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OZET

HIiDROKSIL. RADIKAL SUPURULMESINE DAYALI ANTIiOKSIDAN
AKTIVITE OLCUMUNDE YENI BiR YONTEM GELISTIRILMESI

Oksijen yasam i¢in gereklidir, ancak viicut lizerinde zararli etkileri de vardir. Oksijen,
insan viicudunda solunum zinciri i¢ersinde siiperoksit, singlet oksijen, hidroksil radikali
vb. reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olusturmaktadir. Hidroksil radikali bilinen en reaktif
serbest radikaldir ve viicutta serbest radikal hasarinin en énemli sorumlusudur. Reaktif
oksijen birikimi organizmada mevcut olan veya gidayla alinan antioksidanlarla
dengelenmedigi taktirde; olusan oksidatif stres kosullari altinda biyolojik yapilarin
hasarina neden olabilen radikalik zincir reaksiyonlari meydana gelmektedir. Canli
organizmalarda hidroksil radikalinin siipiiriilmesi i¢in 6zel bir molekiil veya enzim
bulunmamaktadir. Hidroksil radikalleri sentetik antioksidanlar veya gidalarla alinan
antioksidanlar tarafindan siiplirilmektedir. Bu nedenden 6tiirli, antioksidanlarin
hidroksil radikal siipiirme aktivitelerinin Ol¢limii biiyilk 6nem tasimaktadir. Cesitli
antioksidanlarin hidroksil radikali siipirme yeteneklerinin ve bu maddelerin hidroksil
radikali ile reaksiyon hiz sabitlerinin bilinmesi gerekmektedir. Bu nedenle bilim
diinyasinda kabul goren, basit, kullanish, hizli, ucuz ve duyarli antioksidan aktivite
Olcme yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kapsamda bu tez ¢alismasinin amaglari;
insan saglig1 {lizerinde dogrudan etkisi bulunan hidroksil radikallerini siipiirme
yetenegine sahip antioksidanlarin aktivitelerinin yeni bir yontem ile belirlenmesi ve
bulunan ikinci mertebeden hiz sabitlerinin referans yonteminkiler ile karsilastirilarak
dogrulugunun ispatlanmasidir.

Bu ¢alismada; literatiirde CUPRAC yontemi olarak bilinen toplam antioksidan kapasite
yontemi temel alinmistir. Spektrofotometrik bir yontem olan CUPRAC ydntemi
modifiye edilerek hidroksil radikal siipiirilmesine dayali antioksidan aktivite
Olciilmesinde kullanilabilir duruma getirilmistir.

Kromojenik yiikseltgeme aracit olarak kullanilan bakir(Il)-neokuproin (Cu(II)-Nc)
reaktifi varliginda prob madde ile hidroksil radikallerinin reaksiyonu sonucunda olusan
hidroksillenmis triinlerin, Cu(II)-Nc kompleksini 450 nm’de maksimum 151k sogurmasi
gosteren Cu(I)-Nc kompleksine indirgemesi ve kendilerinin uygun kinonlara
yiikseltgenmesinden yararlanilarak gesitli hidroksil radikal siipiiriiciilerin antioksidan
aktiviteleri bulunmustur.

Hidroksil radikalleri Fe(Il) + EDTA + H»O,’den olugan Fenton reaksiyonuyla tiretilmis
ve radikal olusumu yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile
salisilat probu kullanilarak gdsterilmistir. Bu sekilde olusan hidroksil radikallerinin
stiptiriicli varliginda veya yoklugunda prob madde (p-amino benzoat veya 2,4-dimetoksi
benzoat veya 3,5-dimetoksi benzoat) ile reaksiyonu sonucunda olusan hidroksi benzoik
asitler etil asetat ile ekstrakte edilerek reaksiyon ortamindan organik faza ¢ekilmistir.
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Siipiiriicii varliginda ve yoklugunda organik fazda toplanan hidroksi benzoik asitlerin
miktar tayini, bu faza CuCl,, Nc ve amonyum asetat tamponu (pH 7 tamponu) ilavesi
sonunda 30 dakika beklemekle, reaktif koriine karsi 450 nm absorbansinin Ol¢limii
yoluyla yapilmistir. Reaksiyon ortaminda siipiiriicii bilesigin bulunmasi kullanilan prob
madde ile siipiiriiciniin hidroksil radikalleri i¢in yarismasimna neden olmaktadir.
Siipiiriicii bilesigin hidroksil radikalleriyle vermis oldugu reaksiyonun hizi yiiksekse
olusan hidroksi benzoik asit iirlin miktar1 ve dolayisiyla Cu(I)-Nc kompleks olusumu
azalmaktadir. CUPRAC absorbansindaki bu azalistan faydalanarak yarigmali kinetik
yontemine gore slipliriici bilesiklerin hidroksil radikalleriyle ikinci mertebeden hiz
sabitleri hesaplanmistir.

Bu kapsamda hidroksil radikal siipiiriiciilerin Modifiye CUPRAC ydntemi ile bulunan
ikinci dereceden reaksiyon hiz sabitleri, antioksidan aktivite tayini i¢in kullanilan
TBARS (Tiyobarbitiirik Asitle Reaksiyon Veren Maddeler) referans ydnteminin
bulgulariyla karsilastirilmistir. Bu karsilagtirma sonucunda hem TBARS hem de
CUPRAC yontemiyle elde edilen verilere gore sodyum metabisiilfit (ksspvms =
5.62x10° M''s™), DMSO (ks s.oms = 4.24x10° M's™), sodyum tiyosiilfat (kss.pms =
3.92x10° M'ls'l), sodyum format (k3spms = 1.89x10° M'ls'l) gibi siipiiriiciilerin
askorbik asit (ks s.pmp = 7.4x10° M'ls'l), mannitol (k3 s.pms = 6x10° M'ls'l) ve glikozdan
(kssomB = 5.1x108 M'ls'l) daha hizli siipiiriiciiler oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica
gelistirilen Modifiye CUPRAC yontemi salisilat probu kullanilarak HPLC (yiiksek
performansl sivi kromatografisi) yontemiyle dogrulanmistir. HPLC yontemiyle salisilat
probu icin  2,3-dihidroksibenzoik asit, 2,4-dihidroksibenzoik asit ve 2,5-
dihidroksibenzoik asit olmak lizere ii¢ adet hidroksillenme tiriinii bulunmustur.
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SUMMARY

DEVELOPMENT OF A NOVEL METHOD FOR ANTIOXIDANT ACTIVITY
MEASUREMENT BASED ON HYDROXYL RADICAL SCAVENGING

Oxygen is essential for life, but it may also have harmful effects on the organism.
Oxygen may form various reactive oxygen species (ROS) in the respiratory chain,
namely superoxide, singlet oxygen, hydroxyl radical, etc. Hydroxyl radical is the most
reactive free radical known, and is the most important agent responsiple for free radical
damage to the organism. If the ROS accumulation is not balanced by existing or food-
injested antioxidants in the organism, radicalic chain reactions may ocur under oxidative
stres conditions that may cause tissue damage. There is no special molecule or enzyme
responsible for hydroxyl radical scavenging in the organism. Hydroxyl radicals are
scavenged by either synthetic or food-injested antioxidants. Therefore measurement of
the radical scavenging activity of these antioxidants bears great importance. It is
required to know the hydroxyl radical scavenging ability and rate constants of hydroxyl
radical quenching of various antioxidants. For this purpose, simple, readily available,
rapid, inexpensive and sensitive techniques of antioxidant activity assay are required
that may find wide approval in the scientific community. In this regard, the aims of this
thesis study are; measurement of antioxidant activity of antioxidant capable of
scavenging hydroxyl radicals having a direct influence on human health with the use of
a novel technique, and comperison of the second-order rate constants of radical
quenching with those found by the reference assay for method validation.

This study is based on the total antioxidant capacity determination known as the
“CUPRAC method” in the literature. The original spectrophotometric CUPRAC
(cupric ion reducing antioxidant capacity) method was modified and adapted to
antioxidant activity measurement based on hydroxyl radical scavenging.

The hydroxyl radical scavenging antioxidant activity of the tested compounds was
found by measuring their inhibitive effect on the hydroxylation of the probe by
hydroxyl radicals. The hydroxylated reaction products were quantified by their
reduction ability of Cu(Il)-Nc complex reagent to Cu(I)-Nc chelate showing maximum
absorbance at 450 nm, the hydroxylated probes themselves being oxidized to the
corresponding quinones.

The hydroxyl radicals were generated by a Fenton reaction consisting of a (Fe(Il) +
EDTA + H,0;) mixture, and the radical production was demonstrated using high
performance liquid chromatography (HPLC) with salicylate probe. The hydroxyl
radicals thus produced reacted with the probe materials (i.e., p-aminobenzoate, 2,4-
dimethoxybenzoate, and 3,5- dimethoxybenzoate) in the presence and absence of
scavengers, and the hydroxybenzoic acids resulting from the reaction were isolated by
solvent extraction with ethylacetate. The quantitative determination of hydroxybenzoic



acids extracted in the organic phase was made by adding cupric chloride, neocuproine,
and pH 7 buffer ( ammonium acetate) to the ethylacetate phase, and measuring the 450
nm-absorbance after 30 min against a reagent blank not containing the hydroxylated
products. If the rate constant of scavenger for hydroxyl radicals was high, then the
amount of formed hydroxybenzoic acids was low, and therefore the Cu(I)-Nc chelate
yield was low. By making use of this decrease in CUPRAC absorbance, the second
order rate constants of scavenger compounds for hydroxyl radicals were calculated with
the aid of competition kinetics measurement technique.

In this regard, the second order rate constants found with the modified CUPRAC
method were compared with those found with the reference method of antioxidant
activity assay, TBARS (thiobarbituric acid-reactive substances). Sodium metabisulfite
(kssoms = 5.62x10° M''s™), DMSO (kss.pms = 4.24x10° M''s™), sodium thiosulfate
(kssomB = 3.92x10° M'ls'l), sodium formate (k3 spms = 1.89x10° M'ls'l) were found
faster than ascorbic acid (k3 s.pmp = 7.4x108 M'ls'l), mannitol (k3 s.pms = 6x10° M'ls'l),
glucose (ks spmp = 5.1x10% M'ls'l). In addition, the developed CUPRAC method was
validated with HPLC using salicylate probe. Salicylate prob has three hydroxylation
products which are 2,3-; 2,4- and 2,5-dihydroxy benzoic acid were verified by HPLC
method.

X1



1. GIRIS

Serbest radikaller baskin olarak hiicre solunumu ve normal metabolizma sirasinda
tiretilen reaktif molekiillerdir. Bu reaktif tiirlerin olusturdugu hasarlarin gesitli
hastaliklarla iliskisi oldugu ve viicudun yaslanma siireci {iizerinde etkisi oldugu
bilinmektedir. Dokular1 bu hasarlardan koruyabilmek i¢in serbest radikallerin etkisiz
duruma getirilmesi 6nemlidir. Reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkileri enzimatik ve

enzimatik olmayan antioksidanlar ile dengelenmektedir [1].

En reaktif serbest radikal olan hidroksil radikalinin siipiiriilmesi i¢in canh
organizmalarda 6zel bir molekiil veya enzim bulunmamakla birlikte hidroksil radikalleri
sentetik antioksidanlar veya gidalarla alinan antioksidanlar tarafindan siiptiriilmektedir
[2]. Bu nedenle hangi maddelerin hidroksil radikal siiplirebilme yetenegine sahip
oldugunu bilmek ve en reaktif oksijen tiiri olan hidroksil radikalini siipiirebilen
maddeler arasinda etkinlikleri bakimindan bir siralama yapabilmek amaciyla kullanish,

hizli, duyarli ve basit yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anabilim Dali’mizda daha 6nce biyolojik bakimdan 6nemli indirgenler [3], sistein [4],
vitamin E [5], vitamin C [6], protein [7] tayini i¢in kullanilan spektrofotometrik
bakir(Il)-neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) reaktifi (Cu(II)-Nc) kullanilarak
polifenolik bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin tayini i¢in gelistirilen ve genel adi
‘bakir(Il) iyonu indirgeme antioksidan kapasite tayini’ (CUPRAC) [8] yontemi olarak
ifade edilen spektrofotometrik yoOntem, antioksidan bilesikler varhiginda Cu(Il)-
Neokuproin kompleksinin renkli Cu(I)-Nc¢ kelatina indirgenmesi ve bu kelatin
maksimum 15181 sogurdugu 450 nm’de absorbans degerlerinin Olcililmesi esasina
dayanmaktadir. Literatiire kazandirilan CUPRAC yontemi; toplam antioksidan
kapasitesi, bakir(Il) iyonu indirgeme kapasitesi cinsinden gida bitkilerine [9], insan
serumuna [10] ve flavonoidler yaninda askorbik asidin tayininde [11] modifiye edilerek

basariyla uygulanmistir. Bu tez ¢aligmasinda bu yontemin bilimsel gevrelerce yaygin bir



sekilde kullanilabilecek bir referans antioksidan aktivite tayin yontemi olarak modifiye

edilip uygulanmasi amag¢lanmaktadir.

Antioksidanlarin aktivitelerini belirlemek icin gelistirilen Modifiye CUPRAC ydntemi
de klasik CUPRAC yonteminde oldugu gibi Cu(Il)-Nc kompleksinin 450 nm’de
maksimum 151k sogurmasi gosteren Cu(I)-Nc kompleksine indirgenme reaksiyonuna
dayanmaktadir. Gelistirilen bu yeni yontemi klasik CUPRAC yonteminden genel olarak

ayiran fark yontemin uygulanmasindan onceki ekstraksiyon islemidir.

0)~0O)
HsC N\a\ ,E,/N CH,
Cu(Iy2

Sekil 1.1: Cu(I)-Nc kelati

Fenton reaksiyonuyla [12] iiretilen hidroksil radikallerinin prob olarak (p-amino
benzoat, 2,4-dimetoksi benzoat, 3,5-dimetoksi benzoat) kullanilan maddelerle
reaksiyona girmesi sonucunda olusan hidroksillenmis benzoik asit tiirevlerinin pH 7°de
Cu(Il)-Nc¢ kompleksini 450 nm’de maksimum 151k sogurmasi gosteren Cu(l)-Nc
kompleksine indirgeme yeteneginden yararlanilarak cesitli suda ¢oziinebilen hidroksil
radikal siipiiricii bilesiklerin ikinci mertebeden hiz sabitleri yarigsmali kinetik
esitliginden [13] hesaplanmistir.  Hidroksillenmis iirinlerin CUPRAC reaktifi ile

reaksiyon denklemi asagidaki gibidir :
2n Cu(Nc),”" + Ar(OH), — 2n Cu(Nc),” + Ar(=0), + 2n H" (1.1)

Hidroksil radikallerinin iiretimi ve prob ile siipiiriicii maddenin iiretilen hidroksil
radikalleri i¢in esit sartlar altinda yarismasi 37°C’lik inkiibasyon sirasinda meydana
gelmekte ve hidroksillenmis iirlinler bu inkiibasyon sonunda olusmaktadir. Siipiiriicii
bilesiklerin hidroksil radikalleriyle reaksiyon hiz sabitlerinin belirlenebilmesi igin
sadece inkiibasyon sirasinda olusan hidroksillenmis bilesiklerin Cu(II)-Nc ile yukarida
gosterilen redoks reaksiyonu sonucunda verdigi absorbansin ol¢lilmesi gerekmektedir.

Bunun saglanabilmesi icin inkiibasyon sonrasinda etil asetat ile ekstraksiyon islemi



uygulanarak hidroksillenmis benzoik asit tiirevleri organik faza gekilir. Ekstraksiyon
sirasinda suda ¢oziinebilen hidroksil radikal siipiiriicii bilesik organik faza gecemezken
prob madde ve prob maddenin hidroksil radikaliyle reaksiyonu sonucunda olusan
fenolik hidroksiller etil asetat fazina gegerler. Bu yontem i¢in seg¢ilen p-amino benzoat,
2,4-dimetoksi benzoat ve 3,5-dimetoksi benzoat problarinin CUPRAC absorbansina
sahip olmamalarindan dolay1r sadece probun hidroksil radikalleriyle reaksiyonu

sonucunda olusan fenolik bilesiklerin CUPRAC absorbansi dl¢iilmektedir.

Hiz sabiti belirlenmek istenen hidroksil radikal siipiiriicii madde ile prob maddenin
hidroksil radikalleri i¢in yarigsmasi sonucunda siipiiriicli bilesigin hidroksil radikalleriyle
reaksiyon hiz sabitine ve ortamdaki derisimine bagli olarak hidroksillenmis iiriin
miktarinda bir azalma meydana gelir. Bu azalma neticesinde daha az Cu(II)-Nc
kompleksinin Cu(I)-Nc¢ kompleksine indirgenmesi nedeniyle CUPRAC absorbansi da
azalmaktadir. Bu durumda siipiiriicii varliginda ve yoklugunda 6lgililen absorbanslarin

farki kullanilarak hiz sabitleri hesaplanabilmektedir.

Sonuglar; yarismali kinetik yonteminden hesaplanarak ikinci mertebeden hiz sabiti
olarak (M's") bulunmus ve referans yontem olan TBARS (Tiyobarbitiirik asitle
reaksiyon veren maddeler) yontemi [14-18] ile karsilagtirnlmistir. Ayrica gelistirilen
Modifiye CUPRAC yontemi salisilat probu kullanilarak HPLC (yiiksek performansl

stvi kromatografisi) yontemiyle dogrulanmustir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. REAKTIF TURLER

Radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip atom veya atom gruplaridir.
Radikaller pozitif, negatif yiiklii veya nétr olabilirler. Her tiirlii kimyasal ve
biyokimyasal tepkime daima atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar seviyesinde
gergeklesir. Valens orbitallerinde eslesmemis elektron bulunmast s6z konusu kimyasal
tiirliin reaktivitesini olaganiistii arttirdig1 icin, radikaller reaktivitesi ¢ok yiiksek olan
kimyasal tiirlerdir. Cesitli ortamlarda biyokimyasal reaksiyonlar ile olusan radikaller
kontrol altinda tutulmazlarsa reaktiviteleri nedeniyle lipit, protein ve niikleik asitlerde

hasara yol agabilmektedir|[1].

Icinde bulundugumuz ¢evrede ¢esitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle
devamli bir radikal yapimi vardir. Hiicresel kosullarda da ciddi bir miktar ve ¢esitlilikte
radikal tiretilmektedir.

Radikaller baslica li¢ mekanizma ile olugsmaktadir:

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve
yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag

yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar tizerinde kaliyorsa, bu tiir kirllmaya
homolitik kirilma denir ve her iki atom {izerinde de eslesmemis elektron kalir.

2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile: Radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa
radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller gibi hiicresel
antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin
radikal formu olusur.

3. Normal bir molekiile elektron transferi ile: Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile
tek elektron transferi ile dis orbitalinde eslesmemis elektron olusuyorsa bu tiir
indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin; molekiiler oksijenin tek elektron

ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksit anyonunun olusumuna neden olur [19].



2.2. OKSIJEN VE CANLILAR

Oksijen biitlin canlilar i¢in vazgecilmez bir element olup hidrojen, karbon, azot ve
kiikiirt ile birlikte organik molekiillerin temel yapisal unsurlaridir. Bunun yaninda,
aerobik canlilarin enerji metabolizmasindaki rolii nedeniyle oksijen hayati bir 6neme
sahiptir. Bilinen biitiin canl tiirleri, organik molekiillerin i¢indeki sekli ile oksijene
gereksinim duysalar da, serbest formdaki molekiiler oksijen her canli tiirli i¢in ayni
anlami ifade etmez. Aerobik canlilar yasamlari icin mutlaka molekiiler oksijene
gereksinim duyarken, anaerobik canlilar biiylime ve ¢ogalmalar1 i¢in oksijene bagiml
degillerdir. Anaerobik canlilardaki oksijenin toksik etkisinin nedeni, oksijenden
kaynaklanan bazi reaktif tiirlerin biyolojik molekiilleri oksitlemeleri ve bu reaktif tiirlere
kars1 anaerobik canlilarda savunma sisteminin bulunmamasidir. Oksijen sadece
anaerobik tiirlerde degil, yasamlar1 icin mutlaka molekiiler oksijene bagimli olan
canlilarda da toksik etkilidir. Bugiin, oksijenin canlilardaki toksik etkisinin “oksijen
radikalleri” olarak adlandirilan ve oksijenin viicuttaki metabolizmasi sirasinda olusan

reaktif tiirlerden kaynaklandigi bilinmektedir [20-23].

