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OZET

TOPLAM TiYOL TAYINi ICiN YENI BiIR SPEKTROFOTOMETRIK
YONTEM GELISTIRILMESI

YUKSEK LIiSANS TEZI

Emine Miinevver GORUSUK

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstittsu

Kimya Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Mustafa Resat APAK

Biyotiyoller, insan viicudunda fizyolojik ve biyokimyasal siire¢te dnemli rol oynamaktadirlar.
Hicresel tiyol seviyesindeki anormal degisimler Alzheimer, diyabet, AIDS, kardiyovaskuler
hastaliklar ve kanser gibi bir¢ok hastalikla baglantilidir. Bu yiizden, biyotiyolleri kantitatif
olarak belirleyebilen yontemlerin gelistirilmesi hastaliklarin olusumunu 6nlemek agisindan
son derece Onemlidir. Bu tez caligmasinda, biyotiyollerinin spektrofotometrik tayini igin
modifiye ABTS-Persiilfat yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen bu yontem, biyotiyollerin,
cozelti icinde mavi-yesil olan ve maksimum 734 nm’de absorbansa sahip, ABTS radikal
katyonunu renksizlestirme yetenegine dayanir. Optimum deney kosullar1 (pH, sicaklik,
zaman) Box-Behnken tasarimi kullanilarak belirlenmistir. Optimum sartlar pH 8, sicaklik
60°C ve zaman 60 dk olarak elde edilmistir. Gelistirilen modifiye ABTS-Persiilfat yontemi ve
modifiye Ellman yontemi kullanilarak indirgenmis glutatyon, yiikseltgenmis glutatyon, N-

asetil sistein, sistein, sistin, homosistein, homosistin ve sisteamin gibi biyotiyol bilesiklerin
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tayini yapilmistir. Her bir biyotiyol bilesigi i¢in molar absorplama katsayilari, lineer ¢alisma
araliklar belirlenmistir. Gelistirilen yontem, sentetik serum 6rneklerine uygulanarak kesinlik,
dogruluk parametreleri test edilmistir. Gelistirilen modifiye ABTS-Persulfat yonteminde
biyotiyollerin gozlenebilme sinirlar1 (LOD) 1.30x107 M ile 8.25x107 M arasinda
bulunmustur. Referans ydntem olarak kullanilan modifiye Ellman yonteminde ise 9.33x1077
M ve 1.55x10° M arasinda bulunmustur. Gelistirilen modifiye ABTS-Persiilfat yontemi ve
modifiye Ellman ydntemi icin, ikili, G¢ll ve dortli sentetik karisimlar hazirlanarak N-asetil
sistein esdegeri cinsinden teorik ve deneysel tiyol igerikleri degerlendirilmistir. Gelistirilen
modifiye ABTS-Persiilfat yontemi kullanilarak polifenolik bilesikler varliginda biyotiyollerin
tayini yapilmis ve bulgular HPLC yontemi ile karsilastirilmistir. Gelistirilen modifiye ABTS
yontemi ile ilag orneklerindeki tiyol igerikleri belirlenmis ve bulgular modifiye Ellman ve

HPLC yontemi ile karsilastirilmistir.

Aralik 2019, 72 sayfa.

Anahtar kelimeler: Biyotiyoller, modifiye ABTS-Persilfat yontemi, spektrofotometrik
yontem
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SUMMARY

DEVELOPMENT OF A NOVEL ASSAY FOR TOTAL THIOL
DETERMINATION

M.Sc. THESIS

Emine Miinevver GORUSUK

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies

Department of Chemistry

Supervisor : Prof. Dr, Mustafa Resat APAK

Biothiols play an important role in the physiological and biochemical processes in human
body. Abnormal changes in cellular thiol level are associated with many diseases, including
Alzheimer’s, diabetes, HIV, cardiovascular diseases and cancer. Therefore, the development
of methods that can quantitatively determine of biothiols is extremely important to prevent the
occurrence of diseases. In this thesis work, a modified ABTS-Persulfate method was
developed for spectrophotometric determination of biothiols. The developed method is based
upon the ability of biothiols to decolorize the ABTS radical cation (ABTS™), which is blue-
green in solution and has an absorbance maximum of 734 nm. Optimum experimental
conditions (pH, temperature, time) were determined by using Box-Behnken design. Optimum
condition was obtained at pH 8, temperature 60°C and time 60 minutes. Biothiol compounds

such as reduced glutathione, oxidized glutathione, N-acetyl cysteine, cysteine, cystine,
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homocysteine, homocystine and cysteamine were determined by using a developed modified
ABTS-Persulfate method and modified Ellman assay. Molar absorption coefficients and
linear concentration range were determined for each biothiol compounds. The precision,
accuracy and linearity parameters of the developed method were tested by applying sentetic
serum. In the developed modified ABTS-Persulfate method, limit of detection (LOD) values
of biothiols were found in the range of 1.30x10" M ile 8.25x10”7 M. Limit of detection (LOD)
values of biothiols were found in the range of 9.33x107 M ve 1.55x10° M in modified
Ellman assay. The developed modified ABTS-Persulfate method and modified Ellman assay
was applied to the binary, ternary, quaternary synthetic mixtures and the theoretical and
experimental NAC equivalent thiol content values were evaluated. Biothiols were determined
in the presence of polyphenolic compounds by using a developed modified ABTS-Persulfate
method and the findings were compared with those of HPLC assay. The thiol content in
pharmaceutical samples was determined by a developed modified ABTS method and findings
were compared with those of modified Ellman assay and HPLC assay.
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1. GIRIS

Organizmada oksidan-antioksidan sistemler bir denge icerisinde bulunmaktadir. Serbest
oksijen radikallerinin asir1 miktarda iretildigi ve antioksidan savunma mekanizmasinin
yetersiz kaldig1 durumlarda, bu dengenin bozulmasi sonucu oksidatif stres olusmaktadir (Sies,
H., 1997). Biyolojik sistemlerde, tiyoller, antioksidan savunma sisteminde merkezi rol
oynamaktadirlar. (Sen ve Packer, 2000). Antioksidan savunma sistemindeki rollerinin disinda,
tiyoller, protein fonksiyonlarinin diizenlenmesi, protein yapilarinin stabilizasyonu, enzim
fonksiyonlarmin diizenlenmesi, kritik sistein kalintilarinin geri doniisiimsiiz oksidasyonuna
karst proteinlerin korunmasi ve transkripsiyon gibi biyokimyasal sutreglerde kritik rol
almaktadirlar. Anormal tiyol redoks durumunun; edinilmis immiin yetmezlik sendromu
(AIDS), Friedreich ataksisi, amyotrofik lateral skleroz (ALS), diyabet, kanser, karaciger
rahatsizlig1, romatoid artrit, multip skleroz (MS), Parkinson ve Alzheimer hastaligi gibi
cesitli hastaliklarin patogenezinde rol aldigini gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir

(Chen ve dig., 2008).

Hiicre ici biyotiyoller, indirgenmis tiyoller ile oksitlenmis distilfiirler arasindaki redoks
durumunu diizenleyerek, redoks dengesini korumada ve oksidatif stres ile miicadelede énemli
rol oynamaktadir. Bu ytizden tiyollerin ve disulfiirlerin redoks durumlarinin belirlenmesi son
yillarda oldukca ilgi ¢ekmektedir. Ozellikle GSH/GSSG, Cys/Cyss ve Hcys/Hcyss redoks
ciftleri dikkat c¢ekmektedir. Biyotiyollerin redoks durumlarinin analizi iki seviyede
yapilmalidir. Bunlardan biri, farkli tiyoller ve disiilfiirlerde redoks kimliginin belirlenmesi,
digeri ise belli bir redoks ¢iftinin redoks oraninin belirlenmesidir. Bahsedilen bu alt1 tiyol ve
distlfirin anormal bir sekilde degismesi farkli patolojik siire¢ ve hastaliklarda yer aldigindan,
bu redoks tiirleri arasinda ayrim yapabilen yeni yoOntemlerin gelistirilmesi, fizyolojik
fonksiyonlarin ve ilgili molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi i¢in son derece
onemlidir. Biyotiyollerin tayininde yuksek performansli sivi  kromatografisi(HPLC),
elektrokemilliminesans, yilizeyle zenginlestirilmis Raman spektroskopisi ve kiitle

spektrometrisi gibi ¢esitli teknikler kullanilmaktadir. (Zhang ve dig., 2019).
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Bu yontemler, umut vaad eden yoOntemler olmasina ragmen, karmasik 6rnek on islem
prosediirleri, pahali ekipman, profesyonel cihaz kullanimi, uzun reaksiyon sireleri ve érnek

modifikasyonlari gibi dezavantajlar1 vardir.

Bu tez calismasi kapsaminda, biyotiyollerin tayini icin spektrofotometrik modifiye ABTS-
Persiilfat yontemi gelistirilmistir. Literatirde ABTS radikal katyonu kullanilarak
TEAC/ABTS antioksidan kapasite tayini yapilmaktadir. Bu method {izerinde birtakim
optimizasyon ¢alismalari (pH, sicaklik, zaman ) yapilarak biyotiyollerin (stlfhidril ve disulfur
grubu) tayini yapilabilmektedir. Optimum deney kosullar1 (pH 8, sicaklik 60°C ve zaman 60
dk) Box-Behnken tasarimi kullanilarak belirlenmistir. Gelistirilen bu yontem, biyotiyoller
varliginda, ABTS molekullnin potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucu olusan ABTS
radikal katyonun, 734 nm absorbansta meydana gelen azalmanin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.
Gelistirilen modifiye ABTS-Persulfat yontemi ve modifiye Ellman yodntemi ile sentetik
karisimlarda N-asetilsistein esdegeri cinsinden toplam tiyol igeriine bakilmis ve gelistirilen
modifiye ABTS-persiilfat yontemi ile elde edilen sonuglar daha hassas bulunmustur.
Polifenolik bilesikler varliginda biyotiyollerin toplam tiyol igerikleri gelistirilen yontem ve
HPLC yontemi ile tayin edilmis ve sonuglar uyumlu bulunmustur. Gelistirilen modifiye
ABTS-Persulfat yontemi ile farmasotik ilac orneklerinin toplam tiyol icerikleri tayin
edilmistir. Elde edilen sonuglar modifiye Ellman ve HPLC yontemi ile elde edilen sonuglarla
uyumluluk gostermistir. Sentetik serum Ornegine GSH ve GSSG standart katki yontemi

uygulanarak, gelistirilen yontemin dogruluk ve kesinlik parametrelerine bakilmustir.

Gelistirilen yontem; uygulama kolaylig1 tanimasi, hizli sonu¢ vermesi ve maliyetinin diisiik
olmast gibi avantajlar sagladigindan, biyotiyollerin belirlenmesi icin alternatif bir yontem

olarak kullanilabilir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BiYOTiYOLLER

Tiyoller, bunlarin aktif halleri olan siilthidril kalintilarinin (-SH) varligi ile tanimlanmis bir
organik kiikiirt tirevleri smifidir. Kimyasal olarak, tiyoller merkaptanlardir (R-SH) ve
biyolojik merkaptanlar genellikle biyotiyoller olarak adlandirilirlar. Biyotiyoller, biylk
molekiil agirlikli protein tiyolleri ve diisiik molekiil agirlikli serbest tiyoller olarak

siniflandirilabilirler.

Tiyollerin bir baska onemli 6zelligi de, indirgeme yetenegine sahip olmalaridir. Tiyoller
indirgen Ozellikte olup, negatif standart indirgeme potansiyellerine sahiptir. Bir oksidan-tiyol
etkilesimi durumunda, oksidan tiyoliin indirgeyici giiciiniin harcanmasiyla daha az toksik bir
yan riine doniisiir, tiyoliin kendisi ise disiilfiir haline (R-S-S-R) yiikseltgenir. Bir tiyol (R-
SH), hidrojen atomunu sulfhidril grubundan (-SH) kaybettiginde veya siilfiirden bir elektronu
kaybettiginde bir thiyl radikali (R-S) olusur. Fizyolojik pH kosullar1 altinda, thiyl radikalleri

kararsizdir ve disiilfiir haline doniisebilir (Sen ve Packer, 2000).

Bircok hiicrede ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunan glutatyon, biyolojik membranlari
lipid peroksidasyonuna karst korumaktadir. Glutatyon peroksidaz enzimi, glutatyonun
indirgenmis formunu, yiikseltgenmis hale donistiirmektedir. Hiicre iginde diisiik molekiil
agirlikli tiyol/disiilfiir havuzunu temelde GSH/GSSG olusturmakta olup GSH baskin bulunan
formdur. Disllfur baglari, ¢oziinebilir proteinlerin yapisal kararliginin saglanmasinda
temeldir. Bu baglarin olusmasi ve kirtlmasi, ortamin redoks potansiyelini tayin eden dondr ve
akseptorlerin varligina baglhidir. Boylece hiicre i¢i veya hiicre dis1 ortama tiyol ilavesi protein

yap1 ve fonksiyonunda kuvvetli etkilere neden olabilir (Curello ve dig., 1987).

Hicrelerde tiyol redoks durumu, protein yapisi ve aktivitesi, sinyal iletimi, membran
taginmasi, apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii), ksenbiyotik metabolizmasi, bagisiklik
sisteminin diizenlenmesi, hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasi gibi biyolojik fonksiyonlarda 6nemli

rol oynamaktadir (Sen ve Packer, 2000).



