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OZET

DOKTORA TEZi

FENOLIK BILESIKLERIN PROOKSIDAN AKTIVITELERINI ALGILAMAK
ICIN YONTEM GELISTiRILMESI

Esin AKYUZ

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Kevser SOZGEN BASKAN
II. Danisman : Prof. Dr. Esma TUTEM

Canli organizmalarda normal hiicresel metabolizma sirasinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
serbest radikaller olusabilmektedir. Fizyolojik kosullarda meydana gelen reaktif oksijen ve
reaktif azot tiirlerinin (RNS) inaktivasyonu ig¢in insan viicudu, antioksidan savunma
mekanizmalarina sahiptir. Antioksidanlar ve prooksidanlarin dengelenememesi durumunda
ortaya ¢ikan oksidatif gerilim; organizmada biyolojik makromolekiillerde hasara yol agarak
cesitli hastaliklarin olusumuna neden olmaktadir. Fenolik bilesikler ile C vitamini, meyve ve
sebzelerde bulunan dogal antioksidanlardandir. Antioksidan sinifi bilesiklerin sagliga yararh
etkileri antioksidan 6zelliklerinden kaynaklanmasina karsin bazi kosullar altinda prooksidan
davranis gosterebildikleri de literatiirde yer almaktadir. Mevcut yontemler dolayli ve zahmetli
oldugundan, saglikli yasam ac¢isindan faydali bilesikler oldugu bilinen fenolik bilesiklerin
prooksidan aktivitelerini tayin edebilecek kolay uygulanabilen, diisiik maliyetli, kullanisli,
hizli, duyarl, tekrarlanabilirligi yliksek yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tez kapsaminda, bitkilerde bol miktarda bulunan fenolik bilesiklerin gecis metal 1iyonu {Cu(II)
ve Fe(lll)}-katalizli prooksidan aktivitelerini 6l¢mek iizere protein esasli bir biyosensor
hazirlandi ve Cu(Il)-Neokuproin ile Fe(lll)-Ferrozin ayiraglarinin  kullanildigr  iki
spektrofotometrik yontem gelistirildi. Biyosensoriin hazirlanmasinda, yumurta aki proteinleri
kalsiyum kloriir ile ¢oktiiriildii ve ¢éziinmeyen bir kalsiyum proteinat kompleksi elde edildi.
Bu biyosensor, gallik asit (GA), katesin (CAT), epikatesin (ECAT), kuersetin (QUE),
klorojenik asit (CLA), mirisetin (MYR) ve askorbik asit (AA) gibi antioksidanlarin Cu(Il)- ve
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Fe(l11)-katalizli prooksidan aktivitelerinin tayin edilmesi i¢in kullanildi. Onerilen ydntemler,
antioksidan bilesiklerin Cu(ll) iyonlarin1 Cu(I)’e, Fe(Ill) iyonlarin1 Fe(II)’ye indirgemesi (es
zamanl reaktif oksijen tiirlerinin agiga ¢iktig1 bilinmektedir) ve olusan Cu(I) veya Fe(II)’nin
kat1 biyosensore baglanmasi esasina dayanmaktadir. Antioksidanlarin prooksidan aktivitesinin
bir gostergesi olan proteine bagli-Cu(l), 450 nm'de neokuproin (Nc), proteine bagli-Fe(ll) ise
562 nm’de ferrozin (Fz) ayraglari ile kolorimetrik olarak tayin edildi. Gelistirilen biyosensor
esasli Cu(Il)-Nc ve Fe(lll)-Fz yontemleri ile referans yontem olarak uygulanan modifiye
karbonil tayini yontemlerinin standart polifenolik bilesiklere uygulanmasi sonucu molar
absorplama katsayilari belirlendi. Bilesiklerin, her bir yontem ile belirlenmis molar absorplama
katsayilar1 bakimindan aktivite siralamasi; QUE > ECAT > CAT > GA > CLA > MYR > AA;
CLA > GA > ECAT > CAT ve QUE > CLA > CAT > GA > ECAT > AA > MYR seklindedir.
Biyosensor esasli Cu(II)-Nc ve modifiye karbonil tayini yontemleri ile biyosensor esasli Cu(II)-
Nc ve Fe(lll)-Fz yontemlerinin prezisyonlarinin istatistiksel karsilastirilmasi amaciyla
uygulanan F-testi degerlerine gore %95 giivenilirlik araliginda 6nemli bir farkliligin olmadigi
goriildii. ikili sentetik karisim ¢ozeltileri hazirlanarak bu karisimlarm 6Slgiilen ve beklenen
toplam prooksidan aktivite (TPA) degerleri mM ECAT esdegeri cinsinden hesaplanip
birbirleriyle karsilastirildi. Bu degerler incelendiginde biyosensor esasli Cu(I1)-Nc¢ yontemiyle
elde edilen deneysel ve teorik veriler birbiriyle daha uyumlu bulundu. Adacay1 (Salvia
officinalis), yesil cay (Camellia sinensis), mercankdsk (Origanum majorana) ve nane (Mentha)
bitkilerinden hazirlanan ekstraktlarin, ti¢ yontemle de mM ECAT esdegeri cinsinden TPA
degerleri belirlendi. Fe(lll)-Fz yontemi ile QUE, MYR ve AA bilesiklerinin prooksidan
aktivitesi Olciilemediginden antioksidan bilesikler igeren dogal 6rneklerin prooksidan aktivite
Olcimii i¢in Cu(Il)-Nc yonteminin daha uygun oldugu sonucuna varildi. Yumurta aki
kullanilarak hazirlanan biyosensoriin ucuz ve dayanikli olmasi, tekrarlanabilir sonuglar vermesi
yontemin uygulanmasinda dnemli bir avantaj saglamaktadir.

Ekim 2017, 94 sayfa.

Anahtar kelimeler: Protein esasli biyosensor, prooksidan aktivite, bakir(Il)-neokuproin
yontemi, demir(Ill)-ferrozin yontemi, karbonil tayini
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In living organisms, reactive oxygen species (ROS) and free radicals can form during normal
cellular metabolism. The human body has antioxidant defense mechanisms for the inactivation
of reactive oxygen and reactive nitrogen species (RNS) that occur in physiological conditions.
Oxidative stress occurs when antioxidants and prooxidants are not balanced; it causes damage
to biological macromolecules in the organism, leading to the formation of various diseases.
Phenolic compounds and vitamin C are natural antioxidants found in fruits and vegetables.
Although the main health beneficial effects of antioxidant compounds are due to their
antioxidant properties, they may exhibit prooxidant behavior under certain conditions. Since
existing methods in the literature are indirect and troublesome, there is a need to develop easily
applicable, low cost, useful, fast, sensitive, and reproducible methods that can determine the
prooxidant activities of phenolic compounds known to be useful compounds for healthy life.

Within the scope of the thesis, a protein-based biosensor was prepared and Cu(ll)-Neocuproin
and Fe(l11)-Ferrozine based, two spectrophotometric methods were developed to measure the
transition metal ion{Cu(ll) and Fe(lll)}-induced prooxidant activities of phenolic compounds
that exist in abundant amounts in plants. In preparing the biosensor, egg white proteins were
precipitated with calcium chloride to obtain an insoluble calcium proteinate complex. This
biosensor was used for the determination of Cu(ll)- and Fe(l11)-induced prooxidant activity of

XV



antioxidants such as gallic acid (GA), catechin (CAT), epicatechin (ECAT), quercetin (QUE),
chlorogenic acid (CLA), myricetin (MYR), and ascorbic acid (AA). These assays involved the
reduction of Cu(ll) ions to Cu(l) and Fe(lll) ions to Fe(ll) by antioxidant compounds
(simultaneously giving rise to reactive oxygen species) and binding of the formed Cu(l) or
Fe(Il) to the solid biosensor. As an indicator of prooxidant activity of antioxidants on proteins,
the protein-bound Cu(l) and Fe(ll) were colorimetrically determined at 450 nm with
neocuproine (Nc) and at 562 nm with ferrozine reagents, respectively. The molar absorption
coefficients of the standard polyphenolic compounds were determined with respect to the
developed biosensor based Cu(ll)-Nc and Fe(lll)-Fz methods and the modified carbonyl
detection assay as reference method. The order of the molar absorption coefficients of the
compounds in terms of determined amount by each method were; QUE > ECAT > CAT > GA
> CLA > MYR > AA; CLA > GA > ECAT > CAT and QUE > CLA > CAT > GA > ECAT >
AA > MYR. For statistical comparison, the F-test values were compared and there was no
significant difference in the 95% confidence interval between the precisions of the biosensor
based Cu(l1)-Nc and modified carbonyl detection methods and the biosensor based Cu(l1)-Nc
and Fe(l111)-Fz methods. Binary synthetic mixture solutions were prepared and the found and
expected total prooxidant activity (TPA) values of these mixtures were calculated as mM ECAT
equivalent and compared with each other. When these values were examined, the experimental
and theoretical data obtained by the biosensor based Cu(ll)-Nc method were more compatible
with each other. The TPA values of the extracts prepared from sage (Salvia officinalis), green
tea (Camellia sinensis), marjoram (Origanum majorana) and mint (Mentha) were determined
by the three methods in terms of MM ECAT equivalent. Since the prooxidant activity of the
QUE, MYR and AA compounds could not be measured by the Fe(lll)-Fz method, it was
concluded that the Cu(I1)-Nc method was more suitable for measuring the prooxidant activity
of natural samples containing antioxidant compounds. The fact that the biosensor prepared
using egg white was cheap and durable, yielding reproducible results gives a significant
advantage to the application of the method.

October 2017, 94 pages.

Keywords: Protein based biosensor, prooxidant activity, cupric-neocuproine assay, ferric-
ferrozine assay, carbonyl detection
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1. GIRIS

Oksijen molekiilleri yasam i¢in vazge¢ilmez olmakla birlikte, metabolizma sirasinda serbest
radikaller olarak bilinen ve son derece reaktif olan ara {irtinler olusur. Biyolojik sistemlerde,
ROS haricinde, reaktif azot ve kiikiirt tiirleri (RNS ve RSS) de olusabilir. Bu molekiiller lipit,
protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verir. Serbest radikallerin zararli etkilerini
engellemek iizere organizmada, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma
sistemleri gelismistir (Halliwell, 2008). Ancak bazi durumlarda mevcut antioksidan savunma
sistemi serbest radikallerin etkisini tamamen 6nleyemez ve oksidatif gerilim olarak adlandirilan
durum ortaya ¢ikar. Oksidatif gerilim, organizmadaki prooksidan ve antioksidan dengenin
bozulmas1 olarak tanimlanmaktadir ve biyolojik makromolekiillerde hasara yol a¢gmaktadir
(Chedea ve dig., 2010). Olusan bu hasar, kanser, yasa bagl bagisiklik yetersizligi ve
hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklar ile iligkilidir ve biyolojik yaslanma siirecinde rol
oynamaktadir. Giiniimiizde hemen her hastaligin bir dereceye kadar oksidatif strese bagl
oldugu kabul edilmektedir. Modern tip bir yandan hastaliklarin tedavisinde yeni segenekler
arastirirken bir yandan da saglikli bir yasam siirdlirme ve hastaliklar1 6nleme alaninda yogun
calismalar yapmaktadir. Bu baglamda, serbest radikal olusumunun ve antioksidan kapasitenin
belirlenmesi s6z konusu hastaliklara yakalanma riskini azaltmak lizere antioksidan diyet

uygulanmasi ve/veya ila¢ kullanimi agisindan 6nemli olmaktadir.

Dogal kaynakli antioksidanlar tahillarda, baklagillerde, meyvelerde, sifali bitkilerde ve bitki
kaynakli i¢eceklerde bol miktarlarda bulunurlar. Bu kaynaklarda bulunan antioksidanlar;
tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler gibi fenolik bilesikler, alkaloid, klorofil, protein, amin
gibi azotlu bilesikler, polifonksiyonlu organik asitler ve karotenlerdir. Fenolik bilesikler ile C
vitamini meyve ve sebzelerde bol bulunan dogal antioksidanlardir. Antioksidan 6zellige sahip
bilesikler sagliga yararli etkiler gostermelerine karsin bazi kosullar (ge¢is metali iyonlar1 ve
bunlarin derisimi, Oz vb.) altinda prooksidan davranis gosterebilmektedirler (Rietjens ve dig.,
2002). Yapilan calismalarda, flavonoidlerin gecis metal iyonu varliginda prooksidan etkiye
sahip oldugu kanitlanmistir (Childs ve dig., 2001; Hanif ve dig., 2008). Fenolik bilesiklerin
metal katalizli ylikseltgenmesinin sonucunda, reaktif oksijen tiirleri yaninda yiiksek elektrofilik
tirler olan semikinon radikalleri de meydana gelebilmektedir. (Hagerman ve dig., 2003).

Biyoaktif maddelerin yapilarina ve bulunduklari kosullara goére antioksidan/prooksidan



davraniglarinin anlagilmasi son derece dnemlidir. Birgok bitki polifenolleri ortam kosullarina

bagli olarak antioksidan ya da prooksidan aktivite gosterebilir.

Literatlirde, fenolik bilesiklerin protein hasarina bagli prooksidan aktivitesinin 6l¢imii i¢in
TBARS, karbonil tayini, ORAC, EB, BCS ve pirogallol yontemleri gibi az sayida yontem
bulunmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1981; Levine ve dig., 1994; Yi ve dig., 2009; Magnani
ve dig., 2000; Cao ve dig., 1997; Zheng ve dig., 2008). Mevcut yontemler dolayli ve zahmetli
oldugundan, saglikli yasam ac¢isindan faydali bilesikler oldugu bilinen fenolik bilesiklerin
prooksidan aktivitelerini tayin edebilecek kolay uygulanabilen, diisilk maliyetli, kullanigl,

hizli, duyarl, tekrarlanabilirligi yiiksek yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Daha 6nce yapilan bir calismamizda (Kondakgi ve dig., 2013), igerdigi proteinlerde tiyol (-SH)
grubu bulunan yumurta aki ¢ozeltisi kullanilarak, cesitli polifenolik bilesiklerin, C ve E
vitaminlerinin ve bazi sifali bitki ekstraktlarinin Cu(Il) katalizli prooksidan aktivitelerini
6lcmek amaciyla spektrofotometrik bir yontem gelistirilmisti. Bu yontem, proteine baglanan
Cu(I)’in neokuproin (Nc) ayiract ile olusturdugu kelatin 450 nm’deki absorbansinin dl¢timiine
dayanmaktaydi. Bu tez c¢alismasinin amact ise Ozellikle bitkisel orneklerde bol miktarda
bulunan ve bugiine kadar antioksidan 6zelligiyle 6ne ¢ikan fenolik bilesiklerin metal katalizli
{Cu(Il) ve Fe(Ill)} prooksidan aktivitelerinin 6l¢iimii i¢in protein yapisinda kati bir prooksidan
sensOrii hazirlamak ve basit kolorimetrik yontemler gelistirmektir. Bu nedenle, bir dnceki
calismada kullanilan yumurta aki ¢ozeltisi yerine yumurta akindan hazirlanmis olan, dayanikl
ve tekrarlanabilir sonuglar veren protein yapisinda katit bir biyosensor kullanildi. Denenen
cesitli protein ¢oktiirme yontemleri arasinda CaClz ile ¢oktlirmenin uygun oldugu goriildii. Elde
edilen kat1 biyosensoér Cu(IT)-Nc ve Fe(lll)-Fz ayiraglari ile polifenoller ve bitki 6rneklerinin
Cu(I)- ve Fe(ll)-katalizli prooksidan aktivitelerinin belirlenmesinde kullanildi. Prooksidan
aktivitesi incelenen bilesikler; GA (hidroksibenzoik asit), CLA (hidroksisinnamik asit), CAT,
ECAT (flavanol), QUE, MYR (flavonol), AA (fenolik olmayan antioksidan) gibi farkli

antioksidan ve polifenol siniflarini temsil edecek sekilde secildi.

Bakir iyonlarinin proteinlerin tiyol gruplaria geri dontistimsiiz ve spesifik olmayan bir sekilde
baglanabilecegi daha 6nce yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir. Letelier ve digerlerinin (2010)
bulgularina gore oksidatif hasar ve biyomolekiillere spesifik olmayan baglanma agisindan
bakir(IT), demir(Ill)’den daha toksik etki gdsterebilmektedir. Bu c¢alismamizda, yumurta

akindan hazirlanan protein yapisindaki biyosensorii kullanarak, bazi fenolik bilesikler ve C



vitamininin Cu(Il) ve Fe(III) katalizli prooksidan aktivitelerini 6lgmek amaciyla kolorimetrik

yontemler {Biyosensor esasli Cu(II)-Nc ve Fe(lll)-Fz} gelistirdik.

Proteinler, oksidatif hasarin baslica hedefleri olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stresin
proteinlerde neden oldugu oksidasyon sonrasi peroksitler ve protein karbonilleri meydana gelir.
Oksidatif stresin biyobelirtegleri olarak, kararli olmasi ve erken olusmasi gibi nedenlerle,
protein karbonil gruplar1 kullanilmaktadir (Dalle-Donne ve dig, 2003). Protein oksidasyonunun
tirtinii olan karbonil gruplari Alzheimer hastaligi, diyabet, inflamatuar kemik hastalig, artrit
gibi bazi hastaliklarda bir belirte¢ olarak goriilmektedir (Chevion ve dig., 2000). Bu nedenle
hazirlamis oldugumuz protein yapisindaki biyosensorde, prooksidan etki sonucu agiga
cikabilecek karbonil gruplarmi belirlemek amaciyla modifiye karbonil tayini yontemini
kullandik. Her ii¢ yontem standart maddelerin, sentetik karisimlarin ve bitki (adagay, yesil cay,
mercankdsk ve nane) ekstraktlarinin toplam prooksidan aktivitelerini (mM ECAT esdegeri)
Olgmek i¢in kullanildi. Biyosensor esasli Cu(Il)-Nc ve Fe(lll)-Fz yontemleri bulgulari
birbirleriyle ve modifiye karbonil tayini yontemi bulgulariyla karsilastirildi. Protein yapisindaki
kolay hazirlanabilen, dayanikli kat1 biyosensor adi gegen ayiraglarla, fenolik bilesiklerin ve
bitki Orneklerinin prooksidan aktivitelerinin belirlenmesinde ilk kez kullanildi ve anlamli

sonuclar elde edildi.



2. GENEL KISIMLAR

2.1.SERBEST RADIKALLER VE OKSIiDATIF STRES

Oksijen canlilar i¢in yasamsal dnemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji iiretim siireglerinde
kullanilir. Canli organizmalarda normal hiicresel metabolizma sirasinda reaktif oksijen tiirleri
ve serbest radikaller olusabilmektedir (Hawkins ve dig., 2009). Serbest radikaller; oldukg¢a
kararsiz ve diger molekiillerle kimyasal tepkimelere girme egilimi yiiksek, ¢iftlesmemis
elektron bulunduran atom, molekiil ya da iyonlar olarak ifade edilirler. Sirasiyla, reaktif oksijen
(ROS), reaktif azot (RNS) ve reaktif kiikiirt (RSS) tiirlerini olusturan oksijen, azot ve kiikiirt
olmak iizere 3 elementten tiiremislerdir. Reaktif tiirler; siiperoksit anyon radikali (O2-),
hidroperoksil radikali (HOz-), hidroksil radikali (-OH), nitrik oksit (NO), hidrojen peroksit
(H20,), singlet oksijen (*O2), hipoklordz asit (HOCI), peroksinitrit anyonu (ONOO") gibi
serbest radikalleri ve diger tiirleri kapsamaktadir. Reaktif kiikiirt tiirleri ise ROS ile tiyol

gruplarinin tepkimesinden kolayca olusmaktadir (Carocho ve Ferreira, 2013).

‘ Prooksidanlar

N —

Antioksidanlar U

Sekil 2.1: Oksidatif stres.

Organizmadaki antioksidan ve prooksidan dengesi prooksidanlar lehine bozulmasi olarak
tanimlanan oksidatif stres kosullar1 altinda, ¢esitli hastaliklarin olusumunu tetikleyen ROS
tirleri meydana gelebilmektedir (Lii ve dig., 2010). Serbest radikaller oldukga kararsiz ve ayni
zamanda reaktif molekiiller olup elektronlari, niikleik asit bazlari, proteinlerde amino asit yan
zincirleri, doymamis yag asitlerinin ¢ifte baglari ile etkilesime girerek oksidatif hasar meydana

getirirler.



2.2. ANTIOKSIDANLAR

Canli hiicreler normal fizyolojik kosullarda, serbest radikal iirlinleri ve peroksitler gibi
molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara kars1 antioksidan savunma sistemleri tarafindan
korunur. Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve enzimatik olmayan iki kategoride
incelenebilir (Tablo 2.1) (Rice-Evans ve dig., 1997).

Tablo 2.1: Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar.