Normal havada oldugundan biraz daha yiiksek derisimlerdeki oksijenin zararli oldugu
bilinmektedir. Biyokimyasal reaksiyonlar artan oksijen derisimiyle siliperoksit radikal
tiretimini arttirirlar. Bununla birlikte siiperoksit radikali sulu ¢6zelti icinde, tek basina
sliperoksit liretim sisteminde gozlenen hasar agiklayabilecek kadar reaktif degildir. Bu
nedenle hasar, siiperoksit radikaline bagli daha reaktif oksijen tiirlerinin olugumuyla
aciklanabilir. Bu hasara neden olabilecek en uygun reaktif oksijen tiirli, hidroksil
radikalidir. Gergekten de stiperoksit liretim sistemi tarafindan olusturulan hasar glikoz,
mannitol, format, tiyoiire, butan-1-ol ve etanol gibi hidroksil radikal siipiiriiciiler
tarafindan engellenir. Siiperoksit anyon radikaline bagli hidroksil radikali olusumunda
gecis metal iyonlar1 varhigi gerekmektedir. Bunun i¢in demir ve bakir iyonlarinin etkili
oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte demir ve bakir iyonlar1 canli ortamda serbest
olarak degil degisik ilgilerle metaloprotein, ATP, DNA ve membran lipitleri gibi
ligandlara bagli olarak bulunmaktadirlar [24].



2.3. MOLEKULER OKSIJEN

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip tiirler olarak
tanimlanir. Bu genel tanim hidrojen atomu (tek eslesmemis elektrona sahiptir), bircok
gecis metali ve oksijen molekiiliinii icerir. Oksijen molekiilii herbiri farkli i~ antibag

orbitaline yerlesmis iki eslesmemis elektrona sahiptir.
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Sekil 2.1: Molekiiler oksijen, temel hal

Bu elektronik yap1 oksijeni radikal olusturmaya duyarli kilmaktadir. Bu elektronlar ayni
spin kuantum sayisina sahiptir. Spinleri ayn1 yonde ve farkli orbitallerde iken minumum
enerji seviyesindedir. Radikal tanimina gore oksijen ‘“diradikal” yapiya sahip bir
molekiildiir. Oysa oksijenin reaktivitesi beklenenin aksine ¢ok diisiiktiir. Atomik veya
molekiiler orbitaldeki elektron ¢ifti Pauli prensibine gore antiparalel spine sahiptir (spin
kuantum sayilar1, +1/2; -1/2). Diradikal bir yapiya sahip olan oksijenin herhangi bir
molekil ile tepkimeye girebilmesi i¢in, tepkimeye girecegi molekiiliin de benzer yapiya
(farklr orbitallerde spinlerin ayni yonde elektron icermesi) sahip olmasi gerekir. Oysa
basta organik molekiiller olmak {izere atom ve molekiiller orbitallerinde elektronlari
antiparalel ve eslesmis olarak igerirler. Veya paylasilmamis elektronlar kovalent baglara
katilmiglardir. Bunun sonucu olarak oksijenin diger molekiillere olan reaktivitesi son

derece kisitlanmustir. Bu kisitlama “spin kisitlamasi” olarak adlandirilir.



Canlilarin oksijeni kullanabilmesi igin, oksijene elektron transferi yaparak spin
kisitlamasin1 agmalar1 gerekir. Bu islem i¢in canlilar baz1 metal iyonlarindan (Fe, Cu,

Mn, Zn) yararlanirlar [2].

Molekiiler oksijen, diradikal dogasinin sonucu olarak yiiksek derecede reaktif oksijen
tiirleri (ROS) olusturma egilimindedir. Oksijen kaynakli radikaller normal aerobik
yasamin bir parcast olarak devamli iiretilmektedirler. Reaktif oksijen tiirleri
mitokondride oksijenin elektron tagima zinciri boyunca indirgenmesi veya cesitli
enzimatik reaksiyonlar ile olugsmaktadir. Molekiiler oksijenin ardisitk olarak
indirgenmesiyle reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir [25].

0, — 0; ——=— H,0, ——— OH —— H,0 (.1

2.4. REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROS)

Bir¢ok radikal tiirii olmasina karsin, biyolojik sistemlerde en ¢ok goriilen oksijenden
olusan ve ortak olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan radikallerdir.
Oksijenden tlireyen bu radikaller canli sistemlerde en onemli sinifi temsil etmektedir.
Oksijenin dis orbitallerinde eslesmemis iki elektrona sahip olmast onu radikal
olusturmaya duyarh kilar. Molekiiler oksijenin ardisik olarak indirgenmesiyle reaktif
oksijen tiirleri olusmaktadir [19]. Ardisik olarak indirgenmeyle olusan ilk {iriin olan
stiperoksit anyon radikali, hiicrede enerji metabolizmasinda oksidasyon sirasinda
oksidazlar gibi baz1 enzimlerin aktivitesi sonucu ve indirgeyici Ozellikteki
biyomolekiillerin (hidrokinonlar, tiyoller, flavinler) oksijene tek elektron vermesiyle
olusur. Oksijen molekiilii tarafindan alinan elektron ' antibag orbitallerinden birine

yerlesmektedir [2].
02 + ¢ — 02_' (22)
Aerobik canlilarda siiperoksitlerin hidrojen peroksite ¢evrilmesi katalitik aktivitesi ¢ok

yiiksek bir enzim olan siiperoksit dismutaz ( SOD) tarafindan gercgeklestirilir [26].

0,y + 0y + 2H" 2 H,0, (2.3)



SOD tarafindan katalizlenen bu tepkime dismutasyon tepkimesi diye adlandirilir. SOD
enziminin yiiksek katalitik etkisi nedeniyle hiicrelerde siiperoksit birikimine izin
verilmez. Ancak ¢esitli durumlarda siiperoksit yapiminin artmastyla siiperokside 6zgii
tepkimeler goriilmeye baslar. Stiperoksit radikali, metal iyonlarini indirgeyerek baglh
oldugu proteinlerden salinisina neden olabilir. Ornegin; siiperoksit anyon radikali
ferritinden demiri serbest birakir. Demir (III)’ {in demir (II)’ ye indirgenmesi Fenton

reaksiyonunu hizlandirmaktadir [27].

Siiperoksit anyon radikaline ikinci elektronun eklenmesiyle bir baska reaktif oksijen
tiiri olan hidrojen peroksit olusmaktadir. Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak
iki elektronla indirgenmesi ya da siiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan
dismutasyon tepkimeleri sonucunda iretilir. Yapisinda paylasilmamis elektron
icermediginden radikal ozelligi tasimaz, reaktif bir tiir degildir [2]. Fizyolojik sartlar
altinda organizma tarafindan alinan toplam oksijenin yaklasik olarak %2’sinden
hidrojen peroksit tiretildigi tahmin edilmektedir [25]. Hidrojen peroksidin oksitleyici bir
tiir olarak bilinmesinin nedeni, demir, bakir gibi metal iyonlarmin varliginda hidroksil
radikalinin Onciilii olarak davranmasidir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle, biyolojik
sistemlerde olusan H,O;’nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi
hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine

getirir [28].

En reaktif oksijen tiirli olan hidroksil radikalleri viicutta serbest radikal hasarmin en
onemli sorumlularidir. Canli organizmalarda hidroksil radikalinin siipiiriilmesi i¢in 6zel
bir molekiil veya enzim bulunmamaktadir [29]. Bundan dolay1 hidroksil radikali
sentetik antioksidanlar veya gidalarla alinan antioksidanlar tarafindan siipiiriilmektedir.
Hidroksil radikali ile yliksek reaksiyon hiz sabitine sahip olan maddeler hidroksil
radikal siipiiriicli olarak tanimlanir. Bu maddeler mannitol, tiyoiire, glikoz, histidin,

butan-1-ol, propan-2-ol, format, benzoat gibi maddeleri igerir [18].

Son yirmi yildir reaktif oksijen tiirlerine olan ilgi artmistir. Reaktif oksijen tiirleri; UV
15181, X ray, gamma, metal katalizli reaksiyonlar ile iiretilebilir, atmosferde kirlilik

olarak mevcut olabilir veya normal aerobik yasamin bir pargasi olarak mitokondride



oksijenin elektron tagima zinciri boyunca indirgenmesiyle iiretilebilir. Bundan bagka

cesitli enzimatik reaksiyonlar ile de reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir [30].

Bircok serbest radikal, oksijen solunumu gibi metabolik prosesler sonucunda dogal
olarak meydana gelir. Hiicreler enerji liretmek i¢in oksijen kullandiginda mitokondri
tarafindan ATP iiretimi sonucunda serbest radikaller de iiretilmis olur. Oksijenin
kullanilmasi1 serbest radikal miktarini arttirir [1]. Mitokondrideki siiperoksit radikali
tiretimi ilk olarak 30 yil kadar 6nce Loschen ve dig. [31] tarafindan rapor edilmistir.
Mitokondri serbest radikal liretiminin yogunlastig1 yerdir. Mitokondride yaklasik olarak
mg protein basma 2-3 nmol siiperoksit iiretilmektedir [32]. Hiicreler reaktif oksijen
tirlerinin zararli etkilerine karsi cesitli savunma sistemlerine sahiptirler. Olusan
stiperoksit radikalleri enzimatik antioksidanlarin yardimiyla etkili bir sekilde once
hidrojen peroksite ve daha sonra suya gevrilerek, bunlarin zararli etkisi giderilebilir.
Mitokondrinin yaninda siiperoksit radikalinin baska hiicresel kaynaklar1 da
bulunmaktadir [33]. Ornegin; ksantin oksidaz ¢ok yonlii bir enzimdir ve oksijen
kaynakli radikallerin olugsmasinda onemlidir. Hipoksantinden ksantin, ksantinden de
tirik asit olusum reaksiyonunu katalizlemektedir. Her iki basamaktada molekiiler
oksijen indirgenir ve birinci basamakta siiperoksit anyon radikali, ikinci basamakta ise

hidrojen peroksit olusmaktadir [34].

ROS biyolojik sistemlerde ikili rol oynamaktadir. Canli sistemler i¢in yararl olabildigi
gibi zararli da olabilmektedir. Reaktif oksijen tilirleri savunma sisteminde goérev
alabilirler. Ornegin; fagositik hiicreler radikal iireterek viriislere karst saldirir ve onlar
etkisiz hale getirir. Yararli etkilerine karsin reaktif oksijen tiirlerinin hiicrelerde toksik
etki gosterebilecegi de bilinmektedir [35]. Tanima gore radikaller eslesmemis elektrona
sahiptirler ve bu paylasilmamis elektron onlar1 fazlaca reaktif yapmak suretiyle yag,
protein ve niikleik asit iceren makromolekiillere zarar verebilecek duruma
getirmektedir. ROS gibi gii¢lii oksidanlar diger molekiillere ve hiicre yapisina zarar
vermektedir [36]. Hiicrenin antioksidan savunma sisteminin reaktif oksijen tiirlerinden
gelen zararlara karst koymasina ragmen yasam siireci boyunca ortaya ¢ikan reaktif
oksijen tiirlerinin DNA, protein ve lipit hasarlar ile kanser, damar sertligi, romatizma

gibi hastaliklarin olugsmasinda rol oynadig1 diisiiniilmektedir [34].
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Oksijen radikallerinin toksik etkilerinden en iyi bilineni hiicresel membranlara (plazma,
mitokondri ve i¢ membran sistemleri) lipit peroksidasyonu ile zarar vermesidir.
Peroksidasyon icin en yaygin hedef membran fosfolipitlerindeki doymamis yag
asitleridir [37]. Lipit peroksidasyonunun membranda veya serbest yag asitlerinde
baslamas: hidrojen atomu ¢ikarabilecek reaktiviteye sahip herhangi bir tiiriin
saldirisindan kaynaklanir. Hidrojen atomu yalniz bir elektrona sahiptir ve arkasinda
eslesmemis elektronlu karbon atomu birakir. Coklu doymamis yag asitlerindeki karbon
radikali, yeni molekiiler diizenleme ile kararli olma egilimindedir. Hidroperoksi
radikalleri diger yag molekiillerinden hidrojen atomu ¢ikarirlar ve lipit peroksidasyonu

zincir reaksiyonu seklinde devam eder [2].

Lipit-H (LH) + -OH — Lipit- (L") + H,0 2.4)
Lipit- (L) + O — Lipit-O, (LOO-) (2.5)
Lipit-O, (LOO") + Lipit-H (LH) — Lipit-O,H (LOOH) + Lipit- (L) (2.6)

Sonug olarak; serbest radikaller baskin olarak hiicre solunumu ve normal metabolizma
sirasinda lretilen reaktif molekiillerdir. Kararl bir elektronik konfigiirasyon kazanmak
icin diger molekiillerle etkilesirler bu nedenle zincir reaksiyonlarini baslatirlar. Bu
reaktif tiirlerin olusturdugu hasarlarin ¢esitli hastaliklarla iliskisi oldugu ve viicudun
yaslanma stlireci iizerinde etkisi oldugu bilinmektedir. Dokular1 bu hasarlardan
koruyabilmek i¢in serbest radikallerin etkisiz duruma getirilmesi onemlidir. Reaktif
oksijen tiirlerinin zararh etkileri enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidanlar ile

elimine edilebilir [38].

2.5. ANTiOKSIDANLAR

Canli hiicreler reaktif oksijen tiirlerinin zararlarin1 gidermek i¢in bu reaktif tiirleri
elimine edebilecek veya olusumunu engelleyecek savunma sistemlerine sahiptirler.
Antioksidanlar, yiikseltgenebilen substratlara gore daha diisiik derisimlerde, substratin
prooksidanlarla baglatilan oksidasyonunu ciddi derecede engelleyen ya da geciktiren
maddelerdir ve doku hasarlarini engelleyebilirler. Prooksidanlar ise lipitler, proteinler
ve niikleik asitlerde oksidatif hasara sebep olan ve bunun sonucunda gesitli patolojik

olaylara ve/veya hastaliklara yol acan toksik maddelerdir. Antioksidanlar, hiicrelere



zarar veren bu prooksidanlari (reaktif oksijen ve azot tiirleri, serbest radikaller) etkin bir
sekilde indirgeyerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan iirlinlere doniistiiriirler [39].
Organizma igerisindeki prooksidan ve antioksidan dengesinin bozulmasi oksidatif

gerilim olarak ifade edilebilir [1].

OKSIDATIF GERILIM

ANTIOKSIDANL AR

PROOKSIDANLAR

Sekil 2.2: Oksidatif gerilim

Reaksiyon mekanizmasina gore antioksidanlar zincir kirici antioksidanlar ve onleyici
antioksidanlar olmak {izere iki ana kategori i¢inde siniflandirilabilir. Zincir kirici
antioksidanlar hidroksil radikali gibi reaktif serbest radikalleri kararli yapilara
doniistiirebilir. Antioksidanlar ile hidroksil radikali arasindaki hidrojen atom transferi
sayesinde hidroksil radikali daha kararli yapiya doniisiir. Sonu¢ olarak hiicre
molekiilleri (lipid, protein, DNA vb.) ile serbest radikal arasindaki zincir reaksiyonlari
sona erer. Onleyici antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin &nciilerini reaktif olmayan
tiirlere cevirir veya oksidasyon reaksiyonunu inhibe ederler. Onleyici antioksidanlar
molekiiler dogalar1 temel alinarak enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
seklinde iki gruba ayrilabilir. Iyi bilinen enzimatik antioksidanlar katalaz, siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidazdir. Enzimatik olmayan antioksidanlar oksidatif
enzim inhibatorlerini ve metal kelatlayicilar1 igerir. Ornegin metal kelatlayici tiirii
antioksidanlar, Fenton reaksiyonlarin1 baslatan geg¢is metal iyonlarmni etkisiz kilar.
Boylece serbest olmayan metal iyonlari, hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek

hidroksil radikalini ve diger reaktif oksijen tiirlerini olusturamaz.
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Tablo 2.1: Enzimatik antioksidanlar

Enzimatik Reaksiyonu Fonksiyonu
Antioksidan

Siiperoksit 0, - in H,0y’e

dismutaz 20,7 +2H —3 5 1,0, doniisiimiinii

(SOD) katalizler.

Katalaz (CAT) 2H202 CAT > 02 +2 Hzo HzOz’i 02 Ve HZO’ya
metabilize eder.

Glutatyon GSH indirgen esdegeri

peroksidaz Hz()2 +2 GSH GPx > GSSG + 2H20 kullanarak

(GSH-Px) hidroperoksitleri inaktive
eder.

Glutatyon GSSG’ den GSH’ 1

rediiktaz GSSG + NADPH + H' —% > 2GSH + NADP' | rejenere

(GR) eder.

Glutatyon-S- GSH ve alkilleme

transferaz(GST) ROOH +2GSH —T 3 GSSG + ROH +H,0 araclarini geker.

Canli ortamda ve disinda hidroksil radikal olusumu i¢in birinci sart, iki temel bilesenin
bulunmasidir. Bu bilesenler yiikseltgenebilen metal iyonlar1 (Fe(II), Cu(I) ve Co(Il) gibi
gecis metalleri) ile hidrojen peroksittir. Hidrojen peroksit ve gegis metal iyon karigimi
gliclii  oksitleyici ve hidroksilleme reaktifidir. Fenton benzeri reaksiyon
mekanizmalarinin ¢ok karmasik olmasina ragmen bilim adamlarinin mutabakati bu
karistmin ¢ok giliclii oksitleyici oldugu ve hiicreler i¢in tehlikeli oldugudur. Canli
hiicreleri metal iyonu ile hidrojen peroksit arasindaki reaksiyon ihtimalini elimine
edebilmek igin antioksidan savunma sistemlerini kullanilirlar. Ornegin; katalaz hidrojen
peroksiti oksijen ve suya doniistiiriir, metal kelatlayicilar metal iyonlarin1 baglayarak
hidrojen peroksite karst metalleri inert duruma getirir. Bu durum, hiicrelerin sahip
oldugu antioksidan savunma sistemlerinin, oksidatif gerilim ve reaktif oksijen tiirlerine

kars1 savasta farkli gorevler yaptigini gostermektedir [40].

Endojen kaynakli antioksidan iiretimi tiim serbest radikallerin siipiiriilebilmesi i¢in
yeterli olmayabilir. Bu nedenle antioksidan alimi1 beslenmeyle arttirilarak viicudun
savunma sistemine yardimci olunabilir. Bir¢ok besin maddesi ¢ok ¢esitli antioksidan

igerigine sahiptir [41,42].
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2.6. HIDROKSIL RADIKALI

Hidroksil radikali asidik c¢ozeltilerde 2.7 V, noétr ¢ozeltilerde ise 1.8 V standart
indirgeme potansiyeline sahip gii¢lii bir oksidandir.
Hidroksil radikalinin iyonlar ile reaksiyonu genellikle basit elektron transferi seklinde
gosterilir.

OH +M™ > M™+0H M:iyon n:iyon yiiki (2.7)
Giclu alkali ¢ozeltilerde hidroksil radikali hizli bir sekilde konjuge bazi olan oksit
radikal iyona (-O") doniismektedir.

OH + OH -0 + H,0 (2.8)

Hidroksil radikalinin bu reaksiyonu i¢in hiz sabiti k = 1.2x10'° Lmol's™”, geri reaksiyon
hiz sabiti ise k = 1x10® s olarak verilmistir. Hidroksil radikaline ait pK, degeri
11.9°dur. Oksit radikal iyonu bazi inorganik anyonlarla hidroksil radikalinden daha
yavas reaksiyona girmektedir. Br, CO;> ve Fe (CN)¢" gibi anyonlarla reaksiyon hizi
Olclilemeyecek derecede yavas olmasina ragmen bu iyonlarin hidroksil radikali

tarafindan oksidasyonu hizlidir.