2.2. BIYOTIYOL BIiLESIKLER
2.2.1. Glutatyon

Glutatyon  (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin) hemen hemen tim hicrelerde yuksek
konsantrasyonlarda bulunan énemli bir tiyoldiir (Meister, 1984). ilk olarak J.de Rey-Paihade
tarafindan 1888 yilinda maya hiicresinde bulunduktan sonra 1921°de Hopkins tarafindan
kesfedilmistir (Hopkins, 1921). Onceleri glutamil-sisteinden olusan bir dipeptid oldugu ileri
striilmiistiir. Fakat 1929 yilinda kristal halinde elde edildikten sonra yapisinin tripeptid
oldugu anlagilmistir (Hopkins, 1929). 1935 yilinda ise Harrington ve Mead tarafindan L-y-

glutamil-L-sisteinil-glisin halinde sentezlenmistir (Harrington ve Med, 1935).

Glutatyon; glutamat, sistein ve glisinden sentezlenmektedir. Bu sentezlenme iki asamada
gerceklesmektedir. Birinci agamada glutamin-sistein sentetaz isimli enzim GSH’1n prekiirsor
aminoasidleri olan glutamat ve sisteinden, y-glutamilsisteininin olusumunu katalizler. Ikinci
asamada ise glutatyon sentetaz, glisin ve y-glutamilsisteinden glutatyonu olusturur.
Indirgenmis glutatyon, serbest bir siilfhidril grubu igeren bir tripeptiddir. Indirgenmis
durumda hemoglobin ve eritrosit hiicre proteinlerinin sistein artiklarini muhafaza eden bir
siilfhidril tamponu olarak gorev yapar. Indirgenmis glutatyonun (GSH), yiikseltgenmis forma
(GSSG) oram normalde yaklasik 500/1°dir. Indirgenmis form, hidrojen peroksit (H202) ve
organik peroksitlerin sebep oldugu detoksifikasyon reaksiyonlarinda 6nemli bir rol
oynamaktadir (Ulakoglu ve dig., 1998).
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Sekil 2.1: indirgenmis glutatyon ve yiikseltgenmis glutatyonun kimyasal yapisi



Hicrelerde bulunan en zengin endojen olan glutatyon, toksinlere kars1 savunma mekanizmasi,
sinyal iletimi, gen regulasyonu, serbest radikallerin ve peroksitlerin nétralizasyonu gibi birgok
biyolojik proseste Onemli rol oynamaktadir. Glutatyonun anormal seviyeleri, Alzheimer
hastaligi, diyabet, HIV, erken yaslanma, karaciger hasar1 ve cesitli kanser tiirleri gibi

fizyolojik kosullardan kismen sorumlu oldugu bildirilmistir (Zhao ve dig., 2019).
2.2.2. N-asetil sistein

Tiyol grubu bilesiklerden olan N-asetil sistein (NAC), sistein ve indirgenmis glutatyonun
prekursorudir. N-asetil sistein, yapisindaki siilthidril grubundan dolayr mukuproteinlerdeki

disiilfiir baglarini1 azaltarak mukolitik etki gostermektedir (Zafarullah ve dig., 2003).

N- asetil sisteinin karbon tetraklorlrl ile olusturulan karaciger hasarinda; oksidatif zarari
onarmada, oksijen radikallerinin uzaklagtirilarak reaktif oksijen tiirlerinin zararh etkilerinden
korumada yararli oldugu, oksidan strese karsi dokularin savunmasini destekleyebildigi, GSH
ve GSH iligkili enzimlerin aktivitesinde artisa neden olabilecegi ve direkt antioksidan etki

gosterdigi belirtilmistir (Aksit ve dig., 2015).
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Sekil 2.2: N-asetil sisteinin kimyasal yapisi

Asetaminofen toksisitesine karsi koyma kabiliyeti ile bilinen NAC, sistein/GSH eksikligini
tolere edebilen guvenli bir antidottur. N-asetil sistein, kronik obstriiktif akciger hastaligi ve
HIV enfeksiyonu dahil olmak {iizere c¢ok g¢esitli enfeksiyonlarda, genetik ve metabolik

bozukluklarda GSH eksikligini tedavi etmek i¢in basariyla kullanilmistir (Atkuri, 2007).
2.2.3. Sistein

Tiyol i¢eren diisiik molekiil agirlikli bilesiklerden olan sistein ve sisteinin distlftrt olan sistin
viicut metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Sistein, esansiyel olmayan aminoasitler

olarak siniflandirilmasina ragmen, insan viicudunda sentezlenebilir. Viicut metabolizmasinda



sistein; metiyonin, tiamin, biotin, koenzim A, ve Fe/S (Demir/Kiikiirt) arasindaki dengenin
kurulmasinda 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica sistein, agir metallerin ve ksenobiyotiklerin

detoksifikasyonu gibi hiicresel proseslerde 6nemli rol oynamaktadir (Nur ve dig., 2014).

Farmasotik alaninda, sistein antidot olarak kullanilmakta ve asetaminofen toksitesine karsi
koyma kabiliyeti ile bilinmektedir. HIV enfeksiyonu ve KOAH da dahil olmak tzere ¢esitli
enfeksiyonlarda, genetik kusurlarda ve metabolik bozukluklarda GSH eksikligini tedavi
etmek i¢in basariyla kullanilmigtir (Nur ve dig., 2014).

Insan plazmasindaki major tiyol/disiilfiir redoks cifti sistein ve disulfiir formu olan sistindir
(Jones ve Go, 2011). Son yapilan c¢aligmalar, sistein eksikliginin Parkinson hastaligi, cilt
lezyonlari, 16kosit kaybi, karaciger hasari, biiylimede gerileme, sedef hastaligi ve uyusukluk

ile yakindan iliskili oldugunu gostermistir (Zhao ve dig., 2019).
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Sekil 2.3: Sistein ve sistinin kimyasal yapisi
2.2.4. Homosistein

Tiyol grubu iceren diisiik molekiil agirlikli endojen bilesiklerden olan homosistein, ilk olarak
1932 yilinda Butz ve Du Vigneaud tarafindan bulunmus siilfiir iceren bir aminoasittir (Butz
ve Vigneaud, 1932). Homosisteinin yiikseltgenmis hali homosistindir. Homosistin ve protein
bagli homosistein gibi homosisteinin yiikseltgenmis formlarin1 iceren toplam plazma
homosisteinindeki artis kalp rahatsizliklarinda basli basina bir risk faktoriidiir (House ve dig.,

1999).
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Sekil 2.4: Homosistein ve homosistinin kimyasal yapisi
2.2.5. Sisteamin

Sisteamin  (2-Aminoethanethiol), vicutta bulunan bir aminoasit olan sisteinin
dekarboksilasyonu sonucu olusan 6nemli bir biyojen amindir. Koenzim A’nin yapisina
girmesi nedeniyle enerji Gretimi igin gerekli olup antioksidan ve antiklastojenik bir maddedir
(Miller ve Schlensinger,1993).

Sisteamin, insan vucudunda sistin birikmesi sonucu ortaya ¢ikan ve nadir goriilen metabolik
hastalik olan sistinozisin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu hastalikta sistin kristalleri bobrek,
g6z, kas ve beyin gibi organlarda hicre icine fazla miktarda ¢okerek sistinozis denilen
hastaliga neden olmaktadir (Gahl ve dig., 2002; Topaloglu ve dig., 2012). Sisteamin tedavisi
ile lizozomlarda biriken sistin kristallerinin birikimi azaltilarak, bobrek fonksiyonlarinin
bozulmasi ve bobrek dis1 komplikasyonlarin olugsmasi engellenmektedir (Markello ve dig.
1993; Gahl ve dig.,1987). Ayrica topikal olarak uygulanan sisteamin, gozlerde korneal sistin
kristallerinin birikimini geciktirebilmekte ve azaltabilmektedir (Jones ve dig., 1991;
Makuloluwa ve Shams, 2018).
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Sekil 2.5 : Sisteaminin kimyasal yapisi
2.3. BIiYOTIYOL TAYIN YONTEMLERI

Spektrofotometrik Ellman yontemi; Orjinalinde Ellman reaktifi olarak bilinen DTNB (5,5'-
ditiyo-bis(2- nitrobenzoik asit)) ile tiyol gruplar1 kantitatif olarak tiirevlendirilir ve reaksiyon
esnasinda esdeger miktarda TNB serbest kalir. Olusan sar1 renkli {iriiniin absorbansi 412 nm
de olciiliir. Hizli ve ¢ok yonlii bir yontem olmasina ragmen DTNB reaktifi sadece siilthidril
grubu igeren tiyol bilesikleri ile reaksiyon vermektedir. Tiyol grubunun pKa ve pH degerleri
reaksiyon hizi ile yakindan iligkilidir. (Hansen, 2007).
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Sekil 2.6: DTNB’nin tiyol grubu bilesik varliginda TNB’ye doniisimu

Modifiye Ellman Yontemi; Erel ve dig. tarafindan orijinal Ellman yontemi modifiye
edilmistir. Modifiye Ellman yonteminde, tiyol/distlfir dengesinin hem yiikseltgenebilir tiyol
dizeyi hem de indirgenebilir disulfur diizeyi hem de sistemin tamami
degerlendirilebilmektedir. Bu yontemde oksidasyon sonucu olusan disulfur baglar1 sodyum
borhidrat ile serbest siilthidril gruplarina indirgenmektedir. Sodyum borhidratin fazlasi
formaldehidle baglanarak ortamdan uzaklastirilir. Native (dogal) tiyol miktar1 ve distlfir
baglarinin indirgenmesi ile olusan total tiyol miktart DTNB (5,5’-dithio-bis-(2 nitrobenzoik
asit) kromojeni ile 412 nm’de 6l¢iilmektedir (Erel ve dig. 2014).
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Sekil 2.7: Tiyol ve disilfirlerin Ellman reaktifi ile tayini
2.4. KATI FAZ EKSTRAKSIYONU

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE), sivi faz ekstraksiyonuna alternatif olarak kullanilmaya
baglanmistir. SPE metodunda, kromatografik yontemlere benzer sekilde analiz edilecek
madde, ¢Oziicu ve dolgu maddelerinin 6zelliklerine gore cesitli ayirma mekanizmalari rol
oynar. Ayirma mekanizmalar1 olarak normal faz, ters faz ve iyon degisim (katyonik ve
anyonik degisim) sayilabilir. Normal faz; polar bilesiklerin polar olmayan matrikslerden
ayrilmasi iglemidir. Bu yontemde en fazla kullanilan dolgu maddesi silikadir. Ters faz, dolgu
madde polaritesinin 6rnek ¢ozeltisinden daha distk oldugu sistemdir. Oktadesil (C-18) bu
teknik i¢in en fazla kullanilan madde olmakla birlikte, oktil (C-8), siklohekzil, btil, fenil gibi
cesitli ornekler i¢in segici olmalart nedeniyle tercih edilirler. SPE sahip oldugu bu avantajlar
sayesinde Ozellikle ¢evre, gida, biyokimya, toksikoloji, kozmetik ve organik sentez gibi
alanlarda en fazla kullanilan 6rnek hazirlama metodlarindan birisi haline gelmistir. (Yavuz ve

Aksoy, 2006).
2.4.1. Kat1 Faz Ekstraksiyon Yontemi

Kat1 faz ekstraksiyon metodunda kolondan o6rnek gecirilmeden oOnce, kati fazin Ornek
¢oziiciisli ile ayni olan uygun bir ¢oziicii kullanilarak sartlandirilma yapilir. Sartlandirma
islemi, kolondan uygun madde gecirilerek tutucu maddenin aktif hale getirilmesi ve
matriksteki maddeler ile tekrarlanabilir etkilesim icin gerekli ortamin saglanabilmesi amaciyla
yapilmaktadir. Ardindan 6rnek ¢ozeltisi kolona vakum yardimiyla ¢ektirilerek belli hacimde
sisteme verilir ve analitler kat1 faz lizerinden deristirilir. Uygun bir ¢oziicii ile kat1 faz
yikanarak, analitleri kolondan uzaklagtirmaksizin, kati faz {izerinden tutunmus olan matriks
tyonlar1 uzaklastirilmis olur. Son olarak kolondan uygun bir eliient gegirilerek tutunan ortam

bilesenlerini almayarak, analit iyonlar eliie edilir (Camel, 2003).
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2.5. LITERATURDEKI TiYOL TAYINI iLE ILGILI CALISMALAR

Graaf Hess ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada, HPLC yontemi kullanilarak, l6kosit ve
fibroblastlarda sistein {izerinden sistin tayini yapilmaktadir. Sitozoldeki sistein ve diger
stlfhidril gruplarinin girigsimlerini engellemek i¢in N-etilmaleimid (NEM) kullanilarak
sisteinin sistine oksidasyonu 6nlenmis olmaktadir. Agiga ¢ikan sistin, sodyum borhidrur ile
indirgenerek sisteinlere doniismesi saglanir ve olusan sistinler monobrombimane ile
reaksiyona sokulup, tirevlendirilerek HPLC floresans dedektor ile tayini yapilmistir.
Yontemin tayin araligi 1-100 uM, tayin limiti ise 0,3 uM olarak bulunmustur. Lokositler igin
geri kazanim %83, fibroblastlar igin ise %69 olarak tespit edilmistir (Graaf Hess ve dig.,
1999).

Niu ve dig. tarafindan gergeklestirilen ¢alismada homosistein ve glutatyon (GSH) varliginda
sisteini ayirmak i¢cin BODIPY tiirevi hassas ve segici bir floresans sensor gelistirmislerdir. Bu
sensoOriin, homosistein ve glutatyon varliginda sisteine karsi segici  Ozelligi  oldugu

gozlemlenmistir. Ayrica Hela kanser hiicresinde uygulama yapilmistir (Niu ve dig., 2013).

Athilakshmi ve dig., glimiis nanopartikiil kullanarak sistin ve sistein aminoasitlerini tespit
etmislerdir. Renk degisimi ve giimiis nanopartikillerin kiimelenmesi UV-GB Spektroskopisi

ve transmisyon elektron mikroskobu kullanilarak incelenmistir (Athilakshmi ve dig., 2013).