ENZIMATIK ENZIMATIK OLMAYAN ANTIOKSIDANLAR
e Dogal Antioksidanlar Sentetik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD) C Vitamini Butillenmis hidroksianisol
(BHA)

Glutatyon peroksidaz (GPx) E Vitamini Butillenmis hidroksitoluen
(BHT)

Glutatyon-S-transferaz (GST) Karotenoidler Tersiyer butilhidrokinon
(TBHQ)

Katalaz Polifenolik bilesikler Nordihidroguareyetik asit
(NDGA)

Glutatyon rediiktaz (GR) Alkil gallat tirevleri

Enzimatik antioksidanlar SOD, GPx ve katalaz enzimlerini kapsamaktadir. Enzimatik olmayan
antioksidanlar ise askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini), GSH, karotenoidler,
flavonoidler ve diger antioksidanlar1 icermektedir. Intraseliiler antioksidan enzimler, reaktif
oksijen tiirlerini inaktive etmek igin ilk savunma sistemi olarak etki gostermektedirler. Ilk
tepkime, stiperoksit radikallerinin siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan hidrojen peroksit ve
oksijene dismutasyonu seklindedir. Bunu takiben hidrojen peroksit, katalaz ve glutatyon

peroksidaz katalizorliigiinde ortamdan uzaklastirilmaktadir.

Viicuttaki savunma sistemlerine destek olarak gida yoluyla antioksidan alinmasi pek ¢ok
hastaligin onlenmesinde onemli rol oynamaktadir. C vitamini, E vitamini, karotenoidler ve
polifenoller meyve ve sebzelerde yararl bilesenler olarak bulunan, dogal antioksidanlardir. Bu
bilesiklerin  sagliga yararli etkileri biiyilk 06l¢lide antioksidan  Ozelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Ancak baz1 kosullar altinda prooksidan aktiviteleri sebebiyle toksik etki de
gosterebilmektedirler (Rietjens ve dig., 2002).

Gidalarin tat, renk ve vitamin degerlerinin korunmasi igin de ¢ogu zaman antioksidan ilavesi

gereklidir. Endiistride, sentetik antioksidanlardan en ¢ok kullanilanlart BHA, BHT, TBHQ ve



propil gallat (PG)’dir. Oksidasyonu geciktirmek veya engellemek amaciyla gidalara katki
maddesi olarak ilave edilirler. Zararli etkileri ile ilgili son yillardaki ¢alismalar sonucu BHA ve
BHT’nin kullanimlar1 yasaklanmis olup, bu amacla da dogal antioksidanlardan yararlanma

caligmalar1 6nem kazanmistir (Anbudhasan ve dig., 2014; Moure ve dig., 2001).

2.2.1.C Vitamini

Organizmanin en ¢ok gereksinim duydugu C-vitamini (Sekil 2.2), diger adiyla askorbik asit,
meyve ve sebzelerde bulunup, suda ¢oziinebilen ve serbest radikalleri dogrudan siipiirebilen
giiclii bir antioksidan kaynagidir. Ayrica gesitli besin maddelerinde acilasma ve eksimeyi,
meyvelerde renk degisimini onler. Dogal kaynaklardan elde edilebildigi gibi kimyasal olarak
da sentezlenebilirler (Hudson, 1990).

HO

Sekil 2.2: Askorbik asitin yapisi.

Yaygin olarak askorbik asitin tiikketim miktarinin artmasiyla yararl etkisinin de arttigina
inanilir. Normal kosullarda antioksidan 6zelliginden 6tiirli oksidatif strese karsi direng saglar.
Ancak askorbik asitin antioksidan 6zellikleri iyi bilinmesine ragmen ¢evreye ve aktif molekiil

iceren kosullara bagl olarak prooksidan aktivite gosterebilmektedir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Askorbik asitin prooksidan aktivitesi (Rietjens ve dig., 2002).

2.2.2.Polifenolik Bilesikler

Polifenoller bitki diinyasinin biiyiik bir kisminda mevcut olan, fitokimyasallarin en genis
kategorilerinden birini olusturan ve insan yasaminda gerekli olan bilesiklerdir. Besin
fenolikleri; flavonoidleri, fenolik asitleri ve fenolik polimerleri igerir. En ¢ok fenilpropanoid
yolu ile sentez edilen fenolik bilesikler, halkali yapidaki fonksiyonel hidroksil gruplarinin farkli

pozisyonlarda bulunmasina gore karakterize edilirler.

Polifenoller giiclii antioksidanlardir ve aktiviteleri kimyasal yapilarina baghdir. Bitki
polifenolleri multifonksiyonel bilesikler olup, indirgeme araci, hidrojen atom-dondr
antioksidanlar ve ROS tiirleri siipiiriicli olarak, bazilar1 metal iyonu kelatlama 6zelliklerine

sahip antioksidanlar olarak davranirlar (Makris ve Rossiter, 2002).

Yiyeceklerde genellikle 3-orto glikozitleri ve polimerleri seklinde bulunurlar. Glikozit birimi
genellikle glukozdur ancak glukoramnoz, galaktoz, arabinoz ve ramnoz da bulunabilmektedir.
Bu bilesikler yapilarina baglanan gruplarin ¢esidi, pozisyonu ve sayisina gore farkli radikal
siiptirme ve kelatlama aktivitesine sahiptirler (Ohshima ve dig., 1998). Bitki polifenolleri dogal
antioksidanlar olarak bilinmelerine ragmen tek baslarina ya da bakir gibi gecis metal iyonu
varliginda, oksidatif biyomolekiillerin bozunmalarimi katalizlerler. Bu baglamda birgogu hem

antioksidan hem de prooksidan aktiviteye sahiptirler (Hanif ve dig., 2008).



Flavonoidler, (C6C3C6) karbon iskeletine sahip diisiik molekiil agirlikli fenolik bilesiklerdir.
Bu ii¢ halkadan A ve B yi 6 karbonlu iki aromatik halka C yi ise 3 karbonlu piran halkasi
olusturur. Halkalar arasindaki yapisal degisiklikler flavonoidleri ¢esitli siniflara ayirmaktadir.
Bu smiflardan biri antoksantinler digeri antosiyaninlerdir. Antoksantinler kendi arasinda
flavonlar, flavonoller, flavanoller, izoflavonlar ve flavanonlar olmak tlizere 5 farkli sinifa

ayrilmaktadir.

Sekil 2.4: Flavonoidlerin genel yapisi (Heim ve dig., 2002).

Flavonoidler sinifinin temel maddesi 2-fenil kromon olan flavon’dur (Sekil 2.5). En 6nemli
flavonlar; apigenin ve luteolin’dir. Apigenin; maydonoz ve kereviz sapinda, luteolin ise aci

biberde bulunmaktadir.

R =H; F:= OH: Apigenin

Flavon R:=R:= 0H: Luteolin

Sekil 2.5: Flavonlarin yapist.



Flavonoller (3-hidroksiflavon), flavonun 3. karbon atomuna bagli bir hidroksil grubu tasirlar.
Flavonoidlerin bitkilerde en yaygin olarak bulunan sinifidir. En 6nemli flavonoller kuersetin,
rutin, mirisetin, fisetin ve kaempferol’dur. Kuersetin flavonoidlerin en onemli bilesigi ve
bitkilerin temel fenolik bilesenidir. Soganda, elmada ve lahanada bol miktarda bulunur. Rutin

kuersetinin glikozidi olup kirmizi sarap ve domateste mevcuttur.

e Py
"o — | R: = OH; R:= R: = H: Kamferol
Flavonol T | | Ry R: =FRi= OH; R:= H: Kuersetin
= oM Fi=R: = R:= OH: Mirizetin

Sekil 2.6: Flavonollerin yapist.

Flavonun dihidroksi tiirevi flavanon’dur. En 6nemlileri naringenin, naringin, hesperidin ve
hesperetin’dir. Naringenin 3-hidroksi flavanon’dur. Greyfurtun karakteristik aciligin1 veren
bilesik naringeninin glikozidi olan naringin’dir. Turunggillerden eksi portakalda bulunur ve son
derece acidir. Naringinin aglikonu olan naringenin ise ac1 degildir. Hesperidin ve hesperetin

limon ve portakalda bolca bulunur. Hesperidin, hesperetinin glikozitidir.

Rl =H: R2 = OH: Naringenin

Flavanon R1 = OH; R2 =0CH:: Hesperitin

Sekil 2.7: Flavanonlarin yapist.
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Flavonollerin C halkasinda bulunan keto grubunun yerine -CH> grubu geldiginde flavanol
olusur. Flavonlarin indirgenmis tiirevleridir. En 6nemlileri katesin ve epikatesin’dir. Katesin ve
epikatesinin gallik asitle kombinasyonlari sonucu katesin ve epikatesin gallatlar meydana gelir.
Bu bilesikler ¢ogunlukla yesil ve siyah ¢ayda, kirmizi ve beyaz sarapta, seftalide ve elmada bol

miktarda bulunurlar.

OH OH
. Cr o JOX
O OH OH

OH

(+) - Katesin () - Epikatesin

(-) - Epigallokatesin

(+) - Gallokatesin

Sekil 2.8: Flavanollerin yapisi.

Flavonlarin izomeri olan izoflavonlar ise aromatik B halkasinin, C halkasimin 3. karbon
atomuna baglanmasiyla olusur. Genistein, daidzein ve bunlarin glikozidleri olan genistin ve

daidzin baglica izoflavonlar olup soya fasulyesi ile soya fistiginda mevcuttur.

R: = H: Daidzein

Izoflavon R:= OH: Genistein

Sekil 2.9: Izoflavonlarin yapis.
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Antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikoziti olup B halkasindaki gruplarin konumuna gore
karakterize edilirler. Yapisindaki elektron eksikligi onlar1 oldukga reaktif yapar ve kararliliklar
pH ve sicakliga bagldir. Bitkilerde suda ¢6ziinebilir pigmentlerin en genis sinifini olustururlar.
En onemlileri; apigenidin, siyanidin, malvidin ve delfinidin’dir. Renkli meyvelerde 6zellikle

kirmizi1 ve mor renkli meyvelerde bol miktarda bulunur.

Ru= R:=H: Pelargonidin
Ri= OH; R:= H: Sivanidin
Ri= R:= OH: Delfinidin

Antosivanidin H°

Sekil 2.10: Antosiyanidinlerin yapisi.

Bitkilerde ¢ok miktarda bulunan fenolik asitler, diger ismiyle fenil propanoidler,
hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinnamik asitler iceren iki gruptan olusur. Fenolik asitlerin
cogunu hidroksisinnamik asitler olusturur. L-fenil alanin veya L-tirosinden p-kumarik, ferulik,
kafeik, sinapik ve klorojenik asitler meydana gelir. Yapilarindaki -CH=CH-COOH gruplarinin
varligi, hidrojen verebilme yeteneklerini arttirmakla birlikte benzoik asitlere gore radikalleri

daha kararli hale getirebilirler. Benzoatlardan daha etkilidirler.

Hidroksibenzoik asitler yapilarindaki hidroksi ve metoksi gruplarinin yerlesimi ve sayilarina
gore ¢esitlenirler. Bunlardan birkag¢i; gallik asit, vanilik asit, siringik asit, resorsilik ve
protokatesuik asittir. Mono hidroksibenzoatlar etkili hidroksil radikal siiptiriiciilerdir ¢iinkii
hidroksillenmeye ve hidroksil radikallere yiiksek reaktivite gostermeye egilimlidirler.
Dihidroksibenzoik asit tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri hidroksil gruplarinin pozisyonlarina
bagli olup, 0-p pozisyonlarinda aktivite yiiksek olurken, m-p pozisyonlarina sahip olanlarda

aktivite diiser.
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COOH
R = Ri1 = H; p- Hidroksibenzoik asit
R = OH, R: = H; Protokatesuik asit
R = OCH: K1 = H; Vanilik asit
R R, R = Ri = OH; Gallk asit
OH

Sekil 2.11: Hidroksibenzoik asitlerin yapilari.

COOH

R =Ri: = H; p- Kumarik asit
R =0H; R: = H; Kafeik asit
R = 0OCH: R: = H; Ferulk asit
R = Ri1 = OCHz:; Sinapik aist

OH

Sekil 2.12: Hidroksisinnamik asitlerin yapilari.

Fenolik polimerler, yiikksek molekiil agirlikli bilesiklerdir. Kendi i¢inde kondanse tanenler ve
hidrolizlenebilen tanenler olmak iizere iki alt gruba ayrilirlar. Protoantosiyaninler, polimerik
flavonoidlerdir. En yaygin olarak ¢alisilan kondanse tanenler, katesin ve epikatesin yapilardir.
Hidrolizlenebilen tanenler ise gallik asit ve ellagik asit tiirevleridirler. Koyu renkli ve tadi

buruk bilesiklerdir. Kirmiz1 sarap, beyaz sarap, elma ve nar suyunda mevcutturlar.



13

o R:=OH; R:=H Prosiyanidin B

R:=0H; R:=H Prosivanidin B2

Sekil 2.13: Fenolik polimerlerin yapisi.

ellagik asid gallik asid

Sekil 2.14: Tanenlerin yapist.
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2.3.ANTI- VE PROOKSIDAN AKTIVITE

Canli organizmalar, serbest radikallerin etkisinden korunmak igin antioksidatif korunma
sistemine sahiptirler. Antioksidanlar, yiyeceklerde veya viicutta diisiik derisimlerde
bulundugunda serbest radikallerin ve reaktif tiirlerin biyolojik makromolekiillere karsi olumsuz

etkilerini 6nemli derecede engelleyen veya geciktiren maddelerdir (Halliwell ve dig., 1995).

Oksidatif hasara karsi i¢ enzimatik savunmalar tamamen etkili degildir ve bir seri i¢ ve dis
serbest radikal yok edici antioksidanlar, ikinci savunma sistemi olarak hareket ederler.
Antioksidanlar, okside olabilen bilesikten daha diisiik derisimde, o bilesigin oksidasyonunu
Onleyen ya da geciktiren bilesikler olarak bilinirler. Sonraki zamanlarda bu tanim, “Bir hedef
molekiile kars1 oksidatif hasar1 geciktiren, dnleyen veya ortadan kaldiran maddelerdir”,
seklinde degismistir. Ayni siiregte, “Reaktif tiirleri dogrudan siipiirebilen veya dolayl1 olarak
antioksidan savunma sistemini giiclendiren ya da ROS iiretimini engelleyen maddelerdir”,

tanimi da kullanilmaya baslanmistir (Carocho ve Ferreira, 2013).

Fenolik antioksidanlarin, serbest radikallerin yol agtigi hasar1 onleyebilme mekanizmalari,

asagidaki sekilde siralanabilmektedir.

e Reaktif tiirlerin dogrudan siipiiriilmesi,

e Antioksidan enzimlerin aktivasyonu,

o Metal kelatlama aktivitesi,

o a-tokoferil radikallerinin indirgenmesi,

e (Oksidazlarin inhibisyonu,

e Nitrik oksit kaynakli oksidatif stresin hafifletilmesi,
e Urik asit seviyesinin artis,

e Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarin antioksidan 6zelliklerinin artigi

Biyolojik sistemlerdeki antioksidan aktiviteye sahip bilesikler yasam i¢in 6nemli, temel bir
ihtiyagtir. Antioksidanlar, kompleks bir yapiya sahiptirler. Direkt ve indirekt antioksidanlar
olarak tanimlanirlar. Direkt antioksidanlar (glutatyon, fenolik bilesikler, tokoferoller, askorbik
asit ve karotenoidler gibi) fizyolojik, biyokimyasal veya hiicresel proseslerde yer alarak serbest
radikalleri inaktive ederler veya serbest radikaller tarafindan baslatilan kimyasal tepkimeleri

onlerler (Papetti ve dig., 2006). Direkt antioksidanlarin ayn1 zamanda prooksidan etkilerinin
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oldugu da deneysel olarak saptanmistir. Ancak bu tepkimelerin in vivo agidan degerlendirilmesi
olduk¢a &nem arz etmektedir. Indirekt antioksidanlar ise serbest radikal veya redoks
tepkimelerinin engellenmesinde rol oynamazlar. Bunlar hiicrenin antioksidan kapasitesini
giiclendirirler. Bunun nedeni insan viicudunda bulunan bir grup enzimin (glutatyon transferaz,

kinon rediiktaz, epoksit hidrolaz) elektrofilik tiirlerin detoksifikasyonuna yol agmasidir.

Flavonoidlerin etkili radikal siipiirme aktivitesi i¢in gerekli olan ana yapisal 6zellikler Sekil
2.15’teki gibi Ozetlenebilir (Prochazkova ve dig., 2011). B halkasindaki orto-dihidroksi
(katesol) yapist (1), C halkasindaki 2,3 ¢ift bag ile 4-0kso fonksiyonel grubu arasindaki
konjugasyon (2), 3 ve 5 pozisyonlarindaki hidroksil gruplari (3) seklindedir.

Sekil 2.15: Flavonoidlerin etkili radikal siiplirme aktivitesi i¢in gerekli olan ana yapisal 6zellikler.

Antioksidan bilesiklerin 6nleyici rol oynadigi oksidasyon prosesinde iki yol izlenmektedir. Bu
yollar temel olarak hidrojen atomu transferi (hydrogen atom transfer, HAT) ya da tek elektron
transferi (single electron transfer, SET) tepkimelerine dayanmaktadir. Birincisi, asagida verilen

lipid peroksidasyonunda gerceklesen H-atomu transferidir.
LH—> L’ (Baslangig) (2.1)
L'+ 02— LOY (Peroksil radikali olusumu, ~10° Ms™t) (2.2)

LO2"+ LH — LOOH + L*  (Zincir tepkimesi, ~10 Ms™) (2.3)
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Lipid peroksidasyonu, doymamis yag asidlerinde alkil radikalinin (L") olusumuyla baslayan bir
radikal zincir tepkimesidir (Esitlik 2.1). Alkil radikali (L"), lipid peroksil radikalini (LOO")
meydana getirmek tizere molekiiler oksijenle (O2) tepkimeye girer (Esitlik 2.2). Zincir kirici
antioksidanlarin olmadig1 durumlarda olusan bu peroksil radikalleri, ylikseltgenmemis lipid
substratlardan (LH) hidrojen atomu transfer ederek yeni alkil radikallerinin (L") olusmasiyla
sonuglandigindan zincir tepkimesini c¢ogaltirlar (Esitlik 2.3). Esitlik 2.3’te olusan lipid
hidroperoksitler (LOOH), gecis metal iyonu katalizli veya Fenton tipi tepkimeyle kararsiz
alkoksil radikalleri ve sonunda ikincil oksidasyon tiriinlerini (malondialdehit gibi) meydana
getirirler. Esitlik 2.3’teki lipid peroksil radikali ile yiikseltgenmemis lipid substrat arasindaki
tepkime goreceli olarak yavas (10 M™s™?) oldugundan fenolik antioksidanlar (PhOH) peroksil

radikalleri ile etkileserek araya girerler ve bu zincir tepkimeyi durdururlar.
LO2" + PhOH — LOOH + PhO* (Zincir kirma, ka>ks) (2.4)

Esitlik 2.4’lin hiz1, fenolik bilesiklerin bag enerjilerine baglidir. Hidroksil grubunun O-H bagi
daha zayif oldugundan peroksil radikalleri ile tepkime hizli gergeklesmektedir (Laguerre ve
dig., 2007).

Prooksidanlar biyolojik makromolekiillerde oksidatif hasara sebep olan ve bunun sonucunda
cesitli patolojik olaylara ya da hastaliklara yol acan toksik maddelerdir. Biyoaktif maddelerin
yapilarina ve bulunduklar1 deneysel kosullara gore antioksidan/prooksidan davranislarinin
anlagilmasi1 son derece onemlidir (Laguerre ve dig., 2007). Flavonoidler Cu(Il)’yi Cu(I)’e
indirgeyebilir ve ayn1 anda serbest radikal olusumunu saglayabilirler. Bir flavonoidin bakir-
katalizli prooksidan aktivitesi, molekiiler yapisindaki hidroksil gruplarin sayisina ve konumuna
baglidir. Yapi-aktivite iligkilerine gore flavonoller, ayni sayida hidroksil grubuna sahip olan
flavononlara kiyasla daha yiiksek bakir-katalizli prooksidan aktivite gosterebilmektedir (Cao
ve dig., 1997).

Birgok bitki polifenolleri hem antioksidan hem de prooksidan aktiviteye sahiptirler. Yapilan
caligmalarda, flavonoidlerin gecis metal iyonu varliginda prooksidan etkiye sahip oldugu
kanitlanmistir (Childs ve dig., 2001). Ornegin; kuersetin, mirisetin ve kamferol gibi
flavonoidlerin gegis metal iyonu varliginda, lipid peroksidasyonu veya DNA hasarina neden
olabildikleri yapilan caligmalarda gosterilmistir. Ayni sekilde askorbik asitin de gecis metal

iyonu varliginda antioksidan o6zelliginden ziyade prooksidan oOzelliginin One ¢iktig1
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bilinmektedir. Katesin tiirii polifenollerin, prooksidan aktivitelerinden dolay1 proteinlerde

protein karbonili olusumuna neden oldugu ifade edilmektedir (Ishii ve dig., 2010).

Katesol grubu, Cu(ll)’yi Cu(l)’e indirgeyerek Fenton tepkimesini katalizler ve reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu artirarak prooksidan aktivite gdstermis olur. Katesollerin Cu(Il) ile
baslangi¢c oksidasyonunda, oksijenle siiperoksit anyon radikali iiretmek (Esitlik 2.6) iizere
etkilesime giren, semikinon (Esitlik 2.5) olusmaktadir. Bu tepkime, sliperoksit anyon radikali
fenolik bilesigi yiikseltgeyerek semikinon ve hidrojen peroksit iirettiginden (Esitlik 2.7),
otokatalitik karakterlidir. Ayrica H.O>, siiperoksit anyon radikalinin disproporsiyonlanmasiyla
da (Esitlik 2.8) meydana gelebilmektedir. Cu(l) varliginda H20> hizli bir sekilde Fenton tipi
tepkimeyle (Esitlik 2.9) hidroksil radikaline doniismektedir. Meydana gelen hidroksil radikali
ortamdaki biyolojik makromolekiillerin oksidatif hasarina yol acar. Benzer olaylar, Fe(lll)
ionlartyla da miimkiin olabilmektedir. (Sakihama ve dig., 2002; Eghbaliferiz ve Iranshahi,
2016).

