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OZET

Yiksek Lisans Tezi

BAZI FENOLIK BILESIKLERIN DNA OKSIDASYONUN ONLENMESINDEKI
SINERJISTIK VE ANTAGONISTIK ETKILERININ ANALITIK YONTEMLERLE
INCELENMESI

Gizem BAYACLI

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Kimya Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Saliha SAHIN

Fenolik bilesikler sahip olduklar1 antioksidan aktivite sayesinde insan sagligi icin 6nem
arz etmektedir. Bu nedenle fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin sinerjistik ve
antagonistik etkileri agisindan arastirilmasi gereklidir. Ozellikle gida kaynakli iiriinlerde
bulunan fenolik bilesiklerin tiiketimi sirasinda insan sagligi agisindan antioksidan
etkilerinin aksine prooksidan etkileri de olusabilir. Tez kapsaminda kafeik asit,
rosmarinik asit ve gallik asit gibi temel fenolik Dbilesikler secilerek
antagonistik/sinerjistik etkileri arastirilmistir. Bu amagla kafeik asit (KA), rosmarinik
asit (RA) ve gallik asit (GA) i¢in literatiire gore toksik olmayan derisim degerleri (2,54-
9,46 uM) belirlenmistir. Optimizasyon tekniklerinden merkezi kompozit dizayn
kullanilarak belirlenen derisim araliginda KA, RA ve GA’nin toplam antioksidan
aktivitesi maksimum olacak sekilde optimum derisim degerleri belirlenmistir. Optimum
derisim degerleri ile belirlenen toplam fenolik madde (Folin-Ciocalteu yontemi) ve
antioksidan kapasite (FRAP yontemi) degerleri tahmini degerlerle uyumlu bulunmustur.
Daha sonra belirlenen optimum derisimler de KA, RA ve GA’nin Fenton reaksiyonu
ortaminda DNA oksidasyonunu onleme kabiliyeti belirlenmistir. Bunun i¢in Fenton
reaksiyon ortaminda olusan DNA oksidasyon hasar tiriinleri Gaz kromatografisi-Kiitle
Spektrometrisi/Kitle Spektrometrisi (GC-MS/MS) ile kantitatif olarak tayin edilmistir.
Buna gore; Folin yontemi (7,87 uM KA, 6,75 uM RA; 9,42 uM GA) icin %37,17 ve
FRAP yontemi (8,03 uM KA; 9,34 uM RA; 6,00 uM GA) igin %40,17 DNA
oksidasyonunun 6nlendigi sonucu elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fenolik bilesik, sinerjistik, antagonistik, antioksidan, DNA
2023, xiv + 72 sayfa.
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ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF SYNERGISTIC AND ANTAGONISTIC EFFECTS OF SOME
POLYPHENOLIC COMPOUNDS IN PREVENTION OF DNA OXIDATION BY
ANALYTICAL METHODS

Gizem BAYACLI

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Saliha SAHIN

Phenolic compounds are important for human health thanks to their antioxidant activity.
Therefore, it is necessary to investigate the synergistic and antagonistic effects of
phenolic compounds in terms of their antioxidant activities. Prooxidant effects may also
occur in contrast to their antioxidant effects in terms of human health, especially during
the consumption of phenolic compounds found in food-based products. Within the
scope of the thesis, basic phenolic compounds such as caffeic acid, rosmarinic acid and
gallic acid were selected and their antagonistic/synergistic effects were investigated. For
this purpose, non-toxic concentration values (2.54-9.46 pM) were determined for
caffeic acid, rosmarinic acid and gallic acid according to the literature. Optimum
concentration values of caffeic acid, rosmarinic acid and gallic acid were used by using
Central composite design, which is one of the optimization techniques, for maximum
total antioxidant properties. Total phenolic content (Folin-Ciocalteu method) and
antioxidant capacity (FRAP method) values determined by optimum concentration
values were found to be compatible with the estimated values. Then, the ability of
caffeic acid, rosmarinic acid and gallic acid to inhibit DNA oxidation in the Fenton
reaction medium at optimum concentrations was determined. For this, DNA oxidation
damage products formed in Fenton reaction medium were quantitatively determined by
Gas Chromatography-Tandem Mass Spectrometry (GC-MS/MS). Accordingly, it was
concluded that 37.17% DNA oxidation was prevented for the Folin method (7.87 uM
KA, 6.75 UM RA, 9.42 uM GA) and 40.17% for the FRAP method (8.03 uM KA, 9.34
UM RA, 6.00 uM GA).