Giiglii ve dig., biyolojik olarak 6nemli tiyolleri (biyotiyoller), biyolojik numunelerde ve
farmasoétiklerde secici bir sekilde belirlemek tizere Ellman reaktifini altin nanopartikiillere
adsorbe ederek yeni bir optik sensor gelistirmislerdir. Serbest siilfhidril gruplarin tayini i¢in
suda ¢o6ziinen bilesik olan 5,5’-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB), kovalent olmayan bir
etkilesim ile altin nanopartikiillerin Uzerine adsorbe edilerek, biyotiyoller ile reaksiyonu
sonucu olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzonat (TNB?) anyonunun olusmasina bagli olarak
410 nm’deki absorbans degisimi Olglilmistiir. Sensor, sistein, glutatyon, homosistein,
sisteamin, dihidrolipoik asit ve 1,4-dithioerythritol igeren standart biyotiyollere genis
konsantrasyon araliinda lineer cevap vermistir. Altin nanopartikiiller, trisodyum sitrat ile
altin iyonlarin1 indirgeyerek hazirlanmistir ve burada sitrat hem stabilize edici hem de

indirgeyici madde olarak gdrev almistir (Giiglii ve dig., 2013).

Yang ve dig., tarafindan, N-[4-metilkumarin -7-1] maleid yapis1 sentezlenmis ve 0&zellikle

sistein lizerinde ‘off-on’ florometrik bir prob olarak tanimlanmistir. Ayrica floresans artisiyla
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canli hiicrelerde sistein Olgtlilerek probun yetenegi kanitlanmistir. Dedeksiyon limiti en diisiik

74 nmol/L olarak bulunmustur (Yang ve dig., 2015).

Liu ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada, sistein bilesigine duyarli naftalimid ve maleimid
iceren iki fotonlu floresan prob sentezlemislerdir. Bu prob foto-indiiklenmis elektron
transferinden dolay1 (d-PET) zayif floresans siddetine sahiptir. Sistein ile reaksiyonundan
sonra d-PET prosesi bloklanarak, 470 nm dalga boyunda probun floresansi gézlenmistir. d-
PET prensibi, yogunluk fonksiyonel teorisi ve zamana bagli yogunluk fonksiyonel teorisi ile
teorik hesaplamalar1 yapilmistir . Bu prob, diger potansiyel girisimler iizerinde (glutatyon ve
homosistein) sisteine karsi yiiksek hassasiyet ve secicilik gostermistir. Ayrica bu prob canli

hiicrelere basariyla uygulanmistir (Liu ve dig., 2015).

Adar tarafindan yapilan calismada, sistein ve sistin karisiminin pargacik dagilimi analiz
edilmistir. Parmakizi bolgesinde Raman bantlarinin belirgin bir sekilde ayirt edilmesi,
molekillerdeki atomik hareketlerin yogun bir sekilde karistirilmasindan dolay1 genelde zor
oldugu, fakat bu ¢aligmada (S-S) distlfur baginin diger atomlararasi baglarla fark edilebilir bir
sekilde ayirt edilebildigi ve Raman spektrumunda vibrasyonel bantin yaklasik 500 cm™ dalga
sayisinda keskin bir bant olarak kolayca tanindigin1 gézlemlenmistir. Monomer (S-H)
siilthidril fonksiyonel grubunun titresimi, yaklasik 2500 cm™ dalga sayisinda oldugu
gbzlemlenmistir (Adar, 2015).
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2.6. ISTATISTIKSEL CALISMALAR

Istatistiksel deneye dayanan yontemlerin basinda Response Surface Methodology (RSM) yani
yanit ylizey yontemleri (YYY) gelmektedir. Bu yontem bagimsiz degigkenler ile bagimli
degiskenler arasindaki iliskiyi tahmin etmek icin kullanilan istatistik tekniktir. Yanit yiizey
yontemi ilk olarak 1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan tanimlanmis olup kimya alanindaki
arastirmalarda kullanilmistir (Box and Wilson, 1951). Myers ve Montogomery ise yanit yiizey
yontemini, proseslerin gelistirilmesi ve optimizasyonu i¢in gerekli istatistiksel verilerin
birlikte degerlendirildigi bir deneysel tasarim yontemi olarak tanimlamaktadir (Myers ve dig.,

2016).

Bu tez calismas1 kapsaminda, Minitab® paket programinm 19.1.0 (Minitab Inc. State College
PA, ABD) versiyonunda yer alan yanit yiizey yontemlerinden (Response Surface
Methodology) biri olan Box-Behnken tasarimi kullanilmigtir. Box-Behnken tasarimi 1960
yilinda Box ve Behnken tarafindan gelistirilmistir (Box and Behnken, 1960). Bu tasarim,
ikinci derece model parametrelerinin  tahmin  edilmesinde, ardisik tasarimlarin
olusturulmasinda, modelin giiven eksikliginin analizinde ve bloklarda kullanilan bir yanit

yuzey yontemidir (Prvan and Street, 2002).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZLAR

Kimyasal maddelerin tartilmasinda RADWAG marka Was 220X model analitik terazi,
hazirlanan ¢ozeltilerin karistirilmasinda girdap karistirici, ¢ozeltilerin inkiibasyon iglemi igin
Memmert marka WNB 10 model su banyosu, ¢ozeltilerin pH’sinin belirlenmesinde Hanna
HI12202 model pH-metre ve bidistile su Gretimi icin Millipore Simpak 1 Synergy 185 bidistile
su sistemi kullanilmigtir. Absorbans 6l¢limlerinde Agilent marka Cary 100 Bio model UV-Vis
spektrofotometresi ve 6lglim yapmak igin Hellma marka 10 mm 1s1ma yollu kuartz kiivet
kullanilmistir. HPLC analizlerinde Waters HPLC Cihaz1 ( Waters 1525 Binary HPLC pompa,
Waters 2998 photodiode array (PDA) detektdr, Waters In-line degasser AF, Waters C 18
kolon (250 mm x 4.6 mm, 5um), Hamilton (Reno, NV, USA) marka 50 pL enjeksiyon
siringasi) kullanilmigtir. Kati faz ekstraksiyon islemi i¢in, Agilent marka vakum pompasi ve

Sigma-Aldrich Superco Discovery DSC-18 kartus kullanilmustir.
3.2. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Kullanilan kimyasal maddeler; 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) diamonyum
tuzu (ABTS), potasyum persulfat (K2S20g), sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI),
sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4.H-0), dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPOa), fosforik asit
(%85), indirgenmis glutatyon (GSH), yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), N-asetil sistein
(NAC), sistein (Cys), sistin (Cyss), homosistein (Hcys), homosistin (Hcyss), sisteamin, gallik
asit, kuersetin, katesin, kafeik asit, askorbik asit, tris(hidroksimetil aminometan) (TRIS), 5,5'-
ditiyo-bis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), sodyum kloriir (NaCl), sodyum borhidrat (NaBHa4),
formaldehit (CH20), disodyum etilendiamintetraasetik asit (EDTA), metanol (MeOH), etanol
(EtOH). Kullanilan kimyasallar analitik safliktadir. Calismada kullanilan NAC 600 mg
efervesan tablet Basel Ilag San. Tic. A.S ve Asist 1200 mg NAC toz sase Bilim ila¢ San. ve

Tic. A.S. ilag drnekleri eczaneden temin edilmistir.
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3.3. COZELTILERIN HAZIRLANMASI

3.3.1. Gelistirilen Modifiye ABTS-Persiilfat Yonteminde Kullanmilan Cozeltilerin

Hazirlanmasi

5x10* M konsantrasyonda ABTS c¢ozeltisi hazirlamak igin; ABTS’den 0.0274 g tartim
alinarak bidistile su ile son hacmi 100 mL olacak sekilde hazirlandi. Potasyum persilfat
cozeltisi 6.89x10° M Kkonsantrasyonda olacak sekilde 0.0465 g tartim alinip fosfat tamponu
(pH 8) igerisinde 25 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. ABTS™ radikal ¢ozeltisi elde etmek
igin, potasyum persulfat ¢ozeltisinden 2 mL alinip ABTS stok ¢6zeltisinin (98 mL) igerisine
ilave edilerek 100 mL ‘ye tamamlandi. Hazirlanan ABTS™ radikal c¢ozeltisi, 12-16 saat
boyunca karanlikta ve oda sicakliginda bekletildikten sonra kullanima hazir hale gelmektedir

(Walker ve Everette, 2009).
3.3.2. Modifiye Ellman Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

NaCl ¢ozeltisi, 10 mM Kkonsantrasyonda olacak sekilde 0.05844 g tartim alinip %50 (V/v)
metanol igerisinde son hacmi 100 mL’ye tamamlandi. NaBHs ¢ozeltisi, 10 mM
konsantrasyonda olacak sekilde 0.0378 g tartim alinip %50(v/v) metanol i¢erisinde son hacmi
100 mL’ye tamamlandi. 100 mM konsantrasyonda Tris tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin;
12.113 g tartim alinarak pH 8.2 olacak sekilde bidistile su igerisinde hazirlanarak son hacmi
1000 mL’ye tamamlandi1. 6.175 mM konsantrasyondaki formaldehitten 0.5 mL hacimde ve 10
mM konsantrasyondaki EDTA’dan (Etilendiamintetraasetik asit) 3.8 g tartim alinip, 100 mM
Tris tamponu icerisinde hazirlanarak son hacim 1000 mL’ye tamamlandi. DTNB (5,5'-ditiyo-
bis(2-nitrobenzoik asit)) ¢o6zeltisi 10 mM konsantrasyonda olacak sekilde 3.963 g tartim

alinip metanol igerisinde son hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi (Erel ve dig., 2014).
3.3.3. HPLC Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

HPLC yonteminde hareketli faz olarak kullanilmak {izere 2.5 mM konsantrasyonda pH 2.85

fosfat tampon ¢dzeltisi hazirlandi (Glingor ve dig., 2011).
3.3.4. Biyotiyol Cozeltilerinin Hazirlanmasi

N-asetil sistein (NAC), indirgenmis glutatyon (GSH), sistein, homosistein, sisteamin

¢ozeltileri bidistile su ile konsantrasyonlar1 1x102 M olacak sekilde hazirlandi.
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Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) ¢ozeltisi bidistile su ile konsantrasyonu 1x102 M olacak
sekilde hazirlandi. Sistin ve homosistin ¢ozeltileri 1x102 M konsantrasyonda olacak sekilde
0,5 N HCI asit ¢ozeltisi ile ¢ozdiiriilerek bidistile su igerisinde hazirlandi. Katesin, kafeik asit,
kuersetin ve gallik asit ¢ozeltileri konsantrasyonlar1 1x102 M olacak sekilde %96’lik etil

alkol i¢erisinde hazirlandi.
3.3.5. Ila¢ Orneklerinin Hazirlanmasi

600 mg NAC (N-asetil-L- sistein) efervesan tabletlerden 1 tablet alinip 100 mL bidistile suda
¢oziilerek hazirlandi. Asist 1200 mg NAC (N-asetil-L-sistein) toz igeren saselerden 1 tane
almip 100 mL bidistile suda ¢oziilerek hazirlandi. Hazirlanan 6rneklere uygun seyreltmeler
yapildiktan sonra gelistirilen modifiye ABTS-Perstlfat, modifiye Ellman ve HPLC yontemi
uygulandi.

3.4. UYGULANAN YONTEMLER
3.4.1. Gelistirilen Modifiye ABTS-Persulfat Yontemi

Bir deney tiipi icerisine x mL &érnek, (1-x) mL bidistile su ve 1 mL ABTS"" radikal ¢ozeltisi
ilave edilip tiipler 1yice calkalandi. Toplam hacim 2 mL olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiler
agz1 kapali olarak 60°C sicaklikta su banyosunda 60 dakika boyunca bekletildi. Bu siire
sonunda suya kars1 734 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii. Radikalin absorbans

degerinden 6rnegin bulundugu ¢dzeltinin absorbansi ¢ikartilarak AA degerleri elde edildi.
3.4.2. Modifiye Ellman Yodntemi

Native Tiyol [-SH] tayini yonteminde; deney tlpu igerisine x mL 6rnek, (1-x) mL bidistile su,
1mL NaCl cozeltisi, 2,2 mL Tris tamponu ve 0,2 mL DTNB ¢0zeltisi ilave edilip tipler iyice
calkalandi. Toplam hacim 4,4 mL olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiler oda sicakliginda 15
dakika boyunca bekletildi. Bu siire sonunda i¢inde 6rnek bulunmayan referans ¢ozeltiye karsi

420 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.

Toplam Tiyol [(-SH)+(-S-S-)] yonteminde, deney tupu igerisine x mL 6rnek, (1-x) mL
bidistile su, ImL NaBHs ¢ozeltisi, 2,2 mL Tris tamponu ve 0,2 mL DTNB ¢0zeltisi ilave

edilip tlipler iyice ¢alkalandi. Toplam hacim 4,4 mL olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiler oda
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sicakliginda 15 dakika boyunca bekletildi. Bu siire sonunda i¢inde 6rnek bulunmayan referans

¢Ozeltiye kars1 420 nm’de absorbans degerleri olgiildii.
3.4.3. HPLC Yontemi

Tiyol grubu iceren bilesiklerin analizi i¢in kullanilan HPLC yo6nteminde; metanol (A) ve 2.5
mM pH 2,85 fosfat tamponundan (B) olusan hareketli faza gradient eliisyon programi
uygulandi. Gradient eliisyon programina gore; 1. dakika % 100 B, egim (6.0); 8. dakika % 90
B, egim (6.0); 11. dakika % 80 B, egim (6.0); 15. dakika % 70 B, egim (6.0); 20. dakika % 50
B, egim (6.0); 25. dakika % 30 B, egim (6.0); 30. dakika % 0 B, egim (6.0); 32. dakika % 100
B, egim (6.0). Sistem sartlar1; akis hiz1 1 mL dk, enjeksiyon hacmi 20 pL, dalga boyu 215
nm’dir. Her bir biyotiyol bilesigi i¢in kalibrasyon dogrulari olusturuldu. Sentetik karigimlar

ve ila¢ drneklerinin tiyol igeriklerinin tayini yapildi.