PhOH + Cu(ll)/Fe(l11) — PhO™ + Cu(l)/Fe(ll) + 2H* (2.5)
PhO™ + Oz — PhO + Oy~ (2.6)
2PhOH + Oz~ — 2PhO™ + H202 2.7)
207" + 2H* — H02 + O, (2.8)
Cu(l)/Fe(ll) + H20, — Cu(I1)/Fe(l1l) + "OH + OH (2.9)

4 makromolekiiller (proteinler, niikleik asitler, lipidler)

Oksidatif hasar

Flavonoidlerin antioksidan/prooksidan dengesi, Ozellikle metal kelatlayicilar ile hedef
biyomolekiillerin (lipidler, proteinler, niikleik asitler vb.) varligi ve ¢evreye baglhdir.
Polifenolik bilesikler Fe(III), Cu(Il) gibi metalleri Fe(II), Cu(l) tiirlerine indirgeyerek serbest
radikal olusturup, protein ve DNA oksidatif hasarina neden olurlar (Hajji ve dig., 20006).
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2.4 METALLERIN PROOKSIDAN AKTIVITEDEKI ROLU

Yapilan ¢ogu arastirmada metal-katalizli toksisite ve kanserojenlik iizerine odaklanilmis olup
biyolojik sistemlerde reaktif oksijen ve azot tiirlerinin olusumundaki rolleri ve Onemi
vurgulanmigtir. Metal-katalizli serbest radikal olusumunun, DNA bazlarinda ¢esitli
degisiklikler, lipid peroksidasyonunda artis ve kalsiyum ile siilfhidril homeostazinda
degisiklige neden olabildigi soylenmektedir (Valko ve dig., 2006). Gegis metalleri tarafindan
tiretilen toksisiteler genellikle ndrotoksisite, hepatotoksisite ve nefrotoksisiteyi igermektedir.
Metal iyonlarinin toksisiteleri; ¢oziiniirliik, tasinma, absorplanabilirlik, kimyasal reaktivite ve
viicutta olusan kompleksler arasindaki farkliliklara bagli olarak degiskenlik gosterir. Bu

faktorlere ragmen temel mekanizma aynidir (Stohs ve Bagchi, 1995).

Demir, en ¢ok incelenen iki gecis metalinden biri olup, oksijen ve biyolojik makromolekiiller
arasindaki redoks tepkimelerini katalizleme yetenegine sahiptir. Adenosin 5'-difosfat (ADP),
histidin, etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), sitrat ve diger kelatlayict maddeler ile kompleks
olusturan demirin, ROS olusumunu kolaylastirdigi ve lipid peroksidasyon iiretimini arttirdigi
gosterilmistir. Demir kompleksinin Fenton tepkimesini katalizleyerek, siiperoksit anyonu ve
hidrojen peroksitin, lipid peroksidasyonunu baslattigi bilinen, hidroksil radikaline déniismesini

kolaylastirdig1 yapilan ¢alismalarda kanitlanmistir.
Fe(lll) + Oz — Fe(Il) + O2 (2.10)
Fe(Il) + H2O2 — Fe(II) + -OH + OH" (2.11)

Karmasik biyolojik sistemlerde, peroksidatif tepkimelerin baslaticilar1 olarak demir-oksijen
kompleksi ve hidroksil radikalleri arasinda ayrim yapmak giictiir. Bilindigi gibi Fe
organizmada, depolama proteini olan ferritin ile depolanir ve tagima proteini olan transferrin ile
kan dolagimina katilir. Fenton tepkimesiyle reaktif tiirlerin liretimine katilabilmesi i¢in serbest

halde veya katalitik olarak aktif formda bulunmalidir (Valko ve dig., 2006).

Bakir, dogada yaygin olarak bulunan, oksidazlar ve oksijenazlar da dahil olmak iizere, bircok
enzim igin ortak bir kofaktor olan esansiyel bir elementtir. Demire benzer sekilde, bakir reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunda bir katalizor gorevi gorerek membran lipidlerinin

peroksidasyonunu katalizler.
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cu(ll) + 02~ — Cu(l) + Oz (2.12)
Cu(l) + Hz02 — Cu(Il) + «OH + OH" (2.13)
20, + 2H" - H,0, + 0> (2.14)

Bakirin, derisime bagli olarak, hidrokinonun benzokinona oksidasyonunu Onemli Olgiide
hizlandirdig1 sdylenmektedir. Bazi c¢alismalarda, bakirin hidrokinon varliginda DNA zincir
kirilmalarini belirgin bir sekilde arttirdig1 gosterilmistir. Cu(ll) iyonunun, hidrojen peroksit ile
tepkimeye girerek, DNA hasarindan dogrudan sorumlu olabilen, yiiksek seviyelerde hidroksil
radikalleri iirettigi ifade edilmektedir (Valko ve dig., 2006; Stohs ve Bagchi, 1995).

Oldukea toksik olan kadmiyum metali, endiistriyel uygulamalarin sonucu olarak ¢evrede
birikimi nedeniyle endise yaratan, dogada bolca bulunan ve esansiyel olmayan bir elementtir.
Boyalarda renk pigmenti olarak kullanilmasinin yani sira ¢inko ve kursun madenciligi ile eritme
islemlerinin yan iiriiniidiir. C6ziinebilen kadmiyum tuzlart birikimi karaciger, bobrekler, beyin,
akcigerler, kalp ve merkezi sinir sisteminde toksisiteye sebep olmaktadir. Kansorejen 6zellige
sahip bu metal, mesleki maruziyet sonucunda akciger, prostat, pankreas ve bobrek kanserleriyle
iligkilendirilmistir. Kadmiyum tek basina dogrudan serbest radikal iiretiminden sorumlu
olmamasina karsin, sitoplazmik ve membran proteinlerindeki demir ya da bakirla kolaylikla yer
degistirebildiginden ortamda serbest demir ya da bakir oranini arttirmakta ve bunun sonucunda
Fenton tepkimesi yoluyla oksidatif stres olugsmaktadir (Valko ve dig., 2006; Stohs ve Bagchi,
1995).

Kromun (I11) formu, kan glukoz diizeyinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamasina karsin,
(V1) formu, yiiksek dozlarda potansiyel olarak toksik ve kanserojendir. Tiim kromatlar
(Cr(VI)), SO+* ve HPO4? gibi izoelektrik ve es yapili anyonlarin transferini saglayan kanallar
vasitasiyla aktif olarak hiicrelere girebilirler. Coziinmeyen kromatlar ise fagositoz yoluyla
hiicreler tarafindan emilirler (Valko ve dig., 2006). Krom, ¢elik alasimli dokme demir, boyalar,
metal kaplamalar1 ve ahsap isleme alanlarinda yaygin olarak kullanilan endiistriyel bir
kimyasaldir. Kromun insanlarda ve hayvanlarda alerjik, toksik ve kanserojen etkilere neden
oldugu bilinmektedir. Glutatyon, B2 vitamini, E vitamini ve C vitamini gibi reaktif tiir
stipiiriiciilerinin krom kaynakli DNA hasari, lipid peroksidasyonu, enzim inhibisyonu,
sitotoksisite ve mutajenez gibi hasarlarda, in vivo ve in vitro etkileri incelenmistir. Notral sulu

¢ozeltilerde Cr(VI)’min hakim formu olan kromat iyonu [CrO4]%, hiicre zarlarin1 spesifik
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olmayan anyon tasiyicilar1 vasitasiyla kolaylikla gegebilmektedir. Ayrica, krom bilesikleri
arasinda Cr(V)’in esas kanserojenik form oldugu 6ne siiriilmiistiir. CrO4s% iyonunun
dekompozisyonu sonucu DNA hasariyla sonuglanan reaktif oksijen tiirleri iiretilmektedir.
Hicresel indirgeyiciler ile Cr(V1)’nin indirgenmesiyle iiretilen Cr(V) komplekslerinin, hidrojen
peroksit varliginda, Cr(V)-katalizli Fenton tipi tepkimeyle hidroksil radikallerinin {iretimini

artirarak Cr(V1]) sitotoksisitesine neden oldugu sdylenmektedir.

Cr(ll) + Oz~ — Cr(II) + Oz (2.15)
Cr(l1) + H202 — Cr(II) + *OH + OH" (2.16)
Cr(VI) + 05" — Cr(V) + Oz (2.17)
Cr(V) + H20; — Cr(VI) + *OH + OH" (2.18)

Fizyolojik pH'da, Cr(III)’tin hidrojen peroksit ile inkiibasyonu, hidroksil radikali olusumuna
yol agmaktadir. Literatiirdeki veriler, Cr(Il)’in hem hidrojen peroksit hem de lipid
hidroperoksitlerden serbest radikal iiretebildigini gostermektedir (Stohs ve Bagchi, 1995).

Civa, toksik bir metal olup, serbest siilfhidril gruplariyla tepkimeye girme ve bunlari tiiketme
yetenegi iyi bilinen bir &zelligidir. Civanin elementel, inorganik ve organik formlarinin
norotoksisite, nefrotoksisite ve gastrointestinal toksisite gibi toksikolojik etkileri
bulunmaktadir. Madencilik, dokiim ve endiistriyel desarj sonucunda meydana gelen gevresel
bulagsma yoluyla birincil diizeyde civa toksisitesine maruz kalinmaktadir. Civa, bobrek
tiibiillerinde glutatyonun tiikenmesine neden olmasinin yani sira siiperoksit anyonu ve
hidroperoksitlerin peroksidatif etkisine karst hiicrelerin korunmasindan sorumlu olan SOD,

katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin aktivitelerinde azalmaya sebep olmaktadir (Stohs
ve Bagchi, 1995).

Nikel, taki ve madeni paralar da dahil olmak iizere sayisiz metal iiriinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu elementin, nikel rafineri calisanlarinda, burun ve akciger kanseri
olusumuna neden oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Siganlara nikel uygulanmasinin, lipit
peroksidasyonu ve doku demir seviyelerinde artis, glutatyon peroksidaz aktivitesinde ise
azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Serbest demir agiga ¢ikmasi sonucu Fenton tepkimesi

yoluyla doku hasarlar1 meydana geldigi bilinmektedir. Bu baglamda nikelin oksidatif hasar
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konusunda dolayl1 etkisinin oldugu sdylenebilir. Inorganik nikel kloriiriin, DNA bozunma
trtinleri olusturdugu, hepatik DNA sarmali kiritlimlarina yol a¢tigi, kromozom sapmalari
irettigi ve lipid peroksidasyonunu baglattigr bilinmektedir (Valko ve dig., 2006; Stohs ve
Bagchi, 1995).

Kursun, hematolojik, gastrointestinal ve norolojik islev bozukluguna neden olan énemli bir
cevresel toksindir. Kursuna uzun siire maruz kalma, ayni zamanda iireme bozuklugu,
hipertansiyon ve nefropatiye sebep olabilir. Bunlarin disinda kursun, sinir iletimini yavaslatir,
kalsiyum homeostazi degistirir, enzimleri inhibe eder ve baglayici proteinlerin sentezini uyarir.
Kursuna baslica, toz, su, boya, kozmetik ve gida takviyeleri yoluyla maruz kalinmaktadir.
Kursun bir geg¢is metali olmamasina ragmen, peroksidatif tepkimelerde katalizor gorevi

gormesi bu metalin toksik etkisine biiyiik katki saglamaktadir (Stohs ve Bagchi, 1995).

Aliiminyum, esansiyel olmayan ve redoks inaktif bir metal olup, hem in vivo hem de in vitro
prooksidan etki gosterdigi bildirilmistir. Bir dizi redoks inaktif metalin susuz ortamda
stiperoksit-metal kompleksleri olusturdugu elektron paramanyetik rezonans (EPR) teknigi ile
gosterilmistir. Bu komplekslerin oksidatif giicii, metal ve O, arasindaki baglanma enerjisi ile
dogrusal olarak iliskilidir ve ayn1 zamanda metallerin Lewis asiditesini (M* < M?* < M**) ve

ayni oksidasyon basamagindaki metallerin iyon yarigaplarin1 yansitmaktadir.

Fe?* + 02 > Fe¥* + 0" (2.19)
AR + 02" A0 (2.20)
Fe** + AlO2?" — Fe?* + O (2.21)

Siiperoksit anyon radikalini baglayarak, Fe(IIT)’tin Fe(Il)’ye geri indirgenmesi i¢in bir redoks
dongiisiini miimkiin kilabilen aliiminyum, siiperoksit yar1 indirgenmis radikal iyonunu
(AlO2"?") olusturmaktadir. Bu redoks dongiisii Fenton tepkimesini kolaylastiran, H.0: ile
oksidasyona elverisli olan Fe(II) derisiminin korunmasina yardimci olarak bir prooksidan etki

gostermektedir (Exley, 2004).
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2.5.PROTEIN OKSIiDASYONU

Oksidatif stres, bazi patolojik kosullar ve yaslanma siireglerinde proteini oksidatif hasara
ugratmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda protein modifikasyonunun temel olarak "OH radikali ile
gerceklesen tepkimeler sonucunda meydana geldigi gosterilmistir. Proteinlerin serbest radikal
hasarlarindan ne derecede etkilenecegi, proteinin amino asit kompozisyonuna bagli olarak
degismektedir. Ozellikle triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi
doymamig bag ve kiikiirt ihtiva eden amino asitleri iceren proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenmektedirler (Netto ve dig., 2002). Proteinlerde prolin, histidin, arginin, lisin
ve sistein kalintilari, redoks aktif metaller tarafindan oksidasyona karsi olduk¢a duyarli
oldugundan, bir proteinin ge¢is metali (demir, bakir gibi)-katalizli oksidasyonu “site-specific”
yani bulundugu bolgede oksidatif hasar seklinde gergeklesir. Protein-Fe(1l) kompleksi, H2O>
ile tepkimeye girerek Fenton tepkimesi sonucunda aktif bir reaktif oksijen tiirii olan ‘OH ve

ferril iyonlar1 agiga ¢ikarir (Valko ve dig., 2000).

Proteinlerin oksijen varliginda serbest radikal saldirilarina maruz kalmasi sonucunda hedef
molekiillerde ¢esitli degisiklikler meydana gelir. ROS tiirleri; protein zinciri oksidasyonu,
protein parcalanmasi, amino asit yan zincir oksidasyonu ve protein karbonil tiirevlerinin
olusumu seklinde c¢esitli modifikasyonlara yol agabilmektedir (Berlett ve Stadtman, 1997).
Proteinler, organizmadaki bolluklar (hiicre, plazma ve birgok doku) ve bir¢ok radikalle ya da
singlet oksijen gibi uyarilmis tiirlerle yiiksek tepkime hizina sahip olmalar1 sebebiyle oksidatif
hasar konusunda ana hedeflerdir. Oksidasyon tepkimelerinin hizi, 6rnek sicakligina, oksijen ya
da katalizor (metal iyonu ve 1s1k) varligina ve fiziksel formuna kritik bir sekilde baglhdir.

(Hawkins ve dig., 2009).

Protein zincirinin oksidasyonu; polipeptid zincirinin oksidatif hasari, bir amino asit
kalintisinda karbon merkezli bir radikal olusturmak {izere a-hidrojen atomunun "*OH radikali
tarafindan ayrilmasiyla baslatilir. Bu sekilde olusan karbon merkezli radikal, alkilperoksil
radikal ara maddesi olusturmak i¢in Oz ile hizla tepkimeye girer ve bu tepkime sonucunda alkil
peroksit olusabilir. Bunu takiben, hidroksil protein tiirevine doniisebilen, bir alkoksil radikali
meydana gelir. Bahsedilen oksidasyon basamaklarindaki tepkimelerin bir¢ogu Fe(I) veya
Cu(I) katalizorliigiinde gerceklesebilir. Bunun disinda oksijen olmadigi durumlarda karbon
merkezli radikal bagka bir karbon merkezli radikal ile tepkimeye girerek protein-protein ¢apraz

bagli tiirevini olusturabilir (Berlett ve Stadtman, 1997).
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Sekil 2.16: Karbon merkezli radikal olusumu.

Protein parcalanmasi; alkoksil radikallerinin tiretimi, diamid ya da a-amidasyon yollari
vasitastyla peptid baginin parcalanmasi i¢in bir agama olusturur. Diamid yolu ile parcalanmada;
proteinin N-terminal boliimiinden tiiretilen peptid, C-terminal ucunda bir diamid yapisina
sahiptir. Buna karsin C-terminal boliimiinden tiiretilen peptid, N-terminal ucunda bir izosiyanat
yapisina sahiptir. Aksine a-amidasyon yolu ile pargalanmada, proteinin N-terminal
boliimiinden elde edilen peptid, C-terminal ucunda bir amid grubuna sahiptir. Buna karsin
proteinin C-terminal boliimiinden tiiretilen peptid par¢asinin N-terminal ucunda bir N-a-

ketoagil tiirevi bulunur (Berlett ve Stadtman, 1997).

e 9 He
NH, —C-C-NH-C + 0=C=N-C-C~
R.‘ Rz RS
a
e 00 w9
NH, CCNHCCNHCC—
R1 Rz RS b
II-HIZI) 00 HO
NH, CCNH,+R-CCNH-::C-
Ft1 R3

Sekil 2.17: Diamid (a), a-amidasyon (b) yollariyla protein pargalanmasi.

Amino asit yan zincirinin oksidasyonu; proteinin sistein ve metiyonin kalintilar1 hemen
hemen tiim ROS tiirleri ile oksidasyona karsi hassastirlar. Hafif kosullar altinda sistein
kalintilar1  disiilfiirlere, metiyonin kalintilari metiyonin siilfoksit (MeSOX) formlarina
yiikseltgenirler. Bir¢ok biyolojik sistem, sistein ve metiyoninin yiikseltgenmis formlarini tekrar

eski formlaria doniistiiriilebilen disiilfiir rediiktaz ve metiyonin siilfoksit rediiktaz enzimlerini
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icermektedir. Bunlar, proteinin onarilabilen tek oksidatif modifikasyonudur (Valko ve dig.,
2006; Berlett ve Stadtman, 1997).

Protein capraz baglanma

|

R R Q5 R
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Sekil 2.18: Proteinlerin ROS kaynakli oksidasyonu.

Protein karbonil tiirevlerinin olusumu; lizin, arginin, prolin ve treonin kalintilarinin
dogrudan oksidasyonu karbonil tiirevleri verebilmektedir. Buna ek olarak karbonil gruplari,
lipit peroksidasyonu sirasinda iiretilen aldehitlerle (4-hidroksi-2-nonenal, malondialdehid) ya
da indirgen sekerlerin veya bunlarin oksidasyon firlinlerinin (glikasyon ve glikoksidasyon
tepkimeleri) proteinlerin lizin kalintilar1 ile tepkimesinin bir sonucu olarak iretilen, reaktif
karbonil tiirevleriyle (ketoaminler, ketoaldehitler, deoksiozonlar) tepkimeye girip proteinlere
katilabilmektedir. Bu nedenle proteinlerde karbonil gruplarinin varligi, ROS temelli protein
oksidasyonunun bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. Protein karbonil gruplarinin tespiti ve

tayini icin birkag yontem gelistirilmistir (Berlett ve Stadtman, 1997).

Yapilan ¢alismalarda katesinler ile ¢esitli polifenolik bilesiklerin prooksidan aktivite gostererek
proteinlerde protein karbonili olusturdugu ifade edilmektedir. Katesin tiirleri kendi iginde
karsilagtirildiginda; pirogallol tipi katesinlerin katesol tipi katesinlerden daha fazla protein

karbonili olusturdugu tespit edilmistir. Bunun yami sira galloil grup iceren katesinlerin
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icermeyenlerden yine daha fazla protein karbonili olusturdugu séylenmektedir. Bu sonuglar
yesil cay katesinlerinin protein karbonili olusturmasinda en 6nemli yapiin oncelikle B
halkasindaki galloil grubu, sonra pirogallol grubu oldugunu gostermektedir (Galati ve O’Brien,
2004).

2.6.PROTEIN COKTURME TEKNIKLERI

Protein ¢oktiirme, hizli 6rnek temizleme ve protein-ilag baglanmasini bozmak gibi nedenlerle
yaygin olarak kullanilmaktadir. Birgok arastirmaci protein ¢oktiirme teknigini Serum ve
plazmada bulunan ilaglarin analizinde kullanmistir. Genellikle ¢oktiiriicii se¢imi ve kullanilan
optimum ¢oktiiriici hacmi arastirmacilar arasinda farklilik gostermektedir. Literatiirde
biyolojik numunelerden proteinin uzaklastirilmasi amaciyla, proteinin ¢oziiniirliigiiniin
degistirilmesi i¢in, organik ¢oziicl, asit, tuz veya metal iyonu kullanimina dayanan farkli
protein ¢oktiirme teknikleri mevcuttur. Protein ¢oktiirme prosediirlerinin, hizli, biyolojik
numunelerde kolayca kullanilabilme ve genis bir analit yelpazesinde uygulanabilme gibi

ozellikleri saglamasi istenmektedir.