Hidroksil radikalinin organik molekiillerle reaksiyonunda hidroksil radikali elektrofil
olarak davranirken oksit radikali niikleofildir. Bu nedenle hidroksil radikali doymamis
baglara eklenirken oksit radikali eklenememektedir. Radikalin her iki formu da C-H
bagindan hidrojen c¢ikarabilir, pH’in yiliksek oldugu durumlarda ortamda hidroksil
radikalinin yanisira oksit radikali de reaktiftir ve bu durum farkl iirlinlerin olugmasina
neden olabilir. Ornegin; aromatik molekiil alifatik yan zincire sahipse oksit radikali
hidrojen ¢ikarmasiyla saldirirken hidroksil radikali aromatik halkaya katilmay1 tercih

eder [43].

Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan hidroksil radikali, su dahil ortamda
rastladig1 her biyomolekiille tepkimeye girer. Potansiyel olarak her biyomolekiil farkli
hizlarda hidroksil radikal siipiiriiciidiir. Hidroksil radikali canli hiicrelerde bulunan her
tip molekiil ile yiiksek hiz sabitleriyle (10°-10'"" M's™) reaksiyona girebilmektedir.
Sekerler, aminoasitler, fosfolipitler, DNA bazlar1 ve organik asitler gibi [44]. Hidroksil

radikalinin ii¢ temel reaksiyonu vardir. Bu reaksiyonlar;
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e Hidrojen ¢ikarma reaksiyonu (6rnegin, metanol ile reaksiyonu)
CH;0H +-OH — H,0 + -CH,OH (2.9)

e Katilma reaksiyonu (Ornegin, piirin ve pirimidin gibi aromatik yapilara
eklenebilmesi)
e Elektron transfer reaksiyonlar1 (6rnegin, kloriir iyonu ile reaksiyonu) seklinde

stralanir [10].
ClI +-OH— CI- + OH" (2.10)

Hidroksil radikalinin reaktivitesi ¢ok yliksek oldugundan canli sistemlerde tiretildiginde
hemen etrafindaki biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek ¢esitli reaktivitede ikincil
radikaller iiretebilir. Ornegin; hidroksil radikalinin karbonat iyonuyla reaksiyonu

sonucunda gii¢lii indirgeme araci olan karbonat radikali (COs™) olusur [2].

2.6.1. Hidroksil Radikal Uretimi

Hidroksil radikali bazi gecis metal iyonlarinin indirgenmis formunun hidrojen peroksit

ile reaksiyona girmesiyle iiretilebilir [43]. Ornegin;

Cu” + H,0, —» Cu*" + ‘OH + OH (2.11)
Fe*" + H,0, — Fe’* + -‘OH + OH (2.12)
Ti*" + H,0, — Ti*'+ -OH + OH (2.13)
Co”" + H,0, — Co’"+ :OH + OH (2.14)

Biiytlik olasilikla bu reaksiyonlardan biyolojik olarak en uygunu hidrojen peroksitin
demir tuzlarina baglh ayrismasidir. Bu reaksiyon ‘“Fenton reaksiyonu” olarak
adlandirilir. Hidrojen peroksit ile demir(I) tuzu karistiminin hidroksil radikal
olusturdugu ilk defa 1894 yilinda Fenton [12] tarafindan gozlenmistir. Aslinda Fenton
kimyas1 yukarda belirtilen reaksiyondan c¢ok daha karmasiktir. Ozellikle hidroksil
radikal olusumunu katalizlemeleri nedeniyle, canlilarda ge¢is metal iyonlar1 radikal
hasarlarindan birinci derecede sorumludurlar ve organizmada bu etkiye sahip

olamadiklar1 formda ( proteine bagli) tutulmalidirlar [45].
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Fotokimyasal olarak olusturulmus Fe(II) ile hidrojen peroksit arasinda meydana gelen
reaksiyondan hidroksil radikali iiretilebilir ve bu reaksiyon “Foto-Fenton” reaksiyonu
olarak adlandirilir. Hidrojen peroksitin direkt fotoliziyle de hidroksil radikali
tiretilebilmektedir, fakat hidrojen peroksitin 151k absorbsiyonu zayif oldugu ic¢in bu

sekilde hidroksil radikal {iretimi daha yavas meydana gelmektedir [46].
Fe(Ill) + 151k — Fe(Il) (2.15)
Fe(ll) + H,0, — -OH + Fe(Ill) (2.16)

Ayrica Fe(III)’ {in askorbik asit [14] ve siiperoksit anyon radikali [20] gibi indirgenlerle
Fe(Il)’ ye indirgenerek hidrojen peroksit ile reaksiyonu sonucunda da hidroksil radikali

uretilmektedir.

Hidroksil radikalleri tetraklorohidrokinon (TCHQ) ile hidrojen peroksit arasindaki
reaksiyondan da tiretilebilir. Bu reaksiyon metal iyonuna bagimli degildir ve “Organik
Fenton” reaksiyonu olarak adlandirilir. TCHQ’nun  otooksidasyonu ile
tetraklorosemikinon (TCSQ-) radikali olusur. Bu radikal klasik Fenton reaksiyonundaki
demir iyonunun yerine geger ve hidrojen peroksitle birlikte hidroksil radikali iiretilir

[47].
TCSQ- + H,0, — TCBQ + OH + -OH (2.17)

Hidroksil radikal tiretimi i¢in Fenton reaksiyonu disinda baska yontemler de vardir.

Hidrojen peroksitin siiperoksit radikali ile reaksiyonu [48];

0, - +H,0,+H — O,+H,0+-OH (Haber- Weiss reaksiyonu) (2.18)
suyun yiiksek enerjili iyonizan radyasyona maruz kalarak fotolizi [43];

H,0 X" 5 H-+-OH (2.19)

hidrojen peroksitin UV 1s1gmma maruz kalmasi nedeniyle, hidrojen peroksitteki O-O

baginin homolitik ayrilmasi [49] ve

H,0, —~— 2 HO- (2.20)
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hipokloroz asitin siiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda hidroksil radikali

tiretilebilir [50].
HOCI + O; - —» ‘-OH+ 0O, +CI (2.21)

2.6.2. Hidroksil Radikal Dedeksiyonu

Herhangi bir serbest radikalin dedeksiyonu icin en spesifik teknik elektron spin
rezonanstir (ESR). Bu yontem ilkesel olarak basittir ¢iinkii eslesmemis elektronlarin
varligini dedekte edebilir. Radikal, ESR spektrumundan tanimlanir. ESR’nin duyarliligs;
biyolojik dokularda, viicut sivilarinda, gidalarda veya iceceklerde bulunan askorbat ve
vitamin E gibi antioksidanlardan tiireyen radikalleri dedekte edebilmek igin yeterlidir.
Bununla birlikte ESR duyarlili§i hidroksil, peroksil (RO;) veya alkoksil (RO)
radikalleri gibi oldukca reaktif radikallerin direkt dedeksiyonu ig¢in yeterli degildir.
Ornegin hidroksil radikali gidalarda veya canli ortamda oncelikle yakiminda bulunan
molekiillerle reaksiyona girer. Hidroksil radikali gibi reaktif radikalleri dedekte
edebilmek icin spin tuzaklar1 kullanilir. Radikalin tuzak ile reaksiyonu sonucunda daha
uzun Omiirli radikalik tlirler meydana gelmektedir. Radikallerin (R-NO) nitrozo

bilesikleriyle reaksiyonu sonucunda genellikle uzun Omiirlii olan nitroksit radikalleri

olusur.
R
|
R-N=0O + R — N —O ( nitroksit radikali) (2.22)
Reaktif radikal |
R’

Nitroksit radikali ¢esitli spin tuzaklarindan olusabilir. Bunun i¢in siklikla
kullanilanlardan biri 5,5-dimetilpirolin-N-oksit (DMPO) dir. Fakat burada iizerinde
durulmasi1 gereken nokta DMPO’nun gidalarda ve canli ortamda bulunan birkag
indirgeme araci ile indirgenebilmesi ve ESR’de okunmayan tiirler (uzun ESR sinyali
vermeyen tiirler) olusturmasidir. Bu durum radikalin siipiiriildiigii gibi yanlis yorumlara

neden olabilir. Ornegin; askorbat DMPO’nun indirgenmesinde etkilidir [37].
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Spin tuzaklar1 canli ortamda olusan hidroksil radikallerini tutmada yeteri kadar bagarili
degildir. Buna ragmen hidroksil radikallerinin biyomolekiile saldirmasi sonucu olusan
peroksil radikal veya karbon merkezli radikallerden bir kismini tutabilirler. Spin
tuzaklarindaki potansiyel problem, iiretilen hidroksil radikalinin ne kadarmin spin
tuzagi ile reaksiyon sonucu elektron spin rezonans (ESR) sinyali verdigi ve ne kadarinin
diger yollardan reaksiyona girerek ESR’de okunmayan tiirler verdigi konusunda karar
verme zorlugudur. Bu problemin ¢o6ziimii i¢in hidroksil radikali ile spin tuzaginin
reaksiyonu sonucunda olusan irlinlerin yiiksek performanshi sivi kromatografisi
(HPLC) ile analizi yapilabilir. Aslinda ESR/HPLC bilesim sistemleri aromatik

hidroksillenme yontemine benzemektedir [45].

Hidroksil radikallerinin dedeksiyonunda bir baska yararli yontem de aromatik
bilesiklerin kullanilmasidir. Canli ortamda hidroksil radikal iiretiminin 6nemli oldugu
ileri stiriildiigiinden beri bu ortamda kullanilabilecek yontemlere onem verilmistir.
Aromatik hidroksilasyon canli ortamda kullanilabilecek bir yontemdir. Aromatik
bilesikler 1iyi dedektorlerdir, ¢ilinkii hidroksil radikali ile kararli tiirevlerine
hidroksillenirler. Buna ek olarak halkaya saldirinin pozisyonu, halkada 6nceden var olan
substitiientlerin elektron ¢ekme veya itme Ozelliklerine baglidir [51]. Benzen ve benzen
tirevlerinin metal iyonu-H,O, karisimiyla oksidasyonu 80 yili askin bir siiredir
bilinmektedir. Bu reaksiyonlar ¢ok karmasiktir. Hidroksil radikalinin aromatik halka

yapisina eklenmesiyle hidroklorohekzadienil radikali olugsmaktadir.

‘ H OH
i ><

O
(2.23)

Hidroklorohekzadienil radikalinin dimer yapisindan su ¢ikarmasiyla bifenil olusabilir

H
HO QH (2.24)

veya radikal fenole okside olabilir.
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H OH
OH . ' OH
—1e” ~H*
. E-'.e"M ' ‘

Eger hidroksil radikali tarafindan substite benzene saldir1 olursa reaksiyonlar daha da

(2.25)

karmasik hale gelir. Ornegin, aromatik asitlerin hidroksil radikalleri ile reaksiyonlarmda
Cu*" veya Fe’* gibi oksitleyici metallerin yoklugunda ve diisiik pH degerlerinde
dekarboksilasyon reaksiyonlar1 tercih edilirken, metal iyonlarinin varliginda
hidroksillenme reaksiyonlar1 tercih edilir. Bu sebepten dolay1 fizyolojik sartlar altinda
(pH= 7.4; metal iyonu ve oksijen mevcut) hidroksilasyon olay1r baskin olarak
gozlenmektedir [45]. Biyokimyasal sistemlerde iiretilen hidroksil radikalinin biiyilik bir
kism1 demir veya bakir iyonlarinin hidrojen peroksit ile reaksiyonundan ileri gelir.
Hidroksil radikallerinin herhangi bir aromatik bilesige saldirmasi hidroksillenmis iiriin
olusumu ile sonuglanir. Halliwell [48] siiperoksit anyon radikali ve hidrojen peroksit
sisteminde hidroksil radikal {retimini denemek i¢in aromatik hidroksilasyonu
kullanmistir. Hidroksillenmis tirtinlerin kantitatif degerlendirmeleri kolorimetrik yontem
ile yapilabilir. Kolorimetrik yontemde o-dihidrik fenoller 6l¢iiliir. 4-hidroksi sinnamik
asit (p-kumarik asit), 2-hidroksi benzoik asit( salisilik asit) ve 4-hidroksi benzoik asit

uygun substratlar olarak bulunmustur.

Hidroksillenmis aromatik bilesikler floresans oOzellikleriyle de Olgiilebilir. Barker ve
Gebicki [52] 2-, 3- ve 4-hidroksi benzoatlarin floresans 6zelliklerini kullanarak benzoat
iceren sulu ¢ozeltide radyoliz sonucunda hidroksil radikal olusumunu Ol¢gmiistiir ve
Gutteridge [18] benzer bir yontem kullanarak fizyolojik sartlar altinda demir(Il) ve
hidrojen peroksitten hidroksil radikal olusumunu izlemistir. Benzoat probu

kullanildiginda 3-hidroksi benzoat ve 4- hidroksi benzoat esas reaksiyon iiriinleridir.

Bununla birlikte basit kolorimetrik ve florimetrik denemelerdeki temel problem sadece
tek hidroksillenme {iriiniiniin 6l¢iilmesidir. Barker ve Gebicki [52] floresans ozellik
gosteren her li¢ benzoat1 da dlgmiistiir, fakat aromatik halkaya hidroksil radikal saldirisi

sonucunda ortaya ¢ikabilecek diger tirtinler dl¢iilmemistir.
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Olusan tiim reaksiyon iirlinlerinin degerlendirilebilmesi i¢in en uygun yontem
kromatografik yontemlerdir. Gaz-sivi kromatografisi (GLC) kullanilabilir. Bununla
birlikte fenollerin ugucu iirlinlere dontstiiriilmesi gerekmektedir. Tiirevlestirme
islemleri sirasinda ugucu fenollerin kaybolma ihtimali vardir. GLC kiitle spektrometresi
ile kullanildiginda firiinlerin kolayca tanimlanmasi gibi bir avantaja sahiptir. Fakat
genellikle laboratuvar kullanimi i¢in yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
yontemi tercih edilmektedir. Ornegin; fizyolojik pH’da Fenton sistemiyle iiretilen
hidroksil radikallerinin fenole saldirmasiyla katesol (1,2-dihidroksibenzen) ve
hidrokinon (1,4-dihidroksibenzen), az miktarda da resorsinol (1,3-dihidroksibenzen)

olusmaktadir. Bu iirtinler hem GLC ile hem de HPLC ile belirlenebilir.

Biyolojik sistemlerdeki hidroksil radikal olusumunun &l¢iilmesinde aromatik bilesikler
kullanilmaktadir. Bunun i¢in en uygun olanlardan biri salisilattir [45]. Salisilat
fizyolojik pH’da demir(Il) ve hidrojen peroksitten {iretilen hidroksil radikali ile
reaksiyona girdiginde esas olarak ii¢ iirlin olusmaktadir. 2,3-dihidroksi benzoat, 2,5-
dihidroksi benzoat ve az miktarda dekarboksilasyon nedeniyle katesol olusmaktadir. Bu

tiriinler disinda 2,4-dihidroksi benzoatin da hidroksillenme iiriinleri igerisinde yer

alabilir [53].
- QOH .
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Sekil 2.3: Salisilatin hidroksillenme firiinleri

Hidroksil radikali i¢in diger olast dedektdér molekiil aromatik aminoasit fenilalanindir.

Fenilalanine hidroksil radikallerinin saldiris1 sonucunda izomerik tirozin karigimi olusur
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ve HPLC ile kolayca ayrilir. Olusan friinler 2-hidroksifenilalanin (o-tirozin), 3-

hidroksifenilalanin(m-tirozin) ve 4-hidroksifenilalanindir (p-tirozin) [54].
A

&

R

O—aqQ

OH

Sekil 2.4: Fenil alaninin hidroksillenme iirtinii

Hidroksil radikal dedeksiyonu i¢in reaksiyon karisiminin igerdigi aromatik bilesiklerin
sadece milimolar derisiminde olmasima ihtiya¢ duyulurken spin tuzaklarinda daha
yiiksek derisimlere ihtiyag duyulmaktadir. Bundan dolayr HPLC’den yararlanilan
aromatik hidroksilasyon, canli ortamda hidroksil radikal {iretiminin 6l¢iilmesinde daha
duyarli ve dogrudur. Dihidroksillenmis aromatik iirlinler fizyolojik pH’da yavasca
otookside olur. Bu durum inkiibasyondan sonra reaksiyon karigiminin

asitlendirilmesiyle 6nlenebilir [45].
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Tablo 2.2: Hidroksil radikal dedeksiyon yontemleri

YONTEM YONTEMIN PRENSIBI YONTEMLE ILGILI
YORUMLAR
Spin tuzagl/ ESR Spin tuzag: hidroksil radikali ile | Cok spesifik bir yontemdir fakat

reaksiyona girerek karekteristik
ESR spektrumuna sahip kararli
iirlin olusturur.

kullanilan birkag spin tuzag:
askorbat tarafindan ESR’ de
okunmayan tiirlere indirgenir. Bu
nedenle bir¢ok biyolojik sistemde
kullanilamaz.

Benzoatin dekarboksilasyonu

Karboksili isaretli benzoattan
1Co, aciga cikar.

Cok duyarli bir denemedir fakat
fizyolojik sartlar altinda hidroksil
radikalinin benzoata saldirmasi
sonucunda dekarboksilasyon
tirliniinden ¢ok hidroksillenme tiriinii
olusmaktadir.

p-nitrozodimetilanalinin
renk soniimii

PNDA hidroksil radikali ile
hizlica reaksiyona girmektedir
bu reaksiyonuyla es zamanda
PNDA ’nin sar1 rengi agilir. (O,
veya singlet O, ile reaksiyon
vermez.)

Biyolojik sistemlerde hidroksil
radikal olusumuyla iliskisi olmayan
birgok agartma reaksiyonu bulunur.

Triptofan Triptofanin hidroksil radikali ile | Tiroptofan ayrica singlet oksijen ile
reaksiyonunda karakteristik de reaksiyona girer fakat olusan
iriinler olusmaktadir. iriinler farklidir.

Dimetilsiilfoksit (DMSO) | Hidroksil radikalleri DMSO’ya | Yontemin canli ortamda kullanimi1

yontemi saldirdiginda metan(CHy) ve miimkiindiir. Fakat denemeler
formaldehit (HCHO) agi1ga DMSO’nun hidroksil radikali ile
¢ikar. Sirastyla GLC ve ilgisi olmayan oksidasyon
kolorimetrik olarak tayin reaksiyonlarida verdigini
edilebilir. gostermektedir.

C4HgOS  (methional) veya | C4HgOS (methional) veya 2- Hidroksil radikali i¢in spesifik

KTBA nin etilen gazi | keto-4-tiometil butanoik asitin degildir. Kimyasi ¢ok karmasiktir.

igersinde doniistimii

etilen gazi igersindeki
oksidasyonudur.

Canli ortamda kullanilma girigimleri
transformasyonun hidroksil radikal
olusumu ile ilgisi olmayan
mekanizma tarafindan elde edildigini
ortaya koymustur.

Benzoat floresansi

Benzoatin hidroksil radikali ile
reaksiyonu sonucunda
305nm’de uyarildiginda,
407nm’de floresans veren 3- ve
4-hidroksibenzoatlar olusur.

Duyarli bir yontemdir.

Spin tuzagl/ HPLC

Spin tuzag1 ve aromatik
hidroksilasyonun prensiplerinin
bilesimidir. HPLC, DMPO gibi
spin tuzaklarinin radikalle
olusturdugu iiriinleri ayrrmak
icin kullanilir,

Elektrokimyasal dedeksiyon yiiksek
duyarlilik saglamaktadir.

Kumarin floresansi

Kumarin-3-karboksilik
asitin(CCA) hidroksillenmesi
sonucunda floresan lriin
olusmaktadir.