3.4.4. Sentetik Karisimlarin Hazirlanmasi

3.4.4.1. Biyotiyollerin Ikili, Uclii, Dértlii Sentetik Karisimlarimin Hazirlanmast ve

Toplam Tiyol I¢eriginin Belirlenmesi

Biyotiyollerin ikili, ticlii ve dortlii kombinasyonlarda sentetik karisimlari hazirlandi ve bu
sentetik karigimlara gelistirlen modifiye ABTS-Persilfat yontemi ve modifiye Ellman
yontemi uygulanarak teorik olarak beklenen ve deneysel olarak élctlen toplam tiyol icerikleri

M NAC esdegeri cinsinden Esitlik 3.1 ve 3.2°e gore hesaplandi.
TTI ekienen= (NACETI1.C1 + NACETI,.C2 + NACETI3CE3.C3) (3.1)
(NACET1:NAC esdegeri cinsinden tiyol icerigi, C: Konsantrasyon)

TTI Deneysel = [(AbSOI’banS + kaylm) / SNAC] X 103 (32)
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3.4.4.2. Polifenolik Bilesikler Varliginda Biyotiyol Karisimlarin Hazirlanmas: ve Kati
Faz Ekstraksiyon Islemi

GSH ve gallik asit iceren sentetik karisimin hazirlanmasi; 5x10° M GSH ve 3x10° M gallik

asit igeren sentetik karisim hazirlandi.

GSSG, kafeik asit, kuersetin ve katesin iceren sentetik karisimlarin hazirlanmasi; 1x10* M
GSSG, 3x10° M Kkafeik asit,1x10° M kuersetin ve 2x10° M katesin iceren sentetik karisim

hazirlandi.

Hazirlanan sentetik karisimlara ayri ayri kati faz ekstraksiyon islemi uygulandi. Kati faz
ekstraksiyon islemi icin C-18 Kartus kullanildi. Oncelikle C-18 kartus, %80 metanol ve su ile
sartlandirildi. Ardindan 3 mL sentetik karisim c¢ozeltisi C-18 kartustan gecirildi. 3 mL
bidistile su ile kartus yikandi. Son olarak kartusta kalan 6rnekler %80 metanol ile elue edildi

(Sekil 3.1).

Sartlandirma  Ornek Yiikleme Yikama Eliisyon
% 80 Metanol IZI
S; Omek Su % 80 Metanol
{ { { d
| —a | —a
o _ Fenolik o ._Fenolik
Cl18 —» “* bilesikler “*bilesikler
» ' i - Fenolk
o a=Tiyoller ’ ic—Tx}oﬂcr * bilesiler

Sekil 3.1: Kati1 faz ekstraksiyon semasi
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4. BULGULAR

41. GELISTIRILEN MODIFIiYE ABTS-PERSULFAT YONTEMININ
BiYOTIYOLLERE UYGULANMASI

4.1.1. Optimum Deney Kosullarinin Belirlenmesi: Box-Behnken Deney Tasarim

Yapilan 6n ¢aligmalar sonucunda biyotiyol bilesiklerin hassas sekilde tayin edilebilmesi i¢in
pH, sicaklik ve zaman parametrelerinin son derece 6nemli oldugu ve bu parametrelerin dogru
olarak belirlendiginde ABTS reaktifinin hem sulfhidril hem de disulfur gruplarinin tayininde
kullanilabilecegi gozlemlenmistir. Bu ¢alismada optimum deney kosullarini belirlemek igin
uc faktor, ¢ seviyeli bir yanit yiizey yontemi(YYY) olan Box-Behnken deneysel tasarim

yontemi kullanilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Box-Behnken tasariminda kullanilan faktorler ve seviyeleri

Seviyeler
Faktorler Semboller 1 0 1
pH X1 8 9 10
Sicakhik X2 30 45 60
Zaman X3 60 150 240

Box-Behnken deneysel tasarim matrisine gore li¢ faktor, {i¢ seviye ve 15 deneyli olarak 2.5x
10° M konsantrasyonda yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) biyotiyol bilesigi icin absorbans
degerleri Tablo 4.2°de goriildiigli gibidir. Bu tasarim kuadratik bir model olup deney
kombinasyonlar1 kiibik modelin kenarlar1 ve kenarlarin orta noktalarindan olusmaktadir.
Pozitif degerler faktorlerin yiiksek diizeyini, negatif degerler faktorlerin diisiik diizeyini, sifir

degeri ise faktorler icin orta diizeyi belirtmektedir.



19

Tablo 4.2: Box-Behnken deneysel tasarim matrisi

GSSG
Deney no Kodlamalar Gercek Degerler Absorbans
degerleri
X1 X2 X3 X1 X2 X3 Y1

1 -1 -1 0 8 30 150 0,0000
2 1 -1 0 10 30 150 0,0598
3 -1 1 0 8 60 150 0,6121
4 1 1 0 10 60 150 0,3106
5 -1 0 -1 8 45 60 0,3558
6 1 0 -1 10 45 60 0,0738
7 -1 0 1 8 45 240 0,3587
8 1 0 1 10 45 240 0,2515
9 0 -1 -1 9 30 60 0,0063
10 0 1 -1 9 60 60 0,5697
11 0 -1 1 9 30 240 0,0535
12 0 1 1 9 60 240 0,2568
13 0 0 0 9 45 150 0,3066
14 0 0 0 9 45 150 0,3345
15 0 0 0 9 45 150 0,3545

Tablo 4.3°de kuadratik modelin regresyon parametrelerine iliskin varyans analiz sonuglari
gorilmektedir. Elde edilen sonuglarin anlamli olabilmesi i¢in modelde F-degerinin yiiksek
olmas1 ve P-degeri olarak ifade edilen olasilik degerinin 0,05’ten kiiciik olmas1 gerekir. Bu

calisgmada GSSG absorbans degiskeni igin F-degeri 8,86 olup, bu deger yuksektir. Modele
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iliskin P-degeri 0,014 olup bu deger, dusiktir (P<0,05). Buradan modelin %95 glven

seviyesinde istatistiksel olarak anlamli oldugu anlagilmaktadir.

Tablo 4.3: Varyans analizi (ANOVA)

Kaynak Serbestli-k Kareler Kareler F-degieri | P-degeri
derecesi toplami1 | ortalamasi
Model 9 0,477526 0,053058 8,86 0,014
Lineer 3 0,382609 | 0,127536 21,30 0,003
pH (X1) 1 0,049754 0,049754 8,31 0,034
Sicaklik (X2) 1 0,331950 | 0,331950 55,45 0,001
Zaman (X3) 1 0,000905 0,000905 0,15 0,713
Kareli 3 0,022226 | 0,007409 1,24 0,388
pH*pH (X1?) 1 0,002115 | 0,002115 0,35 0,578
Sicaklik*Sicaklik (X2?) 1 0,014335 0,014335 2,39 0,182
Zaman*Zaman (X3?) 1 0,008501 | 0,008501 1,42 0,287
iki yonlii etkilesimler 3 0,072691 0,024230 4,05 0,083
pH*Sicaklik (X1*X2) 1 0,032634 | 0,032634 5,45 0,067
pH*Zaman (X1*X3) 1 0,007639 0,007639 1,28 0,310
Sicaklik*Zaman (X2*X3) 1 0,032418 0,032418 5,42 0,067
Hata 5 0,029932 0,005986
Uyum eksikligi 3 0,028774 | 0,009591 16,57 0,057
Saf hata 2 0,001158 0,000579
Toplam 14 0,507458

Tablo 4.4’de GSSG absorbans degiskeni i¢in olusturulan yanit yiizey modeline iliskin
regresyon sonuglart  gosterilmektedir. GSSG  bilesigi  icin  absorbansit etkileyen
parametrelerden zamanin lineer etkisinin 6nemsiz (P>0,05) oldugu, pH ve sicakligin lineer
etkisinin ise O6nemli oldugu goriilmektedir (P<0,05). Bu modelde yer alan bagimsiz
degiskenlerin bilesenlerinin VIF degerleri 10’dan kiigiik oldugundan dolay1 GSSG absorbans
degiskeni icin olusturulan Box-Behnken deneysel tasariminda coklu baglanti problemi

bulunmamaktadir.
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Tablo 4.4: Yanit yiizey modeline iliskin regresyon katsayilar1 sonuglari

Terim Katsayilar St?\g?:rt T-degeri | P-degeri VIF
Sabit 0,3319 0,0447 7,43 0,001

pH (X1) -0,0789 0,0274 -2,88 0,034 1,00
Sicaklik (X2) 0,2037 0,0274 7,45 0,001 1,00
Zaman (Xa) -0,0106 0,0274 -0,39 0,713 1,00
pH*pH (X1?) -0,0239 0,0403 -0,59 0,578 1,01
Sicaklik*Sicaklik (X2?) -0,0623 0,0403 -1,55 0,182 1,01
Zaman*Zaman (X3?) -0,0480 0,0403 -1,19 0,287 1,01
pH*Sicaklik (X1*X2) -0,0903 0,0387 -2,33 0,067 1,00
pH*Zaman (X1*X3) 0,0437 0,0387 1,13 0,310 1,00
Sicaklik*Zaman (X2*X3) -0,0900 0,0387 -2,33 0,067 1,00

VIF: varyans sigirme ¢arpant

Tablo 4.3 ve 4.4’teki regresyon istatistikleri, modelin kodlanmig faktorler agisindan uyumlu

oldugunu gostermektedir. Matematiksel modelin son hali denklemdeki 4.1°deki gibidir.

Yesse = 0,3319 — 0,0789 pH + 0,2037 sicaklik — 0,0106 zaman — 0,0239
pH*pH - 0,0623 sicaklik*sicaklik — 0,0480 zaman*zaman — 0,0903
pH*sicaklik + 0,0437 pH*zaman — 0,0900 sicaklik*zaman (4.1)

Tablo 4.5’te goriildiigii gibi modelin R? degeri 0.9410, ayarlamali R? degeri 0.8348 olup,
bagimsiz degiskenler (pH, sicaklik ve zaman) ile GSSG absorbansi bagimli degiskenine

dayal1 tahmin modeli arasindaki degisimi 0.0773 standart sapma ile agiklanabilmektedir.
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Tablo 4.5: Model 6zet istatistikleri

Standart Sapma 0.0773
Ortalama 0.2628
Varyasyon katsayisi 0.294
Coklu belirleme katsayisi (R) 0.9700
R? 0.9410
Ayarlamal R? 0.8348

GSSG absorbans degiskeni i¢in olusturulan yanit ylizey modeline iliskin optimal sonug
grafigi Sekil 4.1°de gorulmektedir. Box-Behnken deneysel tasarimina ait modelin maksimum
noktasindan elde edilen optimum sonuglar dogrultusunda pH degeri 8, sicaklik 60°C ve

zaman 60 dakika olmalidir.

Optimal pH Sicaklik: Zamnan
o 1,000 High 10,0 50,0 2400
T Cur 8.0] [60,0] [60,0]
Low 3.0 300 50,0
Abszorbans
Waximnum
y = 0,7149
d = 1,0000

Sekil 4.1: GSSG absorbans degiskeni i¢in olusturulan yanit ylizey modeline gore optimal

sonug grafigi

Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te goriildiigii tizere bagimsiz degiskenlerin (pH, sicaklik ve
zaman) GSSG absorbans degiskeni iizerine etkileri cevap yiizey grafikleri ile {i¢ boyutlu

olarak verilmistir.
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Absorbans

&0

0.0 50
a0 sicaklik

pH 10

Sekil 4.2: pH ve sicaklik degiskenlerinin GSSG absorbansi (izerine etkisini gosteren ¢

boyutlu grafik

0,3
0,6

r

Absorbans 4

0.2 240

0,0

40
sicakhlk 60

50 i)

Sekil 4.3: Sicaklik ve zaman degiskenlerinin GSSG absorbansi iizerine etkisini gosteren ii¢

boyutlu grafik



24

Absorbans

240

pH 10

Sekil 4.4: pH ve zaman degiskenlerinin GSSG absorbansi iizerine etkisini gosteren ii¢ boyutlu

grafik
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4.1.2. Biyotiyollerin Kalibrasyon Grafikleri ve Goriiniir Bolge Spektrumlarinin

Eldesi
4.1.2.1. Biyotiyollerin kalibrasyon grafikleri

Gelistirilen modifiye ABTS-Persiilfat yontemi kullanilarak siilthidril grubu (indirgenmis
glutatyon (GSH), N-asetil sistein (NAC), sistein (Cys)) iceren ve disulfir grubu
(ylikseltgenmis glutatyon (GSSG), homosistin (Hcyss)) igeren bazi biyotiyollerin kalibrasyon
grafikleri Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da sirastyla gortilmektedir.

