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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

PEROKSIL RADIKAL SUPURME ETKINLIGI OLCUMU ICIN ALTIN
NANOKUME ESASLI YONTEM GELISTIRILMESI

Herbert Cirrus KABOGGOZA

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damgman: Dr. Ogr. UyesiBurcu BEKDESER

Molekiiler oksijen metabolizmada ¢ok dnemli bir rol oynamasina ragmen, biradikal dogasinin
bir sonucu olarak yliksek derecede reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturma egilimindedir. ROS
oldukga kararsiz ve yiiksek reaktif maddelerdir ve radikalik ve radikal olmayan ROS olarak
simiflandirilmistir. Viicut hiicrelerinde, bu tiirlerin olumsuz etkilerini nétralize etmek i¢in
enzimatik, enzimatik olmayan veya diyet kokenli olabilen dogal savunma mekanizmalari
bulunmaktadir. Fakat, ROS'un asir1 iiretimi etkisiyle, “oksidatif stress” denilen bir durumda,
makromolekiillere saldirmaktadir. Ozellikle, peroksit radikali reaktivitesi nedeniyle lipid,
protein ve niikleik asitlerde hasara yol agcabilmektedir. Peroksil radikali 6nemli bir ROS, ¢linkii
olusumu lipid peroksidasyonunda 6nemli bir zincir yayilim admmdir. Lipid peroksidasyonu,
membran fosfolipitlerindeki doymamis yag asitleri ciddi hasara neden olan ¢ok ciddi bir yikici

oksidatif siirectir.

Peroksil radikal siiplirme aktivitesini lgiilen mevcut yontemler, ¢ok zahmetli olan hidrojen

atomu transfer reaksiyonlarmma dayanmaktadir. Bu nedenle, peroksil radikal siiplirme
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aktivitesini 6l¢mek i¢in daha kolay ve daha hassas yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez
kapsaminda, literatiirde mevcut olan yontemlerin cesitli sinirlamalarint ortadan kaldiran altin

nanokilim eesasl1 spektroflorometrik bir yontem gelistirilmistir.

Histidin ve glutatyon (GSH) kullanilarak ¢evre dostu bir yontemle hizli, segici, kararli ve
florimetrik altin nanoparcacik probu sentezlenip ¢esitli antioksidan bilesiklerin peroksil radikali
stiptiriime akitiviteleri bagarili sekilde degerlendirildi. Literatiirde mevcut olan krosin yontemi
referans yontem olarak kullanildi. Calisilan antioksidan bilesikler arasinda hem gelistirilen hem
de referans yontem ile en diisiik ICsg degeri epigallo katesin gallat (EGCG) i¢in bulunurken en
yiiksek ICso degeri ferulik asit i¢in hesaplandi. Gelistirilen altin nanoparcacik esasli yonteme

gore, 4.20+0.19 ve 427.59+10.78 sirastyla EGCG’1n ve ferulik asid’in ICso degerleridir.

Agustos 2020, 70 sayfa.

Anahtar kelimeler: Peroksil Radikal Siipiirme Aktivitesini, Nanopartikiiller, Peroksil
Radikali, L-glutatyon, ve Histidin.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

DEVELOPMENT OF GOLD NANOCLUSTERS BASED-ASSAY FOR
MEASURING PEROXYL RADICAL SCAVENGING ACTIVITY

Herbert Cirrus KABOGGOZA

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies

Department of Chemistry

Supervisor : Assoc. Prof. Dr.Burcu BEKDESER

In as much molecular oxygen plays a crucial role in metabolism, due to its diatomic nature it
can undergo reduction to form Reactive Oxygen Species (ROS). ROS are higly unstable and
reactive metabolites and classified as radical and non-radical ROS. Body cells have natural
defence mechanisms be it enzymatic, nonenzymatic or dietary origin to neutralize counteract
the negative effects of these species. However, in the event of excessive production of the ROS,
a condition called oxidative stress, these species attack macromolecules. In particular the
peroxyl radical causes damage to lipids, proteins and nucleic acids due to its unique reactivity.
The peroxyl radical is a significant ROS because its formation is a major chain-propagation
step in lipid peroxidation. Lipid peroxidation is a serious oxidative process which causes severe

damage to polyunsaturated fatty acids (PUFAS) in cell membranes.

The current methods for determining the peroxyl radical scavenging activity are based on
hydrogen atom transfer reactions that are very troublesome. Therefore, there is still need for

XV



easier and more sensitive methods for measuring the peroxyl radical scavenging activity.
Within the scope of this thesis, a spectrophotometric method based on AuNPs has been

developed eliminating several limitations of the methods literature.

An environment friendly, faster, highly selective and stable fluorimetric gold nanoparticle
probes were synthesized by blending HAuUCI,, histidine and glutathione (GSH) and used for
evaluating the peroxyl radical scavenging activity of various antioxidant compounds. The
Crocin method available in literature was applied as the reference method. Among the
antioxidant compounds studied, the lowest and highest 1Cso value was found for epicatechin
gallate (EGCG) and ferulic acid respectively. According to the developed AuNPs based
method, the 1Cso values of EGCG and ferulic acid were 4.20+0.19 ve 427.59+10.78

respectively.

August 2020 ,70 pages.

Keywords: Peroxyl Radical Scavenging activity, Nanoparticles, Peroxyl Radical,Glutathione

and Histidine.
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1. GIRIS

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), oksijen igeren ve bir hiicredeki diger molekiillerle kolayca
reaksiyona giren kararsiz molekiil tiiriiler olup insan viicudundaki savunma sisteminde mithim
rol oynamaktadir. Bununla birlikte ROS'un asir1 iiretimi etkisiyle ve antioksidan savunma
sistemin zayflamasiyla hiicrelerde reaktif oksijen tiirler biriktirip DNA, RNA ve proteinler gibi
makromolekiillere zarar verip hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Bu nedenle ateroskleroz,

kanser, norolojik dejenerasyon gibi farkli hastaliklarin gelisimine katkida bulunmaktadir [1].

Hiicrelerde ve hiicresel makromolekiillerde ciddi hasara yol acan lipid peroksidasyonu sirasinda
serbest oksijen gruplari ¢ok etkin sekillere doniismektedir. Bununla birlikte doymamis yag
asitlerinin alil grubundan bir hidrojen ¢ikarak lipid radikali meydana gelmektedir. Olusan lipid
radikali oksijen ile reaksiyona girip ROS’lerinden biri olan ve en yikici olan ve lipid peroksi
radikalini olusturmaktadir. Lipid peroksi radikali diger lipidlerle zincir reaksiyonu baslatir ve
hiicresel diizeyde zehirleyici etkinin en 6nemli kismini olusturan lipid hidroperoksitler (LOOH)
olugmaktadir. Lipid oksidasyonu ¢ok ciddi bir yikic siiregtir, ¢linkii bu hasar, daha reaktif yagh
aldehit tiirlerinin olusturmasiyla daha da giiclendirmektedir. Fosfolipitlerin zarlarindaki
doymamus yag asidi zincirlerinin par¢alanmasi ve plazma veya hiicre zarinda olusan bozulmalar
sonucu olmaktadir [2]. Bu sebeple biyolojik sistemde, ROS tiirlerini 6zellikle de peroksil
radikali stipiirme 6zelliklerini degerlendirmek i¢in analitik kimyada basit, kullanisli, hizli, ucuz
ve duyarh radikal siiplirme aktivite tayin yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu baglamda tez
kapsaminda peroksil radikali stipiirme aktivitesini belirlemek i¢in florometrik altin

nanoparcacik esasli yeni bir yontem gelistirilmistir.

ROO’ biyokimya, gida ve ¢evre gibi bilim alanlarinda énemli oldugu igin, peroksil radikali
stiptirme aktivitesini (PSC) degerlendirmek igin ¢esitli yontemlerinin gelistirilmesine ¢ok ¢aba
gosterilmektedir. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC), PSC degerlendirmek igin
yontemlerinden en yaygmn kullanilanlardan biridir. Bu ydntem peroksil radikal siipiirme
kapasitesini ve peroksil radikaline kars1 antioksidan aktiviteyi incelemek i¢in yaygin olarak
uygulanmistir ¢iinkii hem inhibe etme yiizdesini ve hem de inhibe etme siiresini tek bir deger

olarak ifade edebilen bir yontemdir [3].



B-fikoeritrin (B-PE) peroksil radikal siiptirme aktivitesini belirlenmek amaciyla ilk kullanilan
probtur. Ne yazik ki, B-PE’in ¢esitliliginin ¢ok fazla olmasindan kaynakli floresans kayiplari
gibi olumsuzluklarindan dolay1 floressein (FL) gibi bagka alternatifleri ortaya g¢ikmaya
baslamistir [4]. ORAC disinda krosin agartma (beyazlatma) yontemi, peroksil radikal
siipiirmesini incelemek icin antioksidanlarin peroksil radikalinden kaynaklanan krosinin
oksidasyonunu Onlemesine dayanmaktayken toplam radikal yakalama antioksidan parametre
(TRAP) yontemin toplam peroksil radikal yakalama potansiyeline (TRAP) dayanmaktadir.
Peroksil radikal siipiiriici aktivitesi de Giiglii ve arkadaslarin (2014) tarafindan gelistirilen
florimetrik yontemde p-aminobenzoik asidin (PABA) prob olarak kullanilmist1 [5]. Floresansa
dayal1 probular daha tercih etmektedir ¢iinkii veri toplamadaki iistiin duyarliligi, seciciligi ve
sadeligine sahiptir. Ayrica floresans yontemlerinde, basit ve kullanimi kolay olan enstriimanlar

gerekmektedir, tistelik bu yontemde analiz altindaki numuneye zarar verilmemektedir.

Genel olarak literatiirde mevcut olan yontemler, siki ¢alisma kosullarinda gergeklesen gibi her
birinin kendilerine 6zgi ¢esitli kisitlamalari bulunmaktadir ve ¢ok zahmetli olan hidrojen atomu
transfer reaksiyonlarna dayanmaktadir [6]. Bu nedenle, bu kisitlamalar1 ortadan
kaldirabilenmek icin peroksil radikal siipiirme aktivitesini 6l¢mek i¢in daha kolay ve daha
hassas yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu boslugu doldurabilenmek i¢in nanosensor esasl

peroksil radikal siipiirme aktivite yontemleri potansiyele sahiplerdir.

Son on yilda, nanoteknoloji, bilim ve teknolojik uygulamalarinin pek ¢ok alanini kapsayan
olduk¢a umut ve heyecan verici, yenilik¢i ve ¢esitli bilimsel alanlarda ilging bir arastirma
konusu olmustur [7]. Ozellikle de AuNP, optik dzellikler, elektronik dzellikler, genis yiizey-
hacim orani, miikemmel biyouyumluluk ve diisiik toksisite boyutuna ve sekline bagli olan
olaganiistii Ozelliklere sahiptir [8]. AUNP kullanilarak Celik ve digerleri tarafindan
hidroperoksidlerin iyodiirii yiiksetgeme yeteneginden yararlanarak hem hidroperoksidlerin
tayini hem de antioksidan karakterli bilesiklerin peroksil radikali siiplirme etkinligini 6lgmek

i¢in nigasta stabilize AUNP kolorimetrik nano-sensor gelistirilmistir [9].

Bu tez kapsaminda, yukarida vurgulanan veya literatiirde mevcut olan yontemlerin ¢esitli
sinirlamalarin1 ortadan kaldiran altin nanopargacik esasli spektroflorometrik bir yontem

gelistirilmistir. Bu yontem kullanilarak c¢esitli antioksidan bilesiklerin peroksil radikal siipiirme



aktiviteleri hesaplanmis ve referans yontem olarak secilen Krosin Agartma Y ontemi’nden elde
edilen veriler ile karsilastirilmistir. Bu 0nerilen yontem ile peroksil radikal siiplirmeye dayali
antioksidan aktivite tayini i¢in secici, hassas ve kararli bir altin nanoparcacik prob kullanilarak
mevcut yontemlerden daha avantajli bir yontem literatiire sunuldu. Gli¢lic Au-S bagmin bir
sonucu olarak ortama eklenen GSH’1n Au NC'lerin yiizeyinde bulunan histidin molekiilleri ile
kademeli olarak bir ligand degisimine yol agarak [10] AuNP'in floresans siddetindeki 6nemli

artisin goriinmektedir.

450 nm uyartim
500 nm yayimim

T \
<

Sekil 1.1: HAUCI4 ve histidinin karigtirilmasiyla hazirlanan AuNP GSH ekleyerek ligand
degisimi.
Peroksil radikal siipiirme aktivite tayini i¢in prob olarak kullanilan altin nanopargaciklarin

eksitasyon (uyartim) ve emisyon (yaymim) dalgaboylari sirasiyla 450 nm ve 500 nm olarak

belirlenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 MOLEKULER OKSIJEN VE REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Molekiiler oksijen (O2), bir kovalent bag tarafindan bir arada tutulan iki oksijen atomundan

olusan iki atomlu bir molekiildiir (Sekil 2.1).

. 0-0

Sekil 2.1: Molekiiler oksijenin kovalent bagi

Molekiiler oksijen, ¢ogu yasam formlarinin devam etmesi igin gerekli en Onemli
metabolitlerinden biridir. Ciinkii tasidigi rolii nedeniyle oksijen hayati bir 6éneme sahiptir.
Oksijen aerobik hiicrelerinde enerji metabolizma siireci (aerobik metabolizmasi) sirasinda

salinan elektronlar i¢in son bir elektron alicis1 olmaktadir [2].