Key words: Phenolic compound, synergistic, antagonistic, antioxidant, DNA
2023, xiv + 72 pages.
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1. GIRIS

Insan uygarhiginm hizla gelismesi, ekonomik biiyiime ve sanayilesmis iilkelerdeki
yasam standardinin yiikselmesi, ¢evre ve insan saghgi iizerinde olumsuz etkilere yol
acmustir. X-1sinlari, ozon, sigara, hava kirleticiler ve endiistriyel kimyasallara maruz
kalmanin insan viicudunda serbest radikal olusumunu arttiracagi bildirilmistir.
Eslesmemis bir elektronun varligi, oldukg¢a kararsiz ve yiiksek derecede reaktif olan
serbest radikaller olusumu ile sonuglanir. Bu serbest radikaller diger molekiillerden
elektron alabilir ya da verebilir, dolayisiyla oksidan ya da prooksidan olarak
davranabilirler. Birgok hastalikta rol oynayan, oksijen iceren serbest radikallerin en
onemlileri; hidroksil, siiperoksit anyon, hidrojen peroksit, singlet oksijen, hipoklorit,
nitrik oksit ve peroksinitrit radikalleridir. Bu yuksek reaktif tirler, DNA, proteinler,
karbohidratlar ve lipidler gibi biyolojik acidan 6nemli molekiillere gekirdekte ve hiicre
zarlarinda zarar verebilirler. Bununla birlikte, normal sartlar altinda, viicut serbest
radikallerle basa ¢ikmak igin bir dizi koruyucu mekanizmaya sahiptir. Ancak viicudun
antioksidan savunma sistemleri mevcut/yeterli degilse veya serbest radikal iiretimi asir1

hale gelirse, hasar meydana gelebilir.

Antioksidanlar, reaktif oksijen tirlerinin (ROS-reactive oxygen species) neden oldugu
oksidasyonu Onleyen ve serbest radikalleri temizleme 6zelligine sahip bilesiklerdir. Bu
Ozelliklerinden dolay1 antioksidanlar, ROS’un neden oldugu cok c¢esitli hastaliklarin
onlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar (Tsao, 2010). Fenolik bilesikler in vitro
olarak glcli antioksidanlar olarak kabul edilmistir. Fenolik bilesiklerin hiicresel
oksidatif hasar1 engelleyebildigi gosterilmistir. Fenolik bilesikler (flavonoidler ve
polifenolik bilesikler) bitkilerde yaygin olarak bulunan ikincil metabolit turleridir. Bu
bilesikler bitkilerin biiyiimesinde ve ¢ogalmasinda 6nemli bir rol oynarlar, patojenlere

ve radikallere kars1 koruma saglarlar.

Antioksidanlar, oksidatif stresi azaltabilir ve ROS’u dogrudan Onleyerek hiicresel hasar1
onleyebilir (Halliwell, 2006). Bu diisitk molekiil agirlikli molekiiller, serbest radikallerle
glivenli bir sekilde etkilesime girebilir ve hayati molekiiller zarar gérmeden 6nce radikal
zincir reaksiyonunu sonlandirabilir. Viicutta serbest radikalleri temizleyebilen ¢esitli

enzimatik antioksidanlar bulunsa da temel antioksidanlar beslenmeden elde edilir.



Antioksidanlarin radikal temizleyici, hidrojen verici, elektron verici, peroksit ayristirici,
singlet oksijen sonddrdct, enzim inhibitord, sinerjist ve ROS’u 6nlemek igin metal

selatlayict ajanlar olarak hareket edebildikleri yaygmn olarak bildirilmektedir.