0.7
0.6+
0.5
0.4 -
0.3
0.2 # GSH
W M-asetil sistein

0.1- Sistein
0.0 i i i

0 0.5 1 1.5 2

Ceyot X 105[M]

Sekil 4.5: GSH, N-asetilsistein (NAC) ve Sisteinin (Cys) gelistirilen modifiye ABTS-

Persilfat yontemine gore kalibrasyon grafikleri
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0.6

0.5

0.4 -

aA

0.3

0.2 * 5556

Homosistin

0,1

0.0

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Copar X 10° [M]

Sekil 4.6: GSSG ve Homosistinin (Hcyss) gelistirilen modifiye ABTS-Persilfat yontemine

gore kalibrasyon grafikleri
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4.1.2.2. Biyotiyol bilesiklerden indirgenmis glutatyon (GSH) ve yiikseltgenmis
glutatyonun (GSSG) goriiniir bolge spektrumlarinin eldesi

Gelistirilen modifiye ABTS-Persiilfat yontemi uygulanan biyotiyol grubu i¢eren bilesiklerden
indirgenmis glutatyon (GSH) ve yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) i¢in goriiniir bolgede elde
edilen spektrumlar Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’deki gibidir.

*2.5x10°% M GSH
*5x10°° M GSH
0.8 *7.5x10°% M GSH
*1x107* M GSH

*1.25x10"> M GSH
0.6

0.4

Absorbans

0.2-

500 600 700 800

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.7: GSH’n gelistirilen modifiye ABTS-Persulfat yontemi ile elde edilen gérinur bolge

spektrumu
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0.8+ *5x107% M GSSG
*1x10~° M GS5G
*1.5x107° M GS5G
*2x10° M GSS5G
*2.5x10™° M G55G

o
L=]
I

Absorbans
o
+

0.2-

500 600 T00 800
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.8: GSSG’nin gelistirilen modifiye ABTS-Perstlfat yontemi ile elde edilen goriindr

bolge spektrumu

4.1.3. Biyotiyollerin Elde Edilen Molar Absorplama Katsayilari, Dogru Denklemleri,

Lineer Araliklar: ve LOD Degerlerinin Belirlenmesi

Biyotiyollerin molar absorplama katsayilar1 (g) gelistirilen modifiye ABTS-Persilfat
yontemine gore molar konsantrasyon-absorbans arasindaki kalibrasyon egrilerinin egimleri
hesaplanarak elde edildi. Dogru denklemleri elde edilip lineer olduklar1 konsantrasyon
araliklar1 ve LOD (M) degerleri tespit edildi (Tablo 4.6). LOD degeri denklem 4.2’ye gore
hesaplanmigir. (sbl: blank’in standart sapmasi (N=3), m: kalibrasyon dogrusunun egim

degeridir.)

LOD = 3 shl/m (4.2)
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Tablo 4.6: Biyotiyollerin gelistirilen modifiye ABTS-Persulfat yontemiyle elde edilen molar

absorplama katsayilari, lineer araliklar1 ve LOD degerleri

Lineer denklem ve

Biyotiyoller Yool et () Lineer arahk (M) LOD (M)
indirgenmis 6 5 4
Glutatyon (GSH) | y=524x10*c-01229 | °X107-1.75x10% 1 1.30x10
r=0.9998
-6 -5 -7
Yiikseltgenmis | y=207x104c+00329 | >X107-35x10% 1 3.29x10
glutatyon (GSSG) r=0.9999
=4.37 X 104 c-0.081 5Xx 10-6 —-25X 10-5 1.56 x 10_7
Sistein (Cys) iy r ‘
r=0.9985
Sistin (Cyss) y=2 v '
r=0.9976
o y = 2,51 x 10* ¢ - 0.0796 7.5x10°%-25x10° 2.72x107
Homosistein (Hcys) [ = 0.9946
o y=316x10°c- 00324 | 5X10°-25x10° | 216x107
Homosistin (Hcyss) f = 0.9999
-6 -5 -7
N-asetil sistein y=3.74x104c-00621 | °X107-25x10 1.82x10
(NAC) r = 0.9960
= 236 x10% ¢ - 0.044 5x10%-2.5x10° 2.89x 107
Sisteamin y=e '

r=0.9980
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4.1.4. Sentetik Biyotiyol Karisimlarin Gelistirilen Modifiye ABTS-Persulfat Yontemi

fle Tayini

Ikili, iiclii ve dértlii kombinasyonlar1 olusturulan sentetik biyotiyol karisimlarin gelistirilen

modifiye ABTS-Persiilfat yontemine gore M N-asetil sitein (NAC) esdegeri cinsinden teorik

olarak beklenen ve deneysel olarak bulunan toplam tiyol igerikleri bulunmus ve %

gerikazanimlar1 hesaplanmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: Sentetik biyotiyol igeren karisimlarin gelistirilen modifiye ABTS-Persilfat

yontemine gore M N-asetil sistein (NAC) esdegeri cinsinden teorik olarak beklenen ve

deneysel olarak bulunan toplam tiyol icerikleri

Sentetik karisimlar

Beklenen toplam
tiyol icerigi
(M NAC - esdegeri)

Bulunan toplam
tiyol icerigi
(M NAC - esdegeri)

%

Geri kazanim

1 mL 2x10* M GSH
1 mL 4x10* M GSSG

1.25x 10°

1.19 x 10

95.2

1 mL 2x10* M GSH
1 mL 4x10* M GSSG
1 mL 2x10“ M Cys

1.84 x 10°

1.83x 10°

99.45

1 mL 4x10* M GSSG
1 mL 2x10* M NAC
1 mL 8x10* M Cyss

1.49 x10°

1.43x 10

95.98

1 mL 2x10* M GSH
1 mL 4x10* M GSSG
1 mL 2x10* M NAC

1.75x 10°

1.73x 10°

98.85

1 mL 2x10* M CYS
1 mL 4x10“ M GSSG
1 mL 2x10* M Hcys
1 mL 8x10* M Cyss

1.91 x 10°

1.84 x 10

96.33

1 mL 4x10“ M GSSG
1 mL 2x10“ M Hcys
1 mL 2x10“ M Cys

1 mL 2x10* M NAC

1.93 X 10°

1.89 X 10°

97.92

Relatif Hata (N=3)
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4.2. MODIFiYE ELLMAN YONTEMININ BiYOTiYOLLERE UYGULANMASI

4.2.1. Biyotiyollerin Kalibrasyon Grafikleri

Modifiye Ellman yontemi kulanilarak siilthidril grubu (glutatyon (GSH), N-asetil sistein
(NAC), sistein (Cys)) ve disulfir grubu (glutatyon(GSSG), homosistine (Hcyss)) igeren bazi
biyotiyollerin kalibrasyon grafikleri sirasiyla Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’da gortlmektedir.

0.9 7
0.8

0.7 -
0.6
0.5 1
0.4 1

0.2 7

0.2 1 #* G5H

M M-azetil sistein
0.1 -

Sistein

0.0

Ceiyot X 10 [M]

Sekil 4.9: GSH, N-asetil sistein (NAC) ve Sisteinin (Cys) modifiye Ellman yontemine gore

kalibrasyon grafikleri
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0.7

0.6 7

0.5 1

0.4 7

0.3

* 355G
0.1 -

B Homosistin

0.0

il 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Ciiyer X 10% [M]

Sekil 4.10: GSSG ve Homosistinin (Hcyss) modifiye Ellman yéntemine gore kalibrasyon

grafikleri

4.2.2. Biyotiyollerin Elde Edilen Molar Absorplama Katsayilari, Dogru Denklemleri,

Lineer Araliklar:1 ve LOD Degerlerinin Belirlenmesi

Biyotiyollerin molar absorplama katsayilar1 (¢) modifiye Ellman yontemine gbre molar
konsantrasyon-absorbans arasindaki kalibrasyon egrilerinin egimleri hesaplanarak elde edildi.
Dogru denklemleri elde edilip lineer olduklari konsantrasyon araliklar1 ve LOD (M) degerleri
tespit edildi (Tablo 4.8). LOD degeri denklem 4.3’e¢ gore hesaplanmisir. (sbl: blank’in

standart sapmasi (N=3), m: kalibrasyon dogrusunun egim degeridir.)

LOD = 3 shl/m (4.3)
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Tablo 4.8: Biyotiyollerin modifiye Ellman yontemiyle elde edilen molar absorplama

katsayilari, lineer araliklar1 ve LOD degerleri

Lineer denklem ve

Biyotiyoller Korelasyon katsayisi (1) Lineer aralik (M) LOD (M)
Glutatyon (GSH) y=1.73x 10 c + 0.0142 | 4.54x10°-3.18x 10° 9.3x107
r=0.9950
Yiikseltgenmis
Glutatyon y =7.01x 10%¢c + 0.050 1.13 x 10°—7.95 x10° 2.3x10°
(GSSG) r=0.9953
Sistein (Cys) y=553x103c-0.0297 | 1.81x10°-5.45x10° 2.90 x 10°°
r=0.9974
Sistin (Cyss) y =857 x10%c-0.0037 | 227 x10*-113x 107 1.88 x 107
r=0.9969
Homosistein 5 3 "
(Hoys) y=1.08x10%-0.0076 | 1.13x10°-1.13x10 1.48 x 10
r=0.9980
Homosistin 4 3 -5
(Hoyss) y=1.04x10%c-0.4686 | 2.68x10"-1.77x10 1.55x 10
r=10.9944
N-as(eNtil\él)Stem y=1.41x10*c+0.0014 | 1.13x 10° - 7.95 x10° 1.14 x 10°®
r=0.9999
Sisteamin 1.13x10°- 9.09x105 |  1.25x 10°

y =1.29 x 10* ¢ + 0,0027
r=0.9996
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Ikili, iiclii ve dortlii kombinasyonlar1 olusturulan sentetik biyotiyol karisimlarin gelistirilen

modifiye Ellman yontemine gore M N-asetil sitein (NAC) esdegeri cinsinden teorik olarak

beklenen ve deneysel olarak bulunan toplam tiyol igerikleri bulunmus ve % gerikazanimlari

hesaplanmustir (Tablo 4.9).

Tablo 4. 9: Sentetik biyotiyol i¢eren karisimlarin modifiye Ellman yontemine gére M N-

asetil sistein (NAC) esdegeri cinsinden teorik olarak beklenen ve deneysel olarak bulunan

toplam tiyol icerikleri

Sentetik karisimlar

Beklenen toplam tiyol
icerigi

(M NAC -esdegeri)

Bulunan toplam
tiyol icerigi
( (M NAC-esdegeri)

%

Geri kazanim

1 mL 8x10* M GSH
1 mL 5x10* M GSSG

1.40 x 10

1.44 x 10°

97.15

1 mL 8x10* M GSH
1 mL 5x10* M GSSG
1 mL 10 M Cys

1.84 x 10°

1.39x 107

124.45

1 mL 5x10* M GSSG
1 mL 5x10* M NAC
1 mL 10 M Cyss

8.83 x 10

1.07 x 10°

78.83

1 mL 8x10* M GSH
1 mL 5x10™* M GSSG
1 mL 5x10* M NAC

1.97 x 10°

2.06 x 107

95.44

1 mL 10 M Cys

1 mL 5x10* M GSSG
1 mL 10 M Hcys

1 mL 10 M Cyss

2.02x10°

1.63x 107

123.90

1 mL 5x10* M GSSG
1 mL 10 M Hcys

1 mL 10 M Cys

1 mL 5x10* M NAC

2.25x10°

1.89 x 10°

116

Relatif hata (N=3)
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4.3. BIYOTiYOLLERIN HPLC YONTEMI iLE BELIRLENMESI
4.3.1. Biyotiyollerin Kalibrasyon Denklemlerinin Olusturulmasi

Biyotiyol bilesiklerden indirgenmis glutatyon (GSH), yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), N-
asetil sistein (NAC), sistein (Cys), sistin (Cyss), homosistein (Hcys), homosistin (Hcyss) ve
sisteaminin HPLC yoOntemi ile elde edilen dogru denklemleri ve alikonma zamanlari (tRr)
asagidaki Tablo 4.10°da gorilmektedir. GSH, GSSG, NAC, Cys, Cyss, Hcys, Hcyss ve
Sisteamin standardinin HPLC kromatogrami Sekil 4.11°deki gibidir.

Tablo 4.10: GSH, GSSG, NAC, Cys, Cyss, Hcys, Heyss ve Sisteaminin HPLC yontemi ile

elde edilen dogru denklemleri ve alikonma zamanlari (y:pik alani; ¢: molar konsantrasyon)

Biyotiyol Bilesikleri tr (dakika) Dogru Denklemi

GSH 5.54 y=2 ;< :1%?9(:95 ?637,9

NAC 11.28 y=9 >r< :1%8 §9é123787

Cys 2.45 y=4 )::18?9% ;415868

Cyss 220 y=1 xIr 1:%9 gcgg 5136828

Hcys 3.19 y=4 >; :18?;9 5 O3005.1

Hcyss 3.05 y=9 ?:18?9% 5911813
Sisteamin 2.03 y=2 >; 33?909-528347.9
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2304 ?
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Sekil 4.11: 1.0x10° M konsantrasyondaki Sisteamin (1), sistin (2), sistein (3), homosistin (4),
homosistein (5), indirgenmis glutatyon (6), yiikseltgenmis glutatyon (7) ve N-asetil sistein (8)
standartlarinin 215 nm’deki HPLC kromatogramlari
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44. POLIFENOLIK BILESIKLER VARLIGINDA BiYOTiYOLLERIN
GELISTIRILEN MODIFiYE ABTS-PERSULFAT YONTEMI ILE TAYINi

4.4.1. Glutatyon (GSH) ve Gallik Asit Iceren Sentetik Karisimin Modifiye ABTS-
Persiilfat Yontemine Gore Analizi ve Sonu¢larm HPLC Yontemi ile

Karsilastirilmasi

Polifenolik bilesiklerden gallik asit varliginda glutatyon (GSH) tayini yapilmistir. Oncelikle
HPLC yontemi ile gallik asit ve GSH karigimi analiz edildi. Analiz sonucu elde edilen HPLC
kromatogrami1 Sekil 4.12°de, alikonma zamani ve molar konsantrasyonu Tablo 4.11°de
gorilmektedir. Ardindan GSH ve gallik asit i¢eren karisim ¢ozeltisini birbirinden ayirmak
icin malzeme ve yontem 3.4.4.2°de anlatildig1 gibi kat1 faz ekstraksiyon islemi uygulandi. C-
18 kartus kullanilarak yapilan kati faz ekstraksiyon islemi sonrasi karisim ¢ozeltilerinin
HPLC kromatogrami Sekil 4.13’de ve alikonma zamani ve molar konsantrasyon degeri Tablo
4.11°de verilmis olup ayirmanin hangi oranda gerceklestigi tespit edildi. GSH ve gallik asit
karistminda, GSH bilesiginin % 83’lintin C-18 kartustan gegtigi molar konsantrasyon
degerlerinden hesaplandi. HPLC yontemi ile elde edilen degerler, gelistirilen modifiye ABTS-
Perstlfat yontemi ile elde edilen degerlerle karsilastirilarak geri kazanim % 102.89 olarak
bulundu (Tablo 4.12).