CCA gesitli biyomolekiillere
kovalent olarak baglanir ve floresans
degisiklikleri kullanilarak
¢evresindeki hidroksil radikal
iretimi Olgiliir.
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2.7. RADIKALIK REAKSIiYONLARIN KIiNETIiGi

Kisa omirli tiirler yalnizca hizli reaksiyon teknikleri kullanilarak o6l¢iilebilir. Bu
teknikler direkt kisa Omiirlii tiiriin azalisinin veya bu tiiriin reaksiyonu sonucunda olusan
iiriiniin miktarindaki artisin  gozlendigi mutlak hiz sabitlerinin elde edildigi puls
yontemleri igerir. Ya da yarigsmali kinetik kullanilarak iiriin veriminin 6l¢iilmesinden
relatif hiz sabitleri elde edilebilir. Son olarak kullanilabilecek bir diger yontem de
kararl1 hal yontemidir. Olgiilen iiriinlerin olusum mekanizmasi tam olarak bilinmedikge

bu yontemin dogrulugu azdir.

Direkt yontemde ideal sartlar, sadece bir tane temel radikalin oldugu ve reaktif
¢oOzeltinin yalanci birinci mertebeden kinetigi saglayabilecek kadar yiiksek derisimde
oldugu sartlardir. Bu yontemde reaksiyon temel radikalin azalmasinin takip edilmesiyle
izlenmektedir. Bu nedenle bu yontem genellikle €54 i¢in uygundur. Ciinkii absorpsiyon
spektrumundan goriildiigii gibi e’,q uygun absorpsiyon spektrumuna sahiptir. Direkt
yontemde tiriin gelisimi de takip edilebilir. H-, ‘OH ve -O tiirlerin spektral dzellikleri
azalmalarini takip etmek i¢in yeterince uygun olmadigindan bu tiirlerde iiriin gelisimi

izlenmesi tercih edilmektedir [43].
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Hidroksil radikali i¢in direkt yontem prensipte en giivenilir olamdir. Veriler puls
radyolizin kullanim1 ile direkt olarak hidroksil radikal azalmasi ve/veya iirlin

olusumunun gozlenmesi ile elde edilebilir.
OH + S — P (2.26)

Pratikte hidroksil radikalinin azalmasi izlenemez ¢ilinkii zayif UV absorpsiyon
spektrumuna sahiptir. Bu nedenle hidroksil radikali i¢cin bu yontem ancak uygun
absorpsiyon spektrumuna sahip iiriin olusumu gerceklestiginde kullanilabilir. Ornegin;
hidroksil radikalinin Fe(CN)e" ile reaksiyon hiz sabitinin belirlenmesinde, kararli olan

Fe(CN)g” tiriin olusumunun gozlenmesiyle direkt olarak Slgiilebilir.
Fe(CN)s"+-OH — Fe(CN)¢™ + OH™ (2.27)

Bu yontem ayrica olusum kinetigi (build up kinetics) olarak da adlandirilmaktadir.
Secilen sartlarda hidroksil radikalinin kendi kendine reaksiyona girmesi ihmal edilir ve

tirtin (P,) ortamdaki maddelerle reaksiyona girmemelidir.

Bu yontemde ideal sartlarin saglanamadigi durumlarda hatalar meydana gelmektedir.
Bu sartlarin saglanamamasinin nedeni; temel radikalin siipiiriicli ile reaksiyonunun,
radikallerin Dbirbiriyle girdikleri reaksiyonla yarigmasi olabilir. Bu durum tek basina
kinetikten belirlenemez, bu yiizden temel radikal verimi ile reaksiyon {iriiniiniin verimi

karsilastirilmalidir.

Bazen temel radikalden gozlenen reaksiyon {iriiniiniin olusumu birden fazla basamak
gerektirir. Bu durumda bu {riiniin olusum hizi temel radikalin reaksiyon hizinin bir
Olciisii degildir. Bu duruma iyi bilinen bir 6rnek hidroksil radikalinin halojeniir ile

reaksiyonudur. ilk iiriiniin HOX:~ olmasina ragmen 6lgiilen iiriin -X,  dir.
X + ‘OH — HOX- (2.28)
HOX- — X+ OH (2.29)

X+ X - X5 (2.30)
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Kinetik spektroskopik dedeksiyon ve kisa Omiirlii tiirlerin analizinde, dedeksiyon
cihazlarmin kalibrasyonunun yetersiz olmasindan dolay1 enstriimental hatalar da

meydana gelebilir.

Temel radikalin azalmas1 veya reaksiyon {iriiniiniin olusumu direkt olarak gozlenmezse
yarismali kinetik yontemi kullanilir. Bu yontemin genel sekli asagida gosterilmistir

[43].
Prob(pr) + -OH — Uriin, (2.31)
Siipiiriicii(sp) + ‘OH — Uriin, (2.32)

Hidroksil radikali ile siiptiriicli bilesik arasindaki ikinci dereceden reaksiyon hiz sabitini
hesaplamak i¢in Halliwell ve dig. [14] tarafindan Onerilen yarismali kinetik esitligi
asagida verilmistir. Yarigsmali kinetigin kullanildigi yonteme bagli olarak absorbans

degerleri yerine floresans degerleri de analitik cevap olarak alinabilmektedir.

AA = Ay - A = K (kg [sp] [[OH]) (2.33)
A = K (ky [pr] [[OH]) (2.34)
(Ao—A)/ A=K (ks [sp] [[OH]) / K (kpr [pr] [[OH]) (2.35)
(Ao/ A) - 1=Ky [sp]/ kpr [pr] (2.36)
Ao/ A= (ke [sp]/ ko [pr]) + 1 (2.37)

K: enstriimantal sabit; A, ve A sirasiyla siipiiriicii yoklugunda ve varliginda prob
hidroksilasyonundan kaynaklanan absorbans degerleridir.

Yarigsmali kinetik yonteminde segilen sartlar nedeniyle temel radikalin kendi kendine
reaksiyona girmesi elimine edilir. Hidroksil radikalinin hiz sabitinin alkali ¢ozeltide
Ol¢iilmesi deneysel verilerin yanlis yorumlanmasina yolagabilir. Alkali ¢ozeltide -OH ve

‘O tiirleri dengede bulunmaktadir. Ornegin; 1 mol L™ OH™ ¢bzeltisi ((OH + OH™ [J

‘0" + H,O reaksiyon dengesini saga kaydirir) ‘O tiirliniin reaksiyon hiz sabitinin
Olclilmesine neden olur. Yarismali kinetik yonteminde dikkat edilmesi gereken bir
baska nokta da prob olarak se¢ilen maddenin baz1 durumlarda tek basamakta absorbansi

Olciilecek iirtinli olugturamamasidir.
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R+S — X— P (2.38)

Hidroksil radikallerinin siipiiriilme hiz sabitlerinin belirlenmesinde genellikle yarigsmali
kinetik yontemi kullanilmaktadir. Hidroksil radikalinin hiz sabitinin bu yontemle
Ol¢iilmesinde kullanilabilecek uygun absorptimetrik veya florometrik prob maddeler
mevcuttur. Bu prob maddeler kullanilarak istenilen hiz sabiti 6l¢iilebilir. Yarigmali
kinetik yontemi hidroksil radikallerinin birbiriyle reaksiyona girmesinin elimine
edilmesi, gozlemleme siiresinin kisa olmasi ve yliksek derisimlerde prob madde

kullanilabilirligi bakimindan diger yontemlere gore daha avantajhdir.

Kisa omiirlii tiirlerin kinetik incelenmesinde kullanilan bir diger yontem de kararli hal
(steady-state) yontemidir. Bu yontemde de yarismali kinetikteki prensip
kullanilmaktadir ve bu yolla daha giivenilir bilgiler elde edilebilir. Bu yontemde kalici
reaksiyon iriinleri ol¢iildiigiinden, temel radikal olusum mekanizmasinin dogru olarak
bilinmesi gerekmektedir. En gilivenilir sistem 0lgiilen iirliniin tek basamakta olustugu

sistemlerdir [43].

2.8. HIDROKSIL RADIKAL SUPURUCU BILESIKLERIN AKTIVITELERININ
BELIRLENMESINDE KULLANILAN YONTEMLER

Hidroksil radikalinin zayif UV absorpsiyon spektrumuna sahip olmasi nedeniyle
siiptiriici maddelerin hidroksil radikaliyle hiz sabitlerinin belirlenmesinde direkt
yontem uygulanamaz. Bu nedenle hidroksil radikal siipiiriicii bilesiklerin aktivitelerinin
belirlenmesinde yarigmali kinetik yoOnteminin uygulandigi spektrofotometrik veya
florometrik yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler temel olarak; segilen prob ve
stiptiriicii maddenin hidroksil radikali i¢in yarigmasi ve yarisma sonucunda prob madde
ile hidroksil radikalinin reaksiyonundan {iretilen iirlinlerin siipiiricii varhiginda ve
yoklugunda absorbans veya floresans degerlerinin 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir.
Yarigmali kinetik esitligi (esitlik 2.) kullanilarak Olglilen absorbans veya floresans
degerlerinden hidroksil radikali ile siipiiriicii bilesik arasindaki reaksiyonun ikinci

dereceden hiz sabiti hesaplanmaktadir [43].
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2.8.1. Tiyobarbitiirik Asitle Reaksiyon Veren Maddeler Yontemi (TBARS)

TBA testi biyolojik sistemlerde ve gidalarda lipit peroksidasyonunu degerlendirmek igin
en sik kullanilan ve bilinen en eski testlerden biridir, son zamanlarda kompleks
biyolojik metaryallerde uygulanmasi artmistir. Bu deneme basit, karmagsik
enstriimantasyon gerektirmeyen, yiiksek duyarlilikta bir yontemdir. Laboratuvar
kullanim1 i¢in uygundur [55,56]. Lipit peroksidasyonu metal iyonlarinin hem baslangi¢
asamasinda hem de ara reaksiyonlarda onemli katalitik rol oynadigi serbest radikal
ortaml1 bir olaydir. Bu gibi hasarlarin birincil {irtinleri kompleks peroksit karigimlaridir.
Bu karisim daha sonra karbonil bilesikleri iireterek kirtlir. Ug karbonlu malondialdehit
bilesigi bu karbonillerden biridir. Malondialdehit ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunda nispeten 6nemsiz bir {iriindiir. Bu iiriin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
reaksiyona girerek 532 nm’de maksimum absorpsiyon veren pembe renkli kompleks

olusturmaktadir.

Bu durum TBA testinin biyolojik sistemlerde malondialdehit belirlenmesine izin
verdigi inancina yol agar. Aslinda birka¢ aragtirmaci serbest malondialdehitin lipit
peroksidasyonunun 6nemsiz bir bileseni oldugunu gostermistir [15]. Ger¢ekte TBA
testinde reaksiyona giren MDA nin biiyiik bir kismu diisiik pH’da 1sitilma sirasinda lipit
peroksitlerinin bozunmasindan olusmaktadir. Peroksit bozunmasi RO, radikalleri {iretir
ve bu radikaller daha fazla lipiti okside edebilir. Yani sonu¢ olarak TBA testinin,
peroksidasyonu ve bunu takiben MDA olusumunu arttirdigi soylenebilir. Bu durum
TBA’daki renk gelisimini etkilemektedir. Bu problemin {istesinden gelebilmek i¢in test
sirasinda kendiliginden gelisen peroksidasyonu bastirabilen zincir kiric1 antioksidanlar
(genellikle BHT) eklenmesi girisiminde bulunulmustur. Kullanilan deneme sartlarina
gore ornek icersinde dlgiilen TBA’ya duyarli materyal (TBARS) degismektedir [57,58].
Bir bagka problem ise MDA’dan baska birkag bilesigin TBA ile 1sitilmasiyla 532 nm
dalgaboyunda veya yakin dalga boylarinda absorbansa sahip iiriinler vermesidir. Bu
maddelere 6rnek olarak sukroz, safra pigmentleri ve baz1 amino asitler verilebilir [57].
Bu problemin {istesinden, diger kromojenleri (TBA),-MDA f{iriiniinden HPLC yontemi
ile aymrarak gelinebilir. Birgok HPLC yontemi gidalara veya biyolojik materyale
uygulanabilir [59,60]. MDA ve diger aldehitlerin analizleri i¢in gaz kromotografisi de
uygundur [61,62]. Tiim bu problemlere ragmen TBA testi ¢ok sayida biyolojik veya

gida oOrneklerinde lipit peroksidasyonunu gostermek icin kullanilmaktadir. Bununla
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birlikte farkli yag asit kompozisyonlu dokular veya gidalardaki peroksidasyon
seviyelerini karsilastirmak zordur. Tiim yag asitlerinin oksidasyonu sonucunda MDA
tretilmez. MDA iki ¢ifte bagdan daha fazla coklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonunda ortaya ¢ikmaktadir[37].

Fenton reaksiyonu sonucunda iretilen hidroksil radikallerinin deoksiriboza
saldirmasiyla olusan MDA’nin tiyobarbitiirik asit ile kromojen kompleks olusumu,
hidroksil radikal siipiiriiciileri iceren bir ortamda gerceklestirildiginde deoksiriboz ile
hidroksil radikal siipiiriiciiler arasinda yarigmali reaksiyon meydana gelir ve kromojen
kompleks olusumunun azalmasindan yararlanilarak hidroksil radikal siipiiriictilerin
ikinci dereceden hiz sabitleri hesaplanabilir [14]. Hidroksil radikal olusumu Fenton
reaksiyonuyla degisik bicimlerde gerceklestirilebilir. Biyolojik sistemler yiiksek enerjili
radyasyona her zaman maruz degillerdir. Hidroksil radikalinin biyolojik sistemlerde
iiretimi biiylik olasilikla Fenton tipi reaksiyonlarla, yani hidrojen peroksit ile gecis metal

iyonlarinin reaksiyonuyla gerceklesir [18].

TBARS yonteminde Fenton reaksiyonunun uygulanma sekillerinden biri; askorbik asit,
hidrojen peroksit ve Fe(IlI)-EDTA karistmiyla hidroksil radikallerinin iiretilmesidir
[63].

Fe(II)-EDTA + askorbat — Fe(II)-EDTA + askorbat radikali (2.39)
Fe(I)-EDTA + H,O, — Fe(IlI)-EDTA + -OH + OH (2.40)

Demir(IIl) tuzlarinin indirgenmesinde askorbat yerine siiperoksit radikali de
kullanilabilir. Hipoksantin ve ksantin oksidaz karigimi (Ksantin + H,O + O, —Xob
iirik asit + O, © + 2 H' reaksiyonu geregince) siiperoksit radikali iiretir ve olusan
stiperoksit anyon radikali, pM seviyesindeki demir tuzlar1 varliginda hidrojen peroksit

ile etkileserek hidroksil radikali iiretir [24].
Fe’"- EDTA +0,” — Fe’™-EDTA + 0, (2.41)
20+ 2H" — H,0, + O, (2.42)

Fe’- EDTA + H,0,— Fe’"-EDTA + -OH + OH (2.43)
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Hidroksil radikali siiperoksit anyon radikalinden bagimsiz olarak fosfat tamponu iceren
reaksiyon karisimina direkt demir(II) tuzlar1 eklenerek hidrojen peroksit ile tiretilebilir

[43].
Fe' + H,0, — Fe’' + -OH + OH (2.44)

Ortama hidrojen peroksit eklenmeden de Fe(Il) tuzlar1 varliginda hidroksil radikali
tiretilebilir [18].

Fe>'+0,0 Fe*'-0,0 Fe*'-0, 0 Fe*" +0y (2.45)
20, +H — H,0,+ 0, (2.46)
Fe*" + H,0,— OH + OH + Fe’” (2.47)

Bu reaksiyonlarla hidroksil radikal olusumunun kaniti deoksiribozun bozunmasidir.
Olusan hidroksil radikali deoksiriboza hidrojen ¢ikarma mekanizmasi yoluyla saldirarak

TBA reaktif maddeler (TBARS) aciga ¢ikartir [16].

HOGH, ~O~_ §

Sekil 2.6: 2-deoksi-D-riboz

Katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD), demir kelatlayicilar (6rnegin; desferioksamin,
DETAPAC) ve hidroksil radikal siipiiriiciiler (tiyoilire, glikoz, mannitol gibi)
deoksiriboz bozunmasin1 inhibe ederler [16]. Siiperoksit anyon radikaline bagh
hidroksil radikal tretiminde SOD hidroksil radikal olusumunu inhibe etmektedir.
Hidroksil radikal olusumu siiperoksit radikali tizerinden gerceklesmiyorsa SOD enzimi
deoksiriboz bozunmasini engelleyemez. Benzer sekilde katalaz hidroksil radikal
tiretiminde hidrojen peroksiti oksijen ve suya ayristirdigindan dolayr etkili olmakla
birlikte denatiire olmus katalaz bozunmayi1 engelleyemez [45]. Katalazin hasar
onlemesi bozunmadan sorumlu hidroksil radikallerinin kaynaginin hidrojen peroksit
oldugunu gosterir. Hidrojen peroksit reaksiyon ortaminda olusabilecegi gibi disaridan

da katilabilir [16].
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Hidroksil radikal iiretimi sirasinda Fenton reaksiyonu yukaridaki reaksiyonlardan da

goriilebilecegi gibi degisik bigimlerde gergeklestirilebilir.

Fenton reaksiyonunun uygulanmasinda fosfat tamponunun, reaksiyonun meydana
gelmesi ic¢in kesinlikle gerekli oldugu sdylenemez. Fosfat tamponu kullanimi metal
iyonuna bagli radikal reaksiyonlarinda calismadaki karmasikligi arttirmasina ragmen
kullanim1 6nemlidir ¢ilinkii fosfat dnemli bir hiicre i¢i tampondur ve bir¢ok hiicre dis1
stvist igerisinde mevcuttur. Tris ve HEPES [4-(2-hidroksietil)-1-piperazin] etan siilfonik
asit giiclii hidroksil siipiiriiciilerdir [24]. Bu tamponlar sadece hidroksil radikali ile
reaksiyona girerek tampon kokenli ikincil radikaller verirler. Olusan bu radikaller

sistemi daha da karmasik hale getirir [45].

Fosfat tamponu gibi EDTA’ nin da (etilendiamin tetraasetikasit) hidroksil radikal
olusumu i¢in kesinlikle gerekli oldugu sdylenemez. Fenton reaksiyonunda EDTA’nin
kullanilmast hidroksil radikal olusumunu degil hidroksil radikalinin olusum yerini
etkiler. EDTA bulunmadigi durumlarda demir tuzlari tampona, prob maddeye veya
reaksiyon karigimindaki bazi bilesiklere baglanir [18]. Reaksiyon karigiminda kelat
olusturmamis demir iyonlar1 eklendiginde bir kismi deoksiriboza baglanir. Bagli demir
iyonlar1 Fenton reaksiyonunda yer almaya devam etmelerine ragmen iiretilen hidroksil
radikalleri ¢ozeltiye saliverilmez. Hidroksil radikal siipiiriiciiler bu tiir deoksiriboz
bozunmasini inhibe edemezler ¢linkii demir iyonlar1 tarafindan yerel olarak tiretilen

hidroksil radikali i¢in deoksiriboz ile yarisamazlar [24,45].

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar hidroksil radikal siipiiriici bilesiklerin dedektor
molekiilii, Fenton reaksiyonu sonucu tretilen hidroksil radikalinden her zaman
koruyamadigini gostermektedir. Bu ¢eliski Fenton reaksiyon karigimindaki bilesiklere
demir iyonlarmin farkli affinitelerle baglanmasiyla aciklanabilir. Hidroksil radikali
dedektor molekiile baglandiginda hasar yerel (site-specific) yolla direkt olarak dedektor
molekiilde meydana gelir. Buna karsilik hidroksil radikal siipiiriicii  bilesige
baglandiginda dedektér molekiil etkili sekilde korunacaktir [64]. Hidroksil radikal
siiptiriici  maddeler dedektér molekiildeki metal baglanma bdlgesine yaklasma
yetenegine sahip olmadikga spesifik bolgedeki hasart durdurmak veya dnlemek zordur.