Fenolik bilesiklerin radikal siipiiriicti 6zelliklerinin yan1 sira antimikrobiyal, antifungal,
anti-inflamatuar, antimutajenik ve antikarsinojenik 6zelliklere sahip olduklari in vivo
caligmalarla Dbelirlenmistir (Ferguson, 2001). Fenolik bilesikler; ciftler halinde
karistirildiklarinda sinerjistik, ilave (additive) ve antagonistik etkiler gésterirler (Tsao,
2015). Antioksidan polifenollerin sinerjistik etkileri sadece biyolojik sistemlerde
oksidatif strese karst bir savunma mekanizmasi olmakla kalmaz, asir1 miktarlarda
bulunmasi prooksidan etki de yaratabilir. Bu amagla tez ¢alismasinda gidalarda bulunan
temel fenolik bilesiklerden ¢ tanesi (kafeik asit, gallik asit ve rosmarinik asit)
secilmistir. Farkli derisimlerde bu fenolik bilesikleri icerecek sekilde merkezi kompozit
dizayn yardimiyla hazirlanan sentetik ¢6zeltilerin sinerjistik antioksidan 6zellikleri tayin
edilmistir. Daha sonra belirlenen optimum sinerjistik antioksidan degerine sahip fenolik
bilesik derisimlerinin, DNA oksidasyonu onleme kabiliyeti Uzerindeki etkisi

incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Polifenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler veya polifenoller, yaklasik 9000 farkli fenolik yapi ile bitkilerde
bulunan bilesiklerdir (Wang vd., 2018). Polifenoller, bitkilerin ikincil metabolit
urunleridir. Kimyasal yapilariyla iliskili olarak, bu bilesikler en az bir fenol grubuna
sahiptir. Bu fenol grubu, bir veya birden fazla hidroksil grubu iceren aromatik bir
halkadan olusur. Aromatik halka, fenolik bilesiklerin antioksidan 6¢zelliklerinde 6nemli
bir rol oynar. Son on yilda antioksidan giiciinden dolay1 fenolik bilesiklere olan ilgi
artmustir. Polifenolik bilesiklerin serbest radikal temizleme 0zellikleri; kanser,
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi kronik ve oksidatif stresle iligkili
bozukluklarin 6nlenmesine yardimci olurlar. Polifenoller, asir1 reaktif oksijen tiirlerinin
neden oldugu oksidatif strese karsi bir savunma olarak vitamin ve enzimlerin islevlerini

tamamlayan ve bunlara katkida bulunan gii¢lii antioksidanlardir (Cosme vd., 2020).

OH

Sekil 2.1. Fenoliin kimyasal yapis1

Polifenoller birka¢ alt fenolik grubu icermektedirler. Polifenollerin bitkilerdeki
cesitliligi ve dagilimi, bu dogal olarak olusan bilesiklerin farkl: kategorilere ayrilmasina

yol agmustir (Tsao, 2010).

2.2. Polifenollerin Siniflandirilmasi
2.2.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler flavonoid olmayan polifenolik bilesiklerdir ve iki ana tiire ayrilirlar. Bu

turler benzoik asit ve sinnamik asit tirevleridir (Sekil 2.2.). Fenolik asitler meyve ve



sebzelerde serbest formda bulunurlar. Fakat tahillarda ve tohumlarda, 6zellikle kepek ve
kabuk kisminda genellikle bagli formda bulunurlar (Kim vd., 2006).
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Sekil 2.2. Gidalardaki fenolik asitler
2.2.2. Flavonoidler

Flavonoidler, fenolik bilesiklerin ana grubunu olustururlar. Bitkilerdeki mavi, mor, sari,
turuncu ve kirmizi renklerden karotenoidler ve klorofillerle birlikte sorumludurlar. Ug
karbon bagiyla birbirine baglanmis iki aromatik halkali C6-C3-C6 iskeletine sahiptirler
(Sekil 2.3.). Flavonoidler farkli alt gruplara ayrilabilirler: flavonlar, izoflavonlar,
flavonoller, antosiyaninler, flavanoller ve flavanonlar. Bu alt gruplarin arasindaki
farklar, hidroksil gruplarmin sayisi, konumu ve bunlarin alkilasyon ve glikosilasyon

araliginda olusan tiirlerden kaynaklanmaktadir (Tsao, 2010).