2
RE
=
!
00
] 1
oo j\ _.I\
e
oo 2m 400 60 am 1000 1200 1400

Alikkonma zamam (dk)

Sekil 4.12: 5x10° M GSH (1) ve 3x10° M gallik asit (2) karisimin 215 nm’deki HPLC

kromatogrami
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Tablo 4.11: GSH (1) ve gallik asit (2) i¢eren karisimin kati faz ekstraksiyon oncesi ve kati faz

eksraksiyon sonrasi elde edilen alikonma zamanlar1 (dk) ve molar konsantrasyon degerleri

Sentetik karisim Alhkonma zamam (dk) Konsantrasyon (M)
GSH

(kat1 faz ekstraksiyon 5.55 5.01 x 107
islemi oncesi )

GSH

(kat1 faz ekstraksiyon 5.64 416x10°

islemi sonrasi)

] 1
0.015
0.010
2] ,
0.005-
| Y S
0,000
1 1 1 I T T T I 1 1 1 I T T 1 I 1 1 T I T 1 1 I 1 T T I 1
0.00 200 400 6.00 8.00 10.00 1200 14.00

Ahkonma zamam [dk)

Sekil 4.13: Kat1 faz ekstraksiyon islemi sonras1 5x10° M GSH (1) ve 3x10° M gallik asit (2)
karistmin 215 nm’deki HPLC kromatogrami
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Tablo 4.12: GSH igeren sentetik karisimin beklenen konsantrasyon degeri ve modifiye

ABTS-Persiilfat ve HPLC yontemine gore bulunan konsantrasyon degerleri

Beklenen Gf.ll}stll‘llen HPLC yontemi
. Modifiye ABTS- .
Sentetik | konsantrasyon . . . ile bulunan %
o Persulfat yontemi .
Karisim degeri . konsantrasyon Gerikazanim
(mol L) lle bulunan degeri (mol L!)
konsantrasyon
degeri (mol L?)
GSH 5x10° 4.27x10° 4.15x10° 102.89

Gerikazanim (N=3)

4.4.2. Yiikseltgenmis Glutatyon (GSSG), Kafeik asit, Katesin ve Kuersetin Iceren
Sentetik Karisimin Modifiye ABTS-Persulfat Yontemine Goére Analizi ve
Sonuclarin HPLC Yéntemi ile Karsilastirilmasi

Polifenolik bilesikler olan kafeik asit, kuersetin ve katesin varliginda yiikseltgenmis glutatyon
(GSSG) tayin edilmistir. Oncelikle HPLC yontemi ile karigim analiz edildi ve HPLC
kromatogrami Sekil 4.14’de, alikonma zamani ve konsantrasyon degerleri Tablo 4.13’de
gorulmektedir. Ardindan GSSG bilesigini, polifenolik bilesiklerden (kafeik asit, kuersetin ve
katesin) ayirmak i¢in malzeme ve yontem 3.4.4.2°de anlatildig1 gibi kati faz ekstraksiyon
islemi uygulandi. C-18 kartus kullanilarak yapilan kati faz ekstraksiyon iglemi sonras1 karigim
¢ozeltilerinin HPLC kromatogrami (Sekil 4.15) ve GSSG bilesigine ait alikonma zamani ve
konsantrasyon degerleri Tablo 4.13’de verilmis olup ayirmanin hangi oranda gergeklestigi
tespit edilmistir. GSSG ve polifenolik bilesik olan kafeik asit, kuersetin ve katesin
karisiminda, glutatyon (GSSG)  bilesiginin %85.2°sinin C-18 kartustan gectigi molar
konsantrasyon degerlerinden hesaplandi. HPLC yontemi ile elde edilen degerler, gelistirilen
modifiye ABTS yontemi ile elde edilen degerlerle karsilastirilarak gerikazanim % 104.34
olarak bulundu (Tablo 4.14).
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Sekil 4.14: 1.0x10* M GSSG (1), 2.0x10 M katesin (2), 3.0x10° M kafeik asit (3) ve
1.0x10° M kuersetin (4) karisimlarinin 215 nm’deki HPLC kromatogrami

Tablo 4.13: GSSG, katesin, kafeik asit ve kuersetin karigimlarinin alikonma zamanlar ve

konsantrasyon (M) degerleri

Sentetik karisim Alilkonma zamam (dk) Konsantrasyon (M)

GSSG 7.847 1.0 x10*
( kat1 faz ekstraksiyon
oncesi )

GSSG 7.623 8.52 x 10°
(kat1 faz ekstraksiyon
islemi sonrasi)
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Sekil 4.15: Kat1 faz ekstraksiyon islemi sonras1 1.0x10* M GSSG (1), 2.0x10° M katesin,
3.0x10° M Kafeik asit ve 1.0x10° M kuersetin karisimlarmin 215 nm’deki HPLC

kromatogrami

Tablo 4.14: GSSG igeren sentetik karisimin beklenen konsantrasyon degeri, gelistirilen

modifiye ABTS-Persiilfat ve HPLC yo6ntemi ile bulunan konsantrasyon degerleri

_ Beklenen Gelistirilen Modifiye HPLC véntemi

Sentetik konsantrasyon ABTS-Perstilfat ==Y % Gerikazamm
Karisim . ) . ile bulunan
degeri yontemi ile bulunan
1 . . | konsantrasyon
(mol L) konsantrasyon degeri degeri (mol L)
(mol L) g
GSSG 1x10* 8.89 x 10° 8.52 x10” 104.34

Gerikazanim (N=3)
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4.5. ILAC ORNEKLERININ ANALIZI

45.1. NAC Efervesan Tabletin Gelistirilen Modifiye ABTS-Persiilfat Yontemi ile

Analizi ve Referans Yontemler ile Karsilastirilmasi

600 mg N-asetil sistein iceren NAC efervesan tablet 100 mL bidistile su ile ¢ozlldikten sonra
son konsantrasyonu 5x10° M olacak sekilde seyreltilerek gelistirilen modifiye ABTS-

Persiilfat yontemi uygulanmustir.

600 mg N-asetil sistein iceren NAC efervesan tablet 100 mL bidistile su ile ¢ozlldlkten sonra
son konsantrasyonu 5x10“% M olacak sekilde seyreltilerek modifiye Ellman yontemi

uygulanmistir.

600 mg N-asetil sistein iceren NAC efervesan tablet 100 mL bidistile su ile ¢ozlldikten sonra
son konsantrasyonu 6x10“ M olacak sekilde seyreltilerek HPLC enjeksiyonu yapilmustir. 600
mg NAC efervesan tabletin HPLC kromatogrami Sekil 4.16’da gortilmektedir.

o NAC
0040

00304

Al

0.0204

ﬂ.ﬂ1ﬂ—§ . _Jrl\_ J

0000

| ' ' I I
000 00 600 5.00

Alkonma zaman [dk)

Sekil 4.16: 600 mg NAC efervesan tabletin 215 nm’deki HPLC kromatogrami (tr = 11.65)

Tablo 4.15°de analiz edilen 600 mg NAC efervesan tablet ila¢ 6rneginde bulunmasi beklenen
NAC konsantrasyon degeri ile gelistirilen modifiye ABTS-Persulfat yontemi, modifiye
Ellman yontemi ve HPLC yodntemine gore deneysel olarak bulunan NAC konsantrasyon

degerlerinin karsilastirilmasi goriilmektedir.
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Tablo 4.15: 600 mg NAC efervesan tabletin bulunmasi beklenen konsantrasyon degeri ve
gelistirilen modifiye ABTS-Persiilfat, modifiye Ellman ve HPLC yodntemine gére deneysel

olarak bulunan konsantrasyon degerleri

Beklenen Gelistirilen M?dlﬁye Moq!flye EI_Iman HPLC y6ntemi
ABTS-Persulfat yontemi ile .
. . .. | konsantrasyon , . ile bulunan
Ila¢ ornegi . . yontemi ile bulunan bulunan
degeri seri | K konsantrasyon
(mol L) konsantrasyon degeri onsantrasyon degeril (mel LL-3)
(mol L) degeri (mol L)
600 mg NAC 3.67x10? 3.70x10% 3.55x102 3.58x102
efervesan
tablet

4.5.2. Asist 1200 mg NAC Tozu Iceren Sasenin Gelistirilen Modifiye ABTS-Persiilfat

Yontemi fle Analizi ve Referans Yontemler ile Karsilastirilmasi

Asist 1200 mg N-asetil sistein tozu igeren saseden 100 mL bidistile su ile ¢ozildikten sonra
son konsantrasyonu 5x10° M olacak sekilde seyreltilerek gelistirilen modifiye ABTS-

Persulfat yontemi uygulanmistir.

Asist 1200 mg N-asetil sistein tozu igeren saseden 100 mL bidistile su ile ¢ozlldikten sonra
son konsantrasyonu 5x10“% M olacak sekilde seyreltilerek modifiye Ellman yontemi

uygulanmistir.

Asist 1200 mg N-asetil sistein tozu igeren sageden 100 mL bidistile su ile ¢6zildikten sonra
son konsantrasyonu 6x10“ M olacak sekilde seyreltilerek HPLC enjeksiyonu yapilmistir.
Asist 1200 mg N-asetil sistein tozu igeren sasenin HPLC kromatogrami Sekil 4.17’de

gorulmektedir.
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Sekil 4.17: Asist 1200 mg N-asetil sistein tozu i¢eren sasenin 215 nm’deki HPLC
kromatogrami (tr= (11.53)

Tablo 4.16°de analiz edilen Asist 1200 mg N-asetil sistein tozu igeren sase ila¢ drneginde
bulunmasi beklenen NAC konsantrasyon degeri ile gelistirilen modifiye ABTS-Persulfat
yontemi, modifiye Ellman yontemi ve HPLC yontemine gore deneysel olarak bulunan NAC

konsantrasyon degerlerinin karsilagtirilmas1 goriilmektedir.

Tablo 4.16: Asist 1200 mg N-asetil sistein tozu igeren sase ilag drneginde bulunmasi
beklenen konsantrasyon degeri ve gelistirilen modifiye ABTS-Persulfat, modifiye Ellman ve

HPLC yo6ntemine gore deneysel olarak bulunan konsantrasyon degerleri

Beklenen Gelistirilen M?dlﬁye Mod_.IfIyG E_I_Iman HPLC yontemi
ABTS-Persulfat yontemi ile .
. ... | konsantrasyon , . ile bulunan
Ila¢ ornegi . . yontemi ile bulunan bulunan
degeri . . K konsantrasyon
(mol L) konsantrasyon degeri onsantrasyon degeri (mollL-3)
(mol L?) degeri (mol L)
Asist 1200
mg NAC 7.35x10° 7.33x10? 7.39x1072 7.54x107?
toz sase
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4.6. GELISTIRILEN MODIFiYE ABTS-PERSULFAT YONTEMINDE SENTETIK
SERUM ORNEGINE STANDART KATKI YAPILMASI

4.6.1. Sentetik Serum Ornegine GSH ve GSSG Standart Katki Yapilmasi

0.2:100 (v/v) oraninda seyreltilmis sentetik serum 6rnegine ayr tiiplerde 5.0x10° M GSH standart
cozeltisinden 0.2 mL hacimde ve 1.0x10° M GSSG standart ¢ézeltisinden 0.2 mL hacimde
eklenerek gelistirilen modifiye ABTS-persiilfat yontemi uygulanmistir.

Tablo 4.17: Gelistirilen modifiye ABTS-Persiilfat yonteminin dogrulugu ve kesinligi

Ortalama Standart o %
Biyotiyoller Eklenen Bagil 0
konsantrasyon (M) sapma standart Sealapmnim
(M) sapma
Sentetik
serum
L. 5.0x10° 5.02x10°° 0.0040 0.079 100.4
ornegine
GSH katksi
Sentetik
serum
L. 1.0x10° 1.01x10° 0.00047 0.046 101
ornegine
GSSG katkisi

Bagil standart sapma (N=3); Gerikazanim (N=3)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, siilfhidril grubu (indirgenmis glutatyon, N-asetil sistein, sistein,
homosistein, sisteamin) ve disulfur grubu (yiikseltgenmis glutatyon, sistin, homosistin) igeren
biyotiyollerin, sentetik karisimlarda ve ilag drneklerinde toplam tiyol iceriklerinin tayini igin
spektrofotmetrik yolla Olculebilen modifiye ABTS-persiilfat yontemi gelistirilmistir.
Gelistirilen bu yontem, referans yontem olarak kullanilan spektrofotometrik modifiye Ellman

yontemi ve HPLC yontemi ile karsilastirilmastir.