Eger siipiiriicii molekiiliin metali baglama yatkinlig1 ligandinkinden fazlaysa siipiiriicii
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ligand1 koruyabilir. Benzer sekilde metal kelatlayict EDTA, demiri kendi baglayarak
dedektor molekiile baglanmasini1 engeller ve zarar1 baska yere transfer eder. Boylece
hidroksil radikalleri yerel olarak iiretilmez ve tiim ¢ozeltiye dagilir. Hidroksil
radikalinin verdigi hasar ister hidrojen ¢ikarimu ister katilma reaksiyon mekanizmasi
tizerinden olsun, EDTA’nin hidroksil radikali siipiiriicii etkinligini = arttirdigi
bulunmustur. Demiri baglama affinitesi dedektéor molekiilden daha yiiksek olan
hidroksil radikal siipiiriiciileri arasinda demiri daha siki baglayanlar daha zayif
baglayanlara gore daha etkili siipiiriiciilerdir. EDTA’nin ortama eklenmesi hidroksil
radikal siipiiriiciiniin etkinligini yeniden kurar. Glikoz, mannitol, histidin ve tiyotire gibi
stipiirticiiler ayn1 zamanda metal iyonlartyla kompleks yapict olarak bilinirler ve bu
durum EDTA’nin Fenton reaksiyon ortamina eklenmesiyle neden hiz sabitlerinde

belirgin bir artis olmadigini agiklar.

Fenton reaksiyonunda EDTA’ ya yer verildiginde hidroksil radikal siiptiriiciiler ic¢in
belirlenen ikinci dereceden hiz sabitleri radyoliz denemelerinden elde edilen sonuglarla
uyum i¢indedir. EDTA’nin varligi hidroksil radikallerinin ¢ozeltide serbest halde
bulunmasina izin verir. Bunun sonucunda dedektér molekiil ve siipiiriicii esit sartlar
altinda hidroksil radikali i¢in yarisir [18]. Ayrica pH 7.4’de demir(Il) tuzlarinin
otooksidasyonu yavastir. Fe(I)-EDTA kompleksinin otooksidasyonu ise daha hizlidir.
Bu durumun Fe(III)-EDTA kompleksinin daha kararli olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir [16]. EDTA gibi kararlilastiric ligandlar varhginda Fe*" + ¢ 0 Fe*
(E’= 0.77 V) yari-reaksiyonu sol tarafin lehine doner ve potansiyel diiserek divalent
demirin yiikseltgenmesi kolaylasir. EDTA radikal reaksiyonlarinda yer aldiginda birkag
benzersiz Ozellige sahiptir. Bu o6zellikler, demir iyonlarinin redoks potansiyelini
degistirme yetenegi, demir(Il) iyonlarinin otooksidasyonunu hizlandirmasi ve Fe(OH);

olusumunu engellemektir [18].

TBARS denemesinde yukarida bahsedilen sekillerde Fenton reaksiyonuyla iiretilen
hidroksil radikallerinin 37°C’lik inkiibasyon sirasinda dedektdr molekiil deoksiriboza
saldirmas1 sonucunda olugan malondialdehit diisiik pH da 1sitildiginda iki molekiil TBA

ile reaksiyona girerek kromojen iiriin (TBA,-MDA &= 153 Lmol'cm™) olusturur [65].

‘OH + deoksiriboz — kirilmis parga % MDA (2.48)
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2 TBA + MDA — kromojen iiriin (2.49)
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(2.50)

Renk gelisimi reaksiyon karisimma 1 mL %1’°lik (w/v) 50 mM sodyum hidroksitte
hazirlanmis tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi ve bunu takiben 1 ml %2.8’lik trikloroasetik
asitin (TCA) sulu ¢oOzeltisinden eklenmesiyle meydana gelir. Reaktifler iyice
karistirildiktan sonra tiipler 10-20 dakika 100°C’de (kaynar su banyosunda) bekletilir ve
sonra sogutulur. Pembe TBA iirliniiniin (Amax = 532 nm) absorbansi Ol¢iiliir. Bundan
baska 532 nm dalga boyunda uyarildiktan sonra 553 nm dalgaboyunda da floresansi
[15,16] Olgiilebilmektedir. Floresans oOl¢limleri absorbans oOl¢limlerinden daha
duyarlidir. Eger reaksiyon karisiminda bulaniklik varsa kromojen iirlin biitan-1-ol ile

ekstrakte edilebilir ve organik fazin (iist faz) absorbansi veya floresansi Ol¢iliir [45].

Reaksiyon karigimmna hidroksil radikal siipiiriicii bilesik eklendiginde hidroksil
radikalleri i¢in deoksiriboz ile yarigir ve deoksiriboz bozunmasini azaltir. Hidroksil
radikalleri ile deoksiribozun ikinci dereceden reaksiyon hiz sabiti 3.1x10° M's™ [66]
kabul edilerek A,/A ile [slipiiriicii]/[deoksiriboz] arasinda cizilen yarismali kinetik
grafiginin egimi kullanilarak (esitlik 2.37) siipliriicliniin  hidroksil radikaliyle
reaksiyonunun hiz sabiti hesaplanabilir [14]. Ya da kontrol ¢ozeltisinin (hidroksil
radikal siipliriicii madde icermeyen ¢oOzelti) absorbansiyla hidroksil radikal siipiirme
aktivitesi belirlenmek istenen maddenin ortama eklenmesi sonucunda elde edilen
absorbans degerleri farkindan deoksiriboz inhibisyon yiizdesi (% inhibisyon = (1 -
Abmek/Akontrol) X 100) bulunabilir. Inhibisyon ylizdesi ile siipiiriicii derisimi arasinda
cizilen grafik yardimiyla hidroksil radikallerinin %50’sini siipiirebilmek icin gerekli

ornek derigimi (ICso) hesaplanabilir [67].

Bu yontem sirasinda kontrol edilmesi gereken diger noktalar, siipiiriiciiniin hidroksil
radikalinin iretimini engellememesi; 6rnegin, hidrojen peroksit ile hizlica reaksiyon
vermesi veya demirle kelat olusumu (kelat olusumu EDTA’nin kullanildigi durumlarda
pek olas1 degildir ¢ilinkii demir daha 6nceden EDTA ile kelat olusturur.); siipiiriiciiye

saldiran hidroksil radikalinin kromojen iiriin olusturmamasidir [37].
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2.8.2. Rodaniir Probuyla Spektrofotometrik Aktivite Tayin Yontemi

Maddelerin hidroksil radikaliyle reaksiyonlarinin hiz sabitlerini 6lgmek ve bu reaksiyon
tiriinlerini arastirmak i¢in kesin ve kusursuz yontem puls radyolizdir. Eger puls radyoliz
olanaklar1 ulagilabilir degilse yaklasik hiz sabitleri daha basit denemeler kullanilarak
yapilabilir [37]. N,O ile doyurulmus su ile seyreltilmis (10uM) fosfat tamponunun(pH
7.0) radyolizi ile hidroksil radikali tiretilir.

HyO ~~~— -OH, €5, H', Hy0,, H, (2.51)
g + NoO+H,0 — -OH+ OH + N, (2.52)

Reaksiyon ortamimma KCNS eklenmesiyle hidroksil radikalleri CNS™ ile reaksiyona

girerek anyon radikalini (SCN), h olusturur.

.OH + CNS — CNS(OHY (2.53)
CNS(OH) — CNS- +OH (2.54)
CNS- +CNS™ — (CNS), (2.55)

pH 7.0’de son iki reaksiyonun hizlar1 belirlenemez bu yiizden KCNS’ den (CNS:),
olusumunun ikinci mertebeden reaksiyon hiz sabiti 1.1x10' M's™ ile tek oksidasyon
basamagindan gergeklestigi distiniilmektedir. (CNS), " radikal iyonu goriiniir bolgede
giiclii absorpsiyona sahiptir (500 nm’de &=7.1x10° M'cm™). Reaksiyon ortamina
eklenen ve hiz sabiti belirlenmek istenen siipiiriici madde ile CNS , hidroksil
radikalleri i¢in yarigir. Bunun sonucunda (CNS), ° radikal iyonunun absorbans
azalmasindaki degisimler gozlenerek yarismali kinetik esitligine (esitlik 2.37) gore
stiptiriici maddenin hidroksil radikaliyle reaksiyonun ikinci mertebeden hiz sabiti
hesaplanabilir. 500 nm’deki N,O ile doyurulmug 10 mM fosfat tamponunda (pH 7.0)
hazirlanmis KCNS (100 uM) 1sinlanmis ¢dzeltisinin absorbansi siipiiriicii varliginda (A)
ve siipiiriicii yoklugunda (Ay) oOlgtiliir. Ay/A ile [siipiiriicii]/[KCNS] arasinda ¢izilen
grafigin egiminden ki, (siipiiriiciiniin hidroksil radikali ile ikinci mertebeden hiz sabiti

M s ) hesaplanabilir. Prob i¢in ky—= 1.1x10" M's” olarak alinir [63].
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2.8.3. DMSO ile Florometrik Aktivite Tayin Yontemi

Bu yontemde Fenton reaksiyonuyla iiretilen hidroksil radikallerinin dimetil siilfoksit
(DMSO) ile reaksiyonu sonucunda olusan formaldehitin Hantzsch reaksiyonuna gore
florometrik olarak tayini temel alinmigtir. Dimetil siilfoksit hidroksil radikali ile kararl

tirlin olusturmaktadir [49].

.OH + (CH;),SO — CH3SO,H (I) + -CH; (2.56)
.CH; + 0, — CH;00- (2.57)
2 CH;00- — HCHO (II) + CH;0H + O, (2.58)

Dimetil siilfoksit ile hidroksil radikalinin reaksiyonu sonucunda olugan metan siilfinik
asit drlinti(I)  hidroksil radikalinin spektrofotometrik ve HPLC yontemleri ile
belirlenmesinde kullamlmaktadir. Uriin(Il) olan formaldehit ise pH 4.5°de 1,3-
sikloheksandion (CHD) ve amonyak ile florometrik olarak belirlenebilir. DMSO ve
hidroksil radikali reaksiyonu sonucunda olusan formaldehit amonyak ve CHD ile

reaksiyona girmektedir.

0 o]

o 0
HCHO + U +NH, ——— (Il + 3H0
N

b (2.59)

Potasyum hidrojen fosfat (pH 7.4), hidroksil radikal siipiiriici, DMSO, demir(III)-
EDTA ve hidrojen peroksitten olusan reaksiyon karigimina askorbik asit ilavesiyle
reaksiyon baglatilir. 37°C’de 15 dakikalik inkiibasyon sonunda amonyum asetat (pH
3.6) ve 1,3- sikloheksandion eklenerek son pH 4.5 olarak ayarlanir. 20 dakika 95°C’de
1sitilma sonucunda floresans Olgiiliir. Bu reaksiyon neticesinde olusan tigiincii {iriin i¢in
uyarilma ve emisyon dalgaboylar1 sirasiyla 400.4 nm ve 452.3 nm’dir. Hidroksil
radikalinin belirlenmesi floresans siddetinin Ol¢iimiiyle yapilir. Bu yontem ile cesitli
hidroksil radikal siiptiriiciilerin 1Csy degeri, siipiiriicii derisimiyle % inhibisyon (%
inhibisyon = (1 - (Fsmek/Fkontro1)) X 100) arasinda ¢izilen grafikten elde edilebilir [68].
Hidroksil radikaliyle siipiiriicii arasindaki reaksiyon hiz sabiti ise yarismali kinetik

yontemi (esitlik 2.37) kullanilarak hesaplanmistir [68]. Hidroksil radikallerinin DMSO
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ile reaksiyon hiz sabiti TBARS yontemine gére 7x10° mol'Ls™ olarak bulunmustur

[14].

Bu yontem tek kantitatif iirlin olusumu nedeniyle aromatik hidroksilasyona
benzememektedir. Pahali bir enstriimentasyon gerektirmeyen, duyarli bir yontemdir.
DMSO hidroksil radikali i¢in iy1 bir tutucudur ve hidroksil radikaliyle reaksiyon hiz
sabiti kayda degerdir. Hantzsch reaksiyonu formaldehit ve asetaldehit i¢in segicidir.
Reaksiyon sirasinda asetaldehit olusumu s6z konusu degildir. Bu yontemin dezavantaji
95°C’de yapilan 1sitma islemidir. Bu durumda kararsiz biyolojik materyallerin analizi

i¢cin bu yontem uygun degildir [68].

2.8.4. Benzoik Asit Probu ile Florometrik Aktivite Tayin Yontemi

Hidroksil radikal siipiiriici maddelerin reaksiyon hiz sabitlerinin belirlenmesinde
kullanilabilecek florometrik problardan biri de benzoattir. Benzoatin hidroksil radikali
ile hiz sabiti literatiirde 3.3x10° M"'s™ olarak verilmistir. Fenton reaksiyonuyla iiretilen
hidroksil radikalleri ile benzoat probunun reaksiyonu sonucunda olusan iiriinlerin 3- ve
4-hidroksi benzoat olduklari yiiksek performansl sivi kromatografisi ile belirlenmistir.
Hidroksil radikali ile ikinci mertebeden hiz sabiti hesaplanmak istenen siipiiriicliniin
varliginda ve yoklugunda benzoatin hidroksillenme iiriinlerinin floresansi (sirasiyla F
ve Fy) ol¢iiliir. Benzoat calisma sartlar1 altinda floresan 6zelligi zayif bir madde iken
monohidroksillenmeden sonra floresan 6zelligi artmaktadir. Bu iki iiriinden 3- hidroksi

benzoatin daha yiiksek floresan 6zellige sahip oldugu bilinmektedir.

Dedektér molekiill olan benzoatin spektroflorometrik degisikliklerinin 6l¢iilmesi
hidroksil radikali ile siipiiriicii maddelerin hiz sabitlerinin belirlenmesi i¢in uygun ve
kolay bir yontemdir. Reaksiyon karisimma 37°C’de bir saat inkiibasyon islemi
uygulandiktan sonra elde edilen ¢ozeltilerin 407 nm’de floresansi Olgiiliir; uyarilma
dalgaboyu 305 nm’dir. Floresans degerlerindeki degisim gdzlenerek yarigmali kinetik
esitligine gore (esitlik 2.37) siipiiriici maddelerin hidroksil radikaliyle ikinci

mertebeden reaksiyon hiz sabiti hesaplanir [18].
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2.8.5. HORAC ( Hidroksil Radikal Onleme Kapasitesi) Yontemi

HORAC yo6nteminde hidroksil radikal {iretimi Fenton benzeri bir reaksiyonla hidrojen
peroksit ile kobalt(Il) tuzundan {iretilmistir. Fenton reaksiyonu i¢in Fe(II) tuzu her ne
kadar en sik kullanilan metal olsa da bu denemede floresans azalmasi olmamuistir.
Hidrojen peroksitin standart rediiksiyon potansiyeli (1.77 V), Cu(Il)/Cu(I) (0.45-1.02 V)
ciftinin standart rediiksiyon potansiyelinden ¢ok daha biiyiik olmasina ragmen reaksiyon
kinetik olarak ¢ok yavas olur. Fe(Il) ve Cu(I) tuzlar1 nétral sartlar altinda havada okside
olmaya yatkindirlar ve bundan dolayr Fe(Il) ve Cu(I), hidrojen peroksit ile kararh
hidroksil radikal kaynagi degillerdir. Co(Il) tuzlar1 fizyolojik sartlarda (aminler ve
aminoasitlerin yoklugunda) havada kararli bulunmustur. Bu nedenlerden dolay1

hidroksil radikal iiretimi i¢in en uygun metal kobalt olarak secilmistir.

Metal iyonlarmin katkistyla tiretilen hidroksil radikali nedeniyle floresein (FL)
floresansinda bir azalma meydana gelmektedir. Bu azalmanin OSlgiilmesiyle c¢esitli

maddelerin hidroksil radikal 6nleme kapasitesi belirlenmektedir.
FL + M(II) + H,O, — oksitlenmis FL ( floresans azalmasi) (2.60)
M(I) + L — M(I)L (yukaridaki reaksiyon i¢in aktif olmayan iiriin) (2.61)

Onleyici antioksidan (L) varhiginda hidroksil radikal olusumu, metalin aktivitesini
kompleksleserek kaybetmesinden dolay1 inhibe edilir. Kompleks iiriin M(IT)L, hidrojen
peroksit ile reaksiyona girerek hidroksil radikali iiretmek icin reaktif degildir.
Reaksiyonun inhibisyon derecesi Onleyici antioksidanin kapasitesine baglidir. Bu
kapasite de floresansin azalmasi ile Olgiilmektedir. Floresans azalmasi 35 dakika
boyunca olgiilmektedir. igersinde hidroksil radikal &nleme kapasitesi belirlenmek
istenen antioksidani iceren ornek ile igermeyen koriin egri altinda kalan alanlarinin (area
under curve: AUC) hesaplanmasiyla relatif HORAC degerleri gallik asit ekivalenti

olarak hesaplanmustir.

(AUC,

smek ~“AUC, ) X gallik asit molaritesi
(AUC

-AUC,,,)  6rnek molaritesi

Relatif HORAC degeri = (2.62)

gallikasit

HORAC degerini yonlendiren faktér Co(Il) ile fenolikler arasinda olusan kompleksin

kararliligidir.
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Co(Il)(PA), + L I Co(I)L(PA), PA:pikolonik asit, L:antioksidan (2.63)

Reaksiyonunun denge sabitinin yiliksek olmast HORAC degerine biiyiik katki saglar.
HORAC degeri metal kelatlama yani radikal 6nleme yetenegini yansitmaktadir [40]. Bu
anlamda, antioksidanlarin radikal zincir koparma aktivitesini dlgen yOntemlerden

farklidr.

2.9. LITERATURDE VAROLAN ANTIOKSIDAN AKTIiVITE CALISMALARI

Hidroksil radikal siipiiriilmesine dayali antioksidan aktivite tayininde kullanilabilen
yontemlerin siipiiriicii bilesikler olarak bitki ve besin ekstraktlari, igecekler gibi farkl
ortamlara uygulandig1 bir¢cok c¢aligma mevcuttur. Bu matrikslerin hidroksil radikal
siipiirme yetenekleri hidroksil radikali ile ikinci mertebeden hiz sabitleri (M™'s™) veya
ICso (probun doniisiimiinii saglayan serbest radikallerin %50’sini siipiirmek i¢in gerekli

madde derisimi) degeri olarak verilmistir.

Gutteridge [18] deoksiriboz ve benzoati dedektér molekiil olarak kullanarak Fenton
reaksiyonuyla iretilen hidroksil radikalinin, hidrojen ¢ikarma ve aromatik
hidroksilasyon yoluyla prob iizerinde olusturdugu hasar1 gozlemistir. Mannitol, format,
histidin, glikoz, tiyoiire gibi siipiiriiciilerin ikinci mertebeden hiz sabitlerini, deoksiriboz
bozunmasi, benzoat hidroksilasyonu ve puls radyoliz olmak {izere ii¢ yontem ile

hesaplamustir.

Manoj ve dig. [65] sistein, asetilsistein ve glutatyonun S-nitrozo tiirevlerinin nétr pH’da
hidroksil radikali ile ikinci mertebeden reaksiyon hiz sabitlerini TBARS yontemini
kullanarak belirlemislerdir. S-nitrozosistein, S-nitrozoasetil sistein ve S-nitrozo
glutatyon icin hiz sabitleri sirasiyla 2.27x10'%, 1.94x10'°, 1.46x10'" dm’mol's" olarak

bulunmustur.

Singh ve dig. [67] patates kabugunun sulu ekstraktinin hidroksil radikali siipiirme
yetenegini incelemislerdir. Fenton reaksiyonuyla olusturulan hidroksil radikallerinin
patates kabugu ekstrakti tarafindan siipiiriilmesi TBARS yontemi ile belirlenmistir. Cok
diisiik miktardaki ekstraktlarin deoksiribozun oksidatif hasarin1 ¢ok az inhibe ettigi, 5

mg ekstraktin ise % 75 oraninda bir inhibisyon sagladig1 goriilmiistiir.
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Tai ve dig. [68] hidroksil radikalinin siipiiriilme aktivitesinin belirlenmesinde basit ve
duyarli florometrik bir yontem gelistirmislerdir. Hidroksil radikali ile dimetil siilfoksit
arasindaki reaksiyon sonucunda olusan formaldehitin pH 4.5’deki amonyak ve 1,3-
sikloheksandion ile reaksiyonuyla uyarilma dalgaboyu 404.4 nm emisyon dalgaboyu
452.3 nm olan karakteristik {iriin olusur. Bu yontemle bazi aminoasitlerin ve
flavonoidlerin hem hidroksil radikaliyle reaksiyon hiz sabitleri hem de ICsy degerleri

hesaplanmustir.