Serbest radikal tanimina gore molekiiler oksijen, bir biradikal olarak degerlendirilir. Diatomik
molekiiler oksijen (O2), paralel spin durumlu herbiri farkli m* antibag orbitaline yerlesmis iki
eslesmemis elektrona sahiptir (Sekil 2.2). Molekiiler oksijen metabolizmada ¢ok 6nemli bir rol
oynamasina ragmen, diatomik dogasi1 nedeniyle, oksidasyon ve fiziksel aktivasyon (radyasyon)

gibi islemler yoluyla indirgenmektedir.
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Sekil 2.2: Molekiiler oksijenin diatomik dogas1 ve enerji diyagrami

Biradikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girer. Molekiiler oksijen, biradikal dogasinin bir sonucu olarak
yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturma egilimindedir. “Reaktif oksijen tiirleri
(ROS)” oldukea kararsiz ve yiiksek reaktif maddelerdir ve peroksil radikal (ROQO), siiperoksit
anyon radikali (O2" ) ve hidroksil radikal ("OH) gibi radikalik ve hidrojen peroksit (H202),
singlet oksijen, hipokloroz asit (HOCI) ve hipobroméz asit (HOBr) gibi radikal olmayan ROS
olarak smiflandirilmistir. Serbest radikaller dis yoriingelerinde ortaklanmamis elektron
bulunduran atom, atom grubu veya molekiillerdir. Bu eslenmemis elektron nedeniyle kararsiz
yapida bulunan serbest radikal molekiilii, kararli hale gecebilmek i¢in elektronunu baska bir
elektron ile eslestirmesi gerekmektedir. Bu nedenle de serbest radikaller reaktivitesi ¢ok yiiksek

olan kimyasal tiirlerdir oldukca aktif molekiillerdir.



Tablo 2.1: Reaktif oksijen tiirlerinin siniflandirilmasi.

Radikalik tiirler Radikal olmayan tiirler

Hidroksil radikali ("OH) Hidrojen peroksit

Siiperoksit anyon radikali (O2" )  Hipokloroz asit (HOCI)

Hidroperoksil (HO2") Hipobromoz asit (HOBr)
Peroksil radikali (ROQ") Ozon (O3)
Alkoksi radikali (RO") Singlet oksijen (O2'Ag)

Peroksinitrit anyonu (ONOO )

Peroksinitroz asit (ONOOH)

Farkli ortamlarda ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlar ile olusan radikaller kontrol altinda
tutulmazlarsa reaktiviteleri nedeniyle lipid, protein ve niikleik asitlerde hasara yol
acabilmektedir. Viicut hiicreleri, bu tiirlerin olumsuz etkilerini nétralize etmek i¢in enzimatik,
enzimatik olmayan veya diyet kokenli olabilen dogal savunma mekanizmalarina sahiptir.
Ancak, “oksidatif stress” denilen bir durum olan ROS'un asir1 iiretimi etkisiyle, bu tiirler DNA,
lipidler, niikleik asitler ve hiicre zar1 bilesenleri gibi makromolekiillere saldirmaktadir. Bu
oksidatif hasar olarak adlandirilmistir ve hiicre yaslanmasinin, kardiyovaskiiler hastaliklarin,
mutajenik geri doniisiimsiiz degisikliklerinin, kanserli tiimor hiicrelerinin ve hiicre 6liimiiniin
sebebi olmaktadir. Oksijen sadece aerobik tiirlerde degil, oksijene bagimli olmayan canlilarda
da toksik etkilidir. Anaerobik canlilardaki oksijenin toksik etkisinin nedeni, oksijenden
kaynaklanan bazi reaktif tiirlerin biyolojik molekiilleri oksitlemeleri ve bu reaktif tiirlere karsi

anaerobik canlilarda da savunma sisteminin bulunmamasidir.



2.2 PEROKSIL RADIKALI

Peroksil radikali (ROQ), organik bir grubun (R) hidrojen atomu (H) yerine aldig1 hidroksil
radikal (HOO)'ya gore karsilastirilabilir. Peroksil radikal (ROQO®) genellikle gidalarda ve
biyolojik ornekler igerisinde bulunmaktadir. ROO®, nanosaniye yerine yari1 omiirlii saniyeler

oldugu i¢in diger ROS'a gore nispeten daha kararli ve daha az reaktiftir.

R X .

o

Sekil 2.3: Peroksil radikalinin yapisi.

2.2.1 Peroksil Radikalinin Reaktivitesi

Tipki herhangi bir radikal gibi peroksil radikalinin baslica tepkimeleri asagida verilmektedir.

Katilma Reaksiyonu

ROO’ + H.C=CH: » R-CH2-CH? (2.1)
Hidrojen Cikarma Reaksiyonu

ROO" + LH > ROOH + L~ (2.2)
Elektron Transfer Reaksiyonu

ROO" + ArNH: = ROO + ArNHy’ (2.3)
Sonlanma Reaksiyonu

ROO"+Y = R-Y (2.4)
Disproporsiyonlagsma

ROO" + ROO* > Radikal olmayan iiriinler (2.5)

Peroksil radikalinin standart rediiksiyon potansiyeli 1000 mV olup, ROS tiirleri igerisinde
yiiksek rediiksiyon potansiyeline sahip radikallerdendir [11]. Bu nedenle, hiicre zarlar1 gibi

uzak hiicresel yerlere dagilmasini saglayarak insan sagligma ve gida bilesiklerine zarar



vermektedir. Buna ek olarak peroksil radikali ortamda var olan tiim antioksidan tiikendikten

sonra hedef molekiille reaksiyona girmektedir [12].

Peroksil radikalinin hedef molekiil (RH) veya antioksidan (AH) ile reaksiyonu;

ROO" + RH

v

ROOH + R’ (2.6)

ROO" + R’ ROOR 2.7)

v

Hem hidrofobik hem de hidrofilik ortamlarda, peroksil radikali, karbon-merkez radikalin
oksijen ile reaksiyonunun otoksidasyon olarak adlandiran bir sonucu olarak olusmaktadir.
Peroksil radikali 6nemli bir ROS, ¢iinkii olusumu lipid peroksidasyonunda 6nemli bir zincir

yayilim adimidir [13].

2.2.2 Peroksil Radikal Olusumu

Genel olarak peroksil radikali alkil radikalinin (R") oksijenle reaksiyona girerek

olusturmaktadir.

R +0; » ROO' (2.8)

Bu reaksiyon olduk¢a hizlidir, 10 ps“den daha kisa siire igerisinde gergeklesmektedir ve hiz
sabiti yaklasik 109 L mol™ s™'dir.

Suda ¢6ziinen 2,2'-azobis (2-metilpropionamidin) dihidrokloriir (AAPH) ve 2,2'-azobis (2-
amidinopropan) dihidrokloriir (ABAP) gibi Termolabil azo bilesikleri ve yagda ¢6ziinen 2,2'-
azobis (2,4-dimetilvaleronitril) (AMVN) suda ¢6ziinen peroksil radikalleri olusturmak i¢in
serbest radikal baslaticilari olarak etkili bir sekilde kullanilmuistir [14,15].
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Sekil 2.4: AAPH’in (a), ABAP’in (b) ve AMVN’in (c) kimyasal yapisi

/

2,2’-azobis(2-amidinopropan) hidrokloriir (AAPH) nin termal bozulmasi en ¢ok kullanilan
peroksil radikali olusturma yontemleri arasinda gelmektedir [16]. AAPH suda ¢oziinen, serbest
radikal iireten azo bilesigidir. Hem niikleofilik hem de serbest radikal mekanizmalari ile
oksidasyon reaksiyonlarin1 baslatabilme oOzelliginden dolay1 kiiciik molekiiller ve protein
terapotikleri i¢in oksidan modeli olarak 6nem kazanmaktadir [17]. AAPH 1n termal bozunmasi

sonucu olusan peroksil radikali asagida gibidir [18].

a
H;N.
0;. ° 00"

cr NH A 9 / NH
HaN N e H3N .
i 71><“¢ )&Nﬂ; S
NH cr e :
amidinopropane radical
AAPH

Sekil 2.5: AAPH’1n termal bozunmasi sonucu olusan peroksil radikali

Peroksil radikali iiretmenin bir bagka yolu ise yagda c¢oziinebilen 2,2’-azobis (2,4
dimetilvaleronitril) (AMVN)’in termal bozulmasidir [16]. AAPH ve AMVN gibi azo

bilesiklerinin peroksil radikali olusturma reaksiyonlari 2.9 ve 2.10°da asagida verilmektedir.

A
R-N=N-R > 2R+ N; (2.9)

(AAPH) (karbon merkezi radikal)
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2R’ + 20, > 2ROO (2.10)

2.3 LIiPiD PEROKSIDASYONU

Lipid peroksidasyonu, karbon-karbon ¢ift baglari olan lipidler i¢eren hiicre bilesenleri, 6zellikle
de membran fosfolipitlerindeki doymamis yag asitleri (PUFA'lar) ciddi hasara neden olan
oksidatif bir siirectir. Lipidlerdeki ¢ift baglar, yiiksek aktivitenin igsel bolgelerini sunar [2].
Lipid oksidasyonu ¢ok ciddi bir yikici siiregtir, ¢iinkii bu hasar, daha reaktif yaglh aldehit
tiirlerinin daha fazla salinmasiyla daha da giiclendirmektedir. Lipid peroksidasyona sebebi olan

zincir reaksiyonu asigada verilmektedir.

Basglama
R-N=N-R > 2R+ N2 (2.12)
R +20, — ML opo0r 2.12)
ROO" +LH— Y%, ROOH + L (2.13)
Cogalma
L+ 20; »  LOO (2.14)
LOO" + LH » LOOH+L" (2.15)
Kisitlama
LOO" + AH » LOOH + A’ (2.16)
Sonlanma
A’ + (n-1)LOO* » Radikal olmayan iirlinler (2.17)
ROOQOe< + ROO- » Radikal olmayan liriinler (2.18)

(R-N=N-R = azo bilesigi; LH = subsrat; AH = antioksidan; ROO- = peroksil radikali; LOO" =
lipid peroksil radikali; ROOH = hidroperoksit [19])
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Lipid peroksidasyonunun membranda veya serbest yag asitlerinde baslamasi hidrojen atomu
cikarabilecek reaktiviteye sahip herhangi bir tiiriin saldirisindan kaynaklanir. Hidrojen atomu
yalniz bir elektrona sahiptir ve arkasinda eslesmemis elektronlu karbon atomu birakir. Coklu
doymamig yag asitlerindeki karbon radikali, yeni molekiiler diizenleme ile kararli olma
egilimindedir. Hidroperoksi radikalleri diger yag molekiillerinden hidrojen atomu ¢ikarirlar ve

lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonu seklinde devam eder [19,20].

PUFA'lar, hidrojenin tikanmasi veya bir elektronun siiperoksit veya hidroksil radikalleri
tarafindan ¢ift bagdan ekstraksiyonu yoluyla ¢ok asamali oksidasyonda saldirtya ugrar; bu da
asidik lipid peroksil radikalleri (LOO") olusturmak igin molekiiler oksijenle dogrudan
reaksiyona giren radikal bir ara maddeye yol agar. LOO" kendiliginden boliinme veya
modifikasyona girerek sirasiyla aldehitler ve yogusma triinleri olusturmaktadir [2]. Sonraki
zincir reaksiyonlarinda hidrojenin tikanmasi yoluyla lipid hidroperoksitler (LOOH’ler) birincil

ve toksik iirlinler olarak olusur.

Dogal olarak, lipidlerin yapisi 6zellikle de hiicre zar1 fosfolipidleri yok edilir. Bu nedenle,
hiicrelerdeki peroksil radikal seviyelerini tespit etmek ve 6l¢mek igin teknikleri dizayn etmek
cok onemlidir. Analitik Kimyada, lipid hidroperoksitlerin (LOOH ler) belirlenmesi, viicuttaki
oksidatif stres seviyesini tahmin etmek igin ¢ok yararli ve en kullanigh bir kriterdir. Lipid

peroksidasyonu belirlemesi i¢in literatiirde sik sik kullanilan metotlar.

2.3.1 iyodometrik Yontemi

Hidroperoksit tayini i¢in spektroskopik yontem olan ve karmasik biyolojik sistemlere
uygulanabilen iyodometrik yontem gelistirilmistir [21]. Bu tahlilde, hidroperoksitler, iyodiir ile
indirgeme reaksiyonuna girip iyot olusturmaktadir. Indirgeme reaksiyonu ise hem kantitatif
hem de stokiyometriktir. Hidroperoksitler ve iyodiir reaksiyona girdiginde iyodiir her zaman
fazla miktarda olmalidir. Fazla miktarda verilen iyodiir, iyotla reaksiyona girerek triiyodiir (I3 )

kromofor olugturmaktadir reaksiyon denklemleri asagida verilmistir.

