alinarak saf suda ¢oziilmiis,
seyreltilmis, sonikasyon 15-20 dakika yapilmis, karbon girit (1zgara) lizerine alinip
hava ortaminda kurutulmus ve TEM analizi yapilmistir.

b) TiO2 Nanopartikiillerinin TEM Analizi

TiO2 nanopartikiillerinin biyiikligii TEM ile 44 + 7 nm bulunmustur.

16



4. BULGULAR ve TARTISMA Beytullah ATKAN

SRS o -

Sekil 4.4 TiO2 nanopartikiillerinin TEM goriintiisii
Titanyum dioksit (TiO.) nanopartikiiliinden 0,1 g alinarak saf suda ¢6ziilmiis,

seyreltilmis, 15-20 dakika sonikasyon yapilmis, karbon girit (1zgara) {izerine alinip

hava ortaminda kurutulmus ve TEM analizi yapilmistir.

17



4. BULGULAR ve TARTISMA Beytullah ATKAN

4.1.4. Tane Biiyiikliigii Olciimii (Zeta Sizer) and TEM Analizleri

Cizelge 4.3 Gegirimli Elektron Mikroskopu (TEM) ve Tane Biiyiikliigii Ol¢iimii (Zeta

Sizer) ile TiO2 ve ZnO nanopargaciklarinin karakterizasyonu

Nanopartikiillerin Yontem TiO2 NP’leri ZnO NP’leri
parcacik ozellikleri

Ortalama boyut (hm) | Zeta Sizer? 282 30-502

Pargacik boyutu | TEM 44+ 7° 41 £ 8°

dagilimi

(nm)

Pargacik boyutu | Zeta Sizer 2091 + 37° 3049 + 110°
dagilim

(nm)

Polidispersite Indeksi | Zeta Sizer 0.365 + 0.088° 0.711 + 0.490°
(PDI)

Zeta Potansiyeli (mV) | Zeta Sizer -255+1.19° 4.09 + 0.44°
Hareketlilik Zeta Sizer -0.2003 + 0.0931° 0.3204 + 0.0338°
(umem/Vs)

Tletkenlik (mS/cm) Zeta Sizer 0.0201 + 0.0036° 0.0278 + 0.0003°

Degerler ortalama =+ standart sapmadir. 2Nanography Nanotechnology'den alinan bilgi, Ankara, Tiirkiye,
TiO, NP'lerin ve ZnO NP'lerin seyreltik bir ¢ozeltisi 25 °C'de distile su iginde hazirlanmistir.
Numuneler 6lgimlerden énce vortekslenmis ve ultrasonik banyoda inkiibe edilmistir.
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4.1.5. Indiiktif olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS)

Analizleri

a) Ortama asit eklenmeden ICP-MS analiz sonucu;

100 ppm TiO2 de bulunan Ti dan ¢6ziinen % Ti miktart;

% 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 TiO: den titanyumun ¢ok az oranda iyonlastigini gostermektedir.
Asit eklenmeden 100 ppm ZnO de bulunan Zn dan ¢6ziinen % Zn miktari;
% 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 ¢inkonun az oranda iyonlastigmi fakat titanyuma gore daha fazla
iyonlagtigin1 gostermektedir.

Geri Kazanim:

100 ppb Ti ve 100 ppb Zn eklenerek elde edilen % geri kazanim,;

Ti % geri kazanim= % 96,94 + 0,46 ya da % 96,9 = 0,5

Zn % geri kazanim= % 99,34 + 0,50 ya da % 99,3+ 0,5

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

100 ppm TiO2 olarak hazirlanan ¢6zeltide ICP-MS te 6l¢iilen TiO2 orant:
% 45,978 + 5,274 ya da % 45,98 + 5,27 ya da % 46,0 = 5,3 TiO>

LOD= 9,483 ppm Ti

LOQ= 31,610 ppm Ti

100 ppm ZnO olarak hazirlanan ¢ozeltide ICP-MS te 6lgiilen ZnO orant:
%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. Tartisma

Yapilan bazi1 caligmalarda nanopartikiillerin enzim aktivitesini azalttigi
bulunmustur. Bunlara 6rnek olarak, Mahboob ve ark. [37] yaptig1 ¢alismada, TiO»
nanopartikiillerinin 1 mg/L ve 2 mg/L’nin Clarias gariepinus (karabalik)'taki kas
antioksidan sistemi tlizerindeki etkisini incelemislerdir. TiO2 NP’lerine maruz kalan
baliklarda SOD, CAT, GR, GPx ve GST aktivitelerinin kontrole kiyasla énemli 6l¢iide
azaldigint bulmuslardir. Alkaladi [38] yaptig1 ¢calisma sonucunda, Nil Tilapiasini 1
mg/L ve 2 mg/L ZnO NP’lerine maruz birakmustir. Glutatyon (GSH) miktarinin
azaldigin1 ve glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon-S-
transferaz (GST) aktivitelerinin ise inhibe oldugunu belirlemistir. Canli ve ark. [39]
Oral gavaj (0, 0.5, 5, 50 mg / kg viicut agirlig1 / giin) yoluyla olgun disi siganlara
Al;03, CuO ve TiO2 nanopartikiillerinin 14 giin boyunca uygulamiglardir. Veriler,
Al>03'in parametreler disinda, birkag vaka haricinde bir degisiklige neden olmadigini,
CuO ve TiO2 uygulanan siganlarda ise Katalaz ve siiperoksid dismutaz aktivitelerinin
onemli dl¢iide azaldigini gostermistir.