Protein ¢oziiniirligi, sulu ¢oziicli ile polar etkilesimler, tuzlarla iyonik etkilesimler ve benzer
yiklii molekiiller arasindaki itici elektrostatik kuvvetler arasindaki iliskiye bagli olarak
degismektedir. Izoelektrik noktada (pl), bir protein iizerinde net bir yiik yoktur ve dolayisiyla
protein, sulu ¢6ziicii iginde minimum ¢oziiniirliige sahiptir. Bir protein pl'nin tistiinde negatif
yikli olup, pl'min altinda pozitif yiklidir. Coktiriici maddelerin, proteinlerin ¢6zelti

ortamindan ¢oktiiriilmesini kolaylastirmak icin spesifik etkileri bulunmaktadir.

Organik ¢oziiciiler: Metanol, etanol, asetonitril, aseton ve kloroform gibi organik ¢oziiciiler,
plazma protein ¢ozeltisinin dielektrik sabitini diistirerek yiiklii molekiiller arasindaki etkilegimi
ve elektrostatik protein etkilesimlerini kolaylastirmaktadir. Organik ¢6ziicli ayn1 zamanda
protein ylizeyindeki hidrofobik bdlgelerin etrafindaki diizenlenmis su molekiillerinin yerini
almaktadir. Metanol, etanol gibi organik ¢oziiciiler, plazma proteinlerinin uzaklastirilmasinda
nispeten diisiik bir verimlilige sahip olmalarina karsin, yliksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) mobil fazlariyla uyumlu olduklarindan biyoanalizlerde yaygm bir sekilde

kullanilmaktadir.
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Asidik aywraglar: Trikloroasetik asit (TCA), perklorik asit (PA) gibi asidik ayiraglar protein
molekiillerinin pozitif yiiklii amino gruplariyla izoelektrik nokta degerinin altindaki pH'larda

¢Ozlinmeyen tuzlar olusturmaktadirlar.

Tuzlar: Proteinlerin amonyum siilfat gibi bir tuzun yiiksek derisimindeki c¢ozeltisiyle
¢oktiiriilmesinde tuzlama etkisi yaratarak, tuz iyonlar1 hidratlanmakta ve mevcut su molekiilleri
azalmaktadir. Bu durumda suyun proteinin hidrofobik yiizeylerinden uzaklasmasi, protein-

protein hidrofobik etkilesmesi sonucu protein molekiillerinin agregasyonuna neden olmaktadir.

Metal ¢oktiiriiciiler: Cinko (¢inko siilfat), kalsiyum (kalsiyum kloriir), aliminyum (aliiminyum
nitrat, AI(NO3)3) gibi pozitif yiiklii metal iyonlarimin baglanmasiyla izoelektrik nokta (pl)
degiserek proteinin ¢oziiniirliigii azalir. Metal iyonlari, amino asitler tizerindeki koordinasyon
baglama alanlar1 i¢in ¢ozelti protonlar: ile rekabet halindedir. Metal iyonlar1 baglanma
bolgelerinde daha giiclii baglanma yaparak protonlarla yer degisirler ve ¢ozelti pH'sinin
diismesine neden olurlar. Proteinin pl'sinin degistirilmesi ve pH'nin diisiiriilmesi kombinasyonu
genellikle proteinlerin ¢oktiiriilmesini saglamaktadir (Polson ve dig., 2003; Souverain ve dig.,

2004; Biddlecombe ve Pleasance, 1999; Jiang ve dig., 2004; Dhara, 2005).

2.7.PROOKSIDAN AKTIiVITE TAYIN YONTEMLERI

2.7.1.Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeler (TBARS) Yontemi

[k olarak 1978°de Buege ve Aust (1978) tarafindan uygulanan TBARS ydntemi, Halliwell
(Halliwell ve Gutteridge, 1981; Halliwell ve dig., 1987) tarafindan gelistirilmis olup, genellikle
biyolojik Ornekler ve gida maddelerindeki lipid peroksidasyonu veya oksidatif hasar
Olgtimlerinde siklikla kullanilan en eski yontem olarak bilinmektedir. Oksidatif hasarin birincil
iiriinleri olan peroksit karisimlar1 daha sonra cesitli karbonil bilesikleri iiretmektedirler. Ug

karbonlu malondialdehit bilesigi bu karbonillerden bir tanesidir.

Bu yontem oksidasyon sonrasinda agiga ¢ikan malondialdehit bilesiginin tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile tepkimesi sonucu olusan, pembe renkli kompleksin absorbansinin 532 nm’de
Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Basit, kolay ve tekrarlanabilir bir yontem olmasina karsin
inkiibasyon siiresinin uzun oldugu TBARS yonteminde, oksidasyon araglar1 olarak sadece
linoleik asit, deoksiriboz veya LDL kullanilabilmektedir. Bu nedenle uygulama alani olduk¢a

sinirhidir.
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Bu yontemde en 6nemli sorun; TBA’ nin sekerler, proteinler, amino asitler, aldehitler, niikleik
asitler ve bilirubin gibi bilesiklerle etkilesime girerek, MDA’ ’nin kolorimetrik ve florimetrik
tayininde bozucu etkiler gostermesidir (Grotto ve dig., 2007). Yontemin bir diger onemli
dezavantaji ise MDA’ nin en az iig ¢ifte bag i¢eren yag asitlerinden olusabilmesidir (Laguerre
ve dig., 2007).

2.7.2.Karbonil Tayini Yontemi

Protein karbonili genellikle oksidatif stresin bir belirtisi olarak bilinir. Bu baglamda proteinin
oksidatif hasarinin bir Ol¢ilisii olarak, proteine bagli karbonil gruplari tayin edilmektedir
(Headlam ve Davies, 2004). Bu yontem, protein veya protein karisiminin (plazma, doku
homojenizati, seliiler ekstrakt veya izole saf protein) oksidasyonu sonucunda protein yapisinda
aciga cikan karbonil gruplarinin 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile olusturduklar kararli
dinitrofenilhidrazonlarin (DNP) absorbans degerlerinin 370 nm dalga boyunda oSlgiilmesi

esasina dayanir (Levine ve dig., 1994).

Hassas ve ucuz bir yontem olmakla birlikte 370 nm’de absorpsiyon yapan kromofor gruplari
ihtiva eden proteinlerin (hemoglobin, miyoglobin, retinoidler vb.) karbonil tayininde giivenilir
degildir. Ayn1 zamanda yontem sadece protein oksidasyonu sonucunda ag¢iga ¢ikan karbonil
gruplaria degil, karbonil grubu ihtiva eden tiim bilesiklere cevap verdiginden pozitif hataya

sebep olmaktadir.

2.7.3.0RAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) Yontemi

ORAC yontemi; yiikseltgenebilen substrat olan fikoeritrinin (phycoerythrin, B-PE) reaktif
oksijen tiirleri ile oksidasyonu sonucunda floresansinin diismesi esasina dayanmaktadir (Cao
ve dig., 1997). Calismada flavonoidlerin anti- ve prooksidan davranislari ile yapisal aktiviteleri
arasindaki iligski incelenmektedir. Hidrojen atomu transferi (HAT) esasli olan yontemde miktar
tayininde, egri altinda kalan alan kullanilmaktadir. Yontemde peroksil radikali kaynagi olarak
AAPH, hidroksil radikali kaynagi olarak Cu®*-H,O, kullanilmaktadir. Sonuglar fikoeritrinin
referans ve ornek i¢in azalan floresans egrisinin altinda kalan alanlarin farklari kullanilarak

hesaplanmaktadir (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19: Egri altinda kalan net alan (AUC) teknigiyle ORAC aktivitesinin hesaplanmasi.

2.7.4 Etidiyum Bromiir (EB) Yontemi

Etidiyum bromiir (EB) floresans 6zellikte bir indikator olup genellikle DNA hasari 6l¢timiinde
kullanilir. Yontem, fosfat tamponlu (pH 7.4) ortamda, oksidasyon sonucunda meydana gelen

floresans miktarindaki azalma esasina dayanmaktadir (Zheng ve dig., 2008).

Bu yontemde referans olarak fenolik asitler disinda DNA ve diger tiim ayiraclari iceren ¢ozelti
%100 floresans, DNA disindaki referans ise sifir floresans olarak kullanilmaktadir. Yontemde
510 nm’de uyarilma ve 590 nm’de emisyon Olglimleri alinmaktadir. Floresans miktarinin

azalmas1 DNA hasar1 olarak 6l¢iilmektedir (Zheng ve dig., 2006).

2.7.5.Batokuproin Disiilfonat (BCS) ve Batofenantrolin Disiilfonat (BPS) Yontemleri

Spesifik olarak bakir(I) ve demir(Il) gibi gecis metal iyonlarinin indirgenmis formlarina cevap
veren, sirasiyla batokuproin disiilfonat (BCS) ve batofenantrolin disiilfonat (BPS)
indikatorlerinin kullanilmasi esasina dayanan yontem, pH 7.4 tamponlu ortamda DNA hasar1
(Yivedig., 2009) veya diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonu (Lynch ve Frei, 1995)
tayinlerinde kullanilabilmektedir. Bu indikatdr molekiiller yiikseltgenmis formda bakir (Cu?")

ve demir (Fe®*") iyonlan ile renkli yiik-transfer kompleksleri vermediginden Cu(l)-BCS ve
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Fe(I1)-BPS komplekslerinin sirasiyla 480 ve 535 nm’de maksimum absorpsiyon yapmalarindan

faydalanilarak kantitatif analizler yapilabilmektedir.

2.7.6.Pirogallol Yontemi

Siiperoksit anyon radikalinin (O27) iretildigi yontem, antioksidan bilesik ve pirogalloliin
inkiibasyonu sonucunda meydana gelen absorbans degisiminin 420 nm’de Slgiilmesi ve %
inhibisyon degerlerinin hesaplanmasi esasina dayanmaktadir. Bazi1 polifenolik bilesiklerin
fonksiyonel gruplari ile bu gruplarin yerlerinin degisiminin anti- ve prooksidan &zelliklerine
olan etkileri pirogallol UV-goriiniir bolge spektrofotometrik yontemi ile 6l¢tilmistiir. Anti- ve

prooksidan aktivite fenoliklerin ortamdaki derisimlerine bagli olarak degismektedir.

28.FENOLIK  BILESIKLERIN ANTIOKSIDAN VE  PROOKSIDAN
OZELLIKLERI HAKKINDA ONCEKI CALISMALAR

Kessler ve dig. (2003) yaptiklar1 caligmada serbest radikal kaynakli hastaliklarin tedavisinde
kullanilan, o6zellikle rutin tiirevlerini igeren, bazi yari sentetik flavonoidlerin yapisi ile
stiperoksit, hidroksil ve peroksil radikal siiptirme aktiviteleri arasindaki iliskiyi incelemistir.
Calisilan maddeler, rutin, aglikonu olan kuersetin ile bunlarin metil etil ve hidroksil etil
tiirevleridir. 7 poziyonundaki hidroksil grubunun alkillenmesinin siipirmeyi artirdigini, buna
karsin Fenton tepkimesi ortaminda bazi kuersetin tiirevlerinin, 3 pozisyonundaki serbest
hidroksil grubunun veya serbest katesol grubunun, siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit
tiretimi vasitasiyla prooksidan aktivite sergiledigini belirlemislerdir. Flavonoidlerin bazi
tepkime kosullarinda prooksidan aktivite gosterebilmeleri nedeniyle, saf antioksidanlar olarak

kabul edilemeyecegini ifade etmislerdir.

Bir calisgmada (Sugihara ve dig., 1999) lipid hidroperoksit (LOOH) kaynakli lipid
peroksidasyonu olgtimii igin a-linolenik asit yiiklii hepatositlere, 20-500 uM derisim araliginda
Fe, Cu, V veya Cd iyonlar1 eklenmistir. Elde edilen sonuglar su sekilde siralanabilir: Morin
hari¢ mirisetin, kuersetin, fisetin ve kamferol gibi flavonoller, tiim metal derisimlerinde metal
kaynakli lipid peroksidasyonunda doz bagimli antioksidif aktivite gostermistir. Etkinlikleri
metal iyonuna bagli olmasina ragmen, en etkin antioksidanlar, mirisetin, kuersetin ve fisetin

olarak bulunmustur. Kamferol ve morin, Cu iyonu varliginda diger flavonollere esit antioksidan
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aktiviteye sahip olmalarina karsin diger ii¢ metal iyonu varliginda daha az etkili olduklar1 tespit
edilmistir. Flavonlardan luteolin, apigenin ve krisin, diisiik Fe derisimlerinde antioksidatif etki
gostermisken, yiiksek Fe derisimlerinde prooksidan aktiviteye sahiptirler. Luteolin, diger li¢
metal iyonunun varliginda da katesol igeren flavonollere benzer antioksidan aktivite
sergilemistir. Ayrica apigenin ve Krisin sirasiyla V veya diger tiim metal iyonlariyla prooksidan
davranis sergilemistirler. Bir flavanon olan taksifolin, Fe derisimine bagli olarak hem anti- hem
de prooksidan aktiviteye sahipken, diger metallerle birlikte sadece antioksidatif etki
gostermistir. Bir flavanol olan epigallokatesin, katesol iceren flavonollere benzer etkinlige

sahip olup, tiim metal iyonlariyla antioksidan gibi davranmustir.

Simi¢ ve dig. (2007), baz1 dogal fenolik bilesiklerin elektrokimyasal oksidasyonlar1 ve lipid
peroksidasyonuna etkilerini, dongiisel voltametri kullanarak arastirmiglardir. Test edilen
fenoliklerin yapisal analizinde, birden fazla -OH grubu i¢ermesinin serbest radikal siipirme
aktivitesi ve elektrokimyasal davramisinin belirleyicileri oldugu ifade edilmektedir. Disiik
oksidasyon potansiyeline sahip bilesikler (0.45'den daha diisiik Epa) antioksidan aktivite
gostermesine karsilik, yiiksek Epa degerleri (> 0.45) olan bilesikler prooksidan olarak etki
etmistir. Lipid peroksidasyonu ise Fe(ll)-esasli TBARS yontemi uygulanarak, yiizde inhibisyon
hesaplanarak tayin edilmis olup, pozitif sonuclarin antioksidan, negatif sonuclarin ise
prooksidan aktiviteyi gosterdigi belirtilmistir. Bu sonuglara gére protokatesuik asit, kafeik asit,
kuersetin ve rutin bilesiklerinin antioksidan, salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, p-
hidroksibenzoik asit, vanilik asit, sirinjik asit, o-kumarik asit, m-kumarik asit, p-kumarik asit

bilesiklerinin ise prooksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Soya fasulyesinde bulunan fenolik asitler, sinnamik asitler ve flavonoidler sinifina ait
bilesiklerin, sistematik bir yapi-aktivite iligkisi arastirmasi yapilmistir. Test edilen tiim
fenoliklerin, Fe(lll) ile kelat yapabildigi ve bolgesel (site-specific) deoksiriboz bozunmasi
(EDTA’s1z) lizerindeki inhibe edici etkileri degerlendirilmistir. Bununla birlikte, sadece
katesol, pirogallol veya 3-hidroksi-4-karbonil gruplarina sahip olanlarin, pH 5.5'te Fe(lll)'in
kuvvetli kelatlayici ve indirgeyicileri oldugu s6ylenmistir. Ayni fenoliklerin, DNA (bleomisin
yontemiyle) ve deoksiriboz (EDTA’l1 TBARS yontemiyle) oksidatif hasarini arttirdigi, ancak

linolenik asit peroksidasyonunu onledigi sdylenmistir (Moran ve dig., 1997).

Yapilan bir calismada (Fukumoto ve Mazza, 2000) birincil antioksidan aktivitenin

belirlenmesine yonelik yontemler degerlendirilmistir. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve -
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karoten agartma yontemleri kullanilmistir. Anti- ve prooksidan aktivite tayini i¢in bir linoleik
asit emiilsiyon sisteminde Cu(ll)-katalizli malondialdehit {tiretimi, HPLC yontemi ile
belirlenmistir. Sentetik antioksidanlardan (BHA ve BHT) farkli olarak ¢ogu fenolik bilesigin,
diisiik derisimlerde prooksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Anti- ve prooksidan
aktivite degerlendirmesinde, yiizde 100’tin tstiindeki degerler prooksidan, altindaki degerler
ise antioksidan aktiviteyi temsil etmektedir. Elde edilen sonuglara gore, gallik asit,
protokatesuik asit, 3-hidroksibenzoik asit, vanilik asit, sirinjik asit, ellajik asit, kafeik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, klorojenik asit, mirisetin, kuersetin, rutin, kamferol, katesin,
epikatesin, naringenin, siyanidin, siyanidin 3-glikozit, siyanidin 3,5-diglikozit, delphinidin,
malvidin, malvidin 3-glikozit, malvidin 3,5-diglikozit, pelargonidin, pelargonidin 3-glikozit,
pelargonidin 3,5-diglikozit, peonidin, peonidin 3-glikozit, askorbik asit bilesiklerinin

prooksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir.

Cao ve dig. (1997) yaptiklar1 caligmada, ORAC yontemini kullanarak flavonoidlerin
antioksidan ve prooksidan davraniglar1 ile yapi-aktivite arasindaki iliskileri incelemislerdir.
Yontemde ¢ farkli reaktif tiir kullanilmistir. Bunlar sirasiyla, peroksil radikal tireticisi olarak
2,2'-azobis(2-amidino-propan) dihidrokloriir; hidroksil radikali tireticisi olarak Cu(ll)-H2Oz;
gecis metali olarak Cu(II)’dir. Flavon, izoflavon ve flavanon siniflarindan segilen flavonoidler,
peroksil ve hidroksil radikallerine karsi antioksidan etki gosterirken, Cu(ll) varhiginda
prooksidan gibi davranmaktadirlar. Bir flavonoidin antioksidan ve bakir-katalizli prooksidan
aktivitesi, iskelet yapisindaki fonksiyonel hidroksil grup sayisina baglidir. Genel olarak,
hidroksil grubu sayisi arttikga anti- ve prooksidan aktivitenin arttigi sdylenmektedir. Caligilan
bilesikler arasinda 5 pozisyonunda tek hidroksil grubuna sahip olanlarin aktivitesi yokken, 3'
ve 4' pozisyonlarinda dihidroksil grubuna sahip olanlar ise peroksil radikali absorplama
kapasitesi agisindan oldukg¢a 6nemlidir. A ve B halkalar: arasindaki konjugasyon, antioksidan
aktiviteyi etkilememektedir. Buna karsin, bakir-katalizli prooksidan aktiviteyi arttirdig: tespit

edilmistir.

Diyet yoluyla alinan, fenol halkasina sahip polifenolik bilesiklerin prooksidan 6zellik gosteren
fenoksil radikallerini olusturmak suretiyle peroksidaz tarafindan metabolize edilmesi
incelenmistir. Polifenoliklerin GSH varliginda peroksidaz ile metabolize edildigindeki oksijen
aktivasyonu i¢in bulunan katalitik etkinlik sirasi; floretin > floridzin > 4,2'-dihidroksi kalkon >

p-kumarik asit > naringenin > apigenin > kurkumin > resveratrol > izolikuiritigenin > kapsaisin
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> kamferol seklindedir. Askorbat, oksijenle aktivasyon olmaksizin fenoksil radikalleri
tarafindan ko-oksidasyona ugramistir. Katesol halkali polifenolikler de semikinon
radikallerinin bulundugu ortamda askorbatin ko-oksidasyonu saglamaktadir. Askorbat ko-
oksidasyonu i¢in bulunan katalitik etkinligin sirasi; fisetin, luteolin, kuersetin > eriyodiktiol,
kafeik asit, nordihidroguaiaretik asit > katesin > taksifolin, katesol seklindedir. Genelleme
yapilacak olursa; fenol halkasi igeren polifenolik bilesiklerin katesol halkasi icerenlerden daha

fazla prooksidan etki gosterdigi sonucuna varilmistir (Galati ve O’Brien, 2004).

Zheng ve dig. (2008) hidroksisinnamik asitlerin (kafeik asit, klorojenik asit, sinapik asit, ferulik
asit, 3-hidroksisinnamik asit ve 4-hidroksisinnamik asit) jel elektroforezi ile DNA zincir
kirithmi ve etidiyum bromiir yontemiyle floresans dl¢limleri alarak, Cu(Il) varliginda DNA
hasar1 ¢alismiglardir. Orto-dihidroksi grubu (kafeik asit ve klorojenik asit) veya 4-hidroksi-3-
metoksi fonksiyonel grubu (sinapik asit ve ferulik asit) ihtiva eden bilesiklerin DNA hasarinda
bu gruplari icermeyen bilesiklere kiyasla belirgin bir sekilde daha yiiksek aktivite sergiledigi
bulunmustur. Hidroksisinnamik asitler ve Cu(Il) arasindaki elektron transferinin oksidatif
potansiyeli ile DNA hasar1 arasinda yiiksek bir korelasyon bulunmaktadir. Elde edilen
sonuglara gore calisilan bilesiklerin DNA hasar1 siralamasi, kafeik asit > sinapik asit >

klorojenik asit > ferulik asit seklindedir.