ROOH +2I +2H" » I+ ROH + H>0 (2.19)
I3 (2.20)

v

b+1
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Bu kromofor, titrimetrik iyot oksidasyonuna dayanan hidroperoksitlerin dogrudan belirlenmesi
i¢cin kullanilarak hidroperoksitlerin nicellestirilmesi i¢in bir temeldir. Bu tahlilin, arasinda 1:1
stokiyometrik reaksiyon olsa bile giivenilir ve hassas olmadigi sdylenir [22]. Olusturan
trityodiir, tiyosiilfat titrasyonu, spektrofotometri veya florometri yontemleri gibi titrimetrik iyot
oksidasyonuna dayanan yontemlere kullanar nicelestirilmektedir. Hidroperoksitlerin dogrudan

belirlenmesi i¢in titrimetrik iyot oksidasyonu kullanilmaktadir.

2.3.2 TBARS Yontemi

Biyolojik sistemler i¢in bir alternatif olarak, Tiyobarbitiirik asit (TBA) metodu gelistirilmistir
[23]. Ancak ayni1 zamanda lipit peroksidasyonunu miktarini1 daha az vermek gibi zorluklara da
sahiptir. Bununla birlikte bu metot, ¢cok sayida biyokimyasaldan kaynaklanan miidahaleler
nedeniyle siipheli gegerlilige sahiptir, ayrica hidroperoksit igerigini Olgmez [22].
Arastirmalarda mevcut olan basit TBA metodunun reddedilmesi 6nerisi bulunmaktadir, ¢linkii
insan viicudu sivilarindaki cogu TBA-reaktif maddenin, lipit peroksidasyonu ile hicbir iligkisi
yoktur [24]. Analizden 6nce malondialdehit (MDA)-TBA kromojenini izole amactyla HPLC
kullanilarak TBA yonteminde bir gelisme yapilmistir [23].

2.3.3 FOX ve FTC Yontemi

Iyodometrik Yéntemi ile ayni prensibi kullanan Demir oksidasyonu/ksilen oranj (FOX)

yontemi, asidik kosullarda hidroperoksit ile Fe?*"

nin (demir (IT) -demir (IIT) oksidasyonu) hizli
oksidasyonuna dayanarak gelistirilmistir. Fe®" iyonlar, ksilen oranj ile reaksiyona girerek 560
nm'de giiclii absorpsiyona sahip olan mor renkli bir kromofor olusturmaktadir [22]. Ayrica
demir (1) — demir (111) oksidasyon prensibini kullanan temel olarak linoleik asit emiilsiyon
sistemlerinde lipid hidroperoksitleri degerlendirmek igin Ferrik tiyosiyanat (FTC) metodu 6ne
stirilmustiir [25]. FOX’tan tek fark, elde edilen ferrik iyonlarin tiyosiyanat iyonlari (SCN")
kullanilarak dl¢tilmesidir. Tiyosiyanat iyonlar1 (SCN") kirmizi renkli kromofordur yaklasik 500
nm'de absorpsiyona sahiptir. Ancak, bu metodun ¢ok sinirli bir ¢alisma pH araliginda (1.7-1.8
arasinda) olmasi [26] ve askorbik asit ile glutatyon [27] gibi antioksidanlardan etkilenmesi

dezavantajlar vardir.
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2.4 NANOPARTIKULLER

Son on yilda, nanoteknoloji, bilim ve teknolojik uygulamalarimin pek ¢ok alanini kapsayan
olduk¢a umut ve heyecan verici, yenilik¢i ve ¢esitli bilimsel alanlarda ilging bir arastirma
konusu olmustur. Su anda benzersiz yiizey alani1 ve yiizey aktivitesi nedeniyle hizla gelisen

nanoteknoloji, alaninin 6n saflarindadir [7, 28 - 31].

Nanopartikiiller (NP’ler), farkli kimyasal bilesime, sekle ve en 6nemlisi 1-1000 nm arasinda
boyutlara sahip katilardir [32]. NP’ ler, bulk ve molekiiler materyal arasindaki maddenin ara
bir supramolekiiler halini temsil etmektedir. Ayrica, olaganiistii boyutlarina bagl fiziksel ve
kimyasal oOzellikleri nedeniyle diger malzemelerden daha {stiindiirler ve bilimde
vazgecilmezdirler [28,32]. Nanopartikiiller ayrica ultra kii¢iik boyutlarindan dolay1 benzersiz
optik ve elektriksel 6zelliklere, uzun vadeli stabiliteye ve diisiik toksisiteye sahiptir [33]. Buna
ek olarak, yapisal degisimleri ve essiz biyolojik, termal ve elektriksel 6zellikleri, onlari
pestisitlerin algilanmasi ve yok edilmesinde, [7], biyoloji ve tip / nano-tip [30,31], goriintiileme
ve algilama [28,29] ve diger birgok ticari sanayi, gida, tarim, giyim ve kozmetik alanlarinda

[34] gesitli uygulamalar i¢in uygun hale getirmektedir.

NP'ler pek ¢ok bilimsel alanda sik¢a kullanildigindan dolayi, nanopartikiil sentezlenmesinin de
Oonemini arttirmaktadir. Bilimsel yontemler ile iiretilebilen NP'ler dogal yollarla da
olusabilmektedir. Nanopartikiiller biiyiikliiklerine, morfolojilerine, fiziksel 6zelliklerine ve
kimyasal 0Ozelliklerine goére smiflandirilmistir.  Yari-iletken nanopartikiiller (kuantum
noktalar1), metal NP’ler, silika NP’ler, polimer NP’ler ve metal nanokiimelerin ve ¢ogu floresan
ozelliklere sahiptir [35,36].

2.4.1 Altin nanoparcaciklar

Altin nanoparcacigmin ¢ok yonliiliigii ve potansiyeli vardir. Altin nanopartikiiller (AUNP),
essiz Ozelliklerine ve ¢oklu yiizey iglevlerine sahip olmasindan dolay1 goriintiileme ve algilama
gibi farkl bilimsel alanlarda siklikla kullanilmaktadir. AuNP, optik 6zellikler, elektronik
ozellikler, genis ylizey-hacim orani, miikemmel biyouyumluluk ve diisiik toksisite boyutuna ve
sekline bagli olan olaganiistii 6zelliklere sahiptir [8]. AuNP, ¢ekirdek boyutu 1'den 100 nm'ye
yiikseldikge sulu ¢ozelti icinde bir dizi renk (kahverengi, turuncu, kirmizi ve mor)

sergilemektedir ve genellikle 500'den 550 nm'ye kadar bir boyutlari gore absorpsyon
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sergilemektedir. AUNP biyo-inert, en kararli metal nanopartikiiller, sentezlenmesi kolay, diger
malzemelerle kolayca islevsellestirilebilir ve yiiksek yok olma Kkatsayisi gibi ozelliklere
sahiptir. Yiiksek yok olma katsayisina sahip olmasindan organik floresan molekiilleri
yakinlarina yerlestirildiginde floresan sondiirmeye neden olurlar. Ligandlar igin yiiksek
afiniteye sahiptirler. Bu da kaplama ligandlarin fonksiyonel grubunun reaktivitesini
arttirmaktadir. Ayrica, radikal siliplirme reaksiyonlar1 ig¢in yiiksek katalitik aktivitelere

sahiptirler [8].

Son birkag on yilda, boyut, sekil ve yiizey islevselligi gbéz Oniine bulunarak altinn
nanopartikiilleri sentezlemek igin ¢ok gesitli yontemler gelistirilmistir. Turkevich ve
arkardaslar (1951), sitratin hem indirgeyici hem de stabilize edici ajan olarak kullanarak islev
gordiigii kaynar suda sitrik asit ile hidrojen tetrakloroauratin (HAuCl4) islenmesiyle AuNP
olusturmak igin sentetik bir yontem gelistirilmistir [37]. Bu sitrat stabilize edilmis AuNP,
tiyolat ligandlari ile islevsellestirme islemi sirasinda geri doniislimsiiz agregasyona maruz
kalmaktadir. Yiizey aktif madde kullanimi da dahil olmak iizere bu sorunu ¢6zmek igin gesitli
stratejiler gelistirilmistir. Brust ve Schriffin, 1994 yilinda altin nanopartikiil sentezinde, faz
transfer Reaktifi olarak tetraoktilamonyum bromiir (TOAB) ve indirgeyici ajan olarak sodyum
borohidriit (NaBH4) kullanilarak iki fazli bir indirgeme protokolii ile organik ¢6ziiniir alkantiyol
stabilize edilmis AuNP olusturarak bir atilim gergeklestirdi [38]. Bu metodoloji, altin-tiyol
orani, indirgeme orani ve reaksiyon sicakligi gibi reaksiyon kosullarini degistirerek 1.5 ila 5

nm arasinda AUNP olusturmaktadir.
2.5 NANOKUMELER

Metal nanokiimeler, esas olarak molekiil benzeri 6zelliklerinden dolayr floresan problari
tasarlamak gibi ¢esitli bilimsel ¢aligmalarda olduk¢a heyecan verici ve modaya uygun bir konu
olarak olaganiistii dikkat gosterilmektedir [39]. Bu izole pargaciklar, tek metal atomlar1 ve
plazmonik metal nanopartikiiller arasindaki eksik baglanti1 olarak hayati bir rol oynamaktadir,
clinkii elektronlarin Fermi dalga boyuna benzer 2 nm'den daha kiigiik boyutlara sahiptir ve

birkag ila yiiz atomdan olugmaktadir [40 - 42].

Geg¢is metal nanokiimeleri nanometre ile dl¢iilen boyutlarindan dolay1 6zgiin ve ilging, fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1 da ¢ok ilging potansiyel kullanim alanlarina sahiptir. Bunlar

arasinda kuantum noktalar1 ve kuantum bilgisayarlari, optik, elektronik ve manyetik cihazlar,
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kimyasal sensorler, diiz panel ekranlar gibi fotokimyasal desen uygulamalar1 sayilabilir. Fakat
gecis metal kiimelerindeki hizli gelismenin asil nedeni onlarin katalitik 6zelligidir. Gegis metal
nanokiimeleri bircok tepkime icin yiiksek etkinlige ve secicilige sahip yeni tiir Gzel
katalizorlerdir. Katalitik etkinlik, bir yandan kiimelerin yeterince kararli olmasinzi
gerektirirken, bir yandan da etkin merkezlerin bulundugu genis yiizey alani gerektirir.
Yiizeydeki atomlarin igtekilere orani ise boyutun kii¢iilmesi ile artar. 2 nm'den daha kii¢lik
boyutlara sahip olan nanokiimelerin, pargaciklardaki serbest elektronlarin giicli kuantum
siirlamasi nedeniyle ayrik ve boyut ayarli elektronik gegisler gosterdigi diistiniilmektedir[43],
[44]. Ayrica, maddenin kesintisiz yogunlugu farkli enerji seviyelerine ayrilmaktadir [45,46].
Bundan dolay1, nanokiimeler farkli enerji seviyeleri, gii¢lii ve boyut/morfolojiye bagl floresan
da dahil olmak iizere molekiil benzeri 6zelliklere sahiptir [42]. Tek atom, kiimeler ve

nanopartikiillerin geometrik ve elektronik yapilarini karsilastiriimasi Tablo 2°de verilmektedir.

Tablo 2.2: Tek atom, kiimeler ve nanopartikiillerin geometrik ve elektronik yapilarini

karsilastirilmasi.

Nanopartikiiller Nanokiimeler Tek atom

Geometrik yapisi

Elektronik yapisi

Metal enerji Molekiiler orbital Atomik orbital
bantlar1

NC’lerdeki metal atomlarin elektronlari, 6zel ayrik enerji seviyeleriyle molekiiller boyutlarinda
siirlidir. Dolayisiyla saglam fotoliiminesans, olagantistii fotostabilitesi ve asil biyouyumluluk
gibi onemli Ol¢iide benzersiz optik, kimyasal ve elektriksel 6zelliklere sahiptir [45]. NC’ler
metal atom elektronlart molekiiler boyutlarda ve 06zel kesikli enerji seviyelerinde
kisitlanmaktadir [36,45,47]. NC’ler bu miikemmel yeni 6zelliklere sahip oldugundan dolay1
biyolojik analiz ve goriintiileme, ¢evresel izleme ve endiistriyel kataliz gibi ¢esitli alanda

miikemmel floresan problar olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle, NC’lerin dzelliklerini ve



16

uygulamalarini sentezlemek ve incelemek i¢in Onemli adimlar atilmasi sasirtici degildir
[47,48]. Ozellikle biyolojik, ¢evresel, farmasodtik ve kataliz alanlarinda altin nanokiimerlerin

sentezi ve uygulanmasinda yogun arastirmalar yapilmaktadir [39].
2.5.1 Altin Nanokiimeleri

Basit, hizli ve kolay kontrol edilebilir adimlarla yiiksek kalitede altin nanokiimeler (AuNC)
sentezi Oncelikle hedeflenmektedir. NC'lerin sentezi i¢in bir¢ok yeni yontem, sablon destekli
sentez ve kaplama ajanlar1 yaklasimlarinin kullanimina dayali olarak tasarlanmistir [44]. Sablon
destekli sentez, proteinler ve DNA, dendrimerler (poli(amidoamin)) ve polimerler
(poli(metakrilik asit)) gibi biyomolekiillerin floresan NC'lerin olusumunu yonlendirmek i¢in
bir model olarak kullanilmasina dayanmaktayken [33,44] kaplama ajanlari, tiyol ligandlar1 gibi
kaplama ajanlarinin kullanimina dayanmaktadir. Kaplama ajanlar1 olusan kiigiiciikk metal
NC'leri kaplayan ve koruyan tek tabakali bir metal yiizey olusturmak i¢in kendilerini metal
yizeye sikica tutturmaktadir. Sablon destekli sentezlenmis NC'ler, minyatiir
molekiiller/biyomolekiiller igin problar olarak kullanimlarini sinirlayan nispeten biiyiik bir

hidrodinamik ¢apa (>3 nm) sahiptir.