Flavonoidler aglikon temel yapisindadirlar, ancak bitkilerde bu bilesikler genellikle
glikozit tdrevi olarak bulunurlar. Flavonoidlerin antioksidan 6zellikleri, kimyasal
yapisindaki hidroksil gruplarinin varligina, sayisina ve konumuna baglhdir. Glikozitlerin
antioksidan Ozelliginin, karsilik gelen aglikon yapisindan daha zayif oldugu, ancak
glikozitlerin biyoyararlanimmin aglikonlardan daha yiiksek olmasi nedeniyle vicuttaki

antioksidan aktiviteyi arttirdigi bilinmektedir (Heim vd., 2002).
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Sekil 2.3. Temel flavonoid yapis1 ve flavonoid tiirleri
2.2.3. Flavonlar ve Flavonoller

Flavonlar, en temel flavonoid yapilar1 temsil ederler. Apigenin, luteolin ve bunlarin
glikozitleri meyve ve sebzelerde en ¢cok bulunan flavonlardir. Flavonoller, flavonlarmn 3-
hidroksi turevleridir ve meyve/sebzelerde en ¢ok sayida bulunan flavonoidleri temsil
ederler. Bu alt smiftaki ana bilesikler mirisetin, kuersetin ve kamferoldiir. Kiraz, liziim,
kaysi, ¢ikolata ve gesitli ¢ay tiirlerinin hepsi flavonol bakimidan zengindir (Zhao vd.,
2005).



2.2.4. Flavanonlar

Flavanonlar, ¢ogunlukla narenciye drlnlerinde bulunup, sinirli miktarda olmalar1
nedeniyle en kii¢iik alt smifi olustururlar. Hesperidin, naringenin ve eriodiktiyol bu
flavonoid smifinin érnekleridir. Hesperidin portakal suyunda eksi tattan sorumludur,

naringenin ise daha tath bir tada sahiptir (Panche vd., 2016).

2.2.5. izoflavonlar ve Neoflavonoidler

Izoflavonlar, B halkasmmn C3 karbonuna bagli flavonlardir. izoflavonlar bitkiler
aleminde agirlikli olarak soya fasulyesi ve diger baklagillerde bulunur. Genistein ve
daidzein ana Gyeleridir (Sekil 2.4.) (Mazur vd., 1998). Genistein ve daidzein gibi
izoflavonlar, belirli hayvan modellerinde Ostrojenik aktiviteleri nedeniyle yaygim olarak

fitoostrojenler olarak kabul edilmektedir (Szkudelska ve Nogowski, 2007).

HO

Genistein Daidzein

Sekil 2.4. izoflavonlar

Neoflavonoidler genellikle bitkilerde bulunmaz, ancak dalbergin bitkiler aleminde en

yaygin ve nispeten genis dagilim gosteren neoflavondur (Garazd vd., 2003).

2.2.6. Kalkonlar

Kalkonlar ve dihidrokalkonlar, bitkilerdeki biyosentez reaksiyonunda ara driin olduklari
icin flavonoidler grubu olarak disiiniilebilir. Temel flavonoid iskelet yapisinda “C
halkasmin” bulunmamasi ile karakterize edilirler. Bu nedenle, acik zincirli flavonoidler
olarak da adlandirilabilirler. Agik zincirli kalkonlar, elma ve serbetci otu meyvesi gibi

meyvelerde bulunur (Hertog vd., 1993).



2.2.7. Flavanoller

Flavanoller veya flavan-3-ol’ler genellikle katesinler olarak adlandirilirlar. Cogu
flavonoid yapisindan farkli olarak, C2-C3 karbonu arasinda ¢ift bag yoktur ve ayrica
flavanollerin C halkasinda bulunan C4 karbonunda da karbonil grubu yoktur.
Flavanoller, karmasik bir alt smif icerirler ve bunlar arasinda katesin, epikatesin,
gallokatesin, epigallokatesin, bunlarin 3-O-gallatlari, polimerleri ve oligomerleri en
baskin bilesiklerdir. Flavanoller birgok meyvede, 6zellikle Gziim, elma ve yaban mersini
kabugunda bulunur (Tsao vd., 2003). Flavanoller, gidalardaki burukluga, aciliga,

eksilige, aroma ve renk olusumuna katkida bulunurlar (Si vd., 2006).