Zheng ve dig. (2006) etidiyum bromiir yontemini kullanarak fenolik asitlerin prooksidan
aktivitelerinin tayini i¢in Cu(Il) iyonu varliginda DNA’ya verilen hasar miktar1 lizerine
calismiglardir. Kafeik asit ve klorojenik asit gibi o-dihidroksi gruplar1 veya sinapik asit ve
ferulik asit gibi 4-hidroksi-3-metoksi gruplari ihtiva eden bilesikler DNA hasarinda daha
yiiksek aktivite gostermislerdir. Kontrol olarak fenolik asitler disinda DNA ve diger tiim
aytraglart igeren ¢ozelti %100 floresans, DNA disindaki referans ise sifir floresans olarak
kullanilan yontemde 510 nm’de uyarilma ve 590 nm’de emisyon 6l¢timleri alinmistir. Floresans

miktarinin azalmasi DNA hasar1 olarak 6l¢lilmiistiir.

Samra ve dig. (2011) askorbik asit, kafeik asit, kuersetin, katesin, hesperetin ve bu bilesiklerin
ekimolar ikili karisimlarinin elektrokimyasal davranislarini dongiisel voltametri, antioksidan
etkinliklerini ise luminol-esasli Co(II)-EDTA kemiliiminesanst yontemlerini kullanarak
incelemis ve prooksidan davranislari veya sinerjik etkilerini degerlendirmislerdir. Ozellikle
kuersetin ve katesin arasinda dnemli bir sinerjik oksidasyon goézlenmistir. Kafeik asit-askorbik

asit karisiminin, g¢alisilan tiim bilesikler ve karisimlarin arasinda, en yiiksek prooksidan
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aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Elde edilen diger sonucglara gore, askorbik asit,
kuersetinin antioksidan aktivitesini arttirmis olup katesininkini azaltmistir. Katesin ve kafeik

asitin antagonistik etkileri oldugu tespit edilmistir.

Ahsan ve dig. (1999) kurkumin bilesiginin Cu(Il) varliginda 6zellikle hidroksil radikali olmak
lizere reaktif oksijen tiirleri lireterek DNA zincir kirilimlarii incelemislerdir. Bu baglamda
kurkuminin hem antioksidan hem de prooksidan etkisinin oldugunu bildirmislerdir.
Kurkuminin gesitli biyolojik 6zelliklerinin kimyasal temelini anlayabilmek amaciyla, kurkumin
ile onun dogal olarak olusan iki tiirevi (demetoksikurkumin (dmC) ve bisdemetoksikurkumin
(bdmC)) arasindaki yapi-aktivite iligkileri incelenmistir. Kurkuminin, Cu(Il)’yi indirgeyici ve
DNA kirilimlar1 tepkimelerinde en etkili form oldugu belirtilmistir. U¢ kurkuminoid tarafindan

hidroksil radikali olusma orani benzerlik gostermistir.

Katesin, hesperidin, ferulik asit ve kuersetin olmak tizere dort fenolik bilesigin antioksidan
kapasitesinin in vitro degerlendirilmesi; Cu(ll)-katalizli TBARS yontemi kullanilarak diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu inhibe etme yetenekleri incelenerek
gerceklestirilmistir. Tek baglarina ve gesitli derisimlerde LDL 6rneklerine katkilanan katesin,
hesperidin, ferulik asit ve kuersetin ¢ozeltileriyle yapilan denemeler sonucunda derisime bagl
olarak polifenolik bilesiklerin hem antioksidan hem de prooksidan aktiviteleri oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglara gére katesin ve hesperidin ¢ogunlukla antioksidan aktiviteye
(sirastyla % 51.1 ile % 76.9) sahipken, ferulik asit ve kuersetin ise prooksidan aktiviteye
(swrasiyla % 166.4 ile % 191.8) sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte kuersetinin 2 uM
derisimde antioksidan, 4.3 uM derisimde prooksidan aktiviteye sahip oldugunu ve sentetik

karisimlarin aktivitelerinin toplamsal olmadigini ifade etmektedirler (Cirico ve Omaye, 2006).

Askorbik asit ve gallik asitin prooksidan aktivitesinin tayini i¢in Fe(IIl)-katalizli deoksiriboz
oksidasyonu olglimiine dayanan bir yontemin kullanildigi ¢alismada (Yen ve dig., 2002),
derisimin artmasiyla bu iki bilesigin indirgeme giiciiniin arttig1 belirtilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, askorbik asit ve gallik asitin sirasiyla, 0.82 mM ve 0.6 mM derisimlerde (%
14.8 ve % 28.8 DNA hasarina tekabiil eden) maksimum DNA hasari sergileyerek prooksidan
etki gosterdigi ifade edilmistir. Askorbik asit ve gallik asitin prooksidan aktivitelerinin, metal
kelatlayic1 6zelliklerinden ziyade giiclii indirgeme giiciine sahip olmalarindan kaynaklandigi

belirtilmistir.
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Yapilan baska bir ¢alismada (Huang ve Frankel, 1997), yaglarda meydana gelen konjuge dien
hidroperoksit Ol¢iimii esasina dayanan bir yontemle, katesin, epikatesin, epigallokatesin,
epikatesin gallat ve epigallokatesin gallat bilesiklerinin anti- ve prooksidan aktiviteleri
incelenmistir. Referans bilesik olarak gallik asit kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore yag-
su emiilsiyon sisteminde tiim ¢ay katesinleri ile gallik asidin 5 ve 20 uM derisimlerde

hidroperoksit tiretimini arttirarak prooksidan etki gosterdigi belirlenmistir.

Magnani ve dig. (2000) pirogallol yontemiyle fenolik bilesiklerin antioksidan ve prooksidan
aktivitelerini tayin etmislerdir. Her bir % inhibisyon, SOD kalibrasyon dogrusu kullanilarak
mmol L SOD esdegeri cinsinden tekrar hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore pozitif
sonuclar antioksidan aktivite, negatif sonuclar ise prooksidan aktivite olarak ifade edilmistir.
Her bilesigin antioksidan aktivitesi SOD’nin pirogallole olan etkisi ile karsilagtirilmistir. Kolay
ve tekrarlanabilir bir yontem olmasina ragmen pirogallol yontemi fizyolojik pH’da

calismamakta, alkali ortamda ¢alismaktadir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZLAR

Bu tez ¢aligmasinda; kimyasal maddelerin ve bitki 6rneklerinin tartimi igin Shimadzu marka
ATX224 model analitik terazi, tartilan kimyasallarin ¢6ziinmesi veya ekstraksiyon islemleri
icin Bandelin Sonorex model ultrasonik banyo, inkiibasyon ¢ozeltilerinin karigtirilmasinda
Select marka girdap karistirici, ¢ozeltilerin pH’sinin belirlenmesinde Inolab marka pH7110
model pH-metre, yumurta aki proteinlerinin ¢oktiiriilerek ayirilmasi islemi i¢in Electromag
marka M4812PIl model santrifiij, inkiibasyon ¢ozeltilerinin karistirilmasi i¢in Biosan marka
Multi Bio RS-24 model rotator, absorbans Olglimiinde Varian Cary 1E UV-—goriiniir alan
spektrofotometresi ve 6l¢iim yapmak igin 1 ¢ift 1 cm 1s1ma yoluna sahip Hellma kuartz kiivet

kullanilmustir.

3.2 KIMYASAL MADDELER

Kullanilan kimyasal maddeler: (—) epikatesin (ECAT) ve klorojenik asit (CLA): Sigma
(Steinheim, Germany); neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) (Nc) ve kuersetin (QUE):
Aldrich (Steinheim, Almanya); sodyum dihidrojen fosfat dihidrat, 2,4-dinitrofenilhidrazin
(DNPH), (+) katesin (CAT) hidrat, gallik asit (GA), askorbik asit (AA), metanol (MeOH),
etanol (EtOH), asetik asit ve hidroklorik asit: Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya); bakir(Il)
stilfat, ferrozin (5,6-difenil-3-(2-piridil)-1,2,4-triazin-4',4"-disiilfonik asit mono sodium tuzu)
ve mirisetin (MYR): Fluka (Buchs, Switzerland); kalsiyum Kloriir ve amonyum demir(III)
stilfat: Merck (Darmstadt, Almanya); amonyum asetat, sodyum asetat trihidrat ve disodyum
hidrojen fosfat: Riedel-de Haén (Steinheim, Almanya). Kullanilan kimyasal maddeler analitik
safliktadir.

3.3.COZELTILERIN HAZIRLANMASI

Bakar(II) siilfat ¢ozeltisi, 10 M olacak sekilde 0.0125 g tartim alinip distile su ile ¢6ziilmesinin

ardindan hacmi 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Fosfat tamponu (NaH2PO4/Na;HPQO4), pH 7.4 olacak sekilde 0.2 M’lik primer ve sekonder

fosfat ¢ozeltileri ile hazirland.
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Amonyum asetat (NHsAc) tamponu, 1.0 M (pH 7.0) olacak sekilde gerekli tartim alinip distile

su ile ¢ozilerek hazirlandi.

Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) (Nc) ¢ozeltisi, 7.5x10° M olacak sekilde 0.078 g

tartim aliip etanolde ¢oziildiikten sonra 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

Asetat tamponu (CH3COOH/CH3COONa), pH 5.5 olacak sekilde 0.2 M’lik asetik asit ile

sodyum asetat ¢ozeltileri kullanilarak hazirlandi.

Demir(Il) ¢ozeltisi, 2.0x10° M derisim icin gerekli tartim alindiktan sonra distile suda

¢oziildi, 1 mL 1.0 M HCl ilave edildi ve hacmi distile suyla 50 mL’ye tamamlandi.

Ferrozin ¢dzeltisi, 1.0x102 M derisim icin gerekli tartim alindiktan sonra distile suda ¢oziildii,

1 mL 1.0 M HCl ilave edildi ve hacmi distile suyla 50 mL’ye tamamlandi.

Calisilan fenolik bilesiklerin 10 M’Iik stok ¢ozeltileri, kuersetin ve mirisetin harig distile suda
hazirland1. Kuersetin ve mirisetin stok ¢ozeltileri 3x1073 M olacak sekilde %50 EtOH/H20 (v/v)

¢Oziicii karisiminda ¢oziilerek hazirlandi.

DNPH ayrac1 ¢ozeltisi, 1.0x102 M olacak sekilde metanolde, ¢oziinene kadar isitilarak

hazirlandi.

Kalsiyum kloriir ¢ozeltisi, 0.1 M olacak sekilde gerekli tartim alinip distile suda ¢oziilerek
hazirlandi.

3.4.CALISILAN ORNEKLER

3.4.1.Sentetik Karisimlar

Sentetik ikili antioksidan karigim c¢ozeltileri son derisimleri, asagida goriildiigii sekilde

hazirlandi.
Karigim 1: 0.4 mM ECAT + 0.2 mM CLA
Karisim 2: 4.0 mM AA + 0.1 mM GA

Karisim 3: 4.0 mM AA + 0.1 mM CAT
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3.4.2.Gercek Ornekler

Aktardan temin edilen, adagayi (Salvia officinalis), yesil cay (Camellia sinensis), mercankosk
(Origanum majorana) ve nane (Mentha) bitkilerinden hazirlandi. Sifali bitki 6rnekleri, her bir
bitki tiirlinden 1 g tartim alinarak 10 mL distile suda 15 dk siiresince, oda sicaklifinda,
ultrasonik banyoda bekletmek suretiyle ekstrakte edildi. Ust faz dekante edilip ekstraksiyon
islemi sirasiyla 10 mL ve 5 mL olmak iizere 2 kere daha tekrar edildi. Toplamda 45 dakikalik
ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen slipernatantlar birlestirilip analiz 6ncesinde 0.45 um-
gozenek capli GF/PET (glass fiber/polictilen tereftalat) mikrofiltreden siiziilerek kullanildi.
Ekstraktlar genellikle taze hazirlanmasina karsin gerektiginde kullanilmak tizere —20 °C’de

muhafaza edildi.

3.5.PROTEIN ESASLI KATI PROOKSIDAN SENSORUNUN HAZIRLANMASI

Hem yapisindaki proteinler, hem de ucuz ve kolay bulunan bir malzeme olmasi nedeniyle
prooksidan aktivite dl¢iimiinde kullanilacak kati biyosensoriin hazirlanmasinda yumurta aki
tercih edildi. Yumurta akinda bulunan baslica proteinler; ovalbumin (% 54), ovotransferrin (%
12), ovomucoid (% 11), lizozim (% 3.5) ve ovomucin (% 3.5)’dir. Ovalbumin yapisinda, 4
serbest tiyol (-SH) grubu (sistein, Cys) ve bir disiilfir bagi (Cys74-Cys121) bulunmaktadir
(Abeyrathne ve dig., 2013). Proteinler, kalsiyum kloriir ile ¢oktiiriilerek ¢oziinmeyen bir
kalsiyum proteinat kompleksi elde edildi. Sensoriin hazirlanmasinda, Dhara’nin (2005)
caligmasi1 referans alindi. Fakat, Al’un prooksidan rolii (Exley, 2004) ve flavonoidlerle
kompleks olusturdugu (Pe¢kal ve Pyrzynska, 2014) bilindiginden, AI(NOz)3 yerine CaCl;
kullanilarak proteinler ¢oktiiriildii. Sekil 3.1°de gosterildigi gibi oOncelikle yumurta aki
sarisindan tamamen ayrilarak behere alindi ve son hacim 50 mL olacak sekilde ditile su ilave
edildi. Karistm homojen hale gelene kadar manyetik karistiricida 500 rpm hizda karistirildi.
Karigimin tizerine, pH’1 1.0 M NaOH ¢ozeltisi ile 9,5’a ayarlanmig olan, 100 mL distile su
eklenmesinin ardindan damla damla 50 mL 0.1 M CaCl; ¢ozeltisi ilave edildi. Karisim, 2 saat
oda kosullarinda bekletildikten sonra 1 saat siireyle, 100 °C’de 1sitildi. Bu siirenin sonunda
olusan Ca-proteinat ¢okeltisi siizge¢ kagidindan siiziilerek ayrildi ve kalsiyum ¢ozeltisi
kalintilar1 ortamdan uzaklasana kadar birkag kez distile suyla yikandiktan sonra agikta

kurumaya birakildi. Kurumus protein ¢okeltisi (protein yapida kati prooksidan sensorii),



38

havanda ogiitiildii, 710 pm boyutunda elekten gecirilerek kullanima hazir hale getirildi.
Hazirlanan sensor, -20 °C’de saklandiginda birkag¢ ay silireyle dayanikliligini muhafaza

etmektedir.

Sekil 3.1: Protein yapisinda prooksidan sensorii hazirlanisi.

1- Yumurta akinin sarisindan ayrilmasi, 2- pH’1 9,5 olan 100 mL distile su ilavesi, 3- 50 mL 0.1 M
CaCl; ¢ozeltisi ilavesi, 4- Iki saat oda kosullarinda bekletme, 5- 1 saat 100 °C’de 1sitma, 6- 1 giin
stireyle agikta kurutma, 7- Havanda 6giitme.

3.6.UYGULANAN PROOKSIDAN AKTIiVITE TAYIN YONTEMLERi

3.6.1.Biyosensor Esash Cu(ll)-Neokuproin Yontemi

Anabilim dalimizda gelistirilen ve CUPRAC (bakir(II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite)
adiyla literatiire kazandirilan toplam antioksidan aktivite (TAK) yontemi (Apak ve dig., 2004)
ayiract Cu(II)-Nc, prooksidan aktivite tayini i¢in protein yapisinda kat1 biyosensor esasli
spektrofotometrik bir yontem gelistirilmesinde kullanildi. Bu yontem proteinin tiyol gruplarina
baglandig1 diisiiniilen bakir iyonunun (protein-Cu(I)) neokuproin ile olusturdugu Cu(I)-Nc

kelatinin 450 nm’de absorbansinin 6l¢lilmesi esasina dayanmaktadir.
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Sekil 3.2: Protein-esasli sensor kullanilarak Cu(IT)-Nc¢ yontemi ile toplam prooksidan aktivite tayini.

Yontemin uygulanist su sekildedir; bir santrifiij tiipline 50 mg protein yapisindaki kati
prooksidan sensérii tartildi. Uzerine 1 mL pH 7.4 fosfat tamponu, 1 mL Cu(Il) ¢dzeltisi, I mL
cesitli derisimlerdeki fenolik bilesik ¢ozeltisi veya sifali bitki ekstrakti ilave edildi ve hacmi
distile suyla 4 mL’ye tamamlandi. Cozelti karigimlar1 vortekste karistirildiktan sonra 30 dk
stiresince rotatorde karistirilarak inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda tiipler 2 dk 5000 rpm hizda
santrifiij edilerek ¢okelti ve sulu faz ayrildi. Sulu faz dekante edilip ortamdan ayrildiktan sonra
sensor 3 defa 5’er mL distile su ile yikandi. Prooksidan sensorii lizerine 1 mL Nc ¢ozeltisi, 1
mL NHsAc tamponu (pH 7.0) ve 2 mL distile su ilave edildi. Karisimlar vorteks ile karistirilip,
rotatorde, oda sicakliginda 20 dk siire ile inkiibe edildi. Bu slirenin sonunda karisimlar, GF/PET
mikrofiltre kullanilarak siiziildii ve 6rnek haricindeki tiim ¢ozeltileri i¢eren referansa karsi, 450

nm’de absorbanslar 6lgiildii (Sekil 3.2).

Fenolik bilesiklerin prooksidan aktivitelerini belirlemek i¢in 0.25 ile 2500 uM arasinda genis
bir derisim araliginda calisildi. Kat1 biyosensor kullanimina dayanan yontemin uygulanmasi
sonucunda, c¢alisilan bilesiklerin, 2.50 uM derisimin {izerinde prooksidan aktivite gosterdigi
belirlendi. Biyosensor esasli Cu(ll)-Nc yontemiyle 6lgiilen absorbans degerleri ile derisim
arasinda ¢izilen kalibrasyon egrilerinden dogru denklemleri, korelasyon katsayilari, dogrusal

calisma araliklar1 belirlendi.
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3.6.2.Biyosensor Esash Fe(III)-Ferrozin Yontemi

Anabilim dalimizda gelistirilmis olan ve demir(lll) indirgeyici antioksidan kapasite adiyla
literatiire kazandirilan TAK yontemi (Berker ve dig., 2010) ayiract Fe(Ill)-Fz, prooksidan
aktivite tayini igin protein yapisinda kati biyosensor esashi spektrofotometrik bir yontem
gelistirilmesinde kullanildi. Bu yontem, protein yapisina ozellikle oksijen ve azot iizerinden
baglandig1 diisiiniilen (Ilari ve dig., 2000) demir(Il) iyonunun ferrozin ile olusturdugu Fe(II)-

Fz kelatinin 562 nm’de absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

PhOH + Fe(IIT)
Fe(Il)-Ferrozin
A (562 nm)
PEI‘I‘OZU

Y Al

f‘{q_.‘ -

fﬁ —Fel &g
. o B
ET CaCl, - e 3
o G oltirme

i % Protein =) Protein-Fe! o Protein Hasan

)

ROS

Sekil 3.3: Protein-esasl sensor kullanilarak Fe(IIT)-Fz yontemi ile toplam prooksidan aktivite tayini.

Yontemin uygulanmasi su sekildedir; bir santrifiij tiipiine 50 mg protein yapisindaki kati
prooksidan sensérii tartildi. Uzerine 2 mL pH 5.5 asetat tamponu, 1 mL Fe(III) ¢ozeltisi, 1 mL
cesitli derisimlerdeki antioksidan ¢o6zeltisi veya sifali bitki ekstrakti ilave edildi (Vson= 4 mL).
Cozelti karisimlart vortekste karistirildiktan sonra 30 dk siiresince rotatdrde karistirilarak
inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda tiipler 2 dk 5000 rpm hizda santrifiij edilerek ¢okelti ve sulu
faz ayrildi. Sulu faz dekante edilip ortamdan ayrildiktan sonra sensér, 3 defa 5’er mL distile su
ile yikandi. Prooksidan sensorii lizerine 1 mL ferrozin ¢6zeltisi, 2 mL asetat tamponu (pH 5.5)
ve 2 mL distile su ilave edildi. Karisimlar vorteks ile karistirildiktan sonra rotatdrde, oda

sicakliginda, 30 dk siire ile inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda karigimlar, GF/PET mikrofiltre
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kullanilarak siiziildii ve 6rnek haricindeki tiim ¢ozeltileri iceren referansa karsi 562 nm’de

absorbanslari olgtildi (Sekil 3.3).

Fenolik bilesiklerin prooksidan aktivitelerini belirlemek i¢in 0.25 ile 2500 uM arasinda genis
bir derisim araliginda calisildi. Kat1 biyosensor kullanimina dayanan yontemin uygulanmasi
sonucunda, calisilan bilesiklerin, 2.50 uM derisimin lizerinde prooksidan aktivite gosterdigi
belirlendi. Biyosensor esasli Fe(lll)-Fz yontemiyle Olgiilen absorbans degerleri ile derisim
arasinda ¢izilen kalibrasyon egrilerinden dogru denklemleri, korelasyon katsayilari, dogrusal

calisma araliklar1 belirlendi.