Altin nanokiimelerin kalitesi ligand, indirgeyici ajan ve uzun yaslanma siiresi olmak tizere {i¢
faktorden etkilenmektedir [47]. Nanokiimelerin sentezi i¢in bir yontem gelistirirken bu
faktorlere dikkat edilmesi gerekmektedir. Ligandlar birden fazla gruptan olugmaktadir. Bu
gruplar, NC'lerin toplanmasini énlemek icin altin iyon (Au®") kiimelerin geometrisi ile giiglii
etkilesim saglamaktadir [47]. NC’ler genellikle olusumlari sirasinda agrege olabilmektedir. Bu
nedenle yaygin olarak, sulu ¢ozeltide metal iyonlarinin indirgemesinden sonra NC’ler yerine
biiyiik nanopartikiiller olusmaktadir [33]. NC'leri stabilize etmek i¢in ¢esitli ligandlar (kaplama
ajanlar1) / stabilizatorler kullanilmaktadir. Ne yazik ki, pargaciklarin yiizeyini kapatmak i¢in
kullanilan ligandlar, parcaciklarin emisyon 6zelliklerini énemli 6lgiide etkilemektedir [49].
Sonug olarak, ¢ok kii¢iik boyut ve yiiksek oranda floresans 6zelliklere sahip olan metal NC’ler
elde etmek icin, kiimelerin toplanmasini1 6nlemek ve floresanslarini arttirmak i¢in stabilizatorler

bliyiik 6nem tagimaktadir.

Dendrimerler, DNA oligoniikleotitleri, peptitler ve proteinler [50,51], GSH gibi tiyoller [33] ve
polimerler gibi stabilizatorler yaygin olarak kullanilmaktadir. Tiyol bilesenlerle kaplanmis

metal NC’ler, istenilen 6zelliklerinden dolay1 yaygin olarak kabul edilmektedir. Bu 6zellikler
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olaganiistii kararlilik, ultra kii¢iik hidrodinamik ¢aplar ve degistirilebilir yiizey 6zellikleridir
[33,44].

Cevre dostu olan GSH, miikkemmel kararliligi (iki haftadan fazla) ve biyouyumlulugu nedeniyle
AUNC’in sentezinde kullanilan en iyi indirgeyici ajanlardandir [10]. GSH-AuNC’, Cr (l11) ve
Cr (VI) gibi agir metallerin belirlenmesinde [52] ve kiimelerin silika pargaciklari ile modifiye
edilerek reaktif oksijen tiirlerinin canli hiicrede goriintiilemesi gibi ¢esitli uygulamalarda
kullanilmistir [53]. Bununla birlikte GSH-AuUNC’in (tek ligand olarak GSH) sentezi, GSH' nin
fazlaligin1 giderme ihtiyaci ve diisiik kuantum verimi (% 1.5) gibi dezavantajlarindan 6tiirii pek
tercih edilmemektedir [52]. AuNC' ler ayrica HAuCls L-histidin ile karistirarak 1sitmadan,
karistirmadan ve baski1 yapmadan hizli bir reaksiyonla sentezlenmistir [54]. Histidin ¢cok 6nemli
bir biyolojik substrat olmasina ragmen [55], histidinle stabilize edilen AUNC’in kalitesinden,

florimetri ve kiitle spektrometrisinden elde edilen verilere gore siiphe edilmistir [39].

GSH'nin HAUCIs ve L-histidin karistirilarak sentezlenen AuNC'in floresans intensitesini
onemli dlgtlide, dogrusal ve segici olarak arttirdigi ve kuantum veriminin de %10'un tizerinde
arttig1 bildirilmistir [10]. Bu, GSH ve histidin arasindaki AuNC yiizeyinde meydana gelen
ligand degisimine atfedilmistir. GSH, nanopartikiiliin ylizeyine daha zayif Au—N baglar ile
tutturulmus histidin molekiillerinin yerine, glicli Au—S baglar1 gecerek AuNC’in floresans
instensitesinin amplifikasyonuna yol agmaktadir [49]. GSH Au-S baglar1 yoluyla
baglanmaktadir. AuNC’in sentezi sirasinda GSH ve histidin oraninin dengeli olmasi gereklidir.
Ciinkii yiiksek GSH konsantrasyonlarinda AuNC yiizeyleri neredeyse GSH ile kaplanmistir. Bu
nedenle ¢ozeltiye GSH ilavesi, diisiik GSH konsantrasyonunda oldugu gibi AuNC yiizeyindeki

orijinal histidin ligandlarinin yerini almamaktadir [10].

Bu stratejiyi kullanarak sentezlenen AuNC’in antiviral 6zelliklerini incelemek [56] gibi ¢esitli
uygulamalar bulunmaktadir [10]. Bu AuNC, 402 nm'ye yakin bir tepe noktasi ve 230 ile 650
nm arasinda bir emilim spektrumuna sahiptir, ancak 550 nm'den sonra emilim ihmal
edilmektedir [56,57]. 502 nm'de giiglii floresans emisyonu ve ayrik uyarma emisyon bantlari
sergilemektedir. Bunun nedeni giiclii bir yesil floresans ile bu zirvede bantlar arasi
gegislerinden kaynaklanmaktadir [56,58]. Bu prosediire gore sentezlenen AuNC'in kuantum
verimi % 6.8' dir ve 5.20 + 0.05 ns floresans 6miirleri vardir [56,58]. Transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) goriintiisiine gore ortalama c¢aplart 1.5 + 0.5 nm’dir ve dinamik 151k

sacilimina gore hidrodinamik ¢ap dagilimi 2.5 = 0.7 nm'dir [56]. Histidin ve GSH'nin AuNC
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yiizeylerine basaril1 bir sekilde baglanmasi, Fourier transform infrared ve X—1s1m1 fotoelektron
spektrometresinden  elde edilen verilere gére C-NH ve Au-S'nin varligina dayanarak
kanitlanmistir, ayrica AuNC ana fonksiyonel gruplarinin, COOH ve NH: oldugu ileri

stiriilmiistiir [56].
2.5 PEROKSIL RADIKAL DEDEKSiYONUNDA KULLANILAN YONTEMLER

ROQO™nun biyokimya, gida ve ¢evre bilimindeki 6nemi nedeniyle, peroksil radikali siipiirme
aktivitesini degerlendirmek i¢in hidrojen atomu transferi (HAT) reaksiyonlarmma dayanan
tekniklerinin gelistirilmesine ¢ok ¢aba gosterilmektedir [59]. Secici ve yiiksek hassasiyete sahip
problarin gelistirilmesinde bir¢ok zorluk olmasina ragmen, lipid hidroperoksitlerini dogrudan
6lcmek amaciyla farkli florimetrik, elektrokimyasal, kemiliiminesans ve akis enjeksiyon esasl
analiz yontemleri gelistirilmistir [9,60]. Floresansa dayali gesitli yontemler gelistirip veri
toplamadaki tistiin duyarliligi, segiciligi ve sadeligi nedeniyle genis bir alanda uygulanmaktadir
[61]. Floresans yontemlerinde, basit ve kullanimi kolay olan enstriimanlar gerekmektedir,

iistelik bu yontemde analiz altindaki numuneye zarar verilmemektedir.

2.5.1 ORAC Yontemi

Probun floresans intensitenin siirekli olarak iiretilen bir ROO" akis1 altinda zamanla nasil
azaldigin1 gbzlemlemeye dayanan oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) yontemidir. Bu
yontem peroksil radikal siipiirme kapasitesini ve peroksil radikaline kars1 antioksidan aktiviteyi
incelemek i¢in yaygin olarak uygulanmistir [15]. Konvansiyonel ORAC yonteminde, sonuglar
floresans azalma egrisi altindaki alana gore degerlendirilmektedir. 5-phycoerythrin[3], [62] ve
R-phycoerythrin [62] gibi floresans proteinler bu tiir yontemlerde kullanilmistir. Bunlar
floresans olmayan {irlinler olusturarak ROO" ile reaksiyona girmektedir. Baslangicta, B3-
phycoerythrin (B-PE), tek hiicreli kirmiz1 algler Porphyridium Cruentum'un bir laboratuvar
kiiltiirtinden sentezlenmistir [62]. Ama bu yontemde ayirma ve saflastirma gibi zahmetli
stireclerin yapilmasi gerekmektedir. Bu yontemde, floresansin, zincir kiran antioksidanlarin
varliginda inhibe edilmesi [63]; probun, giines 1s181na dayanakli olmamasi, biiyiik “lot-to-lot”
degiskenligi ve polifenoller ile spesifik olmayan baglanma sergilemesi gibi dezavantajlar s6z
konusudur [19].
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Protein olmayan bir prob olan floresein, bu sorunlarin iistesinden gelmek i¢in B-PE'nin yerine
kullanilmaktadir [64]. Bu deneyde, floresein'in B-phycoerythrin'e gére daha iistiin oldugu ve
diger yaygin yontemlerden farkli olarak, gelistirilmis ORAC-FL deneyinin peroksil radikaline
kars1 hidrofilik zincir kirma antioksidan kapasitesinin dogrudan bir Sl¢iislinii sagladigir 6ne
stiriilmektedir. Ancak floreseinin, floresans olmayan iiriinler olusturmak i¢in istenmeyen yan
reaksiyonlara maruz kaldig ileri stiriilmektedir [61]. Buna ek olarak, etkilesimler ve floresans

sondiirme islemine tabi tutulmaktadir [65].

Klasik ORAC deneyleri, sadece hidrofilik zincir kirilmasima maruz kalan antioksidanlarla
stnirlidir.  Ayrica, karmasik Ornekler igin ORAC degerlerinin yorumlanmast oldukga
sorunludur, ¢iinkii ORAC indeksi, prob reaktivitesine bagli olan peroksil radikaline karsi
antioksidanlarin reaktivitesine gore belirlenmektedir [66]. Suda ¢oziniirligi arttiran bir
oligosakarit olan metile B-siklodekstrin iceren aseton ve su karistmi hem hidrofilik hem de
lipofilik zincir kiran antioksidanlar1 incelemek i¢in kullanilabilmektedir. Ne yazik ki, nispeten
kararli komplekslere bagli parazitler, antioksidanlarin oksidasyonunu onleyen yiiksek

konsantrasyonlarda oligosakkaritlerde gézlemlenebilmektedir [67].

Genel olarak olusturulan radikaller ile fikoeritrin arasindaki yiikseltgenme reaksiyonu
sonucunda, fikoeritrinin floresansindaki zamana bagl diisiis Olgiilerek toplam antioksidan
kapasitesi hesaplanmaktadir. Serbest radikal etkisini inceleyen ve miktar tayininde egri altinda
kalan alan (area under curve — Net AUC) teknigini kullanan (Sekil 2.6) [68] bu yontem,
antioksidanlarin serbest radikalleri hem inhibe etme ylizdesini ve hem de inhibe etme siiresini
tek bir deger olarak ifade edebilen bir yontemdir[5]. Antioksidan varliginda ve yoklugunda egri

altinda kalan alanlar farkindan bulunan net AUC, antioksidan miktartyla orantilidir.
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Ornek

Net AUC

Sahit

Rolatif floresans itensite

Zaman (dakika)

Sekil 2.6: Analiz 6rneginin egri altinda kalan alan (AUC).

2.5.2 TRAP Yontemi

Toplam peroksil radikal yakalama potansiyeli (TRAP), bir antioksidanin ROO- radikalini
stipiirme kabiliyetini ifade etmektedir ve buna dayanarak toplam radikal yakalama antioksidan
parametre (TRAP) yontemini gelistirmistir [69]. Bu, bir lipid peroksidasyon reaksiyonu
sirasinda oksijen alimini izlemeye dayanmaktadir. Hedef maddenin oksidasyonu oksijen
tiiketimine yol agmaktadir. Ancak antioksidanlarin varliginda maddenin oksidayonunu inhibe
etmektedir. Kontrollii bir ROO" peroksidasyon reaksiyonundaki olgiimler, plazma gibi
antioksidan maddeler tarafindan inhibe edilen oksijen alimimin zamanimin gecikmesine
dayanmaktadir [70,77]. Bu yontem 6zellikle serum ve plazma gibi in vitro antioksidanlarin
antioksidan giicinii incelemek ve karsilastirmak igin uygulanmaktadir [72,73]. Yontem,
serumun kimyasal olarak olusturulan ROO" tarafindan peroksidasyona direnebilecegi zamana

dayanmaktadir [73].