2.2.8. Antosiyanidinler

Antosiyanidinler, meyvelerin ve sebzelerin ¢ogunda, bazi 6zel tahil tiirlerinde (6rnegin
siyah piring) ve ¢icek yapraklarinda bulunan kirmizi, mavi ve mor pigmentlerin ana
bilesenleridir. En yaygin olan antosiyanidinler; siyanidin, delfinidin, malvidin,
pelargonidin, petunidin ve peonidindir. Antosiyaninlerin rengi ortamin pH’ma bagh

olup asidik kosullarda kirmizi ve bazik kosullarda mavidir (McCallum vd., 2007).

2.2.9. Diger Polifenoller

Fenolik asitler ve flavonoidlere ek olarak, insan sagligi i¢in 6nemli oldugu diistiiniilen
gidalarda bulunan birka¢ flavonoid olmayan polifenol vardir. Bunlar arasinda
resveratrol (Gzim), ellagik asit ve turevleri (gilek, ahududu ve farkli aga¢ yemis
kabuklar1) bulunur. Kurkumin, zerdegaldan elde edilen giiglii bir antioksidandir (Tsao,
2010).

2.3. Fenolik Bilesiklerin Biyolojik Etkileri

Insan sagligi acisindan onemli biyolojik etkileri nedeniyle fenolik bilesikler son
zamanlarda onemli arastirma konularindan biri olmustur. Fenolik bilesiklerin 6nemli
biyolojik etkileri hem dogrudan hem de dolayli olarak antioksidan Ozellikleri ile
iliskilidir.  Polifenoller, oksidan tirlere elektron verebilir, serbest radikalleri

temizleyebilir ve metal iyonlarin1 selatlayabilir. Ayni zamanda antioksidan enzim



aktivitesini gelistirerek ve prooksidan etkileri indlkleyen enzimleri inhibe ederek

dolayli olarak reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini zayiflatabilir (Cosme vd., 2020).

2.4. Fenolik Bilesiklerin Antioksidan-Prooksidan Dengesi
2.4.1. Fenolik Bilesiklerin Antioksidan Ozellikleri

Polifenollerin insan sagliginda onemli roller oynadigi gdsterilmistir. Polifenoller
acisindan zengin meyve, sebze ve tam tahil Urdnlerinin vicuda yiiksek alimi,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, bazi dejeneratif ve kronik inflamasyonlar dahil
olmak (zere birgok kronik hastalik riskinin azalmasiyla iliskilendirilmistir. Son
calismalar, bu hastaliklarin ¢cogunun reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinden kaynaklanan

oksidatif stresle iliskili oldugunu ortaya koymustur (Rice-Evans vd., 1997).

Antioksidanlar; protein, lipid, DNA vb. gibi yikseltgenebilen bir substratin
oksidasyonunu geciktirebilen ya da engelleyebilen maddelerdir. Polifenoller, bir
elektron veya hidrojen atomu vererek serbest radikalleri notralize edebilen gucli
antioksidanlardir. Polifenollerde bulunan konjuge sistem ve 3-hidroksi grubu gibi belirli
hidroksilasyon modelleri, antioksidan 6zellik i¢in yapiya biiyiik katkilar saglamaktadir
(Rice-Evans vd., 1997).

Bir antioksidan maddenin aktivitesi:

1. Bir hidrojen veya elektron veren bilesik olarak reaktivitesi (indirgeme potansiyeli ile
ilgilidir),

2. Elde edilen antioksidan kaynakli radikal, eslesmemis elektronu stabilize ve
delokalize etme yetenegi,

3. Diger antioksidanlarla reaktivitesi,

4. Gegis metali selatlama potansiyeli ile belirlenir (Apak vd., 2005).

Polifenoller, serbest radikallerin olusumunu baskilarlar, bOylece serbest radikallerin

aktif tlirlerinin ve Onciillerinin olusumunu inhibe ederek oksidasyon oranini azaltirlar

(Eghbaliferiz ve Iranshahi, 2016).