3.6.3.Modifiye Karbonil Tayini Yontemi

Karbonil tayini yontemi, proteinin yapisinda bulunan ve oksidatif hasar sonucunda ac¢iga ¢ikan
karbonil gruplarinin, 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile olusturduklari
dinitrofenilhidrazonlarin (DNP), 370 nm’de absorbanslarinin dl¢iilmesi esasina dayanmaktadir
(Levine ve dig., 1994). Tez calismas1 kapsaminda, kat1 protein esash sensor kullanildigindan

yontem modifiye edilerek {trikloroasetik asit (TCA) ile ¢oktiirme yapilmadan} kullanildi.

Yontemin uygulanmasi su sekildedir; bir santrifiij tiipiine 50 mg protein yapisindaki kati
prooksidan sensérii tartildi. Uzerine 1 mL pH 7.4 fosfat tamponu, 1 mL Cu(Il) ¢dzeltisi, 1 mL
cesitli derisimlerdeki fenolik bilesik ¢ozeltisi veya sifal1 bitki ekstrakti ve 1 mL DNPH ayiraci
ilave edildi (Vson= 4 mL). Cozelti karisgimlari, vortekste karistirildiktan sonra 30 dk siiresince
rotatorde karigtirilarak inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda, karisimlar GF/PET mikrofiltre
kullanilarak siiziildii ve 6rnek haricindeki tiim cozeltileri igeren referansa karst 370 nm’de

absorbanslari 6l¢iildii.

Karbonil tayini yontemiyle 6l¢iilen absorbans degerleri ile derisim arasinda ¢izilen kalibrasyon

egrilerinden dogru denklemleri, korelasyon katsayilari, dogrusal ¢alisma araliklar1 belirlendi.

Bu yontem Cu(Il) iyonlar1 yerine Fe(III) iyonlar1 kullanilarak da uygulandi. Bir santrifiij tliptine
50 mg protein yapisindaki kat1 prooksidan sensorii tartildi. Uzerine 1 mL pH 5.5 asetat
tamponu, 1 mL Fe(IIl) ¢ozeltisi, I mL ¢esitli derisimlerdeki fenolik bilesik ¢ozeltisi ve 1 mL
DNPH ayiraci ilave edildi (Vson=4 mL). Cozelti karigimlari, vortekste karistirildiktan sonra 30

dk siiresince rotatorde karistirilarak inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda, karisimlar GF/PET
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mikrofiltre kullanilarak siiziildii ve 6rnek haricindeki tiim ¢ozeltileri i¢ceren referansa karsi 370

nm’de absorbanslar1 6lgiildii.
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4. BULGULAR

4.1 KATI BIYOSENSOR HAZIRLANMASI ISLEMININ OPTIMiZASYONU

Yiiksek lisans tez calismamda (Kondakg¢t ve dig., 2013), yumurta aki ¢dzeltisini kullanarak
prooksidan aktivite dl¢limii i¢in spektrofotometrik bir yontem gelistirmistik. Bu ¢alismada ise
tiyol gruplari iceren yumurta akin1 kullanarak protein yapisinda kati bir prooksidan sensorii
hazirlamay1, dolayisiyla prooksidan aktivite 6l¢limii i¢in kullanilabilecek dayanikli bir yap1 elde
etmeyi hedefledik. Yumurta aki, hem kolay temin edilebilmesi hem de tiyol gruplar1 i¢ermesi

acisindan, boyle bir ¢calisma i¢in ¢ok avantajli bir malzemedir.

Kat1 sensoriin hazirlanmasi i¢in AlClz, CaClz, EtOH ve TCA ile ¢oktiirme gibi farkli protein
¢oktiirme teknikleri denendi. Aliiminyum klortir ile ¢oktiirerek hazirlanan protein sensoriiniin
kullanildig1 ¢alismalarda, tutarsiz sonuglar alindi. Al’un prooksidan rolii oldugu (Exley, 2004)
ve flavonoidlerle kompleks olusturma yatkinligi bulundugu (P¢kal ve Pyrzynska, 2014) da
dikkate alinarak bu yontemden vazgecildi. Etil alkolle ¢oktiirme isleminde elde edilen protein,
elastik bir yapiya sahip oldugundan toz haline getirilemedi. Bu nedenle bu teknik de
kullanilamadi. TCA ile ¢oktiiriilen protein toz haline getirilebildi, fakat hazirlanan sensoriin
duyarliligr oldukga diisiik bulundugundan bu teknikten de vazgecildi. Dayanikli olmasi ve
tekrarlanabilir sonuglar vermesi nedeniyle sensoriin hazirlanmasinda CaCl. ile ¢oktiirme
teknigi tercih edildi. Bu amacla, Dhara’nin (2005) calismasi referans alindi fakat protein
¢oktiirme islemi, yukarida agiklamis oldugumuz nedenlerden dolay1, AI(NO3z)3 yerine CaClz ile
gergeklestirildi.

4.2.0PTIMUM INKUBASYON SURELERININ BELIRLENMESI

4.2.1.Biyosensor Esash Cu(IT)-Neokuproin Yontemi i¢in Siire Calismasi

Fosfat tamponlu (pH 7.4) ortamda, 50 mg protein iizerine ECAT (0.25 mM), AA (2.5 mM) ve
QUE (0.025 mM) gozeltilerinden biri ilave edilerek her bir antioksidan bilesik igin birinci ve
ikinci inkiibasyon siireleri optimize edildi. Yontem prosediiriinde bahsedilen linci inkiibasyon;
Cu(II)’nin protein ve antioksidan karisimlarinda Cu(I)’e indirgenmesi ve proteine baglanmasi
icin gerekli siireyi, 2nci inkiibasyon ise proteine baglanan Cu(l)’in neokuproinin alkollii

¢ozeltisi ile Cu(Nc)2" halinde koparilmasi igin gereken siireyi ifade etmektedir. Her iki
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inkiibasyon stiresinin belirlenebilmesi i¢in biri sabit tutulmak kaydiyla 5-60 dk araliginda farkl
siirelerde Ol¢timler alindi, sonuclar Sekil 4.1 A ve B’de gosterildi. Sekilde goriildiigii gibi
yontemin uygulandigi 3 antioksidan bilesik i¢in de, Inci inkiibasyon siiresi 30 dk, 2nci

inkiibasyon siiresi 20 dk olarak belirlendi.

Birinci inkiibasyon A

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

Absorbans

0,2

0,1

5 10 15 20 30 40 60
Siire (dakika)

e=fe==0.25 mM ECAT ®=25mMAA  ===0.025 mM QUE

ikinci inkiibasyon B

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbans

20 30 40 60
Siire (dakika)

(6]
=
o
=
wv

e=e==0.25 mM ECAT =25 mMAA  ===0.025 mM QUE

Sekil 4.1: Biyosensor esasli Cu(II)-Nc yonteminin inkiibasyon siireleri optimizasyonu.

{(A)’da ikinci inkiibasyon siiresi 30 dk, (B)’de birinci inkiibasyon siiresi 30 dk} (n=3).
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4.2.2 Biyosensor Esash Fe(l11)-Ferrozin Yontemi icin Siire Calismasi

Asetat tamponlu (pH 5.5) ortamda, 50 mg protein iizerine ECAT (0.25 mM) veya GA (0.25
mM) c¢ozeltilerinden biri ilave edilerek her bir antioksidan bilesik i¢in birinci ve ikinci
inkiibasyon siireleri optimize edildi. Her iki inkiibasyon siiresinin belirlenebilmesi igin biri sabit
tutulmak kaydiyla 5-60 dk araliginda farkli siirelerde Olgtimler alindi. Sekil 4.2 A ve B’de
gorildiigli gibi her iki inkiibasyon i¢in de optimum siire 30 dk olarak belirlendi. Bir 6nceki

calismada kullanilan QUE ve AA bu yonteme cevap vermedikleri i¢in kullanilamadilar.

Birinci inkiibasyon A
1
0,8
w ﬂ
T 06
O
P
o
8 04
<0
0,2
0
0 10 20 30 40 50 60 70
Siire (dakika)
0.25 mM ECAT —#—0.25mM GA
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Ikinci inkiibasyon B
1
08
[%2]
S 06
o
1.
3
o 04
<
0,2
0
0 10 20 30 40 50 60 70
Siire (dakika)
0.25 mM ECAT —#—0.25mM GA

Sekil 4.2: Biyosensor esasli Fe(Ill)-Ferrozin yonteminin inkiibasyon stireleri optimizasyonu.

{(A)’da ikinci inkiibasyon siiresi 30 dk, (B)’de birinci inkiibasyon siiresi 30 dk} (n=3).

43.UYGULANAN PROOKSIDAN AKTIVITE TAYIN YONTEMLERININ
ANALITIK PERFORMANSLARI

Standart bilesik olarak secilen ECAT ile biyosensor esasli Cu(IT)-Nc ve Fe(lll)-Fz yontemleri
ile modifiye karbonil tayini yontemi i¢in hesaplanan, belirtme sinir1 (LOD), tayin sinir1 (LOQ),
giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik (%RSD) degerleri gibi analitik performans verileri
Tablo 4.1°de verildi. Cesitli antioksidan bilesiklerin (ECAT, CAT, GA, AA, CLA ve QUE),
biyosensor esaslt Cu(ll)-Nc ve Fe(lll)-Fz yontemleri ile modifiye karbonil tayini yontemine
gore molar derisim-absorbans arasinda cizilen grafiklerinden faydalanarak elde edilen
kalibrasyon dogru denklemleri, korelasyon katsayilari (r) ve dogrusal ¢alisma araliklar1 Tablo
4.2°de gosterildi. Biyosensor esasli Cu(IT)-Nc ve Fe(lll)-Fz yontemleri ile elde edilen
korelasyon katsayilar1 (r) ve dogrusal ¢aligma araliklariyla modifiye karbonil tayini yontemiyle
elde edilen sonuglar olduk¢a farkli bulundu. Bu durumun yontemlerin farkh
mekanizmalarindan ileri geldigi diistiniilmektedir. Yukarida adi gecen yontemlerin ¢alisilan
bilesiklere uygulanmasi sonucu elde edilen ve bilesiklerin derisimine bagli olarak absorbans

degisimini gosteren grafikler de Sekil 4.3-9’da goriilmektedir. Fe(lll) iyonu varliginda
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gergeklestirilen modifiye karbonil tayini denemeleri, tekrarlanabilen sonuglar vermedigi, ayni
zamanda dalgaboyu kaymalar1 da olustugu i¢in bu yontem bulgulari, sadece Cu(ll) iyonu

varliginda belirlenen degerlerdir.

Hava ortaminda (yani Oz varliginda) Cu(II) ¢6zeltileri, Haber-Weiss dongiisiiyle belirli kosullar
altinda stiperoksit anyonu ve hidroksil radikalleri gibi reaktif tiirler iiretebilir (Gunther ve dig.,
1995). Bu tiirler, antioksidanlar ile Cu(ll) tepkimeye girdikten sonra ¢ozeltide olusabildigi gibi
protein-Cu(I) komplekslerinin (bir "kafes" benzeri sistemde) yakininda da olusabilir (Cabiscol
ve dig., 2000). Sonug olarak, protein karbonilleri, her iki ROS saldirisi tiirii altinda olusabilir.
Bu nedenle, protein karbonil iiretiminin azaltilmasi ile antioksidan aktivite testi, muhtemelen
antioksidan bilesiklerin ROS siipiirme aktivitesinin bir sonucudur. Buna karsilik protein
sensoriine uygulanan biyosensor esasli Cu(II)-Nc yontemi, yalnizca 'mevkiye 0zgil' (site
spesific) hasar 6l¢iistidiir, yani proteine bagli Cu(l)’den kaynaklanmaktadir. Benzer bir davranig
Fe(IIT) i¢in de beklendi fakat bulgular, bazi bilesikler i¢in (AA, MYR ve QUE) beklenenden
farkliydi. Literatiirde polifenolik bilesiklerin Fe(IIl) ve Cu(Il) gibi metalleri, Fe(Il) ve Cu(l)’e
indirgeyerek serbest radikaller olusturduklart ve bunun sonucunda protein ve DNA oksidatif

hasarina neden olduklar1 belirtilmistir (Hajji ve dig., 20006).

Yapilan bir ¢calismada, flavonoidlerin metal kelatlama 6zellikleri incelenmis ve bu bilesiklerin
bakir metalini indirgeme giiciiniin demirinkinden daha gii¢lii oldugu ifade edilmistir (Mira ve
dig., 2002). Olgiimlerin elektrosprey iyonizasyon-kiitle spektrometrisi (ESI-MS) ile
gerceklestirildigi ¢alismada, demir ve ¢esitli flavonoidlerin pH < 5.5 civarinda, 1:1 ve 1:2
oranlarinda (metal/flavonoid) kompleks yapilar olusturdugu tespit edilmistir. Ozellikle QUE ile
MYR bilesiklerinin olusturdugu kararli komplekslerin 4-okso ve 3- ya da 5-hidroksil gruplari
arasinda oldugu belirtilmistir. Bagka bir caligmada ise (Verdan ve dig., 2011), flavonoidlerin
Fenton reaksiyonunu (Fe?* + H.0, — Fe3* + OH- + *OH) engelleyerek demir iyonlar: kaynakli
DNA hasarim1 6nledigi belirtilmistir. Bu calismada, flavonoidlerden olan QUE ve MYR
bilesiklerinin demir iyonlartyla pH 6’da olusturduklar1 kompleksler incelenmis ve bu
bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin metal iyonlarmi baglamalarindan ileri geldigi ifade
edilmistir. QUE ve MYR’in Fe(Ill) iyonlar: ile 3-hidroksi-4-keto veya 5-hidroksi-4-keto
lizerinden baglanabildiginin belirtildigi calismada degerlendirmeler, UV-goriiniir bolge
spektrometrisi ile yapilmistir. AA’in (flavonoidler kadar olmasa bile) Fe(lll) ile kompleks

olusturabildigi bilgisi de literatlirde yer almaktadir (Khan ve Martell, 1967; Keypour ve dig.
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1986). Bu degerlendirmeler, Tablo 4.2 ve Sekil 4.3’teki Fe(IlI) iyonlar1 varliginda AA, MYR
ve QUE i¢in prooksidan aktivite l¢iimii yapilamamasini agiklamaktadir. Modifiye karbonil
tayini yontemi, Cu(Il) katalizli prooksidan aktivite Ol¢limii i¢in kullanilabilirken Fe(III)
varliginda anlamli sonuglar elde edilemedi. Normalde karbonil tayin yontemi bazik pH’ta
uygulandigi i¢in sorunun pH kaynakli olabilecegi diisliniildii. Ayrica bir ¢alismada (Tien ve
dig., 1999), karbonil gruplarinin olusumunda Cu(II) iyonlarinin Fe(III) iyonlarindan daha etkili
oldugu da belirtilmistir.

Tablo 4.1: Biyosensor esasli Cu(I)-Nc ve Fe(lll)-Fz yontemleri ile modifiye karbonil tayini
yonteminin, ECAT standardi kullanilarak belirlenmis analitik parametreleri.

Dogru denklemi® A=3472c+0.142 A=3264c-0.015

Parametre Biyosensor esasli Biyosensor esasli Modifiye karbonil
Cu(Il)-Nc yontemi  Fe(ll)-Fz yontemi tayini yontemi

Lineer aralik (uM) 12.5-150 25-250 50.0 - 250

LOD (uMm)? 1.2 0.5 3.0

LOQ (uM)® 4.0 1.8 10.0

A=1394 c +0.270

Korelasyon katsayisi (r) 0.9907 0.9999 0.9944
Giin i¢i kesinlik?, % RSD 2.8 1.9 4.3
Giinler aras1 kesinlik9, % RSD 3.2 1.9 5.1

21L.OD =3sy / m (m kalibrasyon dogrusunun egim degeri ve sp koriin standart sapmasidir)
bLOD= 10sp / m

¢ Absorbans (A) ve derisim (c, mol L) arasindaki dogrusal esitlik

¢0.25 mM ECAT igin (n=3).
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Tablo 4.2: Calisilan antioksidan bilesiklerin biyosensor esasli Cu(I)-Nc¢, biyosensor esasli Fe(IlT)-Fz
ve modifiye karbonil tayini yontemlerine gore elde edilen dogru denklemi, korelasyon
katsayisi (r) ve dogrusal aralik (uM) degerleri.

Dogrusal aralik
Bilesik Dogru denklemi NIRRT s
katsayist (r) (LM)
A =3472c+0.142% r =0.9907 12.5-150
ECAT A =3264c—0.015" r =0.9999 25— 250
A=1394c+0.270° r =0.9944 50.0 — 250
A=2295c +0.201* r = 0.9996 25.0- 250
CAT A =2918 ¢ + 0.035° r =0.9999 25-125
A=2043c+0.411° r =0.9577 7.5—100
A=1789 c + 0.225% r =0.9996 25.0-175
GA A =4052 c —0.037° r = 0.9999 25-125
A =1447c+0.313° r=0.9737 25.0 -250
A =1250c + 0.209* r = 0.9996 25.0 - 250
CLA A = 4498 ¢ - 0.046" r =0.9999 25-125
A =2067 c + 0.498° r =0.9807 2.5-175
A =142 c + 0.068? r =0.9998 250 — 2500
AA - - -
A=1110c + 0.535° r=0.9193 12.5 - 500
A =5080c + 0.035* r =0.9853 25-225
QUE - - -
A =29365c - 0.091° r =0.9515 2.5-225
A =711 c + 0.0042 r =0.9997 25.0-175
MYR - - -
A=371c+0.230° r =0.9880 750-3000

2 Biyosensor esasli Cu(Il)-Nc yontemi

® Biyosensér esash Fe(I11)-Fz yontemi

¢ Modifiye karbonil tayini yontemi
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BCu(ll)-Nc OFe(lll)-Ferrozin @ Karbonil ECAT
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Sekil 4.3: ECAT i¢in biyosensor esasli Cu(Il)-Nc, Fe(l11)-Fz ve modifiye karbonil tayini yontemleri
ile elde edilen derisim-absorbans grafigi.

BCu(ll)-Nc  OFe(Ill)-Ferrozin @ Karbonil CAT

0,8 I +
06 0 0

Absorbans
H_|

0,4

|

025 25 75 15 25 44 50 75 100 125 150 175 250 2500
Derisim (uM)

Sekil 4.4: CAT igin biyosensor esasli Cu(II)-Nc, Fe(l11)-Fz ve modifiye karbonil tayini yontemleri ile
elde edilen derisim-absorbans grafigi.
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BCu(ll)-Nc  OFe(lll)-Ferrozin @ Karbonil GA
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Sekil 4.5: GA i¢in biyosensor esasli Cu(Il)-Nc, Fe(l11)-Fz ve modifiye karbonil tayini yontemleri ile
elde edilen derisim-absorbans grafigi.

B Cu(ll)-Nc  OFe(lll)-Ferrozin @ Karbonil CLA
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Sekil 4.6: CLA i¢in biyosensor esasli Cu(II)-Nc, Fe(l11)-Fz ve modifiye karbonil tayini yontemleri ile
elde edilen derisim-absorbans grafigi.
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ECu(ll)-Nc = Karbonil QUE
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Sekil 4.7: QUE i¢in biyosensor esasli Cu(II)-Nc ve modifiye karbonil tayini yontemleri ile elde edilen
derisim-absorbans grafigi.

ECu(ll)-Nc = Karbonil MYR

1,4 I
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Sekil 4.8: MYR i¢in biyosensor esasli Cu(Il)-Nc ve modifiye karbonil tayini yontemleri ile elde edilen
derigim-absorbans grafigi.



53

B Cu(ll)-Nc = Karbonil AA
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Sekil 4.9: AA igin biyosensdr esasli Cu(II)-Nc ve modifiye karbonil tayini yontemleri ile elde edilen
derigsim-absorbans grafigi.

Calisilan bilesiklerin biyosensor esasli Cu(l1)-Nc ve Fe(l11)-Fz yontemleri ile modifiye karbonil
tayini yontemine gore elde edilen molar absorplama katsayilar1 bakimindan bilesiklerin

siralamasi asagidaki gibidir:
QUE > ECAT > CAT > GA > CLA > MYR > AA, CLA > GA > ECAT > CAT
ve QUE > CLA > CAT > GA > ECAT > AA>MYR

Cu(I1)-Nc ve modifiye karbonil tayini yontemlerinde QUE en giiglii prooksidan iken MYR ve
AA en zayif olarak bulunmustur (Tablo 4.2). QUE, etkili antioksidan davranig igin B-
halkasindaki orto-dihidroksi (katesol) yapisi, 2nci ve 3ncii karbon atomlar1 arasindaki ¢ifte bag
(C halkasinda 4ncii karbon atomunda keto grubu olusturan ve radikalin B halkasinda elektron
delokalizasyonunu arttiran), C ve A halkalarindaki 3ncii ve Snci pozisyondaki hidroksil gruplart
(maksimum radikal siipiirme potansiyeli i¢in gerekli olan) gibi tim gerekliliklere sahip
oldugundan cesitli antioksidan yontemlerinde en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip olmasi
beklenmektedir. Diger taraftan, Tablo 4.2’de goriildiigii izere Cu(Il)—Cu(I) rediiksiyonunu
takiben protein hasar1 olusturabilen reaktif tiirlerin {iretilmesi esasina dayanan bir prooksidan
aktivite testinde, QUE gibi giiglii bir antioksidanin en etkili prooksidan (Cao ve dig., 1997;
Kondakg1 ve dig., 2013) oldugu da gorilmektedir.
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Daha 6nceki ¢alismamizda (Kondake1 ve dig., 2013) oldugu gibi, biyosensor esasli Cu(I1)-Nc
yonteminde de CAT ve ECAT benzer etkiler gosterirken, AA’in en diisiik prooksidan aktiviteye
sahip oldugu belirlendi. Bununla birlikte, bu ¢alismada 6nceki bulgumuzun aksine, QUE'nin
prooksidan aktivitesi, CAT ve ECAT'nin aktivitesinden ¢ok daha yiiksek bulundu. Bu bulgu,
flavonollerin bakir katalizli prooksidan aktivitelerinin, ayni sayida hidroksil grubuna sahip
flavononlara kiyasla daha yiiksek olabilecegi iddiasiyla uyumludur (Cao ve dig., 1997). Tablo
4.2’deki veriler gostermektedir ki, modifiye karbonil tayini yontemi biyosensor esasli Cu(Il)-
Nc yonteminden daha yiiksek kayim degerleri ve daha diisiik korelasyon katsayilarina sahiptir.
Biyosensor esasli Fe(Ill)-Fz yontemine gore ise en giiglii prooksidan etki CLA i¢in belirlendi.
Bu yontemle QUE, MYR ve AA bilesikleri igin, yukarida agikladigimiz olaylar (Khan ve
Martell, 1967; Keypour ve dig. 1986) nedeniyle anlamli sonuglar elde edilemediginden diger
yontemlerle karsilastirma yapmamiz miimkiin olmadi. Daha az sayida bilesige (CLA, GA,

ECAT ve CAT) cevap veren bu yontemin avantaji, kayim degerlerinin ¢ok diisiik olmasidir.