ABTS' radikal katyonu, Miller ve dig. tarafindan trolox esdegeri antioksidan kapasite olarak
ifade edilen TEAC/ABTS yoOnteminde kullanilmaktadir (Miller ve dig., 1993). Orijinal
yontemde ABTS™ radikal katyonu, H2O: ile metmiyoglabinin reaksiyonu sonucu olusan
ferrilmiyoglabin ile ABTS arasindaki etkilesimden meydana gelmektedir. Re ve arkadaslar
tarafindan modifiye edilen TEAC yonteminde ise ABTS molekullnun potasyum persulfat ile
oksidasyonu sonucu ABTS™" radikal katyonu olusmaktadir (Sekil 5.1). Bu metodun orijinal
metoddan farki hem hidrofilik hem de hidrofobik antioksidan tayininde kullanilabilir olmas1
ve bir renk giderimi yontemi olmasidir. Olusturulan ABTS™" radikal katyon oda sicakliginda
ve karanlik ortamda 2 giin dayaniklidir. ABTS"" radikal katyonunun karakteristik absorbsiyon
spektrumu 660, 734, 820 nm’de maksimum vermektedir (Re ve dig. 1999). Bir diger Walker
ve Everette tarafindan modifiye edilen yontemde ise, ABTS molekiiliiniin sodyum persiilfat

ile oksidasyonu sonucu ABTS"" radikal katyonu olusmaktadir (Walker ve Everette, 2009).

HO,S s S SOsH HO,S s s SOH| '+
>= N —N=< + K28208 >== N—N =<
N N > N N
I I | I

CH,CH, CHzCH, CH,CHs CHyCH;

ABTS
ABTS *

Sekil 5.1: ABTS radikal katyonunun olusumu

Literatiirde TEAC/ABTS yontemi kullanilarak siilfhidril grubu igeren tiyollerin (R-SH: GSH,
Cys, Hcys, NAC, Sisteamin) antioksidan kapasitelerini igeren bir¢ok ¢alisma bulunmakla
birlikte, disulfir grubu igeren tiyol bilesiklerin (R-S-S-R: GSSG, Cyss, Hcyss ) ABTS

radikali ile reaksiyona girmemesinden dolay1 antioksidan kapasite tayinleri yapilamamistir
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(Aliaga ve Lissi 2000). Aliaga ve Lissi tarafindan yapilan ¢alismada, ABTS radikalinin amino
asitler ile reaksiyon kinetigi ve mekanizmasi incelenmis ve en yiiksek hiz sabiti sistein (R-
SH) i¢in bulunmustur. Ayni ¢aligmada sistinin(R-S-S-R) 1 saatlik zaman diliminde hi¢c ABTS
radikali tiketmedigi, yani ABTS ile reaksiyona girmedigi belirtilmistir. Walker ve Everette
tarafindan yapilan bir baska c¢alismada ise ABTS radikal katyonunun yiikseltgenmis
glutatyona (GSSG) karsi yavas reaksiyon kinetigi ile reaksiyon verdigi gozlemlenmistir
(Walker ve Everette, 2009).

Gelistirilen modifiye ABTS-Persiilfat yontemi i¢in yapilan 6n calismalarda ve literatiir
calismalarinda pH, sicaklik ve zaman parametrelerinin biyotiyol bilesiklerinin tayininde
Onemli rol oynadigi goriilmiistiir (Zheng ve dig., 2016). ABTS reaktifinin sicaklik, pH ve
zaman parametrelerinin dogru bir sekilde belirlemek ve siilthidril ve disiilfur gruplarini igeren
bilesiklerin en hassas sekilde tayin edebilmek icin optimum deney kosullart belirlenmistir.
Optimum deney kosullarinin belirlenmesinde, istatistiksel deney tasarim yontemlerinden biri
olan yanit yiizey yontemi kullanilmistir. Tablo 4.1°de gorildiigii lizere yanit yiizey
yontemlerinden U¢ ya da daha fazla faktore sahip ikinci dereceden yanit yiizey modeli olan
Box-Behnken tasarim yontemi kullanilmistir. Box-Behnken deneysel tasarim matriksine gore
ti¢ faktor, ti¢c seviye ve 15 deneyli olarak yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) biyotiyol bilesigi
icin absorbans degerleri belirlenmistir (Tablo 4.2). Tablo 4.3’te varyans analiz sonuglari ile
Tablo 4.4’te GSSG absorbans degiskeni ic¢in olusturulan yanit ylizey modeline iliskin
regresyon sonuglarina gore; GSSG bilesigi icin, P degerlerine baktigimizda absorbansi
etkileyen parametrelerin lineer etkisinin sirasiyla sicaklik, pH ve zaman oldugu goriilmiistiir.
Modele iliskin P-degeri 0.014 bulunmus ve bu modelin % 95 giiven seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli oldugu anlasilmaktadir. Modelin R? degeri 0.9410, ayarlamali R? degeri
0.8348 olup, bagimsiz degiskenler (pH, sicaklik ve zaman) ile GSSG absorbanst bagimli
degiskenine dayali tahmin modeli arasindaki degisim 0.2628 standart sapma ile agiklanmistir
(Tablo 4.5). GSSG absorbans degiskeni i¢in, Box-Behnken deneysel tasarimina ait modelin,
maksimum noktasindan elde edilen optimum sonuglar dogrultusunda pH 8, sicaklik 60°C ve
zaman 60 dakika bulunmustur (Sekil 4.1). Box-Behnken deneysel tasarim modeline gore
yukseltgenmis glutatyon (GSSG) i¢in elde edilen optimum deney kosullari, spektrofotometrik
olarak gelistirilen modifiye ABTS-Persiilfat yonteminde diger indirgenmis glutatyon, N-asetil
sistein, sistein, sistin, homosistein, homosistin ve sisteamin biyotiyol bilesiklerine

uygulanmistir. Tablo 4.6’da biyotiyollerin gelistirilen modifiye ABTS-Persulfat yontemiyle
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elde edilen molar absorplama katsayilari, korelasyon katsayilari, lineer ¢alisma araliklar1 ve
LOD degerleri belirlenmistir. Biyotiyollerin molar absorplama katsayilar1 incelendiginde en
yiiksek indirgenmis glutatyonun (52400 L mol*cm™) ve en diisiik ise sistinin (8240 L mol-
tem 1) bulunmustur. Bu ise bilesigin yapisindaki indirgenmis form (—~SH grubu) ne kadar fazla
olursa bilesigin o kadar gii¢lii antioksidan etki gosterdigi teorisini dogrulamaktadir (Atmaca,
2004). Giingor ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada, biyotiyollere ABTS-Persilfat yontemi
uygulanmis ve siilthidril grubu iceren indirgenmis glutatyon, sistein, homosistein, sisteamin
ve N-asetil sistein dogrudan tayin edilebilmis, fakat distlfir grubu igeren ylikseltgenmis
glutatyon sistin ve homosistin bilesikleri yapilarindaki —SS grubundan dolay: dogrudan tayini
edilememis ve ancak Zn/HCI indirgeme yontemiyle glutatyon (GSH), sistein ve homosisteine

indirgendiginde tayini yapilabilmistir (Glingor ve dig., 2011).

Referans yontemlerden biri olarak kullanilan Erel ve dig. tarafindan gelistirilen “’Modifiye
Ellman Yontemi’” biyotiyol bilesiklere uygulanmistir. Tablo 4.8’de biyotiyollerin molar
absorplama katsayilari, lineer g¢alisma araliklari ve LOD degerleri belirlenmistir. Elde edilen
absorbans degeri ile biyotiyol konsantrasyonu arasinda g¢izilen grafigin egiminden ilgili
biyotiyol bilesigine ait molar absorplama katsayist (L mol*cm™) hesaplanmistir. Molar
absorplama katsayilarina baktigimizda en yiiksek indirgenmis glutatyon (17300 L mol™ cm™)
ve en diisiik ise sistein (5530 L mol-tcm™) olarak bulunmustur. Sonuglar gelistirilen modifiye
ABTS yontemi ile karsilastirdigimizda, modifiye Ellman ydnteminde biyotiyollerin molar

konsantrasyonlari ve LOD degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Calisilan biyotiyol grubu igeren bilesiklerden bazilari ikili, U¢li ve dortli sentetik karigimlar
elde etmek icin kullanmilmistir. Bu bilesiklerin sentetik ¢ozeltileri hazirlanip farkh
kombinasyonlarda ¢esitli karigimlar olusturulmustur. Hazirlanan sentetik karisimlara
gelistirilen modifiye ABTS-Persiilfat yontemi uygulandiginda teorik olarak beklenen toplam
tiyol icerigi degerleri ile deneysel olarak bulunan toplam tiyol igerigi degerlerinin M N-asetil
sistein esdegeri cinsinden birbiri ile uyumlu oldugu gézlenmistir. Stlfhidril grubu iceren GSH
ile disulfur grubu igeren GSSG sentetik karigiminda gerikazanimin % 95.20 oldugu
goriilmiistiir. Uclii sentetik karisgimlarda geri kazanim degeri % 99.45 ile % 95.48, dortli
sentetik karigimlarda ise % 97.92 ile % 96.33 arasinda bulunmustur (Tablo 4.7).
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Hazirlanan sentetik karisimlara modifiye Ellman yontemi uygulandiginda teorik olarak
beklenen toplam tiyol igerigi degerleri ile deneysel olarak bulunan toplam tiyol igerigi
degerleri M N-asetil sistein esdegeri cinsinden Tablo 4.9°da verilmistir. ikili karisim
(GSH+GSSG) ve iglu karisim (GSH+GSSG+NAC) icin teorik toplam tiyol icerikleri ile
deneysel olarak bulunan toplam tiyol igeriklerinin uyumlu oldugu goézlenmistir. Diger ticlii
karisim ve dortlii karisimlara bakildiginda ise geri kazanim % 124.45 ile % 78.83 arasinda

bulunmustur. (Tablo 4.9).

Sonug olarak, her iki yontem ile elde edilen € (molar absorplama katsayisi) degerlerine
bakildiginda gelistirilen modifiye ABTS-Persilfat yonteminin, modifiye Ellman yonteminden
tiyol igerigi tayininde daha hassas oldugu sdylenebilir. LOD degerleri LOD = 3 sbl/m
esitligine gore hesaplanarak, gelistirilen modifiye ABTS yéntemine gore 1.30 x107 M ile 8.25
x107 M araliginda, modifiye Ellman ydnteminde ise 9.3 x107 ile 1.55 x10®° M araliginda
bulunmustur. Modifiye Ellman yonteminde; siilthidril gruplarinin tayini, DTNB reaktifinin
tiyoller ile reaksiyonu sonucu olusan TNB’ye doniiserek 412 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak dogrudan Ol¢iilmesiyle bulunmustur. Fakat disiilfir grubu iceren
bilesikler sodyum borhidriir ile siilthidril gruplarina indirgenmis ve kalan sodyum borhidriiriin
uzaklastirilmas1 i¢in formaldehit ilavesi yapilmistir. Yapilan ¢alismada sonuclarin tutarsiz
olma sebebinin, indirgenmeden kaynaklandigi ve formaldehitin sodyum borhidriirii ortamdan
uzaklastirmasi i¢in yeterli olmadig1 goriilmistiir. Trezl ve dig., tarafindan yapilan ¢alismada,
formaldehitin tiyol bilesikleri ile reaksiyona girdigini ve reaksiyon sonucunda kararsiz S-
hidroksimetil ve kararli -S-CH2-NH- fonksiyonel gruplari igeren iiriinler olusturdugu

belirtilmistir (Trezl ve dig. 1988).

Referans yontemlerden biri olarak kullanilan HPLC yontemi ile analizi yapilan biyotiyol
bilesiklerden indirgenmis glutatyon (GSH), yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), N-asetil sistein
(NAC), sistein (CYS), sistin (CYSS), homosistein (HCYS), homosistin (HCYSS) ve
sisteaminin HPLC kromatogramlari, alikonma zamanlar1 (dk) Sekil 4.11°de ve
konsantrasyonlardan elde edilen lineer kalibrasyon denklemleri Tablo 4.10’da goériilmektedir.
Gelistirilen modifiye ABTS-Persiilfat yonteminde, polifenolik bilesik olan gallik asit
varliginda GSH tayini yapilmistir. GSH biyotiyol bilesigini gallik asitten ayirmak ig¢in C-18
kartus kullanilarak kati faz ekstraksiyon islemi uygulanmis ve %83 oraninda ayirma

saglanmistir (Tablo 4.11). Gelistirilen modifiye ABTS-Persiulfat ve HPLC yontemi ile
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bulunan konsantrasyon degerleri karsilastirildiginda geri kazanim % 102.89 bulunmustur
(Tablo 4.12). Gelistirilen modifiye ABTS-Persiilfat yonteminde, polifenolik bilesikler
(katesin, kuersetin ve kafeik asit) varliginda GSSG biyotiyol bilesigi tayini yapilmigtir. GSSG
bilesigini ayirt etmek icin C-18 kartus kullanarak kat1 faz ekstraksiyon iglemi uygulanmis ve
%85 oraninda ayirma saglanmistir (Tablo 4.13). Tablo 4.14°de gelistirilen modifiye ABTS-
Persulfat ve HPLC yontemi ile bulunan konsantrasyon degerleri karsilastirildiginda geri

kazanim % 104.34 bulunmustur.