Bu yontem gesitli yaklagimlarla gerceklestirilmistir [72]. Biyolojik ortamda g¢esitli ROS ve
RNS'leri tespit etmek igin yaygin olarak kullanilan TRAP deneyinin en yaygin
yaklasimlarindan biri, bir floresans probu olarak 2,7- diklorodihidrofloresein diasetatin (DCFH-
DA) kullanilmasidir. Serumdaki esterazlar, 2,7-diklorodihidrofloresein (DCFH) olusturmak
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icin DCFH-DA'y1 hidrolize eder. DCFH daha sonra termal olarak {iretilen AAPH ile
oksitlenerek bir floresan oOzelliklere (Aex = 498 nm, Aem = 522 nm) sahip olan 2,7-
diklorofloresein (DCF) olusumuna yol agmaktadir [73]. DCFH, lipitlerde ¢6ziiniir ve hem
lipofilik hem de sulu fazda radikallerle reaksiyona girer. Bu, diklorofloreseinin oksidasyonunu
inhibe eden hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlar1 degerlendirmek igin
uygulanmaktadir ~ [14]. Bununla birlikte, DCF'nin diger ROS’lar tarafindan
oksitlenebileceginden dolayt DCFH-DA kullanimi elestirilmektedir, bu nedenle ydntemin
seciciligi diigtiktiir [74].

Baska bir TRAP deneyinde, prob olarak floresans R-phycoerythrin (PE), bir litre soliisyon
tarafindan etkisizlestirilen peroksil radikalin mikromollerinde sonu¢ vermek igin
kullanilmaktadir. Antioksidanlarin varliginda, PE'nin oksidasyonu engellenir ve bu nedenle
floresans intensitesinde azalma dayali 6lglimler yapilmaktadir [75]. DCFH-yonteminin bir
kisitlamasi, sulu ortaminda DFCH radikallerle reaksiyonu antioksidanlar tarafindan inhibe
edilmesidir. Ayrica, tiim antioksidanlar i¢in tanimlanmis bir gecikme fazi gozlenmez ve bu
asamadan sonra antioksidan kapasitesinin profili dikkate alinmamaktadir. Bu yontemde elde
edilen sonuglar tekrarlanamaz, ¢iinkii farkli laboratuvarlarda u¢ noktay1 belirlemek icin farkl
kriterler kullanilir. Ayrica, DCFH-DA yonteminde ve genel ORAC yonteminde tarif edilen
floresans problarin, oksidatif olarak floresans azalmasinin ve antioksidan etkisinin, biyolojik

maddeleri yakindan taklit etmedigi s6z konusudur [12].

2.5.3 PABA Yontemi

Peroksil radikal siipiiriicii aktivitesi de p-aminobenzoik asidin (PABA) floresan artisi ile
incelenmistir [5]. PABA probunun, floresans olmayan iiriinler olusturarak peroksil radikalinden
kaynaklanan oksidasyona bagli olan floresans intensitesinin azaldig1 ve antioksidan 6zelliklere
sahip olan maddelerin varliginda bunun tersi bir durum oldugu bildirilmistir. Oysa singlet
oksijen varliginda fotodegradasyon indirgenme reaksiyonuna giren PABA'nin stabilitesini
etkileyebilmektedir [76]. Klasik ORAC yo6ntemi, toplam radikal yakalama antioksidan
parametre (TRAP) hesaplamalarinda protein tiyollerinden bir sinirlama yagamaktadir. Buna ek
olarak, tiyollerin ORAC degerleri i¢in ¢esitli arastirmacilar tarafindan glutatyon i¢in ¢ok farkl
degerler ve sistein igin sifir deger gibi tutarsiz sonuglar bildirilmistir. Bu yontem kullanilarak

tiyol-tipi ve plazma antioksidanlarinin, amino asitlerin peroksil radikal siipiirme aktiviteleri
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belirlenmesinde bu zorluklar: tistesinden gelmisti. Ayrica, doku homojenizatlarina (karaciger,
bobrek ve kalp) uygulanmistir. Alinan degerler referans yontem olarak secilen ORAC
yontemleri ile karsilastirilmistir. Giiclii ve arkadaslarin (2014) tarafindan gelistirilen bu
yonteminde tiyol tipi antioksidanlarin amino asitlere gore daha yiiksek aktivitesine sahip oldugu

one sunmustu [5].
2.5.4 Krosin Agartma (Beyazlatma) Yontemi

Peroksil radikal siipiirmesini incelemek i¢in antioksidanlarin peroksil radikalinden kaynaklanan
krosinin oksidasyonunu onlemesine dayanan Krosin Agartma Yontemi, baska bir basarili
yontemdir [77]. Plazma antioksidanlarinin antioksidan kapasitelerini 6lgmek igin ilk olarak
Bors ve dig. [77] tarafindan onerilen yontemde, azo baslaticinin sicaklikla bozunmasi sonucu
olusan peroksil radikalleri tarafindan bir karotenoid olan krosinin beyazlama derecesi
olgiilmektedir. Cozelti i¢inde turuncu bir renge sahip olan ve 440nm'de bir absorpsiyona sahip
olan krosin, safrandan izole edilmis bir karotenoiddir. Yontem, AAPH’1n sicaklikla bozunmasi
ile olusan peroksil radikallerinin, krosini oksidasyona ugratmasina (agartmasina)
dayanmaktadir [77]. Karisima eklenen maddedeki antioksidanlar bu agartmay1 6nlemektedir.
Krosin agartma deneyinde, krosin fosfat tamponu i¢inde hazirlanmakta ve ROO’, AAPH'"n
termal ayrigmasiyla iiretilmektedir. Reaksiyon AAPH eklenmesi ile baslatilir ve krosin
beyazlamasi 440 nm dalga boyunda spektrofotometre ile izlenmektedir. 440nm'de antioksidan
varliginda ve yoklugunda absorbansdaki azalma, belirli bir siire sonra 6l¢iiliip yiizde inhibisyon

hesaplanmaktadir [77].

Bu yontem, fenolik bilesiklerin, flavanonlarin, plazmanin antioksidan kapasitesini incelemek
icin basariyla uygulanmistir [12]. Cogu fitokimyasalinkine benzer reaksiyon hizlarina sahip
oldugundan dolay1 bu yontemde gecikme fazi sorunlar ile karsilasilmamaktadir. Bununla
birlikte, krosin bir gida pigmenti oldugundan, bu yontemin gida 6rneklerine uygulanmasi ¢ok
siirhidir. Krosin, karotenoidler gibi gida numunesinin analizi ve deneyleri arasinda diisiik
tekrarlanabilirlik sergilemektedir; bunun nedeni onlarin absorpsiyonunun, krosin'le ayn1 dalga

boyunda gergeklesmesidir [12].

Krosin Agartma Yontemi, antioksidanlarin digerlerine karsi rekabet etme yetenegini

degerlendirmektedir. Ayrica, kullanilan krosin konsantrasyonu sabit tutulur, ancak farkli
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konsantrasyon bilesikleri kullanildigi i¢in farkli krosin konsantrasyonlar1 gereklidir. Bu
yontemin kinetik ¢alismasindan, farkli antioksidanlarin antioksidan kapasiteleri troloks es
degerine yakin olmasi kanitlanmistir [77]. Ne yazik ki, bu yontemi kullanarak Troloks es degeri
olarak ifade edilen askorbik asidin antioksidan kapasitesi, diger yontemlerden elde edilenden

daha yiiksektir [6].

2.5.5 Nanosensor Esash Peroksil Radikal Siipiirme Aktivite Yontemi

Celik ve digerleri tarafindan hidroperoksidlerin iyodiirii yiliksetgeme yeteneginden yararlanarak
hem hidroperoksidlerin tayini hem de antioksidan karakterli bilesiklerin peroksil radikali
stiptirme etkinligini 6l¢mek i¢in nisasta stabilize AuNP kolorimetrik nano-sensor gelistirilmistir
[9]. Bu yontemde, hidroperoksitler, iyodiir ile indirgeme reaksiyonuna girip iyot
olusturmaktadir. Indirgeme reaksiyonu ise hem Kkantitatif hem de stokiyometriktir.
Hidroperoksitler ve iyodiir reaksiyona girdiginde iyodiir her zaman fazla miktarda olmalidir.
Fazla miktarda verilen iyodiir, iyotla reaksiyona girerek triiyodiir (I3 ) kromofor
olusturmaktadir. Bu kromofor, titrimetrik iyot oksidasyonuna dayanarak nisasta stabilize AuNP
kolorimetrik nano-sensor kullanilip olusturan triiyodiir nicelestirerek hidroperoksitlerin
dogrudan belirlendi. Bu yontemde ¢esitli antioksidan bilesiklerin peroksil radikali siipiiriime
akitiviteleri literatiirde mevcut olan ORAC yoOntemi referans yontem olarak kullanilarak
degerlendirilmisti. Bu ¢alismada, fenolik antioksidanlarin peroksil radikallerine kars1 siiptirme
aktivitesini taramak ve linoleik asit emiilsiyonlarinin AAPH kaynakli oksidasyonu sirasinda
olusan hidroperoksitleri tespit etmek icin yeni bir nigasta bazli altin nanopartikiil kolorimetrik
sensOr kullanilmisti. Nisasta, sensor nanopartikiillerini Au (III) iyonlarindan hazirlamak i¢in
yesil bir indirgeyici ve sabitleyici ajan olarak kullanilmistir. Sensoriin ana mekanizmasi,
peroksil radikallerinin ve hidroperoksitlerin iyodiir indirgemesinin bir sonucu olarak ortaya
c¢ikan triiyodiir iyonlarinin adsorpsiyonu ile nisasta stabilize edilmis altin nanopartikiillerin
toplanmasina dayanir. AUNP agregasyonu, ROOe / ROOH'un iyodiir ile azaltilmasiyla
gozlendi, nanopartikiillerin yiizey plazmon rezonans dalga boyunda kirmizi bir kaymaya ve
yogun absorbansa neden olurken, antioksidanlar bu absorbansi azaltti ve peroksil radikal
stiptiriicii antioksidan aktivitesinin dolayli bir tahminini saglamistir. Bu nanosensor, lipofilik
antioksidan a-tokoferoliin uygulanabilirligi a¢isindan klasik FL bazli ORAC yonteminden daha
{istiin oldugu 6ne siiriilmiistiir. Onerilen algilama teknigi, diisiikk maliyet, basitlik, uyumluluk,

esneklik ve minyatiirlestirme ve otomasyona uygunluk agisindan florometri ve elektron spin
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rezonansi (ESR) gibi sofistike tekniklere gére baz1 avantajlara sahiptir. Bir baska avantaj, lipid
peroksidasyonuna karsi antioksidan aktiviteyi degerlendirmek i¢in problarin ¢ogu uzman
tarafindan biyokimyasal olarak alakasiz reaksiyonlara dayanan yapay problardan daha gercekgi
oldugu disiiniilmektedir. Gida maddeleri ve biyolojik numuneler gibi ¢esitli matrislerin
antioksidan Potansiyeli, Bu nanosensor kullanilarak basit bir spektrofotometre veya
kolorimetre kullanilarak uygun ve ekonomik olarak tanimlanabilir ve Yontem klinik

prosediirlere rahatlikla uyarlanabilir.

2.6 PEROKSIL RADIKAL SUPURME AKTIVITE TAYINI iCIN GELISTIRILEN
ALTIN NANOPARCACIK ESASLI YONTEM

Bildigimiz kadariyla, Peroksil Radikal Stipiirme Aktivitesini (PSC) belirlemek amaciyla GSH
ile stabilize edilen floresans histidin AuNP’in peroksil radikal probu olarak uygulanmasi
konusunda hi¢bir c¢alisma yapilmamistir. Mevcut yontemler, siki calisma kosullarinda
gerceklesen ve ¢cok zahmetli olan hidrojen atomu transfer reaksiyonlarina dayanmaktadir. Bu
nedenle, peroksil radikal siiplirme aktivitesini 6l¢mek i¢in daha kolay ve daha hassas
yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez kapsaminda, yukarida vurgulanan veya literatiirde
mevcut olan yontemlerin gesitli sinirlamalarini ortadan kaldiran altin nanopargacik esaslt
spektroflorometrik bir yontem gelistirilmistir. Bu yontem kullanilarak c¢esitli antioksidan
bilesiklerin peroksil radikal siiplirme aktiviteleri hesaplanmis ve referans yontem olarak segilen
Krosin Agartma Yo6ntemi’nden elde edilen veriler ile karsilastirilmistir. Bu 6nerilen yontem ile
peroksil radikal siipirmeye dayali antioksidan aktivite tayini i¢in segici, hassas ve kararli bir
altin nanopargacik prob kullanilarak mevcut yontemlerden daha avantajli bir yontem literatiire

sunuldu. |
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3 MALZEME VE YONTEM

3.1 MALZEME
3.1.1 Kullanmilan Cihazlar

Bu calismada kullanilan cihazlar; kimyasal maddelerin tartimi1 icin RADWAG marka Was
220X model analitik terazi, hazirlanan c¢ozeltilerin karistirllmasinda girdap karistirici,
¢ozeltilerin pH’larimin belirlenmesinde E512 Metrohm Herisau pH-metre, inkiibasyon islemi
icinMemmert WNB 22 (Schwalbach, Almanya) su banyosu, absorbans 6l¢iimlerinde Varian
Cary 100 Bio model UV-goriiniir alan spektrofotometresi (Mulgrave, Victoria, Avustralya),
floresans oOlgtimlerindeVarian Cary Eclipse model spektroflorometre (Mulgrave, Victoria,
Avustralya), 6l¢iim yapmak icin HELMA marka 10 mm 1s1k yollu bir ¢ift kuartz kiivet, bidistile
su tiretimi i¢in Millipore Simpak 1 Synergy 185 bidistile su sistemi, bitki ¢aylarinin mikrodalga
ekstraksiyonu i¢in Milestone Ethos One ekstraksiyon sistemi kullanilmigtir. Nanopargaciklarin
boyut ve sekillerini belirlemek i¢in Taramali Elektron Mikroskobu (STEM) (FEI QUANTA
FEG 450) kullanildi.