Biyosensor esasli Cu(IT)-Nc yontemi bulgularina gére ECAT, CAT, GA, CLA, QUE ve MYR,
2.5 uM derisimin iizerinde prooksidan aktiviteye sahipken, AA 0.25 mM derisimin {izerinde
prooksidan etki gosterdi. Fe(lll)-Fz yontemi ile ECAT, CAT, GA ve CLA bilesikleri igin,
Cu(I)-Nc¢ yontemine benzer sekilde, 2.5 uM derisimin {izerinde prooksidan aktivite 6lgiildii.
Modifiye karbonil tayini yontemi ile genis bir derisim araliginda absorbans degerlerinin

neredeyse sabit kaldig1 ve sadece ¢ok yiiksek derisimlerde 6nemli bir artis oldugu gézlendi.

Literatiirde, antioksidan bilesiklerin anti- ve prooksidan aktivite sergiledikleri gesitli derisim
degerleri bulunmaktadir. QUE bilesiginin prooksidan aktivitesinin tayini i¢in Cu(ll)-katalizli
LDL oksidasyonunun Olgiilmesi esasina dayanan TBARS yontemi kullanilmis ve 2 pM
derisimde antioksidan aktiviteye, 4.3 uM derisimde prooksidan aktiviteye sahip oldugu rapor
edilmistir (Cirico ve Omaye, 2006). AA ve GA’in prooksidan aktivitesini belirlemek igin
Fe(lll)-katalizli ~ deoksiriboz oksidasyonunun Ol¢iimii yapilan g¢alismada bu bilesiklerin
sirastyla 0.82 mM ve 0.6 mM derisimlerde prooksidan etki gosterdigi ifade edilmistir (Yen ve
dig., 2002). Yapilan baska bir ¢alismada yaglarda meydana gelen konjuge dien hidroperoksit
Ol¢limil esasina dayanan bir yontemle CAT ve ECAT 1in 5 ve 20 uM derigsimlerde prooksidan
etki gosterdigi ifade edilmistir (Huang ve Frankel, 1997).

Biyosensor esasli Cu(II)-Nc ve modifiye karbonil tayini yontemleri ile biyosensor esasli Cu(Il)-

Nc ve Fe(lll)-Fz yontemlerinin istatistiksel karsilastirilmasi i¢in, ECAT standardi ve 5 kat
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seyreltilmis adagay1 ekstraktinin toplam prooksidan aktiviteleri (TPA), her bir yontem i¢in
belirlenen ECAT dogru denklemleri kullanilarak ECAT esdegeri cinsinden hesaplandi. Tablo
4.3 ve 4.4’te verilen F-testi sonuglarina gore biyosensor esaslt Cu(II)-Nc ile modifiye karbonil
tayini yontemlerinin ve biyosensor esasli Cu(II)-Nc ile Fe(lll)-Fz yontemlerinin kesinlikleri

arasinda % 95 giivenilirlik araliginda, 6nemli bir farkliligin olmadigi goriildii.

Tablo 4.3: ECAT standardi ile 5 kat seyreltik adagay1 ekstraktinin, biyosensor esasli Cu(Il)-Nc ve
modifiye karbonil tayini yontemleri ile belirlenmis TPA (mg ECAT L7) degerlerinin
istatistiksel olarak karsilastirilmasi (% 95 giivenilirlik araliginda).

Srmek O Biyosensor esasl Modifiye karbonil
Cu(lIl)-N¢ yontemi tayini yontemi
ECAT Ornek sayi1s1 5 5
standard1 Ortalama 105.0 58.1
Standart sapma 19 2.8
Varyans 3.7 7.6
Serbestlik derecesi 4
Fhesaplanan 3.1
Frritik 6.4
Adagay1 Ornek sayis1 5 5
ekstrakt1 Ortalama 142.8 135.9
Standart sapma 1.8 3.3
Varyans 3.2 11.2
Serbestlik derecesi 4
Fhesaplanan 34

Frritik 6.4
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Tablo 4.4: ECAT standardi ile 5 kat seyreltik adagay1 ekstraktinin, biyosensor esasli Cu(Il)-Nc ve
Fe(I11)-Fz yontemleri ile belirlenmis TPA (mg ECAT L) degerlerinin istatistiksel olarak
karsilastirilmasi (% 95 giivenilirlik araliinda).

Ornek S Biyosensor esaslt Biyosensor esasl
Cu(ll)-Nc yontemi Fe(ll)-Fz yontemi
ECAT Ornek sayi1st 5 5
standardi Ortalama 105.0 56.9
Standart sapma 1.9 1.7
Varyans 3.7 3.0
Serbestlik derecesi 4
Fhesaplanan 1.21
Frritik 6.4
Adacay1 Ornek sayis1 5 5
ekstrakti Ortalama 142.8 255.4
Standart sapma 1.8 2.9
Varyans 3.2 8.6
Serbestlik derecesi 4
Fhesaplanan 2.7
Frritik 6.4

4.4 SENTETIK KARISIMLARIN TOPLAM PROOKSIDAN AKTIVITELERI

Caligilan bilesiklerin, derisimleri dogrusal ¢alisma araliklarina uygun olacak sekilde segilerek
hazirlanmis ikili karisim g¢ozeltilerinden 1’er mL alinarak biyosensor esasli Cu(ll)-Nc ve
modifiye karbonil tayini yontemleri uygulandi ve karisimlarin TPA degerleri (deneysel ve
teorik) mM ECAT esdegeri olarak hesaplanarak sonuglar Tablo 4.5’te 6zetlendi. Sentetik
karisim ¢ozeltilerinin beklenen prooksidan aktiviteleri, kendi dogru denklemlerinden bulunan
absorbans degerleri kullanilarak elde edilen mM ECAT esdegeri cinsinden derisimlerinin
toplanmasi suretiyle hesaplandi. Belirlenen sonuglara gore sentetik karisimlarin prooksidan
aktiviteleri her iki yontem i¢in de ¢cogunlukla beklenenden diisiik olmakla birlikte (toplamsal
olmamasi beklenen bir sonugtur) gelistirilen Cu(ll)-Nc yontemi ile elde edilen deneysel ve
teorik veriler birbiriyle daha uyumlu bulundu. AA’in prooksidan aktivite 6l¢timi Fe(II)-Fz
yontemi ile gergeklestirilemediginden sadece Karisim 1 (0.4 mM ECAT + 0.2 mM CLA)’e bu
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yontem uygulandi. Beklenen TPA (mM ECAT) degeri, 0.64 iken deneysel deger, 0.43+0.02
olarak bulundu. Karisim 1’in biyosensor esasli Fe(Ill)-Fz yontemi ile belirlenen TPA degeri,

Cu(I)-Nc¢ yontemindeki gibi beklenenden diisiiktiir.

Tablo 4.5: Calisilan bilesiklerin ikili sentetik karigimlarinin deneysel olarak bulunan ve teorik olarak
beklenen mM ECAT esdegeri cinsinden TPA degerleri.

Biyosensor esasl Modifiye karbonil
Cu(lIl)-Nc yontemi tayini yontemi
Ornek Bulunan TPA? Beklenen TPA  Bulunan TPA? Beklenen TPA
Karigim 1 0.48+0.01 0.55 2.39+0.03 1.38
Karigim 2 0.17 £0.02 0.18 1.53+£0.03 4.17
Karigim 3 0.15+0.02 0.21 1.27 £0.03 4.49

2Ortalama deger + standart sapma (SD) (n=3).

Tablo 4.5’te goriildiigii gibi karisimlarda genel olarak antagonistik etkiler baskindir. Tepkime
ortaminda olusan Cu(l), protein tiyollerine yiiksek bir komplekslesme sabitiyle baglandigi igin,
Cu(Ill) indirgeme potansiyeli termodinamik olarak fenolik bilesiklerin oksidasyonu igin
gerekli diizeye ylikselmektedir (Cu(Il) formuna nazaran Cu(I) formunun segici stabilizasyonu
nedeniyle). Antioksidanlarin Cu(ll)’yi indirgemesi ve Cu(l)-protein baglanmasindan olusan
birlesik tepkime temelde bir elektron transferi (ET) tepkimesidir. Bu tepkimeler, kismen
yiikseltgenmis bir semikinon radikali ile yiikseltgenmemis bir fenolik (6rnegin; Ar-O'... HO-
Ar formunda) arasindaki hidrojen bagi olusumu sirasinda proteine bagli Cu(I) etrafinda yigilma
meydana gelmesi ve test edilen antioksidan karisimin elektron transfer siirecini yavaslatmasi
gibi sebeplerle antagonistik olarak etkilenebilir. Bir diger olasilik, Cu(Il)’yi sadece redoks
potansiyeli daha uygun olan antioksidanin indirgemesi ve digerinin Cu(ILI) rediiksiyon
siirecine karigmamasidir. Bu durumlar antioksidan karigimlarin antagonistik davranislarini
aciklayabilir. Benzer olaylar Fe(Ill) iyonlar1 varliginda da miimkiin olmakla birlikte, Fe(II)
iyonlarinin proteine baglanmasi bakirdan farkli olarak oksijen ya da azot atomlar {izerinden
miimkiin olabilmektedir (Ilari ve dig., 2000). Ayrica, ortamda olusan Fe(Il) iyonlarmin bazi
flavonoidlerle (QUE ve MYR gibi) kompleks olusturdugu bilindiginden proteine
baglanamadigi da diisiiniildii (Verdan ve dig., 2011; Mira ve dig., 2002).
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4.5.BAZI SIFALI BITKILERIN TOPLAM PROOKSIDAN AKTIVITELERI

Gelistirilen sensor kullanilarak ger¢ek Orneklerin prooksidan aktivitelerinin belirlenmesinde
adagay1, yesil cay, nane ve mercankosk bitkilerinden hazirlanan ekstraktlar (infiizyon
¢ozeltileri) kullanilmistir. Literatiirde, bahsedilen bitkisel inflizyonlarin 6nemli fenolik
bilesenlerinin, adagayinda; vanilik asit, kafeik asit, rozmarinik asit, luteolin glikozidi, kuersetin
ve kamferol (Kaliora ve dig., 2014; Atoui ve dig., 2005), nanede; kafeik asit, rozmarinik asit,
eriyodiktol, luteolin ve apigenin glikozidi (Atoui ve dig., 2005), yesil cayda; katesin, epikatesin,
epigallokatesin-3-gallat, kuersetin glikozidi, kamferol ve mirisetin (Atoui ve dig., 2005; Pekal
ve dig., 2012), mercankdskte; protokatesuik asit, sirinjik asit, gallik asit, p-kumarik asit, ferulik
asit, kafeik asit, sinapik asit, rozmarinik asit, katesin, epikatesin, kamferol ve kuersetin (Kaliora
ve dig., 2014) olarak belirlendigi bildirilmektedir.

Yesil ¢ay, nane, ada ¢ay1 ve mercankdsk inflizyon c¢ozeltileri bitki drneklerinin hazirlanmasi
boliimiinde anlatildig1 sekilde hazirlandiktan sonra 1:2-1:100 (v/v) araliginda farkli oranlarda
seyreltilerek biyosensor esasli Cu(II)-Nc ve Fe(lll)-Fz yontemleri ile modifiye karbonil tayini
yontemi uygulanmistir. Her {i¢ yontemin uygulanmasi sonucu belirlenen TPA degerleri mM
ECAT esdegeri olarak Sekil 4.10 A, B ve C’de goriilmektedir. Sekil 4.10 A’da goriildigii tizere
yiiksek seyrelme oranlarinda azalmakta olan TPA degerleri diisiik seyrelme oranlarinda
artmaktadir. Bu egilim, bitki ekstraktlarinin antioksidan 6zelliklerinin daha yiiksek derisimlerde
tekrar giiclenebilecegi seklinde agiklanabilir. Bu nedenle polifenolik bilesiklerin prooksidan
aktiviteleri, incelenen bitkiye bagl olarak kisith bir derisim bélgesi ile siirlandiriimalidir.
Fakat modifiye karbonil tayini sonuglar1 bu hipotezi desteklememistir (Sekil 4.10 C). Ciinkii
bitki ekstraktlarinin TPA degerleri artan seyreltme oranlar1 ile azalma egilimi sergilemis ve
pratik olarak bitki tiirline bagl olarak belirli bir oranin {izerinde degisiklik géstermemistir. Bu
durum Sekil 4.3-9°da gozlenen davranmiglara olduk¢a benzer olup, polifenolik bilesiklerin
ve/veya onlar igeren bitki ekstraktlarinin genis derisim araliginda prooksidan aktivite 6l¢limii

icin modifiye karbonil tayini yonteminin ¢ok uygun olmadigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.10: Farkli oranlarda seyreltilen bitki ekstraktlarinin, biyosensor esasli Cu(II)-Nc (A) ve Fe(ll1)-
Fz (B) yontemleri ile modifiye karbonil tayini (C) yontemine gore hesaplanmig TPA (mM
ECAT) degerleri.
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Sekil 4.10'daki verilere dayanarak; bahsedilen bitkisel ekstraktlarin biyosensor esasli Cu(II)-Nc
(A) ve Fe(ll)-Fz (B) ile modifiye karbonil tayini (C) yontemleri igin hesaplanan TPA degerleri
sirastyla; yesil cay icin 13.80, 6.0, 9.15; adagay1 i¢in 2.42, 4.60, 4.84; mercankosk igin 3.20,
5.00, 6.70 ve nane i¢in 0.45, 3.30, 4.00 mM ECAT olarak belirlendi. Calisilan bitki 6rneklerinin
TPA degerleri, her ii¢ yontemle de dogrusal olarak degisim gosterdigi bolgeden secgilen
seyrelme orani dikkate alinarak mM ECAT esdegeri cinsinden hesaplandi. Her {i¢ yontemle
belirlenen degerlerin birbirinden farkli bulunmasi, yontemlerin farkli mekanizmalarinin olmasi
(6zellikle karbonil tayini yonteminde) ve cevap verdikleri bilesiklerin farkli olmasi ile
aciklanabilir. A ve B grafiklerini (Sekil 4.10) karsilastirdigimizda Fe(Ill)-Fz yonteminin
duyarliligmin daha yiiksek oldugu goriilmektedir ve bunun sonucu olarak bu yontemle
belirlenen TPA degerleri, Cu(II)-Nc yontemine gore daha yiiksek bulundu (yesil ¢ay harig). Bu
sonuglar, yontemde ECAT i¢in belirlenen dogru denkleminde, kayim degerinin ¢ok kiiciik
olmasi ile de iligkilendirilebilir. Fakat bu yontem, QUE, MYR ve AA bilesiklerinin prooksidan
aktivitesini 6l¢mek i¢in kullanilamadigindan, bitki ekstraktlarinin, dolayisiyla igerdikleri
antioksidan bilesiklerin, TPA dgerlerinin belirlenmesinde Cu(Il)-Nc¢ yonteminin daha uygun

olacagi sonucuna varildi.

Biyosensor esasli Cu(ll)-Nc ve Fe(lll)-Fz yontemlerinin geri kazanim degerlendirmesi,
seyreltilmis bitki ekstraktlarina ECAT bilesiginin iki derisimde (0.10 ve 0.20 mM) katkisinin
yapilmasi suretiyle gerceklestirildi (Tablo 4.6 ve 4.7). Istatistiksel veriler (eklenen, beklenen ve
bulunan degerler) mM ECAT esdegeri cinsinden Tablo 4.6 ve 4.7’de verildi. Elde edilen geri
kazanim degerlerinin (seyreltme oranlari dikkate alinarak) % 100'e yakin bulunmasi,
polifenolik bilesikleri igeren bitki drneklerinin TPA degerlerini belirlemek i¢in biyosensor
esasli Cu(II)-Nc ve Fe(lll)-Fz yontemlerinin uygun oldugunu goéstermekle birlikte Fe(l11)-Fz
yonteminin 6nemli antioksidan bilesiklere (QUE, MYR ve AA) yanit vermedigi hatirlandiginda
Cu(l1)-Nc¢ yonteminin bitkisel kaynakli gidalarda prooksidan aktivite dl¢limii igin daha uygun

oldugu sdylenebilir.
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Tablo 4.6: Farkli seyreltiklikteki bitki ekstraktlarina ECAT katkist yapilmasi sonucunda, biyosensor
esasli Cu(Il)-Nc yontemi ile belirlenmis % geri kazanim (mM ECAT esdegeri) degerleri.

Geri
Eklenen Beklenen Bulunan
Bitki ekstrakti kazanim %RSD
(mM) (mM) (mM)?
(%)
1:10 seyreltik adagay1 - - 0.16+0.01 - 2
0.10 0.26 0.27+0.01 104 2
0.20 0.36 0.4040.01 111 2
1:20 seyreltik yesil cay - - 0.44+0.01 - 1
0.10 0.54 0.52+0.02 96 3
0.20 0.64 0.61+0.01 95 2
1:10 seyreltik nane - - 0.24+0.01 - 2
0.10 0.34 0.3440.01 100 2
0.20 0.44 0.46+0.01 104 2
1:20 seyreltik - - 0.53+0.01 - 1
mercankdsk 0.10 063  0.65+0.02 103 2
0.20 0.73 0.7510.02 103 2

2Ortalama deger + Standart sapma (SD) (n=3).
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Tablo 4.7: Farkli seyreltiklikteki bitki ekstraktlarina ECAT katkis1 yapilmasi sonucunda, biyosensor
esasli Fe(Il)-Fz yontemine ile belirlenmis % geri kazanim (mM ECAT esdegeri) degerleri.

Geri
Eklenen Beklenen Bulunan R.S.D.
Bitki Ekstrakt: kazanim
(mM) (mM) (mM)? (%)
(%)
1:10 seyreltik adagay1 - - 0.46+0.01 - 2
0.10 0.56 0.57+0.01 102 2
0.20 0.66 0.65+0.01 98 2
1:10 seyreltik yesil cay - - 0.53+0.01 - 2
0.10 0.63 0.62+0.01 98 2
0.20 0.73 0.7240.01 99 1
1:10 seyreltik nane - - 0.34+0.01 - 3
0.10 0.44 0.45+0.01 102 2
0.20 0.54 0.53+0.01 98 2
1:10 seyreltik - - 0.52+0.01 - 2
mercankdsk 0.10 062  0.61£0.01 98 2
0.20 0.72 0.71+0.01 99 1

0rtalama deger + Standart sapma (SD) (n=3)
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5. TARTISMA VE SONUC

Biyolojik sistemlerdeki metabolik tepkimeler sirasinda, ROS, RNS, RSS gibi iiriinler
olusabilmekte ve lipit, protein, DNA gibi biiyiikk molekiillii hiicre bilesenlerine zarar
vermektedir. Serbest radikallerin zararl etkilerini engellemek iizere organizmada, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir (Halliwell, 2008). Ancak
bazi durumlarda mevcut antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin etkisini tamamen
Onleyemez ve oksidatif gerilim olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikar. Oksidatif gerilim,
organizmadaki prooksidan ve antioksidan dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir.
Prooksidanlar, biyolojik makromolekiillerde oksidatif hasara sebep olan ve bunun sonucunda
cesitli patolojik olaylara ya da hastaliklara yol agan toksik maddelerdir. Modern tip bir yandan
hastaliklarin tedavisinde yeni se¢enekler arastirirken bir yandan da saglikli bir yasam siirdiirme
ve hastaliklar1 6nleme alaninda yogun ¢alismalar yapmaktadir. Bu baglamda, serbest radikal
olusumunun ve antioksidan kapasitenin belirlenmesi s6z konusu hastaliklara yakalanma riskini
azaltmak {lizere antioksidan diyet uygulanmasi ve/veya ila¢ kullanimi agisindan 6nemli
olmaktadir. Dolayisiyla, biyoaktif maddelerin yapilarima ve bulunduklar1 kosullara gore
antioksidan/prooksidan davranislarinin anlasilmasi son derece onemlidir (Laguerre ve dig.,
2007).