Leja ve dig. [69] 12 bitki ¢esidindeki ar1 polenlerinin hidroksil radikal siipiirme
aktivitesini, hidroksil radikal saldirisinin sebep oldugu deoksiriboz inhibisyonuna
dayanarak degerlendirmistir. Hidroksil radikalleri Fenton reaksiyonuyla iiretilmistir.
Calisilan orneklerin radikal siiptirme aktivitesi ile (% 8.6-91.5 DPPH giderilmesi)
hidroksil radikal siiptirme aktivitesi (% 10.5- 98 deoksiriboz bozunmasinin inhibisyonu)
arasinda biiyiik farkliliklar gdzlenmistir. Orneklerin hidroksil radikal siipiirme aktivitesi
ile fenolik igerigi arasinda bir iliski olmadig1 vurgulanmistir. Hidroksil radikal siiptirme
aktivitesinin mekanizmasi, elektron transfer (ET)-esasli DPPH antioksidan aktivite

Olctim yontemininkinden farkli oldugundan sonuglar uyumlu bulunmamastir.

Prasad ve dig. [70] yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) kullanarak 1sil
islem uygulanmig ve uygulanmamis sarimsak ekstraklarmin dis kaynakla iiretilen
hidroksil radikallerini siipiirme aktivitesini incelemislerdir. Hidroksil radikal tiretimi
hidrojen peroksitin UV 15181 ile fotolizi sonucunda iiretilmistir. Uretilen hidroksil
radikallerinin salisilik asit tarafindan tutulmasiyla olusan 2,3- ve 2,5-dihidroksi benzoik
asitlerin sarimsak ekstrakti ile inhibisyonu incelenmistir. Sonug¢ olarak sarimsak
ekstraktlarmin giiclii hidroksil radikal siipiiriicii oldugu ve ekstraklarin 1s1l islem

gormeleri sonucu hidroksil radikal siipiirme aktivitelerinin biraz azaldig1 goriilmiistiir.

Rossi ve dig. [71] dondurulmus yaban mersininden (Vaccinium corymbosum L.) elde
edilen meyve suyunun Fenton reaksiyonuyla iiretilen hidroksil radikallerini siiplirme
aktivitesini direkt yontem olan elektron paramagnetik rezonans (EPR) spektroskopisi ile
incelemistir. Hidroksil radikalleri 5,5-dimetilpirolin-N-oksit (DMPO) spin tuzagi ile

hizli reaksiyona girer ve sonugta olusan DMPO-OH iiriiniin elektron paramagnetik
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resonans spektrometre ile hidroksil radikal inhibisyon ytiizdesi (yiizde inhibisyon=100-
(h¢/hy) x 100; h; test karistiminin, h, referansin pik sinyallerinin relatif genligi)
belirlenmigtir. Yapilan denemeler sonucunda yaban mersininin ¢ok yiiksek hidroksil

radikal siipiirme aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir.

Suh ve dig. [72] tarafindan sofan kabugunun hidroksil radikal siiptirme aktivitesi
incelenmistir. Fenton reaksiyonu ile iiretilen hidroksil radikalleri DMPO ile tutulmus ve
olusan DMPO-OH elektron spin rezonans spektrometri yontemiyle dedekte edilmistir.
Sonuglar % radikal stiplirme aktivitesi (% hidroksil radikal siipiirme etkisi = [( AbSkontrol
— AbSsmek) / AbSkontrol] X 100) olarak verilmistir. Calisma sonunda sogan kabugunda
HPLC yontemiyle sirasiyla 1.9 and 3.2 g/kg kuersetin 4'-glikozit ile kuersetin aglikon
bulunmus ve bu maddelerin hidroksil radikaline kars1 giiclii siipiiriicii oldugu

vurgulanmustir.

Banerjee ve dig. [73] siyah erik olarak bilinen Syzygium cumini meyve kabugunun
Fenton reaksiyonuyla {iretilen hidroksil radikallerini siipiirebilme yetenegini benzoik
asitin hidroksilasyon yontemi ile incelemistir. Hazirlanan reaksiyon karigiminin 37°C’de
2 saat inkiibasyonu sonunda 305 nm uyarilma dalgaboyu, 407 nm emisyon dalgaboyu
olmak iizere floresans Ol¢iimii yapilmistir. Elde edilen floresans degerlerinden
hesaplanan % inhibisyon ile ekstrakt derisimi arasinda ¢izilen grafikten 1Csy degeri

Syzygium cumini meyve kabugu i¢in 428 ug/mL olarak hesaplanmustir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZLAR

Kimyasal maddelerin tartilmasinda AX200 SHIMATZU markali hassas terazi,
hazirlanan c¢ozeltilerin  karistirilmasinda girdap karistirici, ¢ozeltilerin - pH’sinin
belirlenmesinde E512 Metrohm Herisau pH-metre, inkiibasyon islemi i¢cin IKA HB4
basic su banyosu, Varian Cary 1E model UV-goriiniir alan spektrofotometresi ve dl¢tim
yapmak i¢in HELMA marka 10 mm 1s1k yollu bir ¢ift kuartz kiivet, hidroksillenme
sonucunda olusan iirtinlerin belirlenmesi i¢in Perkin Elmer HPLC cihazi: Perkin Elmer
Series 200 pompa, Perkin Elmer Series 200 UV/Vis dedektdr, enjeksiyon valfi (Model
77251, Rheodyne, USA), Hamilton Hx Sil C18 kolon (250 mm x 4.6 mm, Sum),
Hamilton (Reno, NV, USA) marka 25 pL siringa kullanildi.

3.2. KIMYASAL MADDELER

Kullanilan kimyasal maddeler; bakir(Il) kloriir dihidrat (CuCl,.2H,0), neokuproin (2,9-
dimetil 1,10-fenantrolin), amonyum asetat, trikloroasetik asit, 2-tiyobarbitiirik asit,
mutlak etil alkol, etil asetat, asetonitril (HPLC saflikta), sodyum hidroksit, hidroklorik
asit (HCI), fosforik asit (%85), disodyum hidrojen fosfat, sodyum dihidrojen fosfat,
etilen diamin tetraasetik asit disodyum tuzu, demir(Il) kloriir tetrahidrat, hidrojen
peroksit (%30 H,0,), 4-amino benzoik asit, 2,4-dimetoksi benzoik asit, 3,5-dimetoksi
benzoik asit, 2-deoksi-D-riboz, sodyum salisilat, askorbik asit, tiyoiire, sodyum format,
mannitol, glikoz, amonyum  tiyosiyanat, sodyum tiyosiilfat, = potasyum
hekzasiyanoferrat(Il), potasyum iyodiir, L-lizin, dimetil siilfoksit (%99.5), 2-propanol,
sodyum metabisiilfit, trisodyum sitrat pentahidrat, metil alkol, 2,3-dihidroksi benzoik

asit ve 2,5-dihidroksi benzoik asittir.

3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cu(Il) kloriir cozeltisi, 1.0x10° M olacak sekilde bakir(Il) kloriir dihidrat’tan
(CuCL.2H,0) 0.4262 g tartim alinip su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
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Amonyum asetat (NHsAc) tamponu, 1 M (pH=7.0) olacak sekilde NHsAc’dan 19.27 g
tartim almip su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin) ¢ozeltisi, 7.5x10™ M olacak sekilde 0.039 g tartim almip mutlak etil alkolle
coziliip 25 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Askorbik asit, tiyoiire, sodyum format,
mannitol, glikoz, amonyum tiyosiyanat, sodyum tiyosiilfat, = potasyum
hekzasiyanoferrat(Il), potasyum iyodiir, L-lizin, sodyum metabisiilfit, trisodyum sitrat
penta hidrat, sodyum salisilatin 1.0x107 veya 1.0x10” M’lik ¢ozeltileri destile su ile
hazirlandi. Etil alkol, metil alkol, 2-propanol, dimetil siilfoksit hazirlanmak istenilen
derigime gore destile su ile seyreltildi. Prob olarak kullanilan 4- amino benzoik asitten
0.137 g, 2,4- ve 3,5-dimetoksi benzoik asitten 0.182 g tartim alinarak 0.1 M sodyum
hidroksit ile ¢oziildiikten sonra 0.1 M’lik hidroklorik asit ¢ozeltisiyle pH 7’ye ayarlanip
destile su ile 100 mL’ye tamamlanarak 10 mM’lik ¢ozeltileri hazirlandi. Na,-EDTA
cozeltisi 20 mM olacak sekilde 0.372 g tartim alinip su ile 50 mL’ye tamamlanarak
hazirlandi. Demir(II) kloriir tetrahidrat ¢ozeltisi 20 mM olacak sekilde 0.1988 g tartim
alnip 2 mL 1 M HCI ¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra i¢inden azot gecirilmis distile su ile
50 ml’ye tamamlanarak hazirlandi. 10 mM’lik hidrojen peroksit cozeltisi 30 %
H;0,’den 0.5 M’lik stok ¢ozeltinin 1:50 oraninda su ile seyreltilmesi ile hazirlandi.
Kiitlece % 2.8’lik trikloroasetik asit c¢ozeltisi suda hazirlandi. Kiitlece %1°lik 2-
tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi sodyum hidroksitin 50 mM’lik sulu ¢ozeltisi ile hazirlandi.
2-deoksi-D-riboz ¢ozeltisi 10 mM olacak sekilde 0.067 g tartim alinip su ile 50 mL’ye
tamamlandi. 2,3-; 2,5-dihidroksi benzoik asit ¢ozeltilerinin derisimleri 1x10'4, 5x10'4,
1x107, 5x10” ve 1x10? M olacak sekilde mutlak etil alkol ile hazirlandi. 3.55 g
Na,HPO4 ve 3.12g NaH,PO, ayr1 ayri su ile 100 mL’ye tamamlanarak 0.2 M’lik
cozeltileri hazirlanip sirasiyla 61 mL ve 39 mL almip karistirilarak pH 7.0 fosfat
tamponu hazirlandi. Ayrica HPLC ¢alismasinda hareketli faz olarak kullanilmak tizere

NaH,;PO4 ve H;PO4’tin 10 mM” lik ¢ozeltilerinden, pH 2.5 fosfat tamponu hazirlandi.

3.3. UYGULANAN YONTEMLER

3.3.1. Fenton Reaksiyonuyla Hidroksil Radikal Uretimi [14]

Hidroksil radikal tiretimi “Fenton” reaksiyonu ile gerceklestirildi. Buna gore hidroksil
radikali iiretebilmek ve prob madde ile siipiiriicii arasinda yarigsmali reaksiyon sartlarini

saglamak icin bir tiipe sirasiyla 0.2 M fosfat tamponundan 3 mL; prob olarak kullanilan
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p-amino benzoat, 2,4-dimetoksi benzoat, 3,5-dimetoksi benzoat, sodyum salisilat veya
2-deoksi-D-ribozun 10 mM’lik ¢ozeltilerinden 1 mL; 20 mM’lik EDTA ¢o6zeltisinden
0.5 mL; 20 mM’lik FeCl, ¢ézeltisinden 0.5 mL; (4-x) mL su; (x) mL 107 veya 107
M’lik siipliriicii madde ¢ozeltisi ve son olarak 10 mM’lik H,O, ¢ozeltisinden 1 mL

ilave edilip iyice ¢alkalandi.

3.3.2. Yarismah Kinetik [14,63]

Prob maddeyi veya prob madde siipiiriicii karistmini iceren son hacmi 10 mL olan
Fenton reaksiyon karigimi bulunan tiipler agz1 kapali olarak Modifiye CUPRAC
yontemi i¢in 2 saat, referans yontem olan TBARS yoOntemi i¢in de 4 saat 37°C’ lik su
banyosunda bekletildi. Inkiibasyon islemi boyunca siipiiriicii bilesik ve prob madde
tiretilen hidroksil radikalleri i¢in esit sartlar altinda yarigmaktadir. Hidroksil radikal
stipiiriilmesine dayali antioksidan aktivite Ol¢lilmii i¢in gelistirilen modifiye CUPRAC
yonteminde ilk defa prob olarak kullanilan 4-aminobenzoik asit, 2,4-dimetoksibenzoik
asit ve 3,5-dimetoksibenzoik asit se¢ilmistir. Bu problarin tercih edilme sebepleri Cu(I)-
Nc kompleksinin maksimum absorbans gosterdigi 450 nm’de absorbanslarinin olmayist

ve bu problardan olusan hidroksillenme iiriinlerinin belirli olmasidir.

(0] OH
o) OH
(0) OH
OCHs
OCHs H,CO OCH; NH,
2,4-dimetoksibenzoik asit 3,5-dimetoksibenzoik asit 4-aminobenzoik asit

Sekil 3.1: Prob maddelerin kimyasal formiilleri

Inkiibasyon islemi sonunda hidroksil radikalinin, siipiiriicii veya prob madde ile
yarismali reaksiyonu ortama asit ilavesi ile durduruldu. Elde edilen ¢6zeltilere Modifiye

CUPRAC yontemi ile referans yontem olarak kullanilan TBARS ydntemi uygulandi.

3.3.3. Modifiye CUPRAC Yontemi [74]

Iki saatlik 37°C inkiibasyon sonucunda 2 M 0.5 mL HCI katilarak hidroksil radikal

tiretimi durduruldu. Hidroksillenmis prob iiriinlerinin absorbanslart Modifiye CUPRAC
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yontemi kullanilarak 6l¢tildii. Bu yonteme gore bir tiipe 2 mL’lik inkiibasyon ¢ozeltisi
alinarak {iizerine 2 mL etil asetat (EtAc) eklenip girdap karistiricida karistirildi.
Ekstraksiyon islemi sonucunda hidroksillenme iiriinlerini igeren etil asetat fazindan 1
mL alinarak CUPRAC yontemi [8] uygulandi. CUPRAC yontemine gore; bir cam tiip
icerisine bakir(Il) ¢ozeltisi, neokuproin ¢ozeltisi ve amonyum asetat tamponundan
sirastyla 1’er mL eklendi. Uzerine 1 mL etil asetat fazidan ve 1 mL etil alkol (EtOH)
ilave edilip iyice ¢alkalandi. Son hacim 5 mL’ye tamamlandi. Tiipler oda kosullarinda
agz1 kapali olarak 30 dakika boyunca bekletildi. Bu siire sonunda etil asetat fazi

icermeyen referans ¢ozeltiye karst 450 nm dalgaboyunda absorbans degerleri 6l¢iildii.
I mL Cu(IT)+1 mL Nc+1 mL NH4Ac+1 mL EtAc ekstrakti+1 mL EtOH (3.1)
Viopltam: 5 mL

Bu yontemle tiim siipiiriicii bilesiklerin A¢/A ile Cippiiriici/ Cprob  degerleri arasinda
grafikleri ¢izildi. Cizilen egrilerin egimlerinden yola ¢ikilarak siipiiriiciilerin hidroksil
radikali ile reaksiyon hiz sabitleri yarigmali kinetik esitli§inden (esitlik 2.37)
hesaplandi.

3.3.4. TBARS (Tiyobarbitiirik Asit Reaktifi Maddeler) Yontemi [14-18]

Dort saatlik 37°C inkiibasyon islemi sirasinda 2-deoksi-D-riboz probuyla hidroksil
radikallerinin reaksiyonu sonucunda olusan malondialdehit (MDA) {iriinliniin TBA
reaktifi ile vermis oldugu renkli kompleksin absorbansi Olgiildii. Bu yonteme gore
inkiibasyon sonunda elde edilen ¢ozeltilere 5 mL % 2.8’lik TCA ve 5 mL %]1°lik TBA
cozeltileri ilave edilip iyice ¢alkalandi. Toplam hacim 20 mL olacak sekilde ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra tlipler agz1 kapali olarak 100°C’lik su banyosunda 10 dakika
boyunca bekletildi. Daha sonra sogutulan ¢ozeltilerin kore karst 520 nm dalgaboyunda

absorbans degerleri dl¢iildii.

3.3.5. HPLC ( Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi) Yontemi [19]

HPLC yontemi kullanilarak salisilik asit probunun, Fenton reaksiyonuyla iiretilen
hidroksil radikalleriyle tepkimesi sonucunda olusturdugu iriinler belirlenmistir. Bunun
icin Fenton reaksiyon karisimi ve sodyum salisilat c¢ozeltisinin (0.2 M fosfat

tamponundan 3 mL; 1 mM’lik sodyum salisilat ¢ézeltisinden 1 mL; 20 mM’lik EDTA
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¢ozeltisinden 0.5 mL; 20 mM’lik FeCl, ¢ozeltisinden 0.5 mL; 4 mL su) 37°C’ lik su
banyosunda iki saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen ¢ozeltiye 10 mL etil asetat
eklenip girdap karistiricida karistirilarak hidroksillenme iiriinleri ve hidroksillenmemis
salisilik asit organik faza cekildi. Elde edilen organik fazdan 5 mL’lik kisim alinip azot
gazi ile ¢oziicii uguruldu. Tiipte kalan kalintt 5 mL 1:1 etanol:su karisimiyla ¢ozeltiye
alinarak HPLC kolonuna enjekte edildi. Olusan iiriinlerin belirlenebilmesi i¢in gradient
eliisyon kullanildi. Hareketli faz olarak asetonitril ile 10 mM pH 2.5 fosfat tamponu
kullanildi. Program baslangicinda %10 (v/v) asetonitril ve %90 (v/v) fosfat tamponu
karistmindan olusan hareketli faz, program siiresi olan 20 dakika igerisinde lineer
olarak sirasiyla %60, %40 (v/v) oranina ulastirildi. Akis hizi 1.0 mL/dakika olarak
ayarlandi. 280 nm dalgaboyunda, 5 um ODS kolon ile ¢alisildi. Bu yontem ile elde
edilen kromatogramlarda goriilen pikler standart maddelerle karsilagtirilarak salisilik
asit ile hidroksil radikallerinin reksiyonu sonucunda olusan hidroksillenme iiriinleri

belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. CUPRAC METODUNUN HIDROKSIL RADIKAL SUPURUCULERE
UYGULANABILIRLIGI

4.1.1. Optimum Deney Kosullarinin Belirlenmesi

Hidroksil radikal {iretimi Fenton reaksiyonu ile yapilmistir. Uretilen hidroksil
radikalleriyle problarin (p-amino benzoat; 2,4-dimetoksi benzoat; 3,5-dimetoksi
benzoat) reaksiyonu sonucunda olusan hidroksillenmis prob iiriinlerinin CUPRAC
absorbanslar1 belirli zaman araliklarinda izlenerek inkiibasyon islemi i¢in uygun siire 2
saat olarak belirlenmistir. CUPRAC yonteminde Cu(Il)- Nc reaktifi ile notral pH
ortaminin saglanmasi i¢cin 1 M amonyum asetat tamponu varlifinda reaksiyon
gergeklesmistir.  Cu(II)-Nc reaktifinin  hidroksillenmis prob iirlinleriyle meydana
getirdigi redoks reaksiyonu 30 dakika icinde tamamlanmaktadir. Bu nedenle absorbans

Olctimleri reaksiyonun baslamasindan 30 dakika sonra yapilmistir.