3.1.2 Kimyasal maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler: 2,2’-azobis(2-amidinopropan) hidrokloriir (AAPH), sodyum
hidroksit (NaOH), potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4), disodyum hidrojen fosfat dihidrat
(Na2HPO4-2H20), sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2PO4:2H>0), hidroklorik asit (HCI),
stilfat asidi (H2SO4), mutlak etil alkol (EtOH saflik > 99.9%), tetrakloroaurat asidi ¢ozeltisi
(HAUCls), L-glutatyon (GSH), histidin, krosin, kuersetin (QR), ferulik asit (FRA),
epigallokatesin gallat (EGCG), epigallokatesin (EGC), protokateseik asit (PA), rosmarinik asit
(RA), epikatesin (EC), katesin (CAT) ve fetal bovine serumdur. Kullanilan kimyasallar analitik
safliktadir.

Yesil ¢ay (Camellia sinensis) ve adagayi (Salvia officinalis) Arifoglu Baharat Gida San. Ltd.

Sti.’den temin edilmistir.
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3.2 COZELTILERIN HAZIRLANMASI

3.2.1 Altin Nanoparc¢acik Esash Peroksil Radikal Siipiirme Aktivite Tayininde

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Altin nanopargacik esasli peroksil radikal siliplirme aktivite tayin yonteminde prob olarak
kullanilan altin nanopargaciklarin sentezi i¢in suda hazirlanan histidin (0.1163 g, 30mL) ve
HAUCI, (68.9 pL, 10mL) ¢ozeltileri karistirildi ve 25°C’de 2 saat boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan 10 mL 30 mM GSH ¢bzeltisi ilave edilerek inkiibasyon islemine ayni
sartlar altinda 12 saat boyunca devam edildi [10,56]. 30 mM GSH igin: 0.2711 g tartim alinip
10 mL distile su ekleyerek hazirlandi.

Peroksil radikallerinin iiretimi i¢in 2,2'-azobis (2-metilpropionamidin) dihidrokloriir (AAPH)
cozeltisi 20 mM olacak sekilde 0.2711 g tartim alinip distile su ile 50 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

3.2.2 Krosin Agartma Yonteminde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

Krosin ¢ozeltisi 5.0x10*M olacak sekilde 0.024 g tartim almp distile su ile 50 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi. AAPH (200 mM) ¢6zeltisi i¢in 1.356 g tartim alinip 0.2 M NaH2POgs-
NazHPO4 tampon ¢ozeltisi (pH=7.4) ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. 0.2 M NaH2PQOy-
Na;HPO4 tampon ¢ozeltisi (pH=7.4) distile su ile [10,56] hazirland:.

3.2.3 Peroksil Radikal Siipiiriicii Bilesiklerin Hazirlanmasi

Peroksil radikal siiptirme aktiviteleri belirlenmek istenen polifenolik bilesik ¢ozeltileri, calisma

araligindaki konsantrasyonlarda %10 (v/v) etanolde (EtOH) giinliik olarak hazirlandi.

Yesil cay ve adagay1 ornekleri mikrodalga ekstraksiyon yontemi (MAE) kullanilarak ekstrakte
edildi. Mikrodalga ekstraksiyon, teflon (PTFE) kaplarda, fiber optik sicaklik kontrol sistemi ve
kapali firin sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Herbir bitki ¢ayindan 1.0 g tartim alinarak
tizerine 20 mL % 80 (v/v) etanol ¢ozeltisi ilave edildi. Teflon kaplara hazirlanan bu karigimin
igerisine manyetik karigtirci konulup simetrik olarak cihaz igerisine yerlestirildi. Ekstraksiyon
islemi sirasinda 500 W giic uygulanarak 3 dakikada caligma sicakligi olan 80 °C’ye ulasildi.
Bunu takip eden 5 dakika icerisinde sicaklik 80 °C’de sabit tutuldu ve son 3 dakikada igerisinde
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sogumaya birakilarak ekstraksiyon iglemi 11 dakikada tamamlandi. Elde edilenyesil cay ve
adagay1 ekstreleri adi siizge¢ kagidindan siiziildiikten sonra analiz dncesinde 0.45 pm-gbdzenek
capli poliester filtreden (GF/PET-45/25) gegirilip uygun oranda %10 (v/v) EtOH ile seyreltildi.
Sentetik serum ¢dzeltisi kullanilan yonteme gore 1 mL stok ¢ozeltiden alinip 20 mL %10 (v/v)
EtOH ile tamamlanarak kullanildi. Katesin katkili sentetik serum 6rnegine igin; artan katesin
(4x10*M) hacmi, dort farkli tiipte 0.5 mL 1:20 oraninda seyreltilmis sentetik serum 6rnegine

eklenerek uygulandi.

3.3 PEROKSIL RADIKAL SUPURME AKTIiVITE TAYININDE UYGULANAN
YONTEMLER

3.3.1 Peroksil Radikali Uretimi

Peroksil radikalleri AAPH’1n 37 °C’de termal bozulmasi sonucunda elde edilmistir [78].

CH, CHy NH, CH,y
+ + P + |
BN—C— CoN—N-C—C— N, — - = 2BN—C — C 00"+ N,
|
NH; CHj CH4 NH; CHy
AAFH

Sekil 3.1: AAPH’ 1n termal bozunmas1 sonucu peroksil radikal olusumu

3.3.2 Altin Nanoparcacik Esash Peroksil Radikal Siipiirme Aktivite Tayin Yontemi

Peroksil radikali siiplirme aktivitesi i¢in gelistirilen AuNP esasli yonteme gore son hacmi 3 mL
olan reaksiyon karigtmi: 1 mL AuNP ¢ozeltisi, (1.7-X) mL H20, x mL farkh
konsantrasyonlardaki siipiirticii bilesik ve 0.3 mL AAPH ¢ozeltisi (20uM) igermektedir. Gergek
orneklerin (bitki caylar1 veya sentetik serum ¢ozeltisi) siipiiriicii olarak kullanilmas1 durumunda
uygun oranda seyreltilme yapilarak yontem uygulanmistir. Reaksiyon karigimi 37 °C’lik su
banyosunda 30 dakika siiresince inkiibe edildi. Daha sonra bu inkiibasyon c¢ozeltilerinin

intensite degerleri (£ex = 450nm, Aem = 502 nm) 6l¢iildi.
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1 mL AuNP + x mL siipiiriicii bilesik + (1.7-x) mL H20 + 0.3 mL AAPH

Vtoplam: 3 mL (31)
Bu yontemle tiim siipiiriicii bilesiklerin belirtilen konsantrasyon diizeyinde % inhibisyon

degerleri Esitilik 3.2’ye gdre hesaplanmuistir.

I1 -1
-1

% inhibisyon = x 100 (3.2)

AUNP probunun baglangi¢ floresans intensitesi, lo Ve |1 sirasiyla siipiiriicii bilesik yoklugunda
ve varliginda inkiibasyon ortaminda bozunmadan kalan AuNP probuna ait (£ex = 450nm, £em =
502 nm) intensite degerleridir. Tiim siipiiriicii bilesikler i¢in hesaplanan % inhibisyon degerleri
ile Csipiriici degerleri kullanilarak ¢izilen grafikten elde edilen dogru denkleminden peroksil

radikal stiptirme aktiviteleri ICso degeri olarak hesaplandi.

3.3.3 AuNP Probuna Ait Intensite Degerlerinin Inkiibasyon Siiresine Bagh Olarak

Degisimi

AUNP probunun tek basina, katesin (siipliriicii bilesik) varliginda ve yoklugunda (referans
¢ozelti) hazirlanan inkiibasyon ¢ozeltilerinin 30 dakika siiresince zamana bagli olarak intensite
degerlerindeki degisimler izlenmistir. Buna gore (a) 1 mL AuNP ¢ozeltisi, (b) 1 mL AuNP
¢ozeltisi + 0.3 mL AAPH (20 mM), (c) 1 mL AuNP ¢ézeltisi + x mL katesin (4.0x10* M) +
0.3 mL AAPH (20 mM) karisimlar alinarak her bir karisima son inkiibasyon ¢ozelti hacmi 3

mL olacak sekilde gerekli su ilaveleri yapilarak 37 °C’de inkiibe edilmistir.
3.3.4 Krosin Agartma (Beyazlatma) Yontemi

Referans yontem olarak segilen Krosin Agartma Yontemine [77] gore 0.5 mL krosin (0.5 mM),
x mL farkli konsantrasyonlardaki (10 uM ve 20 uM arasinda)siipiiriicii ¢ozeltisi, (4.3-X) mL
distile su, 0.2 mL AAPH ¢ozeltisi (200mM) ilave edilerek son hacim 5 mL’ye tamamlandi.
Reaksiyon karisimi 37 °C’lik su banyosunda 30 dakika siiresince inkiibe edildi. Daha sonra bu

inkiibasyon ¢ozeltilerinin absorbans degerleri 440 nm dalgaboyunda distile suya kars1 6l¢iildii.
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0.5 mL krosin + x mL siipiiriicii bilesik + (4.3-x) mL H20 + 0.2 mL AAPH

Vtoplam: 5 m L (33)

Bu yontemle tiim siipiiriicii bilesiklerin belirtilen konsantrasyon diizeyinde % inhibisyon

degerleri Esitlik ’e gore hesaplanmuistir.

A1 - Ay

% inhibisyon = x 100 (3.4)

_AO

A, Kkrosin probunun baslangi¢ absorbansi, Ao ve A1 sirasiyla siipiiriicii bilesik yoklugunda ve
varhiginda reaksiyon ortaminda bozunmadan kalan krosin probuna ait (A= 440 nm) absorbans
degerleridir. Tiim siipliriicii bilesikler i¢in hesaplanan % inhibisyon degerleri ile Ciipiriici
degerleri kullanilarak c¢izilen grafikten elde edilen dogru denkleminden peroksil radikal

stiptirme aktiviteleri ICso degeri olarak hesaplandi.
3.3.5 AuNP Probunun Segicilik Ol¢iimii

Gelistirilen yontemde florimetrik prob olarak kullanilan AUNP nin peroksil radikallerine karsi
seciciliginin belirlenebilmesi igin 6nerilen probun diger 6nemli reaktif oksijen tiirlerine (ROS)
kars1 siipiiriime aktivitesi de incelenmistir. Bu amacla AUNP probunun 37°C'de 30 dakika
boyunca farkli reaktif oksijen tiirleri ile inkiibasyon sonrasinda floresans intensite degerindeki
(Kex = 450nm, Kem = 502 nm) degisim incelendi. AUNP yonteme gore son hacmi 3 mL olan
reaksiyon karigimi: 1 mL AuNP ¢ozeltisi, (2-X) mL H20 ve x mL ROS ¢6zeltisi igermektedir.
0.3 ml hidrojen peroksit H20> (20mM), 0.3 mL hipokloroz asit  OCI (5.7 mM), %10 (v/v)
NaOCl ¢ozeltisinin pH'sinin 0.6 M H2SO4 dolgusu ile 6.2'ye ayarlanip 100 mL’ye tamamlandi
ve konsantrasyonu, 100 M?* cm? molar absorplama katsayis1 kullanilarak 235 nm'de
absorbansin dlglilmesiyle belirlendi. 0.5 mL H20, (20 mM) ile 0.5 mL NaNO; (20 mM)
karistirlarak 0.4 ml peroksinitrit ONOO™ (20 mM) hazirlandi. 0.6 ml singlet oksijen O
¢ozeltisi (20 mM), 1 ml H2O02 (20 mM) ve 1 ml NaClOs (20 mM) ile karstirilarak
hazirlanmistir. PMS-NADH (fenazin metasiilfat-nikotinamid diniikleotid) sistemi ile sliperoksit
anyon radikalini olusturuldu. 1 mL NADH (468 uM) ile 0.5 mL PMS (60 uM) karistirilarak

stiperoksit anyon radikalini olusturuldu.
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3.3.6 Verilerin istatistiksel Analizi

Ortalama ve standart hatanin hesaplanmasi i¢in Excel yazilimi (Microsoft Excel 2013)
kullanildi. Her bir antioksidan maddenin {i¢ kopyasi i¢in 6l¢iimler alindi ve sonuglar ortalama
+ standart sapma (SD) olarak rapor edildi. En uygun ¢izginin egimini (m) ve egimini (C)
belirlemek i¢in Excel yaziliminda yiizde inhibisyonu konsantrasyonuna karsi dogrusal
korelasyonu ¢izildi. Veri degerlendirmesi, Windows i¢in SPSS yazilimi (sliriim 13) kullanilarak

iki yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi.
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4 BULGULAR

4.1 ONERILEN AuNP PROBU VE OPTIMUM DENEY KOSULLARININ
BELIRLENMESI

4.1.1 AuNP Probunun Ozellikleri

AUNP'nin floresan yogunlugunda hafif bir diislisiin yan1 sira, AuNP probu oda sicakliginda
karanlik bir yerde tutuldugunda baska bir degisiklik yoktu. Onerilen AUNP probunun TEM
goruntisu

Sekil 4.1°de verilmektedir. Gosterdigi gibi AuNP'in ortalama ¢apin 20 nm olmaktadir.