[lag 6rneklerinin analizinde gelistirilen modifiye ABTS-Persilfat yontemi ve referans yontem
olarak da modifiye Ellman ve HPLC yontemleri kullanilmistir. 600 mg NAC efervesan tablet
ve 1200 mg Asist NAC toz sase igeren ila¢ drneklerinin HPLC yontemi ile analizi yapildiktan
sonra N-asetil sistein (NAC) biyotiyol bilesiginin HPLC yontemine gore elde edilen
kalibrasyon egrilerinden yararlanilarak bu ilaglarda bulunan NAC bilesiginin
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Bu iki ilag 6rneginin gelistirilen modifiye ABTS-Persulfat
yontemi ve modifiye Ellman yontemi ile analizi yapildiktan sonra her bir yontem igin elde
edilen kalibrasyon egrilerinden yararlanilarak NAC bilesiginin konsantrasyonlari
belirlenmistir. Tablo 4.15 ve Tablo 4.16’da goriildiigi lizere sonuglar birbiriyle uyumludur.
Gelistirilen yontem, sentetik serum Ornegine uygulanmis olup sentetik serumda biyotiyol
ornegine rastlanmamustir. Gelistirilen yontemin, kesinligi ve dogrulugunun tespiti i¢in ytlizde
bagil standart sapma ve geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Bunun igin, belirli oranlarda
seyreltilmis sentetik serum Ornegine bilinen derisimde standart GSH (5x10°) ve GSSG
(1x10°) katkis1 yapilmustir. Yontemin yiizde bagil satandart sapma degeri (N=3) sirastyla
0.079 ve 0.046, yiizde geri kazanim (N=3) sirasiyla % 100.4 ve % 101 olarak bulunmustur.

Bu c¢aligma ilgili bilim alanina iki yonden yenilik getirmektedir: birincisi; geleneksel
antioksidan kapasite tayin yontemlerinin ve 0zel olarak ABTS radikal slpirme tayin
yonteminin siilthidril bilesikleri disinda dogrudan disiilfiirlere uygulanabilirligi daha 6nce
bilinmemekteydi. ikincisi hem siilthidril hem de disiilfiirlerin tek bir antioksidan reaktifi
(ABTS radikali) yardimiyla ve 6n redoks tepkimeleri uygulanmadan bir arada tayini ilk kez
bu ¢alisma ile mimkiin olmustur. Simdiye kadar tek reaktifle bir arada tayin edilmeyen
stlfhidril ve disulfurler yapay ve gercek karigimlarda makul geri kazanimlarla bir arada tayin

edilmis olmaktadir.



o1

KAYNAKLAR

Adar, F., 2015, Multiparticle Analysis by Raman Microscopy, Spectroscopy, 30(2), 14-24.

Aksit, H., Aksit, D., Bildik, A., Kara, H., Yavuz, O., Seyrek, O., 2015, Deneysel karaciger
intoksikasyonunda ~ N-asetil ~ sistein’in  glutatyon = metabolizmast  ve lipid
peroksidasyonuna etkileri, Ankara Univ Vet Fak Derg, 62, 1-5.

Aliaga, C., Lissi, E.A., 2000, Reactions of the radical cation derived from 2,2’ azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS™) with amino acids. Kinetics and
mechanism. Canadian Journal of Chemistry, 78(8), 1052-1059

Athilakshmi, J., Mohan, M., Chand, D.K., 2013, Selective Detection of Cysteine/Cystine
Using Silver Nanoparticles, Tetrahedron Letters, 54(5), 427- 430.

Atkuri, K.R., Mantovani, J.J., Herzenberg, L.A., Herzenberg, L.A., 2007, N-Acetylcysteine-a
safe antidote for cysteine/glutathione deficiency, Curr OpinPharmacol, 7(4), 355-359.

Atmaca, G., 2004, Antioxidant effects of sulfur-containing amino acids, Yonsei Med Journal,
45(5), 776-788.

Box, G.E.P. and Wilson, K.B., 1951, On the experimental attainment of optimum
conditions, Journal of the Royal Statistical Society, Series B, 13(1), 1-45.

Box, G.E.P. and Behnken, D.W., 1960, Some New Three Level Designs for the Study of
Quantitative Variables, Technometrics, 2, 455-475.

Butz, L.W., and Vigneaud, V., 1932, The formation of a homologue of cystine by the
decomposition of methionine with sulfuric acid, J. Biol. Chem, 99, 135-142,

C.A., 1999, Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorisation
assay, Free Radical Biology & Medicine, 26, 1231-1237.

Camel, V., 2003, Solid Phase Extraction of Trace Elements, Spectrochimica Acta B, 58, 1177-
1233.

Chen, W., Zhao, Y., Seefeldt, T., Guan, X., 2008, Determination of thiols and disllfides via
HPLC quantification of 5-thio-2-nitrobenzoic acid, J Pharm Biomed Anal, 48(5),
1375-1380

Curello, S., Ceconi, C., Cargnoni, A., Cornacchiari, A., Ferrari, R., Albertini, A.,1987,
Improved procedure for determining glutathione in plasma as an index of myocardial
oxidative stress, Clin. Chem, 33, 1448-1449.

Ellman, G.L., 1959, Tissue sulfhydryl groups, Archives of Biochemistry and Biophysics,
82(1), 70-77.



52

Erel, O., and Neselioglu, S., 2014, A novel and automated assay for thiol/disulphide
homeostasis, Clinical Biochemistry, 47(18), 326-332.

Gahl, W.A., Reed, G.F., Thoene, J.G., Schulman, J.D., Rizzo, W.B., Jonas, A.J., Denman
D.W., Schesselman, J.J., Corden B.J., Schneider, J.A., 1987, Cysteamine therapy for
children with nephropathic cystinosis. N Engl J Med., 316(16), 971-977.

Gahl, W.A., Thoene, J.G., Schneider, J.A., 2002, Cystinosis, N Engl J Med., 347(2), 111-121.

Graaf-Hess, A., Trijbels, F., Blom, H., 1999, New method for determining cystine in
leukocytes and fibroblasts, Clin Chem, 45(12), 2224-22288.

Gucli, K., Ozyirek, M., Giingér, N., Baki, S., Apak R., 2013, Selective Optical Sensing Of
Biothiols With Ellman’s Reagent: 5,5'-Dithio-Bis(2-Nitrobenzoic Acid)-Modified Gold
Nanoparticles, Analytica Chimica Acta, 794, 90-98.

Gungor, N., Ozyirek, M., Gicli, K., Ceki¢, S. D., & Apak, R., 2011, Comparative
evaluation of antioxidant capacities of thiol-based antioxidants measured by different in
vitro methods, Talanta, 83(5), 1650-1658

Hansen, R.E., Ostergaard, H., Nergaard, P., Winther, J.R., 2007, Quantification of protein
thiols and dithiols in the picomolar range using sodium borohydride and 4,4’-
dithiodipyridine, Analytical Biochemistry, 363(1), 77-82.

Harrington, C.R., ve Thomas H.M., 1935, Synthesis of glutathione, Biochem J., 29(7), 1602-
1601.

Hopkins, F.G., 1929, On glutathione a reinvestigation, J.Biol.Chem., 84, 269-320.
Hopkins, F.G., 1921, On an autooxidisable constituent of the cell, Biochem.J., 15(2), 286-305.

House, J.D., Jacobs, R.L., Stead, L.M., Brosnan, M.E., Brosnan, J.T., 1999, Regulation of
homocysteine metabolism, Adv. Enzyme Regul., 39, 69-91

Jones, DP., Go, YM., 2011, Cysteine/cystine redox signaling in cardiovascular disease, Free
Radic Biol Med., 50(4), 495-509.

Jones, N.P., Postlethwaite, R.J., Noble, J.L., 1991, Clearance of corneal crystals in
nephropathic cystinosis by topical cysteamine 0.5%, Br. J. Ophthalmol, 75(5), 311-312.

Liu, Y., Liu, Y., Liu, W., ve Liang, S., 2015, Two-photon fluorescent probe derived from
naphthalimide for Cysteine detection and imaging in living cells , Spectrochimica Acta
Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 137, 509-515.

Makuloluwa, A.K., & Shams, F., 2018, Cysteamine hydrochloride eye drop solution for the
treatment of corneal cystine crystal deposits in patients with cystinosis: an evidence-
based review, Clinical Ophthalmology,12, 227-236.



53

Markello, TC., Bernardini, IM., Gahl, WA., 1993, Improved renal function in children with
cystinosis treated with cysteamine, N Engl J Med, 328(16), 1157-1162.

Meister, A., 1984, New aspects of glutathione biochemistry and transport-selective alteration
of glutathione metabolism, Nutrition Reviews, (42) 12, 397-410.

Miller, N.J., Rice Evans, C.A., Davies, Mg.J., Gopinathan, V., Milner, A., 1993, A novel
method for measuring antioxidant capacity and its application to monitoring the
antioxidant status in premature neonates, Clinical Science, 84, 407-412.

Miller, S.L., Schlesinger, G., 1993, Prebiotic syntheses of vitamin coenzymes: I. Cysteamine
and 2-mercaptoethanesulphonic acid (coenzym M), J Mol Evol, 36 (4), 302-307.

Myers, R.H., Montgomery, D.C., Anderson-Cook, C.M., 2016, Response surface
methodology:Process and Product Optimization Using Designed Experiments, 4™ ed.,
Wiley, New York, ISBN: 978-1-118-91601-8.

Niu, L., Guan, Y., Chen, Y., Wu, Zhu., Chen, T., ve Yang, Q., 2013, A turn-on fluorescent
sensor for the discrimination of cystein from homocystein and glutathione, The Royal
Society of Chemistry, 49(13), 1294-1296.

Nur, 1., Yumi, Z.H., Jamal, P., 2014, Production of Cysteine: Approaches, Challenges and
Potential Solution, International Journal of Biotechnology for Wellness Industries, 3,
95-101.

Ismail, N.1., Hashim Y.Z., Jamal, P., Othman, R., Salleh H.M., 2014, Production of Cysteine:
Approaches, Challenges and Potential Solution, International Journal of Biotechnology
for Wellness Industries, 3, 95-101.

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C., 1999,
Antioxidant Activity Applying an Improved ABTS Radical Cation Decolorization
Assay, Free Radical Biology and Medicine, 26, 1231-1237.

Prvan, T., Street, D.J., 2002, An annotated bibliography of application papers using certain
classes of fractional factorial and related designs, Journal of Statistical Planning and
Inference, 106(1-2), 245-269.

Sen, C.K., Packer, L., 2000, Thiol homeostasis and supplements in physical exercise, The
American Journal of Clinical Nutrition, 72(2), 6535-669S.

Sies, H., 1997, Oxidative stress: oxidants and antioxidants, Exp. Physiol, 82(2), 291-295.

Topaloglu, R., Vilboux, T., Coskun, T., Ozaltin, F., Tinloy, B., Gunay-Aygun, M.,
Bakkaloglu, A., Besbas, N., Heuvel, L., Kleta, R., Gahl, WA., 2012, Genetic basis of
cystinosis in Turkish patients: a single-center experience, Pediatr Nephrol, 27(1), 115-
121.



54

Trezl, L., Co, Y.B.; Dimaria, P., Kim, S., D.Lotlikar, P., Paik, W.K., 1998, Studies on
reaction of formaldehyde with naturally occuring thiol compounds and ascorbic acid,
Archives of Pharmacal Research, 11, 114.

Ulakoglu, Z.E.M., Giimiistas, K.M., Belce, A., Altug, T., Kdkoglu, E., 1998, Strese bagh
mide mukozasi hasarinda endojen glutatyon tiikenisinin enerji metabolizmasi ile iligkisi,
Cerrahpasa C. Med., 29(3), 127-131.

Walker, R.B., Everette, J.D., 2009, Comparative Reaction Rates of Various Antioxidants
with ABTS Radical Cation, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 57(4), 1156—
1161

Yang, Y., Huo, F., Yin, C., Chao, J. ve Zhang, Y., 2015, An ‘OFF ON’ fluorescent probe for
specially recognize on Cys and its application in bioimaging, Dyes and Pigments, 114,
105-109 .

Yavuz, O., ve Aksoy, A., 2006, Ornek Hazirlamada Kati Faz Ekstraksiyonu Metodu, F.0.
Saglik Bil. Dergisi, 20(3), 259-269,

Zafarullah, M., Li, WQ., Sylvester, J., Ahmad, M., 2003, Molecular mechanisms of N-
acetylcysteine actions, Cell Mol Life Sci, 60(1), 6-20.

Zhang, Wanlin., Li, Y., Liang, Y., Yin, X,, Liu, C., Wang, S., Tian, L., Dong, H., Li, G.,
2019, Direct Determination of Redoks Statuses in Biological Thiols and Disulfides with
Noncovalent Interactions of Poly(ionic liquid)s, ACS Appl. Mater. Interfaces, 11, 33,
30137-30145.

Zhao, H., Chen, M., Ma C., 2019, Fluorescent Method for the Detection of Biothiols Using an
Ag*-Mediated Conformational Switch, Sensors, 19(4), 934.

Zheng, L., Zhao, M., Xiao, C., Zhao, Q., Su, G., 2016, Practical problems when using ABTS
assay to assess the radical-scavenging activity of peptides: Importance of controlling
reaction pH and time, Food Chemistry, 192, 288-294.



EKLER

55



56

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi Emine Miinevver GORUSUK
Dogum Yeri Istanbul
Dogum Tarihi 07.09.1986
Uyrugu v/ T.C. O Diger:
Telefon 0 505 3108023
E-Posta Adresi | munevvergorusuk@hotmail.com
Web Adresi
Egitim Bilgileri
Lisans
Universite Cumhuriyet Universitesi
Fakilte Muhendislik
Bolumi Kimya Miihendisligi
Mezuniyet Yili 2012
Yuksek Lisans
Universite Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Enstitii Adi Lisansiistii Egitim Enstitisi
Anabilim Dali Kimya Anabilim Dali
Programi Analitik Kimya
. Makale ve Bildiriler