3.0
[ J PAB
4= 24.DMB
B 35DMB
o ]
2.0 - ] | ]
z + + +
2 + +
2
=
<
1.0 A
[ ]
° 4 ° °
0.0 T T
0 1 2 3

Zaman (saat)

Sekil 4.1: Modifiye CUPRAC yontemine gore 10 mM derisimindeki p-amino benzoat; 2,4-
dimetoksi benzoat; 3,5-dimetoksi benzoat problar i¢in inkiibasyon siireleriyle absorbans degisim
grafigi
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4.1.2. Salisilat Probunun Hidroksillenme Uriinlerinin HPLC Yontemiyle

Belirlenmesi

Fenton reaksiyonu sonucunda olusan hidroksil radikalleriyle, sodyum salisilat probunun
reaksiyonu sonucunda olusan hidroksillenme {iriinleri HPLC yontemiyle belirlenmistir.
Buna gore hidroksil radikali ile salisilat probu arasindaki reaksiyon sonucunda iki farkl
hidroksillenme {iriinii bulunmustur. Bu {iriinlerin 2,3- ve 2,5-dihidroksi benzoik asit

oldugu goriilmiistiir.

mAlU

\ 1N t
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zaman (daldila)

Sekil 4.2: 10° M’1ik salisilat ve 5.0x107 M’lik 2,3- ve 2,5-dihidroksi benzoik asit standartlarinin
kromatogrami

Hareketli faz olarak asetonitril ile 10 mM pH 2,5 fosfat tamponu siwrasiyla %10, %90 (v/v) karisim oraninda baglatilip program
stiresi olan 20 dakika icerisinde lineer olarak %60, %40 (v/v) oranina ulagsmistir. Akis hiz1 1,0 mL/dakika, A= 280 nm, 5 pm ODS
kolon ile ¢aligilmigtir. Alikonma zamanlari salisilat 14.21 dakika, 2.3-DHB 9.67 dakika, 2,5-DHB 8.64 dakikadir.
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zaman (dakika)

Sekil 4.3: Salisilat molekiiliine hidroksil radikal saldiris1 sonucunda olusan iiriinler

Hareketli faz olarak asetonitril ile 10 mM pH 2,5 fosfat tamponu siwrasiyla %10, %90 (v/v) karisim oraninda baslatilip program
siiresi olan 20 dakika igerisinde lineer olarak %60, %40 (v/v) oranina ulasmustir. Akis hiz1 1,0 mL/dakika, A= 280 nm, 5 pm ODS
kolon ile ¢aligilmigtir. Alikonma zamanlari salisilat 14.43 dakika, 2.3-DHB 9.67 dakika, 2,5-DHB 8.64 dakikadir.

10® M’lik salisilik asit ¢ozeltisi ile Fenton reaksiyon karisiminin 37°C’de iki saatlik
inkiibasyonu sonucunda salisilatin hidroksillenme {irlinlerine ait kromatogram elde
edilmistir (Sekil 4.3). Belirlenen hidroksillenme {iriinleri icin hem HPLC hem de
Modifiye CUPRAC yontemiyle kalibrasyon denklemleri ¢ikarilarak hidroksillenme
triinleri ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girmeden kalan salisilatin derisimi
hesaplanmistir (Tablo 4.1). HPLC yo6ntemiyle bulunan madde derisimlerinden Modifiye
CUPRAC yonteminden bulunan kalibrasyon denklemi kullanilarak, beklenen CUPRAC
absorbans degeri hesaplanip deneysel olarak bulunan CUPRAC absorbansi ile
karsilagtirilmistir (Tablo 4.2). Beer Kanunu’ndan kimyasal sapmalarin olmadigi bir
sistemde beklenen toplam absorbans, karisimi olusturan bilesenlerin, bireysel
absorbanslart toplamina esittir. Tablo 4.2°de verilen ‘beklenen absorbans’,
absorbanslarin  toplamsalligi  varsayimiyla hesaplanmistir. Modifiye CUPRAC
yontemiyle bulunan absorbans degeri 1.65, HPLC yontemiyle bulunan absorbans degeri

1.57°dir.
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Tablo 4.1: Salisilat probu ve hidroksillenme iiriinleri i¢in HPLC yontemiyle bulunan degerler

Madde adx Alikonma Pik Kalibrasyon denklemi | Derisim [M]
siiresi (dak) alam
Salisilik Asit 14.44 763966 y=1.4x10"x + 8973 539x10™
=0.9999
2,3- DHBA 9.63 113994 | y=5.9x10% + 12107 1.73x10™*
r=0.9998
2,4-DHBA 9.09 71350 - -
2,5-DHBA 8.60 49984 y=2.5x10" x + 7844 1.65x 10
r=0.9998

Tablo 4.2: Salisilat probu ve hidroksillenme iiriinleri igin Modifiye CUPRAC yo6ntemiyle
bulunan degerler

Madde ad1 Kalibrasyon denklemi Beklenen CUPRAC
absorbanslari

Salisilik Asit y=58x + 0.007 0.01
r=0.9943

2,3- DHBA y=133819x - 0.01 0.70
r=0.9994

2,4-DHBA - -

2,5-DHBA y=41635x + 0.02 0.86
r=0.9982

Toplam CUPRAC absorbansi 1.57

4.1.3. Baz1 Hidroksil Radikal Siipiiriiciilerin Farkh Problara Gore Hiz Sabitlerinin

Hesaplanmasi ve Kinetik Grafikleri

4.1.3.1. Prob maddelerin hiz sabitlerinin hesaplanmasi

CUPRAC yonteminde prob olarak kullanilan p-amino benzoat; 2,4-dimetoksi benzoat
ve 3,5-dimetoksi benzoat maddelerinin hidroksil radikali ile reaksiyon hiz sabitlerinin
hesaplanabilmesi i¢in literatiirden hizi bilinen tiyoiire referans siipiiriici kabul
edilmistir. Yarismali kinetik esitliginden problarin hidroksil radikali ile reaksiyon hiz
sabitleri hesaplanmigtir. Tiyotire icin hidroksil radikaliyle reaksiyon hiz sabiti
literatiirden 4.7x10° M™'s™ olarak bulunmustur[48]. Bu hiz sabitini kullanarak problarin
hidroksil radikal siipiirme hiz sabitleri ky 4.omp = 4.27x10° M's™, k3 5.om8 = 4.61x10° M~
's ve kpap = 6.85x10° M's™ olarak hesaplanmistir. Ayni sekilde tiyoiireye TBARS
yontemi uygulanarak bu yontemin probu olan 2-deoksi-D-ribozun hidroksil radikal
stiptirme hiz sabitide hesaplanmistir. Buna gore K_geoksi-D-riboz = 2.97x10° M! s olarak
bulunmustur. Literatiirde 2-deoksi-D-riboz probunun hiz sabiti 3.1x10° M s [66]

olarak rapor edilmistir.
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Hidroksil radikal siipiiriilme hiz sabitlerini hesaplamak i¢cin Halliwell ve dig. tarafindan

[14,63]kullanilan esitlik kullanilmustir.
Prob + Hidroksil Radikali — {iriin; (4.1)
Stipiiriicii + Hidroksil Radikali — f{irtin, (4.2)

Yukarida gosterilen reaksiyonlar es zamanli ve yarigsmali olarak meydana gelir. Probun
veya siipliriicii maddenin hidroksil radikali ile reaksiyon hiz sabitinin biiyiikligiine gore
olusan iirlinlerin miktarlari, dolayisiyla CUPRAC absorbanslar1 degisim gostermektedir.
CUPRAC absorbansi Cu(Il)-Nc reaktifinin olusan {iriin; ile Cu(I)-Nc’e indirgenmesi
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Siipliriiciiniin hidroksil radikali ile reaksiyon hiz sabiti,
hidroksillenmis ~ probun neden oldugu CUPRAC absorbansinin azalmasindan

hesaplanmaktadir.

Yarismali kinetik esitligine gore ¢esitli derisimlerdeki prob ve siipiiriiciilerin hidroksil
radikaliyle reaksiyonu igin A¢/A ile Csipirici/Cprob arasinda g¢izilen egrinin egimi
iliskilendirilen hiz sabitlerinin orani, kayimi ise yaklasik olarak 1’e esittir. Siipiiriicii

maddelerin hesaplanan hiz sabitleri egim ile orantilidir.

Yarismali kinetik esitligi (esitlik 2.37) kullanilarak Modifiye CUPRAC yo6nteminde
kullanilan her ii¢ prob madde ile 2-deoksi-D-riboz i¢in hidroksil radikaliyle ikinci

mertebeden hiz sabitlerinin hesaplanma sekli asagida verilmistir.

Tablo 4.3: A¢/ A - Criyoire/ Cpap degerleri ve dogru denklemi

AO/ A CTiyoiire/ CPAB
1.11 0.05
1.19 0.15
1.21 0.20
1.25 0.25
Dogru Denklemi: A¢/ A = 0.69 Criyoire/ Crag + 1.07
r=0.9945

Kiore _ 4.7x10° _

. 0.69 k., =6.85x10° M's™ (4.3)

PAB PAB
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Tablo 4.4: Ay/ A - Criyoire/ C35.0mB degerleri ve dogru denklemi.

Ao/ A Criyoiire/ C3,5-pMB
1.00 0.05
1.08 0.10
1.14 0.15
1.15 0.20

Dogru Denklemi: Ay/ A =1.02 Criyoiire/ C3 5.0m + 0.96

Kiyoire _ 4.7x10’

k k

3,5-DMB

3,5-DMB

Ky 5.pup = 4.61x10° M's™

Tablo 4.5: A¢/ A - Criyoire/ C24-pms degerleri ve dogru denklemi

AO/ A CTiyoiire/ C2,4-DMB
1.05 0.10
1.08 0.15
1.15 0.20
1.21 0.25
Dogru Denklemi: A()/ A=1.10 CTiyOﬁre/ C2,4-DMB +0.93
r=0.9886

k. 9
woie _ 47x10°

Ky 4o =4:27x10° M''s™

k2,4-DMB k2,4—DMB

Tablo 4.6: A¢/ A - Criyoire/ Cao-deoksi-D-riboz degerleri ve dogru denklemi

A()/ A CTiyoﬁre/ CZ—deoksi—D—rihoz
1.15 0.10
1.21 0.15
1.23 0.20
1.40 0.25
Dogru Denklemi: Ay/ A = 1.58 Criyoire/ Cpr +0.97
r=0.9233
K iyoire 4.7x10°

= =1.58 K, prinaibe, = 2-97x10° M's™

k2-Deoksi-D-riboz

k

2-Deoksi-D-riboz

Bazi  hidroksil radikal siipiiriiciilerin  Modifive CUPRAC ve

yontemlerine gore hidroksil radikaliyle reaksiyon hiz sabitlerinin belirlenmesi

Modifiye CUPRAC ve TBARS yontemlerinden elde edilen absorbans degerleri

(4.4)

(4.5)

(4.6)

TBARS

yarigmali kinetik esitligi olan esitlik 2.37°ye gore degerlendirilmis ve hidroksil radikal

stipiirticiilerin ikinci mertebeden hiz sabitleri hesaplanmustir. Asagida; incelenen
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hidroksil radikal siipiiriiciiler arasinda yiiksek hiz sabitine sahip olan sodyum

metabisiilfitin farkli problar i¢in hiz sabitinin hesaplanmasi 6rnek olarak gdsterilmistir.

Tablo 4.7: Sodyum metabisiilfitin PAB probuyla Ay/ A ve Cnametabisiii/ Cpap degerleri

Ay A Ciodyum metavisiitfi/ Cpap
1.21 0.05

1.28 0.10

1.38 0.15

1.46 0.20

1.58 0.25

Ay/A =1.84 Chevisiiti/ Crap +1.10  1=0.9962

K Eremeasne — 1 g4 K N metabisiise = 12-6X10° M7's™  (4.7)

Kpug 6.85x10°

Na-metabisiilfit

Tablo 4.8: Sodyum metabisiilfitin 3,5-DMB probuyla A/ A ve Cnametbisiti/ Cs.5-omp degerleri

AO/ A Csodyum metabisi‘llfit/ C3,5-DMB
1.05 0,05
1.13 0,10
1.18 0,15
1.24 0,20
1.30 0.25

A()/A = 1~22Cmetabisﬁlﬁt/c3,5-DMB +0.99 r=0.9974

k k

Na-metabisiilfit Na-metabisiilfit _ 1 2 2 k
9 . Na-metabisiilfit
Ky s ou 4.61x10

= 5.62x10°M's"  (4.8)

Tablo 4.9 : Sodyum metabisiilfitin 2,4-DMB probuyla A/ A ve Cnametabisitsi/ C2.4-pmp degerleri

AO/ A Csodyum metabisi‘llfit/ C2,4-DMB
1.10 0.05
1.17 0.10
1.25 0.15
1.37 0.20
1.47 0.25

Ao/A =1.88Cetapisitfi/ C24pmpT 0.99  1=0.9948

k

Na-metabisiilfit _ k Na-metabisiilfit _ 8 k
9 . Na-metabistilfit
Ky 4 o 4.27x10

= 8.03x10°M"s"  (4.9)
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Tablo 4.10: Sodyum metabisiilfitin DR probuyla Ay/ A ve Cnametabisiifi/ Cpor degerleri

Ao/ A Csodyum metabisiitti/ Cor
1.05 0,05
1.15 0,10
1.31 0,15
1.44 0,20
1.57 0.25
A/A =2.66 Chetapisiifi/ Cor +0.90  1=0.9965

k

Na-metabisiilfit _

k

Na-metabisiilfit _ 2 66 k

k

DR

3.1x10°

Na-metabisiilfit

= 8.25x10°M's™

(4.10)

Tablo 4.11: PAB probu kullanilarak Modifiye CUPRAC yontemiyle ¢esitli siipiiriicii
bilesiklerin -OH radikal siipiirme hiz sabitleri (N= 4 veya 5)

"OH siipiiriicii Lineer esitlik ve korelasyon katsayisi Hiz sabiti
M's™

Na,S,05 y=184x+1.11 r:0.9962 12.6 x 10’
Na-format y=0.41x+0.96 1:0.9843 2.81x 10°
Askorbik Asit y=0.37x+0.95 1:0.9835 2.53x10°
Mannitol y=0.21x+0.96 1:0.9905 1.46 x 10°
Glikoz y=0.25x+0.99 1:0.9707 1.73 x 10°
KI y=0.97x+ 1.46 1:0.9745 6.64 x 10°
Na,$,0; y=0.89x +1.99 r1:0.9885 6.1x10°
NH,SCN -
Etanol y=0.057x - 1.94 1:0.9677 3.9x 10
Metanol y=0.024x-0.3 1:0.9785 1.64 x 10°
2-Propanol y=0.029x + 1.82 1:0.9514 2x 10
DMSO y=1.44x+0.91 1:0.9878 9.86 x 10°
Najs-sitrat - -
L-lizin y=024x+0.93 1:0.9958 1.64 x 10°
K Fe(CN), y=1.06x +0.63 r:0.9898 7.26 x 10°
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Tablo 4.12: 3,5-DMB probu kullanilarak Modifiye CUPRAC yontemiyle cesitli siipiiriicii
bilesiklerin -OH radikal siipiirme hiz sabitleri (N= 4 veya 5)

"OH siipiiriicii Lineer esitlik ve korelasyon Hiz sabiti
katsayisi om'sh

Na,S,0s y=1.22x+1.00 r1:0.9974 5.62x 10°
Na-format y=0.41x+1.00 r:0.9905 1.89 x 10°
Askorbik Asit y=0.16x+0.95 1:0.9826 74x10°
Mannitol y=0.13x +0.95 1:0.9861 6x10°
Glikoz y=0.11x+1.00 1:0.9730 5.1x10°

KI y=2.77x +0.24 1:0.9863 12.8x 10°
Na,$,0; y=0.85x +0.94  1:0.9906 3.92x 10°
NH,SCN y=1.05x +2.36 1:0.9943 4.84x 10°
Etanol y=0.015x + 1.72 1: 0.9825 6.9x 10’
Metanol y=0.008x + 1.74 1:0.9912 3.7x 107
2-Propanol y=0.01x+2.92 1:0.9742 4.6x 10
DMSO y=092x +0.96 1:0.9825 424x10°
Naj-sitrat y=0.32x+1.00 1:0.9431 1.48x 10°
L-lizin y=0.054x + 1.1 1:0.9854 2.49x 10°
K,Fe(CN), y=0.63x +0.98 1:0.9808 2.9x10°
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Tablo 4.13: 2,4-DMB probu kullanilarak Modifiye CUPRAC yontemiyle cesitli siipiiriicii
bilesiklerin -OH radikal siipiirme hiz sabitleri (N= 4 veya 5)

"OH siipiiriicii Lineer esitlik ve korelasyon Hiz sabiti
katsayisi om'sh

Na,S,05 y=1.88x+0.99 1:0.9948 8.03x 10°
Na-format y=0.8x+0.97  1r:0.9938 3.42x10°
Askorbik Asit y=0.05x+0.99 1:0.9984 2.14x 10°
Mannitol y=0.19x+0.92 1:0.9936 8.11x10°
Glikoz y=0.1x+1.04  1:0.9889 43x 10°

KI y=3.89x+0.61 1:0.9657 16.6 x 10°
Na,S,0; y=1.01x+1.22 1:0.9783 431x10°
NH,4SCN y=0.63x +2.47 1:0.9971 2.69 x 10°
Etanol y=0.024x + 3.12 1:0.9953 1.03 x 10°
Metanol y=0.01x +2.06 1:0.9558 43x 10
2-Propanol y=0.03x+2.49 1:0.9917 1.28x 10*
DMSO y=0.96x+0.98 1:0.9978 4.1x10°
Naj-sitrat y=146x+1.15 1:0.9811 6.23 x 10°
L-lizin y=0.182x+0.94 1:0.9774 7.8x10°

K Fe(CN), y=1.04x +1.13  1:0.9872 4.44x 10°
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Tablo 4.14: 2-deoksi-D-riboz probu kullanilarak TBARS yontemiyle ¢esitli siipiiriicii
bilesiklerin -OH radikal siiplirme hiz sabitleri ( N=4 veya 5)

"OH siipiiriicii Lineer esitlik ve korelasyon katsayisi Hiz sabiti
Ms™)

Na,S,05 y=2.66x +0.90 r:0.9965 8.25x 10°
Na-format y=33x+135 1:0.9708 10.23 x 10°
Askorbik Asit y=0.1x +0.98 r: 0.9380 3.1x10°
Mannitol y=0.26x+0.9  1:0.9781 8.1x 10
Glikoz y=0.41x + 1.05 r:0.9932 1.27x 10°
KI y=0.51x+1.16 r:0.9967 1.58x 10°
Na,S,0; y=0.77x + 1.00 r: 0.9857 2.39x 10°
NH,SCN y=1.55x +3.41 1:0.9650 48x10°
Etanol y=0.007x +2.13 1:0.9818 2.17x 107
Metanol y=0.004x +2.46 1:0.94 1.24x 10
2-Propanol y=0.006x +2.44 1:0.9573 1.86 x 107
DMSO y=1.01x +0.94 r:0.9943 3.13x 10°
Najs-sitrat - -
L-lizin y=0.3x +1.65  r:0.9849 9.3 x 10°
K Fe(CN), y=0.53x +0.72  1:0.9631 1.64x 10°

4.1.3.3. Bazi hidroksil radikal stipiiriiciilerin prob maddelere karsi kinetik grafikleri

Calisilan hidroksil radikal siipiiriici bilesiklerin Modifiye CUPRAC ydntemi ve
referans yontem olan TBARS yontemiyle elde edilen degerler kullanilarak Ay/A ile
Csippirriici/Cprob  arasinda  grafikler ¢izilmistir.  Bu grafikler incelendiginde yiiksek
hidroksil radikal silipiirme hiz sabitine sahip olan siipiiriicii bilesiklerin egimlerinin de

yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.4: Baz1 bilesikler i¢in esitlik 2.37°ye gore Modifiye CUPRAC yonteminde PAB
probunun kullanilmasiyla elde edilen -OH radikal siiplirme aktivitesinin kinetik grafigi
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Sekil 4.5: Bazi bilesikler i¢in esitlik 2.37’ye gore Modifiye CUPRAC yonteminde PAB
probunun kullanilmasiyla elde edilen -OH radikal siiplirme aktivitesinin kinetik grafigi



56

2.5
2.0 1
>
<
< [>§<>O t] Q
<O
1.0 -ég &
> Metabisiilfit
0.5 <> Format
] Mannitol
[ ] Glikoz
O DMSO
0.0 T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0

Ciiipiiriicii/ €2,4-DMB

ekil4.6: Bazi bilesikler i¢in esitlik 2.37’ye gore Modifiye CUPRAC yonteminde 2,4-DMB
yeg y y
probunun kullanilmasiyla elde edilen -OH radikal siipiirme aktivitesinin kinetik grafigi
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Sekil 4.7: Bazi bilesikler i¢in esitlik 2.37’ye gore Modifiye CUPRAC yo6nteminde 2,4-DMB
probunun kullanilmasiyla elde edilen -OH radikal siiplirme aktivitesinin kinetik grafigi
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Sekil 4.8: Baz1 bilesikler i¢in esitlik 2.37’ye gére Modifiye CUPRAC yonteminde 3,5-DMB
probunun kullanilmasiyla elde edilen -OH radikal siiplirme aktivitesinin kinetik grafigi
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Sekil 4.9: Bazi bilesikler i¢in esitlik 2.37’ye gore Modifiye CUPRAC yo6nteminde 3,5-DMB
probunun kullanilmasiyla elde edilen -OH radikal siiplirme aktivitesinin kinetik grafigi
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Sekil 4.10: Bazi bilesikler i¢in esitlik 2.37’ye gére TBARS yonteminde 2-deoksi-D-riboz
probunun kullanilmasiyla elde edilen -OH radikal siiplirme aktivitesinin kinetik grafigi
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Sekil 4.11: Baz bilesikler igin esitlik 2.37’ye gore TBARS yonteminde 2-deoksi-D-riboz
probunun kullanilmasiyla elde edilen -OH radikal siipiirme aktivitesinin kinetik grafigi
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5. TARTISMA VE SONUC

Analitik Kimya Anabilim Dali’nda daha 6nce ‘bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan
kapasitesi’ olarak adlandirilmis ve kisaca CUPRAC yontemi [8] olarak ifade edilmis
spektrofotometrik yolla antioksidan kapasitelerinin tayin edilmesinde kullanilan yontem
bu tez calismasinda modifiye edilerek suda ¢dzilinebilen hidroksil radikal siipiiriiciilerin
ikinci mertebeden hiz sabitlerinin belirlenmesinde kullanilmigtir. Modifiye CUPRAC
[74] yontemiyle bulunan hiz sabitleri referans yontem olan TBARS yontemiyle [14-18]

karsilastirilmustir.