Sekil 4.1: Altin nanoparcacik probunun tek basina (a: 500 nm; b: 3 um) ve peroksil radikalleri
varliginda (c: 3 um) elde edilen TEM goriitiinleri

Bu sonuglara gore basarili bir sekilde hassas ve kararli bir AuNP probu sentez edildi ve
antioksidan Orneklerde PSC'y1 degerlendirmek i¢in kullanildi. Bu AuNP, histidin ve GSH

kullanilarak ¢evre dostu bir yontemle sentezlendi.
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4.1.2 Inkiibasyon Siiresi

Gelistirilen AuNP probunun, tek basina, siipiiriicli bilesik (katesin) varliginda ve yoklugunda
intensite degerleri (Aex = 450nm, £em = 502 nm) 45 dakika boyunca izlenerek inkiibasyon
islemi i¢in uygun siire 30 dakika olarak belirlenmistir. Sekil 4.2°de géz 6niine alinarak intensite
azalmasi1 zamanla gériilmektedir. Inkiibasyon siiresince yalniz AuNP prob ¢ozeltisine ait
intensite degerlerinde belirgin bir degisim goriilmemektedir. Katesin varliginda ve yoklugunda
zamanla intensite degerlerinde bir azalma goriilmektedir. Ancak bu azalma siipiiriicii bilesik
varliginda daha diisiiktiir. Siiptiriicti bilesik varliginda ve yoklugunda 6lgiilen intensite degeri
arasindaki fark 30 dakika sonunda peroksil radikali siipiirme aktivitesinin ol¢limil igin

yeterlidir.
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Sekil 4.2: (a) AUNP probunun tek basina, (b) siipiiriicii bilesik (katesin) varliginda ve (¢)

yoklugunda (referans) inkiibasyon siiresine bagli olarak intensite degerlerinin degisim grafigi.
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4.2 CESITLI SUPURUCU BILESIKLERIN PEROKSIL RADIKALI SUPURME
AKTIVITELERININ TAYINi

4.2.1 Peroksil Radikal Uretim Sistemi ile AuNP Probu Arasindaki Etkilesim

Reaksiyon karisiminda bulunan AUNP probuna ait 500 nm dalgaboyunda 6lgiilen floresans
siddetine gerek AAPH sisteminin gerekse peroksil radikali silipirme aktivitesi belirlenmek
istenen slipliriici bilesigin (0rnegin, katesin) bir etkisinin olmadigin1 gdstermek amaciyla
inkiibasyon c¢ozeltisindeki bilesenlerin tek tek, ikili veya i¢lii karisimlarina ait emisyon

spektrumlar: ¢izilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: AuNP probunun farkli karisimlarin emisyon spektrumlari; (a) AuNP probu tek
basina, (b) AuNP + 66.6 uM CAT, (c) AuNP + 66.6 uM CAT + 2uM AAPH, (d) AuNP +
0.3mL 20mM AAPH, and (e) 66.6 uM CAT and 2uM AAPH.

Yeni gelistirilen florometrik yontemde ¢esitli antioksidan bilesiklerin peroksil radikal siipiirme
aktivitelerini hesaplamak i¢in bu siipiiriicii bilesiklerin degisen konsantrasyonlarda reaksiyon
ortamina ilave edilmesiyle inkiibasyon islemi sonucunda reaksiyon ortaminda kalan AuNP
probunun intensite degerleri (Aeks=450 NM, Aem = 500 nm) 6lgiildii. Floresan emisyon spektrumu,
Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de gosterildigi gibi 470 ila 600 nm arasinda kaydedildi. Her bir siipiiriicii

bilesigin peroksil radikali siiptirme aktiviteleri (% inhibisyon) Esitlik 3.2’a gére hesaplanmistir.
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Stipiiriicii bilesik olarak kullanilan antioksidanlardan katesinin varliginda AuNP probu i¢in elde

edilen emisyon spektrumu Sekil 4.4’te gosterilmistir.
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Sekil 4.4: Peroksil radikali varliginda ve yoklugunda (a) AuNP probu tek basina, (b) 227 uM
CAT, (c) 160 uM CAT, (d) 107 uM CAT, (e) 53.3 uM CAT, (f) 13.3 uM CAT and (g) 0 uM
CAT (referans) AuNP probunun emisyon-floresans spektrumlari.

Katesin icin gelistirilen AuNP esasli yonteme gore Esitlik 3.4 ile hesaplanan % inhibisyon
degerleri Tablo 4.1°’da gosterilmistir.

Tablo 4.1: AUNP esasl florimetrik yonteme ait % Inhibisyon — Ccar degerleri ve dogru

denklemi
Konsantrasyon Intensite (I0) %
(nM) (a.u) Inhibisyon
13.3 83 22.48
53.3 96 39.53
107 114 47.28
160 129 61.36
227 141 70.45
1 =180 o =48
y =0.21 Ccar + 25.47 (y= % Inhibisyon) r = 0.9922
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Elde edilen % inhibisyon degerleri ile siipiiriicii bilesigin degisen konsantrasyonlari arasinda
olusturulan grafige ait dogru denklemi kullanilarak her bir siipiiriicii bilesigin ICso degeri

asagida gosterildigi sekilde hesaplanmistir.

y =50 (% 50 inhibisyon) i¢in
50 =0.21 Ccat + 25.47
Ccat=116.82 uM
I1Cs0=116.82 uM

4.2.2 Krosin Agartma Yontemiyle Cesitli Siipiiriicii Bilesiklerin 1Cso Degerlerinin

Hesaplanmasi

Cesitli antioksidan bilesiklerin peroksil radikal siiplirme aktivitelerinin belirlenmesinde
referans yontem olarak Krosin Agartma Yontemi kullanmilmustir. Sipiiriicii  bilesigin
konsantrasyonuna bagli olarak reaksiyon ortaminda yiikseltgenmeden kalan krosinin 440 nm
dalgaboyunda absorbans degeri 6l¢iildii. Katesin varliginda Krosin Agartma Yo6ntemi ile elde

edilen goriiniir alan spektrumu Sekil 4.5’da gosterilmistir.

Absorbans

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.5: Krosin yontemine gore Peroksil radikali varliginda ve yoklugunda; (a) krosin
sadece, (b) 8 uM CAT, (c) 7 uM CAT, (d) 5 uM CAT, (e) 3 uM CAT, (f) 1 uM CAT) ve (g) 0

uM CAT (referans) elde edilen goriiniir alan spektrumlari.
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Katesin i¢in Krosin Agartma Y 6ntemine gore Esitlik 3.4 ile hesaplanan % inhibisyon degerleri
Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2: % Inhibisyon — Ccar degerleri ve dogru denklemi

Cecat (M) Absorbans (A1) % Inhibisyon
1.0 0.3589 40.27
3.0 0.3799 44.49
5.0 0.4101 50.58
7.0 0.4272 54.03
8.0 0.4516 58.95

A =0.6553 Ap=0.1591
y = 2.58 Ccat + 37.30 (y= % Inhibisyon)
r=0.9924

Elde edilen % inhibisyon degerleri ile siipiiriicii bilesigin degisen konsantrasyonlar1 arasinda
olusturulan grafige ait dogru denklemi kullanilarak her bir siipiiriicii bilesigin ICso degeri

asagida gosterildigi sekilde hesaplanmustir.

y =50 (% 50 inhibisyon) icin
50 =2.58 Ccat + 37.30
Ccar=4.92 yM

ICs0= 4.92 uM

Gelistirilen AUNP esasli yonteme dayanarak ICso olarak ifade edilen PSC olglimlerinin

sonuglar1 referans yontem olan krosin yontemine gore karsilastirildi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3: AuNP esasli yontem ve Krosin yontemi ile elde edilen gesitli siipiiriicii bilesiklerin
PSC degerleri (N=5 veya 7)

Siipiiriicii bilesikler

AUNP esash yonteme gore

lineer esitlik ve korelasyon

AUNP esash
yonteme gore

hesaplanan 1Cso

Krosin Agartma
Yontemine gore

hesaplanan 1Cso

katsayisi

degerleri (uM) degerleri (uM)
Epigallokatesingallat y =1.10x + 3.80 r = 0.9897
(EGCG) 4.20+0.19 0.51+0.07
Epigallokatesin (EGC) | y=1.72x+21.97 r=0.9828 16.30+0.74 3.39+0.37
Kuersetin (QR) y =0.94x + 18.47 r = 0.9909 33.54+£1.68 3.11+0.17
Rosmarinik asit (RA) y =0.88x + 16.99 r = 0.9929 37.51+1.85 4.40+0.28
Epikatesin (EC) y =0.58x + 6.48 r = 0.9938 75.03£3.75 4.82+0.61
Katesin (CAT) - 0.22889°25.4 1 jggt 5022 116.82+7.14 4.92+0.04
Protokatesuik asit (PA) | y=1.18x + 8.60 r = 0.9959 350.80+11.31 31.80+3.93
Ferulik asit (FRA) y =1.16x + 0.40 r = 0.9987 427.59+10.78 219.63+11.42

Ortalama + SD (n=3)

(P =0.05 igin Fdeneysel = 0.1486, Fritik (tablo) = 3.79, Fdeneysel < Fritik (tablo))

4.2.3 Baz Gergek Orneklerin Peroksil Radikali Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

AUNP probu esasli gelistirilen florometrik yontem ile bitki cay1 ekstraktlar: ve sentetik serum

ornegi icin % inhibisyon degerleri hesaplanmigtir. AuNP probu esasli gelistirilen florometrik

yontem ile hesaplanan % inhibisyon degerleri ile bitki ¢ay1 ekstrakt hacmi arasindaki iligki Sekil

4.6’te gosterilmistir.
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Sekil 4.6: 1:40 oraninda seyreltilmis yesil ¢cay1 (a) ve ada gay1 (b) ekstrelerinin % inhibisyon

degerleri ile ekstrakt hacmi arasindaki iliski.

Ayrica bu bitki ¢ayr ekstraklarinin AuNP probu kullanilarak yeni gelistirilen florometrik
yontem ve referans yontem olan Krosin Agartma Y ontemlerine gére hesaplanan % inhibisyon

degerleri karsilagtirmali olarak Sekil 4.7’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7: AuNP esash florimetrik yontem ve Krosin yontemine gore 1:40 oraninda

seyreltilmis 0.5 ml yesil ¢ay ve ada ¢ay ekstraklarinin % inhibisyon degerleri.
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Katesin katkili ve katkisiz sentetik serum 6rneginin peroksil radikal siipiirme aktivitesi AuNP

esasli florimetrik yontemi uygulanarak % inhibisyon cinsinden Sekil 4.8’de gésterilmistir.
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Sekil 4.8: AuNP esasli florimetrik yontem ile katesin katkil1 ve katkisiz sentetik serum
orneginin peroksil radikal siipiirme aktivitesi; (a) 0.5mL 1:20 seyreltilmis sentetik serum
ornegine katesin (4x10™*M) katkili, (b) Sentetik serum (1:20).
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4.2.4 Onerilen AuNP Probunun Segiciligi

Gelistirilen yontemde kullanilan AuNP esash florimetrik probun bazi1 énemli reaktif oksijen
tirlerine (peroksil radikali, hipokloroz asit, hidrojen peroksit, peroksinitrit, singlet oksijen ve
stiperoksit radikali) karsi siipiiriime aktivitesi incelenmistir. Bunun igin hidrojen peroksit,
stiperoksit anyon radikali, singlet oksijen, peroksinitrit anyonu ve hipokloroz asit varliginda

AUNP probunun floresans intensitesindeki degisim incelendi (Sekil 4.9).

200
150 I
0
o
Z
>
<

]Sekil 4.9: AuNP probunun gesitli reaktif oksijen tiirleri varliginda floresan

Intensite (a.u)
H
o
o

a1
o

Peroksinitrit
Singlet oksijen

peroksil radikali
Hipokloroz asit

Hidrojen peroksit |

Stiperoksit radikali

intensitesindeki degisim. Ortalama + SD (n=3).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez kapsaminda bazi antioksidan bilesiklerin peroksil radikal siiplirme aktivitelerini
belirlemek i¢in altin nanoparcacik esasli florimetrik yontem gelistirilmistir. Peroksil radikali
2,2-azobis (2- metil propionamidin) dihidrokloriir (AAPH)’{in 37 °C’de termal bozunmasi ile
tiretilmistir [78]. Yeni gelistirilen yontemde dedektor molekiil olarak altin nanopargaciklar
kullanilmistir. Floresans altin nanoparcacik’in sentezi tek adim sentezi olup L-histidin hem
indirgeme ajan1 hem de stabilizator olarak ikili rol oynamaktadir. L-histidinde yer alan imidazol
grubu altin1 indirgemekte, karbonil grubu ise koruyucu ajan olarak davranmaktadir [10]. Cozelti
igerisindeki HAuCls ve L-histidin karistirilarak hazirlanan altin nanopargaciklarin floresans
siddeti GSH ilavesi ile 6nemli miktarda artmaktadir. Zhang ve arkadaslar1 (2014), gii¢lii Au-S
baginin bir sonucu olarak ortama eklenen GSH’m AuNP'in ylizeyinde bulunan histidin
molekiilleri ile kademeli olarak bir ligand degisimine yol agtigin1t ve AuNP'in floresans
siddetindeki 6nemli artisin bu ligand degisiminden kaynaklandigini 6ne siirmiistiir [10].
Peroksil radikal siipiirme aktivite tayini i¢in prob olarak kullanilan altin nanopargaciklarin
eksitasyon (uyartim) ve emisyon (yaymim) dalgaboylar1 sirasiyla 450 nm ve 500 nm olarak
belirlenmistir (Sekil 4.4). Hazirlanan AuNP’in Taramali Elektron Mikroskobu (STEM)
goriintiileri (

Sekil 4.1) diizglin dagilmis nanopargaciklarin ortalama 20 nm boyutunda monodispera ve

kiiresel sekilde oldugu gdsterdi.