Yapilan bazi ¢alismalarda, nanopartikiillerin, enzim aktivitesini arttirdig:
bulunmustur. Paland6kenlier; Oreochromis niloticus'un kan dokusunda ZnO
nanoparcaciklart ve ZnSOs’ iin biyokimyasal parametreler ve enzim aktivitesi
iizerindeki tesirleri lizerine ¢alismistir [40]. Baliklar1 4 ve 28 giin boyunca 0,5 mg /L
ve1,5mg/L ZnO NP ve 0,5mg/L ve 15 mg/L ZnSO; ile etkilestirmislerdir. 28
glinin sonunda hem ZnSOs4 hemde ZnO NP ile etkilestirilen baliklarin enzim
aktivitelerinde (Alkalen fosfataz, Aspartat aminotrasferaz, Alanin aminotransferaz ve
laktat dehidrojeneaz) artma olduklarini belirlemislerdir. Connolly ve ark. [41]
Nanopartikiil ZnO’nun (Cinko oksit) yliksek konsantrasyonun etkisinde gokkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) karaciger dokusunda etoksiresorufin O-Deetilaz
(EROD) aktivitesinin arttigini bulmuslardir.

Bizim ¢alismamiza benzer sonuglar ise Firat ve Bozat [47] tarafindan in vivo
olarak gozlemlenmistir. Bu arastirmacilar, Oreochromis niloticus'un (tatli su balig)
solungacindaki GR enzim aktivitesinin, 4 giin boyunca 1,0 mg/L TiO2 NP'lerine maruz

kalmasinin ardindan 6nemli bir degisiklik gostermedigini bulmuslardir (p > 0,05).
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Titanyum dioksit ve ¢inko oksit nanopartikiillerinin glutatyon rediiktaz enzim
aktiviteleri iizerine etkilerini karsilastirdigimizda;, TiO2 nanopartikiillerinin
derisiminin artmastyla GR enzim aktivitesinde hafif bir azalma olmus, 25, 50, 100,
250 ve 500 ppm TiO2 nanopartikiillere maruz kalma ile GR aktivitelerinin yiizde
degisimler -3,12 ; -0,87 ; -2,12 ; -2,12 ve -1,50 olarak belirlenmis, buna karsin, ZnO
nanopartikiillerinin derisiminin artmasiyla GR enzim aktivitesinde, 25, 50, 100, 250
ve 500 ppm ZnO nanopartikiillere maruz kalma ile GR aktivitelerinde yiizde
degisimler -2,01 ; +1,88 ; +0,38 ; -2,51 ve +0,75 gibi hafif azalis ve artiglar
belirlenmis, her iki durumda da istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmamuistir (p
> 0.05, N=3).

Yaptigimiz ¢alismada, titanyum dioksit ve ¢inko oksit nanopartikiillerinin
glutatyon rediiktaz aktiviteleri {izerine istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
yapmadigini gozlemlemedik. Bu, giines koruyucu kremler gibi bir¢ok alanda
kullanilan titanyum dioksit ve ¢inko oksit nanopartikiillerinin, in vitro olarak glutatyon

rediiktaz enzim aktivitesi agisindan zararli olmadig1 sonucunu gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

5.1. Sonuclar

1. TiO2 nanopartikiillerinin derisiminde artma olurken GR aktivitesinde herhangi bir
degisiklik olmamustir.

2. TiO2 nanopartikiilleri 6nemli bir inhibisyon yapmamustir.

3. ZnO nanopartikiillerinin derisiminde artma olurken GR aktivitesinde herhangi bir
degisiklik olmamuistir.

4. ZnO nanopartikiilleri 6nemli bir inhibisyon yapmamustir.

5.2. Oneriler

1. Baska metal oksit nanopartikiillerinin GR’ye olan etkileri galisilabilir.

2. TiO2 ve ZnO nanopartikiillerinin baska antioksidan enzimler tizerine olan etkileri
calisilabilir.

3. TiO2 ve ZnO nanopartikiillerinin in vitro ¢alismalarina ek olarak in vivo galismalari

da yapilabilir.
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