Dogal kaynakli antioksidanlar tahillarda, baklagillerde, meyvelerde, sifali bitkilerde ve bitki
kaynakli iceceklerde bol miktarlarda bulunurlar. Fenolik bilesikler ile C vitamini meyve ve
sebzelerde bol bulunan dogal antioksidanlardir. Antioksidan 6zellige sahip bilesikler sagliga
yararl etkiler gostermelerine karsin bazi1 kosullar (gecis metali iyonlar1 ve bunlarin derigimi,
O2 vb.) altinda prooksidan davranis gosterebilmektedirler (Rietjens ve dig., 2002). Yapilan
caligmalarda, flavonoidlerin ge¢is metal iyonu varliginda prooksidan etkiye sahip oldugu

kanitlanmistir (Childs ve dig., 2001; Hanif ve dig., 2008).

Daha 6nceki bir galismamizda (Kondake1 ve dig., 2013), i¢erdigi proteinlerde tiyol (-SH) grubu
bulunan yumurta aki ¢ozeltisi kullanilarak, ¢esitli polifenolik bilesiklerin, C ve E vitaminlerinin
ve bazi sifali bitki ekstraktlarinin Cu(Il) katalizli prooksidan aktivitelerini 6lgmek amaciyla
spektrofotometrik bir yontem gelistirilmisti. Bu yontem, antioksidanlarla Cu(I)’e indirgenen ve
proteine baglanan Cu(I)’in neokuproin (Nc) ayiraci ile olusturdugu kelatin 450 nm’deki

absorbansinin 6l¢iimiine dayanmaktaydi. Bu tez ¢alismasinda ise 6zellikle bitkisel drneklerde
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bol miktarda bulunan ve bugiine kadar antioksidan 6zelligiyle one ¢ikan fenolik bilesiklerin
metal katalizli {Cu(II) ve Fe(Ill)} prooksidan aktivitelerinin 6l¢limii i¢in protein yapisinda kati
bir prooksidan sensorii hazirladik ve basit kolorimetrik yontemler gelistirdik. Bir &nceki
calismadan farkli olarak, yumurta aki ¢0zeltisi yerine yumurta akindan hazirladigimiz,
dayanikli ve tekrarlanabilir sonuglar veren protein yapisinda kati bir biyosensor kullandik.
Sensériin  hazirlanmasinda, ¢esitli protein ¢oktiirme yontemlerini denedik ve CaCl, ile
coktliirmenin kararli ve tekrarlanabilir sonuglar vermesi nedeniyle uygun oldugunu gordiik.
Polifenoller ve bitki orneklerinin Cu(Il)- ve Fe(lll)-katalizli prooksidan aktivitelerini
hazirladigimiz kat1 biyosensorii kullanarak, bakir i¢in Nc, demir i¢in Fz ayiraglar1 yardimiyla
Olctiik. Prooksidan aktivitesi incelenecek bilesikleri; GA (hidroksibenzoik asit), CLA
(hidroksisinnamik asit), CAT, ECAT (flavanol), QUE, MYR (flavonol), AA (fenolik olmayan

antioksidan) gibi farkli antioksidan ve polifenol siiflarini temsil edecek sekilde sectik.

Gelistirilen yontemlerin esasi, antioksidan bilesiklerin Cu(Il) iyonlarin1 Cu(I)’e, Fe(III)
iyonlarin1 Fe(Il)’ye indirgemesi (es zamanli ROS agiga c¢ikmasi) ve olusan Cu(l) veya
Fe(Il)’nin kat1 biyosensore baglanmasina dayanmaktadir. Antioksidanlarin prooksidan
davraniglarinin bir gostergesi olan proteine bagli-Cu(l), 450 nm'de neokuproin (Nc); proteine
bagli-Fe(Il) ise 562 nm’de ferrozin (Fz) ayiraclar1 kullanilarak kolorimetrik olarak tayin edildi.
Prooksidan aktivitesi incelenen bilesiklerin ikili sentetik karisimlarinin ve bitki 6rneklerinin
(adagayi, yesil cay, nane ve mercankdsk) ekstraktlarinin TPA degerleri mM ECAT esdegeri

cinsinden hesaplandi.

Proteinler, oksidatif hasarin baglica hedefleri olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif gerilimin
proteinlerde neden oldugu oksidasyon sonrasi peroksitler ve protein karbonilleri meydana gelir.
Protein oksidasyonunun {iriinii olan karbonil gruplar1 Alzheimer hastaligi, diyabet, inflamatuar
kemik hastalig1, artrit gibi bazi hastaliklarda bir belirte¢ olarak goriilmektedir (Chevion ve dig.,
2000). Bu nedenle, hazirlamis oldugumuz protein yapisindaki biyosensorde, prooksidan etki
sonucu agiZa cikabilecek karbonil gruplarmi belirlemek amaciyla modifiye karbonil tayini

yontemini kullandik ve yine mM ECAT esdegeri olarak TPA degerlerini hesapladik.

Biyosensor esasli Cu(Il)-Nc ve Fe(lll)-Fz yontemleri ile modifiye karbonil tayini yontemi
bulgulariin istatistiksel degerlendirilmesi, LOD ve LOQ degerleri, giin i¢i-giinler arasi
tekrarlanabilirlik ve F-testi gibi analitik performans verilerine gore yapildi. Elde edilen

sonuglar, biyosensor esasli Cu(Il)-Nc ve Fe(lll)-Fz yontemlerinin TPA 6lgiimii igin
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kullanilabilecegini gosterdi. Bu yontemlerin en Onemli avantajlari, diisiik maliyetli, kati
biyosensoriin kullanimina uygun olmalar1 ve fazla miktarlarda hazirlanabilen biyosensoriin

uzun siire kullanilabilmesidir.

Gelistirilen biyosensor esaslt Cu(Il)-Nc yonteminin birinci ve ikinci inkiibasyon asamalarinin
optimum siireleri, ECAT (0.25 mM), AA (2.5 mM) ve QUE (0.025 mM) bilesikleri kullanilarak
gerceklestirildi. Yontemin uygulandigi 3 antioksidan bilesigi i¢in de ortak olarak, Inci
inkiibasyon stiresi 30 dk, 2nci inkiibasyon siiresi 20 dk olarak belirlendi (Sekil 4.1. A).

Biyosensor esasli Fe(Ill)-Fz yonteminin birinci ve ikinci inkiibasyon agsamalariin optimum
inkiibasyon siireleri, ECAT (0.25 mM) ve GA (0.25 mM) bilesikleri kullanilarak belirlendi.
QUE yonteme cevap vermedigi i¢in kullanilamadi. Elde edilen sonuglara goére her iki

inkiibasyon i¢in de optimum siire, 30 dk olarak belirlendi (Sekil 4.1. B).

Farkli antioksidan ve polifenol siniflarin1 temsil edecek sekilde segilen fenolik bilesiklerin
hangi derisimlerde prooksidan aktivite gosterdigini belirlemek i¢in 0.25 ile 2500 uM arasinda
genis bir derisim aralifinda calisildi. Cu(Il) ve Fe(Ill) katalizli prooksidan aktivite dl¢imii
sonucu elde edilen verilere gore 2.50 uM derisimin iizerinde bu etkinin daha belirgin oldugu
goriildi. Calisilan bilesiklerin, biyosensor esasli Cu(Il)-Nc ve Fe(lll)-Fz yontemleri ile
modifiye karbonil tayini yontemine gore elde edilen molar absorplama katsayilariin siralamasi

asagida verildigi gibidir:
QUE > ECAT > CAT > GA>CLA > MYR > AA, CLA > GA > ECAT > CAT
ve QUE > CLA > CAT > GA > ECAT > AA>MYR

Gelistirilen biyosensor esasli Cu(ll)-Nc yonteminin esasi; polifenolik bilesikler tarafindan
ortamdaki serbest bakir(Il) iyonlarmin bakir(I)’e indirgenerek proteine baglanmasi ve
inkiibasyon tiriiniine neokuproin (Nc)-amonyum asetat (NHsAc) karigimi ilave edilerek Cu()-
Nc kelatinin olusturulmasina dayanmaktadir. Olusan Cu(I)-Nc kelatinin 450 nm’de
absorpsiyonu dlgiilerek polifenolik bilesiklerin prooksidan aktiviteleri tayin edildi. Prensipte,
calisilan bilesikler, Cu(II) iyonlarin1 Cu(I)’e indirger ve a¢iga ¢ikan Cu(I) bir yandan Fenton-
tipi tepkimelere neden olurken diger yandan kismen hasar gérmiis proteinlerin —SH gruplarina
kuvvetli kovalent baglarla baglanir. Ayn1 zamanda ortamda olusan serbest radikaller protein

gibi biyolojik makromolekiillere saldirarak, oksidatif hasara sebep olurlar. Yani protein hasari
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hem c¢ozeltide olusan hem de proteine baglanan (mevkiye 6zgii) Cu(I)’in ROS iiretiminden
kaynaklanir. Bunun sonucunda, polifenolik bilesik miktarinin artisiyla radikal olusumu
artacagindan, prooksidan aktivite miktarinda artis gézlenmesi beklenir (Kondakei, E., 2011).

Elde edilen sonuglar da bu agiklamay1 destekler niteliktedir.

Biyosensor esasli Fe(Il)-Fz yonteminin esast ise fenolik bilesikler tarafindan ortamdaki serbest
Fe(III) iyonlarinin demir(Il)’ye indirgenmesi ve olusan Fe(II) iyonlarinin proteine baglanmasi
sonucunda, ferrozin ayiraci ve asetat tamponu (CH3COOH/CH3COONa) ilave edilerek Fe(ll)-
Fz kelatinin olusturulmasina dayanmaktadir. Olusan Fe(Il)-Fz kelatinin 562 nm’de
absorpsiyonu Olciilerek calisilan bilesiklerin prooksidan aktiviteleri tayin edildi. Yapilan bir
calismada, flavonoidlerin metal kelatlama ozellikleri incelenmis ve bu bilesiklerin bakir
tuzlarini indirgeme giicliniin demirinkinden daha gii¢lii oldugu ifade edilmistir (Mira ve dig.,
2002). Olgiimlerin  elektrosprey — iyonizasyon-kiitle — spektrometrisi  (ESI-MS) ile
gerceklestirildigi calismada, demir ve c¢esitli flavonoidlerin pH < 5.5 civarinda, 1:1 ve 1:2
oranlarinda (metal/flavonoid) kompleks yapilar olusturdugu tespit edilmis ve 6zellikle QUE ile
MYR bilesiklerinin olusturdugu kararli komplekslerin 4-0kso ve 3- ya da 5-hidroksil gruplari
arasinda oldugu belirtilmistir. Bagka bir ¢alismada ise (Verdan ve dig., 2011), flavonoidlerin
Fenton reaksiyonunu (Fe?* + H,02 — Fe3* + OH- + "OH) engelleyerek demir iyonlar1 kaynakli
DNA hasarim1 6nledigi belirtilmistir. Bu calismada, flavonoidlerden olan QUE ve MYR
bilesiklerinin demir iyonlariyla pH 6’da olusturduklari kompleksler incelenmis ve bu
bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin metal iyonlarmni baglamalarindan ileri geldigi ifade
edilmistir. QUE ve MYR’in Fe(Ill) iyonlar1 ile 3-hidroksi-4-keto veya 5-hidroksi-4-keto
lizerinden baglanabildiginin belirtildigi calismada degerlendirmeler, UV-goriiniir bolge
spektrometrisi ile yapilmustir. Biitlin bu degerlendirmeler, ¢alismamizda gozlemledigimiz QUE
ve MYR icin Fe(Ill)-katalizli prooksidan aktivite Ol¢limii gergeklestirilememesini
aciklamaktadir. AA’in Fe(IIl) ile kompleks olusturabildigi bilgisi de literatiirde yer almaktadir
(Khan ve Martell, 1967; Keypour ve dig. 1986).

Biyosensor esasli Cu(Il)-Nc yontemi bulgularina géore ECAT, CAT, GA, CLA, QUE ve MYR,
2.5 uM derisimin iizerinde prooksidan aktiviteye sahipken, AA 0.25 mM derisimin iizerinde
prooksidan etki gosterdi. Fe(Ill)-Fz yontemi ile ECAT, CAT, GA ve CLA bilesikleri i¢in,

Cu(I)-Nc¢ yontemine benzer sekilde, 2.5 uM derisimin iizerinde prooksidan aktivite dl¢iildii.
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Modifiye karbonil tayini yontemi ile genis bir derisim araliginda absorbans degerlerinin

neredeyse sabit kaldig1 ve sadece ¢ok yliksek derisimlerde 6nemli bir artis oldugu gézlendi.

Literatiirde, antioksidan bilesiklerin anti- ve prooksidan aktivite sergiledikleri ¢esitli derigim
degerleri bulunmaktadir. QUE bilesiginin prooksidan aktivitesinin tayini i¢in Cu(II)-katalizli
LDL oksidasyonunun olgiilmesi esasina dayanan TBARS yontemi kullanilmis ve 2 uM
derisimde antioksidan aktiviteye, 4.3 uM derisimde prooksidan aktiviteye sahip oldugu rapor
edilmistir (Cirico ve Omaye, 2006). AA ve GA’in prooksidan aktivitesini belirlemek i¢in
Fe(l1)-katalizli deoksiriboz oksidasyonunun 6l¢iimii yapilan ¢aligmada bu bilesiklerin sirasiyla
0.82 mM ve 0.6 mM derisimlerde prooksidan etki gosterdigi ifade edilmistir (Yen ve dig.,
2002). Yapilan baska bir ¢aligmada yaglarda meydana gelen konjuge dien hidroperoksit 6l¢iimii
esasina dayanan bir yontemle CAT ve ECAT’mn 5 ve 20 uM derisimlerde prooksidan etki
gosterdigi ifade edilmistir (Huang ve Frankel, 1997).

Biyosensor esasli Cu(II)-Nc ve modifiye karbonil tayini yontemleri ile biyosensor esaslt Cu(Il)-
Nc ve Fe(lll)-Fz yontemlerinin istatistiksel karsilagtirtlmasi i¢in, ECAT standardi ve 5 kat
seyreltilmis adagay1 ekstraktinin toplam prooksidan aktiviteleri (TPA), her bir yontem icin
belirlenen ECAT dogru denklemleri kullanilarak ECAT esdegeri cinsinden hesaplandi. Tablo
4.3 ve 4.4’te verilen F-testi sonuglarina gore biyosensor esasli Cu(IT)-Nc ile modifiye karbonil
tayini yontemlerinin ve biyosensor esasli Cu(Il)-Nc ile Fe(lll)-Fz yontemlerinin kesinlikleri

arasinda % 95 giivenilirlik araliginda, 6nemli bir farkliligin olmadig: goriilmektedir.

Calisilan bilesiklerin ikili sentetik karisimlarina biyosensor esasli Cu(II)-Nc ve modifiye
karbonil tayini yontemlerinin uygulanmasi sonucunda belirlenen TPA (mM ECAT ekivalenti)
degerleri, her iki yontem i¢in de beklenenden diisiik olmakla birlikte 6nerilen yontem ile elde
edilen verilerin daha yakin oldugu goriildii. Bu durum, prooksidan aktivite degerlerinin
toplamsal olmadig1 sonucunu ortaya koymaktadir ki bu durum literatiirde de belirtilmistir. Bir
calismada (Cirico ve Omaye, 2006), tek basina prooksidan aktivite gdsteren bilesiklerin
birarada bulunduklarinda, derisimlerine ve yapilarina da bagl olarak, antioksidan etki
gosterebildikleri belirtilmistir. AA’in prooksidan aktivite ol¢iimii Fe(Ill)-Fz yontemi ile
gerceklestirilemediginden sadece Karisim 1 (0.4 mM ECAT + 0.2 mM CLA)’e yontem
uygulandi. Beklenen TPA (mM ECAT) degeri, 0.64 iken deneysel deger, 0.43+0.02 olarak

bulundu.
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Adagayi, yesil cay, nane ve mercankdsk bitkilerinin toplam prooksidan aktivitelerinin tayini
icin farkli oranlarda seyreltilmis ekstraktlarina biyosensor esasli Cu(II)-Nc ve Fe(lll)-Fz
yontemleri ile modifiye karbonil tayini yontemi uygulandi. Cu(II)-Nc ve Fe(lll)-Fz
yontemlerinin sonuglari, TPA’nin yiiksek seyrelme oranlarinda azaldigini, diisiik seyrelme
oranlarinda arttigin1 gosterdi. Bitkisel ekstraktlara biyosensor esasli Cu(Il)-Nc (A) ve Fe(lll)-
Fz (B) ile modifiye karbonil tayini (C) yontemlerinin uygulanmasi sonucunda TPA degerleri
strastyla; yesil cay icin 13.80, 6.0, 9.15; adagay1 i¢in 2.42, 4.60, 4.84; mercankosk igin 3.20,
5.00, 6.70 ve nane i¢in 0.45, 3.30, 4.00 mM ECAT olarak belirlendi (Sekil 4.10). Calisilan bitki
ekstraktlarinin TPA degerleri, her lic yontemle de, dogrusal olarak degisim gosterdigi bolgeden
secilen seyrelme oranmi dikkate alinarak, mM ECAT esdegeri cinsinden hesaplandi. Her {i¢
yontemle belirlenen degerlerin  birbirinden farkli  bulunmasi, yoOntemlerin farkl
mekanizmalarinin olmasi (6zellikle karbonil tayini yonteminde) ve cevap verdikleri bilesiklerin
farkli olmasi ile agiklanabilir. A ve B grafiklerini (Sekil 4.10) karsilastirdigimizda Fe(Ill)-Fz
yonteminin duyarliliginin daha yiliksek oldugu goriilmektedir ve bunun sonucu olarak bu
yontemle belirlenen TPA degerleri, Cu(I)-Nc¢ yontemine gore daha yiliksek bulunmustur (yesil
cay hari¢). Bu sonuclar, yontemde ECAT igin belirlenen dogru denkleminde, kayim degerinin
cok kii¢iik olmasi ile de iligkilendirilebilir. Fakat bu yontem, QUE, MYR ve QUE bilesiklerinin
prooksidan aktivitesini 6lgmek igin kullanilamadigindan, bitki ekstraktlarinin, dolayisiyla
icerdikleri antioksidan bilesiklerin, TPA dgerlerinin belirlenmesinde Cu(I)-Nc yonteminin

daha uygun olacagi sonucuna varildi.

Gelistirilen yontemlerin dogrulugu gergek drneklere 2 farkli derisimde standart katkisi (0.1 ve
0.2 mM ECAT) yapilmas: suretiyle degerlendirildi. Elde edilen geri kazanim degerleri
(seyreltme oranlar1 dikkate alinarak) %100'e yakin bulundu. Bu durum, fenolik bilesikleri
iceren bitki o6rneklerinin TPA degerlerini belirlemek icin onerilen Cu(II)-Nc ve Fe(lll)-Fz
yontemlerinin kullanilabilecegini géstermektedir. Biyosensor esasli Cu(II)-Nc ve modifiye
karbonil tayini yontemleri (Tablo 4.5) ve biyosensor esasli Cu(Il)-Nc ve Fe(lll)-Fz
yontemlerinin (Tablo 4.6) F-testi sonuglarina gore yontemlerin kesinlikleri arasinda, %95
giivenilirlik araliginda, 6nemli bir farklilik olmadig belirlendi. Fakat Fe(Ill)-Fz yonteminin
Ozellikle bitkilerin 6nemli antioksidan bilesiklerinden olan QUE ve MYR gibi bilesiklere yanit

vermedigi unutulmamalidir.
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Gergekte polifenollerin anti- veya prooksidan davranislarinin net bir degerlendirmesini
yapabilmek oldukga giictiir. Ciinkii in vitro ve in vivo sistemlerde polifenollerin anti- veya
prooksidan etkileri polifenolik bilesiklerin derisimleri, yapilari: ve ortam kosullar1 (gegis metali
iyonlar1 ve bunlarin derisimi, Oz vb.) gibi birgok faktore baglidir. Polifenollerin antioksidan
aktivitesi pek cok reaktif tiire kars1 gozlenebildigi halde prooksidan aktivite, segilen tepkime
tipine ve ortamina fazlasiyla bagimhidir. Maurya ve Devasagayam (2010), ferulik ve kafeik
asitin 5 pM derisimin iizerinde prooksidan aktivite gosterdigini belirlemisler ve bu bilesiklerin
prooksidan aktivitelerini demir(IIl) i indirgeme gii¢leri ile agiklamislardir. Ayrica, kafeik asitin
ferulik asite gore daha yiiksek indirgeme giicline, yani prooksidan aktiviteye sahip oldugunu
belirtmislerdir. Ayni ¢aligmada gallik asit ve epigallokatesin gallat gibi gii¢lii antioksidanlarin,
deoksiriboz oksidasyonuna dayali yontemde, Fe(IIl)’i Fe(II)’ye indirgeme giigleri dolayisiyla

kuvvetli prooksidan etki gosterdikleri de ifade edilmistir.

Elde ettigimiz bulgular gostermektedir ki, yumurta aki proteinleri kullanilarak hazirlanan kati
malzemenin kullanildig1 biyosensor esasli Cu(II)-Nc yontemi bitkisel kaynakli antioksidanlarin

prooksidan aktivite 6l¢giimii i¢in Onerilebilecek bir yontemdir.
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