Altin nanoparcacik probunun peroksil radikalleri ile reaksiyonu sonucunuda floresans
siddetinde bir azalma goriilmektedir. Reaksiyon ortamina siipiiriicii madde eklendiginde,
peroksil radikalleri es zamanli olarak altin nanoparcacik probu ve siipiiriicii madde ile
reaksiyona gireceginden probun floresans siddetindeki diisiis miktar1 da azalacaktir. Altin
nanoparcaciklari olusturan glutatyonun literatiirden iyi peroksil radikal siipiiriicii oldugu
bilinmektedir. Altin nanoparcaciklar’in igerdigi glutatyon peroksil radikalleri ile reaksiyona

girmesi floresans siddetindeki diisiisiin sorumlusu olarak diisiiniilmektedir.

Altin nanopargacik probunun floresans siddetindeki degisimi siipiiriicii madde varliginda ve
yoklugunda zamanin fonksiyonu olarak Sekil 4.4’te verilmistir. Katesin varliginda ve
yoklugunda olciilen intensite degerleri incelendiginde optimum inkiibasyon siiresi 30 dakika

olarak belirlenmistir. Bu siire icerisinde sadece altin nanopargaciklar igeren 6rnegin floresans
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siddetinde kayda deger bir azalma gozlenmezken (Sekil 4.2), peroksil radikali i¢eren reaksiyon
karisimlaria ait floresans siddetleri belirgin sekilde azalmistir. Otuz dakikalik inkiibasyon
stiresi sonunda siipiiriicli varliginda ve yoklugunda o6lgiilen floresans siddetleri arasindaki fark

stipiirticii bilesige ait % inhibisyon degerini hesaplamak icin yeterlidir (Sekil 4.2).

Stipiiriicii bilesiklerin peroksil radikal silipiirme aktivitelerini belirlemek i¢in hazirlanan
inklibasyon karisiminda oOlgililen floresans siddetinin sadece florimetrik prob olan altin
nanoparcaciklara ait oldugunu ve reaksiyon ortaminda bulunan diger maddelerin herhangi bir
girisim etkisi olmadigini gdéstermek amaciyla reaksiyon karisimindaki maddelerin ikili, ti¢lii

karisimlari hazirlanarak floresans 6lgiimleri yapilmistir (Sekil 4.3).

Peroksil radikal siipirmesine dayali antioksidan aktivite tayini i¢in florimetrik prob olarak
kullanilan altin nanopargaciklarin eksitasyon (uyartim) ve emisyon (yaymim) dalgaboylari
sirastyla 450 nm ve 500 nm olarak belirlenmistir. Altin nanopargacik ait floresans siddeti (I=
177) peroksil radikalleri varhiginda (Io= 48) diisiis gostermektedir. Reaksiyon ortamina
stiptiriici madde eklendiginde es zamanli olarak altin nano nanoparcacik esasli proba ve
slipiiriicii maddeye saldiracaktir (Sekil 5.1). Reaksiyon ortaminda AAPH’1n termal bozunmasi
ile iiretilen peroksil radikallerinin bir kismi siipiiriicii bilesik ile reaksiyona gireceginden altin
nanopargacik probunun floresans siddeti, reaksiyon ortaminda siipiiriicii madde yoklugunda
Olciilen floresans siddetine gore daha yiiksektir. Bu durum siiptiriicii varliginda ve yoklugunda
altin nanopargacik probunun floresans spektrumundan agikga goriilmektedir (Sekil 4.4). Artan
stipiiriicii madde konsantrasyonu birlikte floresans siddeti benzer sekilde artig gdstermektedir.
ROO, oksidasyon reaksiyonu yoluyla AuNP'a saldirmakta ve dolayisiyla floresan
intensitesinde 6nemli bir kayba yol agmaktadir. Floresans intensitesindeki diisiis miktarinin
azalmasi, test edilen antioksidan bilesigin peroksil radikali siipiiriime aktivitesine baglidir.

Boylece ¢esitli antioksidan bilesiklerin peroksil radikal siipiirme aktiviteleri belirlenmistir.

Bazi antioksidan bilesiklerin peroksil radikal siiplirme aktiviteleri florimetrik altin nano
nanoparcacik probu kullanilarak 1Csp (%50 inhibe edici konsantrasyon) cinsinden basariyla

hesaplandi (Tablo 4.3).
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Sekil 5.1: HAUCl4 ve histidinin karigtirilmasiyla hazirlanan AuNP'in GSH ile fluoresan

artisinin gosterilmesi

Gelistirilen yontem ile elde edilen ICso degerleri referans yontem olarak segilen Krosin
(agartma) yontemi ile elde edilen degerler ile karsilagtirildi. Her iki yontem ile elde edilen
degerler arasinda anlamli bir fark olmadigi gézlendi (P = 0.05 i¢in Fdeneysel = 0.1486, Fiitik (tablo)
= 3.79, Fdeneysel < Fitik (tablo)). Calisilan antioksidan bilesikler arasinda hem gelistirilen hem de
referans yontem ile en diisiik 1Cso degeri EGCG ig¢in bulunurken en yiiksek 1Cso degeri ferulik
asit i¢in hesaplandi (Tablo 4.3).

Celik ve arkadaslar1 [9] gelistirdikleri nisasta stabilize altin nanopargacik esasl kolorimetrik
sensorii kullanarak bazi antioksidan bilesikler igin peroksil radikal siipiirme aktivitelerini
belirlemis ve benzer sekilde en iyi siiplirme aktivitesine sahip olan antioksidan bilesigin EGCG
oldugunu rapor etmislerdir. Altin nanoparcacik esasli kolorimetrik sensor ile ICso degerlerine
gore elde EGCG < QR < FRA siralamasi tez kapsaminda gelistirilen florimetrik altin

nanopargacik probu kullanilarak elde edilen siralamayla uyumludur.

Lambert ve Elias, EC, EGC, ECG ve EGCG’nin antioksidan aktivitesinin hidrojen atom

transferi (HAT) veya tek elektron transferi (SET) {lizerinden kaynaklandigini bildirmistir [79].
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ROO"+ PhOH — ROOH + PhO’ (5.1)

PhOH + ROO'— > PhOH + + ROO (5.2)

Bu reaksiyonun hiz1 katesinlerin bag ayrilma entalpisine baglidir. Hidroksil grubundaki zayif
O-H bag peroksil radikali ile daha biiyiik reaksiyon hizi demektir. Dolayisiyla bu reaksiyon
hizinin zincir ilerleme (¢ogalma) basamagindaki reaksiyon hizindan biiyiik olmasi zincir
reaksiyonun sonlanmasina neden olmaktadir. Cay katesinlerinin zincir kirma aktivitesinin hem
HAT hem de SET mekanizmalarini igerdigi bilinmesine ragmen, HAT mekanizmalarmin
baskin oldugu ve D-halkalarini iceren galloil kisimlari olan katesinler durumunda bile bu
aktivitenin B halkas1 ile sinirli oldugu goriilmektedir [79]. Wright ve arkadaslari temel ¢ay
katesinlerinin radikal siipiirme aktivite siralamasini bag ayrisma entalpisini esas alarak
hesaplamis ve EC < ECG < EGC < EGCG seklinde rapor etmistir [80]. Bu siralama gelistirilen
yontem ile peroksil radikal siiplirme aktivitesi belirlenen katesin tiirleri arasindaki siralamaya

tamamen uymaktadir.

Gelistirilen yontem kullanilarak yesil ¢cay ve ada cayr gibi bitki ¢aylari ile sentetik serumun
peroksil radikal siipiirme aktiviteleri % inhibisyon olarak basariyla belirlenmistir. Onerilen
AUNP ve Klasik Krosin yontemleri ile dlglilen hem yesil ¢ay hem de adagay1 ¢ay1 i¢in PSC
degerleri, bir bar diyagraminda karsilagtirmali olarak gosterilmistir (Sekil 4.7). AuNP esasl
yontem ile bulunan PSC verilerinin dogrusal regresyon analizi ‘de gosterilmistir. Her iki cay
numunesinin % inhibisyonu artan ekstrakt hacmi ile artmistir (Sekil 4.6). Yesil ¢ayin yiizde
inhibisyonu sayisal degeri adagayina gore bes kat fazla oldugu goriilmektedir. Bar
diyagramindaki verilen veriler ile dogrusal regresyon analizindeki ayni sonucu vermektedir.
Bitki caylar1 arasinda hem gelistirilen yontem hem de referans yontem ile yesil ¢ayin peroksil
radikal siipiirme aktivitesi ada ¢ayin peroksil radikal siiplirme aktivitesinden yiiksek
bulunmustur (Sekil 4.7). Yesil ¢ay katesinler olarak bilinen flavan-3-ol grubunu yiiksek
miktarda icermesi ile karakterize edilmektedir. Yesil cay iceriginde en ¢ok bulunan katesin
EGCG olarak bildirilmistir [79]. EGCG’in gerek bu tez ¢alismasinda uygulanan yontemler
gerekse literatiirde mevcut yontemler ile yiiksek peroksil radikal siipiirme aktivitesine sahip
olmasi yesil cayinda yiiksek peroksil siiplirme aktivitesi gostermesini agiklamaktadir. Kamer
ve arkadaslar1 tarafindan DMPD probu kullanilarak cesitli bitkisel ¢aylarin reaktif tiirleri

stipiirme etkinligi dl¢iilmiis ve yesil cayin slipiirme aktivitesi (% 46.80) ada cayinin siipiirme
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aktivitesinden (% 34.44) daha yiiksek oldugu rapor edilmistir [81]. Gelistirilen yontem
kullanilarak, katesin katkili ve katkisiz sentetik serumun artan hacimlerine karsilik %
inhibisyon degerleri basarili sekilde belirlenmistir (Sekil 4.8). Sentetik seruma katesin katkisi
yapildiginda % inhibisyon ve hacim arasinda ¢izilen grafikler arasinda paralellik goriilmektedir.
Bu paralellik serum 0Ornegi ile katkis1 yapilan antioksidan bilesigin enterfere edici higbir
kimyasal etkilesim gostermedikleri anlamina gelmektedir. Serum Ornegine yapilan katesin
ilavesi ile birlikte Ornegin peroksil radikal siipiirme aktiviteside beklenildigi gibi artis
gostermistir. Boylece gelistirilen yontemin hem sentetik karisgimlar icin hem de gergek
karisimlarin peroksil radikal siipiirme aktivitelerini belirlemede basarili bir yontem oldugunu

gOriilmiistiir.

Altin nanoparcacik esasli probun peroksil radikali disinda diger reaktif oksijen tiirleri ile
etkilesimi Sekil 4.9’de goriilmektedir. Altin nanoparcacik probunun 177 olan baslangic
intensite degeri peroksil radikalleri varliginda azalirken (I=52), hidrojen peroksit, hipokloroz
asit, peroksinitrit anyonu, singlet oksijen, stiperoksit anyon radikali gibi reaktif tiirler varliginda

intensite degerinde bir azalma goériilmemistir.

Peroksil radikal siipiiriilmesine dayali antioksidan aktivite tayinin i¢in florimetrik prob olarak
kullanilan altin nanopargacik sentez yonteminin kolayligi (tim deney prosediirlerinde organik
sentez, redoks reaksiyonu, ayirma veya saflastirma adimlarina gerek yoktur) ve sentez prosesi
sirasinda kullanilan tiim reaktanlarin ¢evre dostu olmasi gibi avantajlart bulunmaktadir.
Florimertik prob olarak kullanilan altin nano nanoparcacik suda ¢oziinebilir, oldukga kararli ve
iistelik sentez sirasinda hicbir toksik reaktif madde veya agir metal kullanilmamasi nedeniyle
yararlt biyouyumluluk &zelliklerine sahiptir [10]. Ayrica, florimertik prob olarak kullanilan
altin nano nanopargacik peroksil radikallerini tespit etmek igin belirli bir hassasiyete ve yiiksek
secicilige sahiptir. Peroksil radikali disinda diger reaktif oksijen tiirlerine kars1 caligsma kosullari
altinda reaktivite belirlenememistir. Sonu¢ olarak, bu tez kapsaminda histidin ve GSH
kullanilarak ¢evre dostu bir yontemle hizli, secici, kararli ve florimetrik altin nanopargacik
probu sentezlenip cesitli antioksidan bilesiklerin peroksil radikali siipiirtime akitiviteleri basarili

sekilde degerlendirilmistir.
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