CUPRAC yonteminin kromojenik oksidasyon aract olan Cu(Il)-Nc reaktifi,
polifenollerle (Ar(OH),) asagidaki reaksiyonu vermektedir:

2n Cu(Nc),”" + Ar(OH)n — 2n Cu(Nc),” + Ar(=0)n + 2n H' (5.1)

Bu reaksiyonda, polifenollerin reaktif Ar-OH gruplar ilgili kinon bilesiklerine
dontstirken, Cu(Il)-Nc ise 450 nm’de maksimum absorpsiyon gosteren Cu(I)-Nc
kelatina dontismektedir. Cu(II)-Nc, yiiksek molar absoptiviteli bir yiik-aktarim
kompleksidir.

Modifiye edilmis CUPRAC yonteminde ise prob ile ayni ortamda bulunan hidroksil
radikal siipiiriiciilerin yarigmali reaksiyonlar1 sonucunda olusan hidroksillenmis prob
iirtini, etil asetat ile organik faza cekilerek reaksiyon ortamindan alinir. Hidroksillenmis
prob iiriinii Cu(I)-Nc reaktifi ile reaksiyona girerek Cu(II)-N¢ kelatin1 renkli Cu(I)-Nc¢
kelatina indirger. Kullanilan siipiiriiciiniin hidroksil radikaliyle hiz sabiti ne kadar
biiylikse inkiibasyon siiresi sonunda olugan hidroksillenmis prob {iriin miktar1 o oranda
daha az olusur ve dolayistyla dlgiilen CUPRAC absorbansi da diiser. Bdylece ortamda
siptiriici yokken olgiillen CUPRAC absorbansinin, ortamda degisik derisimlerde
stipiiriicii varhiginda o6l¢iilen CUPRAC absorbansina oranindan siipiiriiclilerin hiz

sabitleri karsilastirilabilir.
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Bir¢ok indirgen maddeler ve organik molekiiller i¢in hidroksil radikali siipiirme hiz
sabitleri literatirde 10°-10" M™s' mertebesindedir [44]. Modifiye CUPRAC
yontemiyle her ii¢ substiite benzoat probu kullanilarak hesaplanmis ikinci dereceden hiz
sabitleri genellikle literatlirdeki degerlerle ve deoksiriboz probu kullanilan TBARS

yontemi ile bulunan degerlere uygundur.

Dogal olarak farkli yontemlerle bulunan hiz sabitleri 6nemli degisiklikler gosterebilir.
Ornegin Gutteridge [18] tarafindan deoksiriboz bozunmasi, benzoat hidroksilasyonu ve
puls radyoliz ile bulunan c¢esitli siipiiriiciilerin (6zellikle glikoz, histidin ve mannitol)
hidroksil radikaliyle ikinci dereceden hiz sabitleri birbirinden 6nemli derecede farklidir.
Modifiye CUPRAC ydnteminde p-amino benzoat probunun kullanilmasiyla mannitol ve
sodyum format siipiiriiciileri i¢in hesaplanan hiz sabitleri Gutteridge’in [18] puls
radyoliz ve Halliwell [48] tarafindan rapor edilenlerle uyarlidir. Format i¢in deoksiriboz
bozunmasit yonteminde EDTA varliginda ve yoklugunda interferans etkisi soz
konusudur. Bu nedenle sodyum format i¢cin TBARS metoduyla bulunan hiz sabiti
(kpr=10.23x10" M's™") Modifiye CUPRAC yontemiyle bulunan hiz sabitinden (kpap
=2.81x10° M's™; koqpms = 3.42x10° M''s™"; kispms = 1.89x10° M's™) ¢ok daha
yuksektir [74]. Hidroksil radikal siipiiriiciiler reaksiyon karisiminda bulunan diger
maddelerle reaksiyon verebildigi icin tiyoiire ve formatin (EDTA yoklugunda) basit
yarigmali kinetikten saptigi Gutteridge [18] tarafindan rapor edilmistir. Modifiye
CUPRAC yonteminde kullanilan her ti¢ prob i¢in de bdyle bir davranig gézlenmemistir.
Aslinda Fenton sisteminde hidroksil radikalleri Fe(III)-EDTA, ksantin/ ksantin oksidaz
(stiperoksit radikali yoluyla) ve hidrojen peroksitten olusan sistemle {iretilmektedir.
Tiyoiire bir parga ksantin oksidaz enzimini inhibe edebilmektedir [48]. Bu durum
literatiirdeki diger yontemlerin dezavantajlarindan biridir. Klasik TBARS yonteminin
bir baska sakincasi da potasyum hekzasiyanoferratin hidroksil radikali siiplirme hiz
sabitinin belirlenmesi i¢in yapilan calismada ortamda bulunan hekzasiyanoferratin
fazlasinin hidroksil radikalinin iiretilmesi sonucunda aciga ¢ikan Fe(IIl) ile reaksiyona
girerek Berlin mavisinin (KFe[Fe(CN)s]) olusumuna neden olmasidir. Bu olusum da
TBARS yonteminde olusan (TBA),-MDA kompleksinin rengini 6rtmektedir. Modifiye
CUPRAC yonteminde ise olusan kompleks etil asetat fazina ekstrakte olmadigindan
olusan Cu(I)-Nc kaynakl renkte herhangi bir bozucu etkiye sebep olmamaktadir. Sonug

olarak hekzasiyanoferrat(Il) icin TBARS yontemiyle lineer olmayan bir egri elde
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edilirken modifiye CUPRAC yonteminde siibstitiie benzoatlar ile lineer esitlige iyi bir
uygunluk elde edilmistir.

Genel olarak modifiye CUPRAC metodunda basit alkoller (metanol, etanol ve
propanol) mannitol, glikoz ve aromatik olmayan amino asitlerin hidroksil radikali
siiptirme aktiviteleri format, metabisiilfit, tiyoiire, tiyosiilfat ve dimetoksi siilfoksit gibi

stipiirticiilere oranla daha diistiktiir.

4.11 ve 4.12 numaral tablolarda verildigi gibi ¢aligilan siipiiriiciiler arasinda p-amino
benzoat ve 3,5-dimetoksi benzoat problari i¢in sodyum bisiilfit, DMSO, tiyosiilfat,
format, askorbik asit, mannitol, glikoz, etanol, propanol, metanol siralamasi birebir
uyumluyken 2,4-dimetoksi benzoat probu i¢in (Tablo 4.13) askorbik asitin hiz sabiti
diger problara gore daha az bulunmustur. PAB ve 3,5-DMB problarinda DMSO’ nun
hiz sabiti tiyosiilfattan daha biiyiikken 2,4-DMB probu icin daha kiigiiktiir. 2,4-DMB
probu igin diger problarin siralamasindan farkli olan bir baska nokta da etil alkoliin

propanolden daha yavas bulunmasidir.

EDTA ile karistirildiginda Fe(II) otooksidasyonunun Fenton sisteminde daha hizli
oldugu bilinmektedir [16]. Bu nedenle calismada hidroksil radikal {iretimi i¢in hidrojen
peroksit ile Fe(Il)’nin stokiometrik fazlasinin kullanimi, test edilen siipiiriicii
molekiillerde yerel hasarlara yol agabilir. EDTA fazlasi ise reaksiyonu engelleyebilir.
EDTA derigimi ortamda bulunan demir derisiminden fazla oldugunda deoksiribozdan
TBA reaktif maddelerin olusumu engellenir. Su halde Fe(Il), EDTA’ya esdeger
miktarda alinmalidir. Bu ¢alismada 6zellikle hidroksil radikali iiretimi Fe(I)-EDTA ve
hidrojen peroksit karisimi tercih edilmistir. Fe(III)-EDTA, askorbat, hidrojen peroksit
karisimindan hidroksil radikal {iretimi, askorbik asitin hidroksil radikaliyle reaksiyon
hiz sabitinin hesaplanmasina imkan vermemektedir. Modifiye CUPRAC yontemiyle her
iic prob i¢cin de askorbik asitin hidroksil radikaliyle reaksiyon hiz sabiti

hesaplanabilmistir.

Antioksidanlarin hidroksil radikal siipiirebilme yeteneklerinin Slgiimii i¢in gelistirilen
Modifiye CUPRAC yontemi klasik TBARS yonteminden daha kisa, daha spesifik ve
daha yiiksek verimlidir. TBARS yonteminde MDA gibi TBA reaktif molekiillerin bir

kism1 TBA testinin asidik 1sitma basamaginda kendiliginden olugsmaktadir [15].
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Aromatik hidroksilasyon 06zellikle biyolojik sistemlerde hidroksil radikallerinin
dedeksiyonu igin en spesifik yontemlerden biridir. Ornegin salisilat hem canli ortamda,
hem de disinda hidroksil radikali iiretiminin belirlenmesinde etkilidir, ¢linkii hidroksil
radikali ile reaksiyon hiz sabiti (5x10° M's™) yiiksektir. Yeterli derisimlerde
kullanildiginda diger siipiiriicii bilesiklerle yarisir ve daha kararli hidroksillenme
tirtinleri verir [75]. Modifiye CUPRAC yonteminde segilen problarin tiimii yukarida
salisilat i¢in belirlenmis kriterleri kargilamaktadir. Test edilen ii¢ prob da kisa bir zaman
peryodu igersinde renk stabilitesine erigsmektedir. Ar-OH yakininda elektron verici
metoksi gruplarinin varligt CUPRAC antioksidan kapasitesi 6l¢iim duyarliligini arttirir
[8]. Hidroksil gruplarmma gore orto- ve para mevkilerindeki metoksi gruplart —OH
tizerindeki elektron yogunlugunu arttirirak CUPRAC oksidasyonu sirasinda olusan
ariloksi radikallerini stabilize eder. Bu da probun hidroksillenme iiriiniiniin daha yiiksek
bir CUPRAC absorbansina sahip olmasi demektir. Diger taraftan orto-, para-, yoneltici
metoksi gruplarinin varligi, hidroksillenme igleminin aromatik probun belirli bir yerinde
olmasini giivence altina alir. Ornegin, 2,4-dimetoksi benzoatin temel hidroksillenme
tirtiniiniin 5-OH oldugu ve 3,5-dimetosi benzoat i¢in hidroksilasyon iiriiniiniin 4-OH
tiirevi oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum 2.4-DMB ve 3,5-DMB problariyla esitlik
2.37’ye gore neden daha dogrusal grafikler elde edildigini agiklamaktadir.

COOMNa CO0OMa
oc
Sy, 00 Fe(ly- EDTA, Hy 0, o, ~OCH
i - (5.2)
HO
OCH; OCH,

2. 4-dimatolsi benzoat .y . S
hidrolesillenmis driin

Modifiye CUPRAC yo6nteminde salisilat probu kullanilarak gelistirilen yontem HPLC
yontemiyle dogrulanmistir. Grootveld ve Halliwell [53] tarafindan salisilatin
hidroksillenme {iriinleri 2,3- ve 2,5-dihidroksi benzoik asit ve katesol olarak
belirlenmistir. Aromatik asitlerin hidroksil radikali ile reaksiyonunda Cu®" veya Fe*
gibi oksitleyici metal iyonlarinin ortamda bulunmadigi durumlarda ve diisik pH
degerlerinde dekarboksilasyon reaksiyonlari tercih edilmektedir [45]. Uygulanan Fenton

reaksiyonunda demir(Il) iyonlarinin bulunmasi ve fosfat tamponu (pH 7) kullanimi
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nedeniyle dekarboksilasyon meydana gelmemistir. Dolayisiyla olusan hidroksilasyon
tirlinleri icersinde katesol bulunmamaktadir. 2,3- ve 2,5-dihidroksi benzoik asit birincil
uriinlerken 2,4-dihidroksi benzoik asit ikincil triindiir. 2,3- ve 2,5-dihidroksi benzoik
asit iiriinlerinden beklenen CUPRAC absorbanslar1 toplaminin deneysel olarak bulunan
toplam CUPRAC absorbansina yakin olmasi bunu kanitlamaktadir. Salisilat ve olusan
triinler i¢in HPLC yontemiyle bulunan derisimlerin CUPRAC absorbansinin
hesaplanmasi sonucunda elde edilen absorbans degerleri toplami, deneysel olarak

bulunan toplam CUPRAC absorbans degeriyle uyumludur.
A oplam = zgi.ci.l ; e=molar absorptivite, c=derisim, 1=optik yol (5.3)
i=1

Salisilatin hidroksillenme firlinleri olan 2,3- ve 2,5-dihidroksi benzoik asitin molar
absoplama katsayilart CUPRAC yéntemine gore sirasiyla 33819 Lmol'em™ ve 41635
Lmol'em™ olarak bulunmustur. Molar absorptiviteleri birbirinden gok farkli olmayan
2,3- ve 2,5-dihidroksi benzoik asit {riinlerinin yakin oranlarda olugmasi yontem

tekrarlanabilirligini arttirmaktadir.

Gelistirlen bu yeni yontem ESR ve HPLC yontemleri kadar pahali olmamakla birlikte
cesitli sinirlamalart da bulunmaktadir. Modifiye CUPRAC y6ntemi hidrojen peroksit ile
direkt reaksiyona girebilen siipiiriiciiler i¢in veya tannik asit [66] gibi gli¢lii demir
kelatlayicilar i¢in kullanilabilen yararli bir yontem degildir. Antioksidan ve pro-oksidan
aktivite oOzelliklerini ayn1 anda gosterebilen gida polifenollerinde yontemin
uygulanmasinda problemler ortaya ¢ikabilir. Polifenollerin pro-oksidan etkileri
nedeniyle Fenton reaksiyonu sonunda yiikseltgenmis demir polifenoller tarafindan
tekrar indirgenmektedir. Bu nedenle polifenollerin geridoniisiim aktivitesiyle
iligkilendirildiginde klasik denemeler hidroksil radikal siipiiriilmesinin belirlenmesinde
gecersiz olur. Bu durumda reaksiyonun ilk birka¢ dakikasini izleyebilen hizli kinetik
yontemlere ihtiya¢ duyulur [66]. Bu yontemlerde herkes tarafindan ulasilabilen kolay ve
ucuz yontemler degildir. Alternatif olarak Onerilen hidroksil radikal dnleme kapasite
denemesi ise hidroksil radikal siipliriilmesini degil, metal kelatlamadan kaynaklanan
radikal 6nleme yetenegini dlger [40].

Hidroksil radikali ile hiz sabitlerinin belirlenmesinde aromatik hidroksilasyon

yonteminde karsilagilan problemlerden biri hidroksilasyon sonucunda ¢esitli iiriinlerin
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olusmasidir. Bu {irtinlerin kolorimetrik veya florometrik olarak 6l¢iilmesine dayanarak
hiz sabitlerinin belirlenmesinde genellikle 6l¢timler tek iiriin ilizerinden yapilmaktadir.
Ayrica calisma sartlarina bagli olarak da hidroksil radikali ile reaksiyon sonucunda
olusan iriinler degisebilmektedir. Ornegin; aromatik asitlerin Cu®" veya Fe’ gibi
yiikseltgeyici metal iyonlart yoklugunda ve diisiik pH degerlerinde kullaniminda
dekarboksilasyon reaksiyonlari baskindir. Ortamda Cu®* veya Fe*" gibi metal iyonlari
varliginda hidroksillenmis iiriin olusumu tercih edilmektedir [45]. Bu durumda aromatik
hidroksilasyonun uygulandigi yontemlerde olusan {irlinlerin 6nceden belirlenmesi ve
kullanilan yontem ile olusan tiim iriinlerin dlctilebilir olmas1 daha dogru veriler elde
edebilmek i¢in gereklidir. Modifiye CUPRAC yonteminde segilen prob maddeler ile
hidroksil radikalleri arasinda katilma tepkimeleri sonucunda hidroksillenmis {riinler
meydana gelmektedir. Fakat bu yontemde etil asetat ile gerceklestirilen ekstraksiyon
islemi sonucunda hidroksillenmis {iriinlerin tamaminin organik faza ¢ekilerek CUPRAC
yonteminin uygulanmasiyla prob madde ile hidroksil radikalinden olusan maddenin
yapisindan bagimsiz olarak her iirlinlin absorbans degeri Olgiilebilir. Bu durumda
Modifiye CUPRAC yoénteminde olusan iiriinlerin belirlenmesine gerek kalmadan
CUPRAC absorbansina sahip olmayan her tiirlii prob madde ile ¢aligma imkan1 bulunur.
Sonug olarak; Modifiye CUPRAC yontemi standart kolorimetreler kullanan ticari
laboratuarlarda uygulanmasi son derece kolay olan bir yontemdir. Karmagik ve yliksek

maliyetli cihazlara gerek kalmadan kisa siirede dogru sonug alinmaktadir.

Hidroksil radikallerinin siiplirmesine dayali antioksidan aktivite Ol¢limiinii i¢in

gelistirilen modifiye CUPRAC y6teminin uygulanmas1 asagidaki gibi gosterilebilir:
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+  HIDROKSIL RADIKAL URETIMI ve YARISMALI REAKSIYON

3 mL 0.2 M fosfat tamponu ( pH 7.0) + 1 mL 10 mM prob + 0.5 mL 20 mM Na,EDTA + 0.5 mL 20 mM

FeCl, + (4-x) mL H,0 + x mL 107 veya 10™* M siipiiriicii + 1 mL 10 mM H,0, —L37Ct2st o 1obun
. . . 0.5 mL 2 N HCl . inkiibasyon
hidroksillenme iiriinleri ———— yarigsmali reaksiyonun durdurulmasi

l

+  HIDROKSILLENMIS PROB URUNLERININ EKSTRAKSIYONU

2 mL asidik ¢dzelti + 2 mL etil asetat

l

«  CUPRAC YONTEMININ UYGULANMASI (: 450 nm)

1mL 10°M Cu(l)+ 1 mL7.5x 10°MNc+ 1 mL 1 MNHAc + 1 mL EtAc ekstrakt1 + 1 mL EtOH

Renkli Cu(I)-Nc kelati DPPH gibi diger antioksidan aktivite Ol¢lim yoOntemlerinin
aksine hava, gilines 15181, pH ve nem gibi ¢esitli parametrelere goreceli olarak
duyarsizdir. Modifiye CUPRAC yontemi fizyolojik pH’a yakin ortamlarda g¢aligsma
imkan1 saglar. Genel olarak bu yontem kolay, hizli, etkili ve maliyeti diisiik bir

yontemdir.
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