Ayrica polifenoller metaller icin selat olarak da gorev yaparlar. Selat olarak
polifenollerin Fe?* gibi gecis metalleri ile kompleks olusturmasi, dogrudan Fenton
reaksiyonunun hizini azaltabilir, boylece yiiksek reaktif hidroksil radikallerinin neden

oldugu oksidasyonu dnleyebilir.

Fe?* + H,0; — Fe®* + «OH + OH™ (Fenton reaksiyonu)

Bununla birlikte, belirli kosullar altinda (yliksek fenolik antioksidan derigimleri, yuksek
pH, demir varligi), fenolik antioksidanlar bir otooksidasyon siirecini baglatabilir ve

prooksidan 6zelliklere neden olabilirler (Eghbaliferiz ve Iranshahi, 2016).

2.4.2. Fenolik Bilesiklerin Yapisi ve Antioksidan Aktivitesi Arasindaki iliskiler

Fenolik bilesikler gugli antioksidanlar olup, serbest radikal reaksiyonlarmi onleyerek
biyomolekiillerin (niikleik asitler, proteinler, coklu doymamis lipidler ve sekerler)
oksidatif hasara ugramasini onleyen bilesiklerdir (Heleno vd., 2015). Bu bilesiklerin
antiinflamatuar, antidiyabetik, kardiyoprotektif, ndroprotektif, antitimor ve

antiyaslanma gibi yararli etkileri bulunmaktadir (Zhang vd., 2018).

Antioksidanlarin bu 6zellikleri yerine getirmesi saglayan iki ana mekanizma vardir:

serbest radikal inaktivasyonu ve elektron transferi.

Birinci mekanizmada, serbest radikal (R*), radikal hale gelen antioksidandan (ArOH)
bir hidrojen atomu c¢ikarabilir. O-H baglarinin bag ayrigma enerjisi zayif oldugundan,
serbest radikalin inaktivasyon reaksiyonu kolay olur ve dolayisiyla antioksidan etki de o

kadar biyuk olur.

R* + ArOH — RH + ARO*

fkinci mekanizmada; antioksidan, bir katyon radikali haline gelen serbest radikale bir

elektron verebilir. Bu mekanizmada, potansiyel iyonizasyon ne kadar diisiik olursa,



elektron vermesi o kadar kolay olur, bu da daha fazla antioksidan aktivite anlamina
gelir.
R*+ ArOH — RH=+ ARO**

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi, hidroksil gruplarmin (OH) sayis1 ve
pozisyonlari, ¢ift bagm varligi (C2=C3), glikosilasyon, halkalardaki substitlientlerin
varligi, bilesigin tiirti, metoksilasyon derecesi de dahil olmak izere yapi-aktivite iliskisi
ile belirlenir (Yordi vd., 2012).

Antioksidan aktivite ile iligskilendirilen yapisal 6zellikler sunlardir (Sekil 2.5.):

1. Serbest radikali yakalama reaksiyonundan sonra olusan radikale yiiksek stabilite
kazandiran B halkasi tizerinde bulunan bir katesol grubu,

2. 3 ve 5 konumundaki hidroksil gruplarinin varhigi,

3. C-halkasindaki karbonil grubunun 4-oksi fonksiyonel grubu ile 2,3-¢ift bagin
konjugasyonu (Yordi vd., 2012).

OH

(a) (b) (c)
Sekil 2.5. Flavonoidlerin antioksidan aktivite-yap1 iliskisi

Metal selatlama egilimi, 6zellikle demir ve bakir gibi gecis metali katalizli serbest
radikal olusumunu engelleme agisindan polifenollerin énleyici antioksidanlar olarak
roliini destekler (Bravo, 1998).

Metal selasyonu i¢in, gecis metal iyonlarmin flavonoid molekiiliine baglanmasinm iki

noktasi vardir (Sekil 2.6.):
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¢ B halkasinin 3,4-dihidroksi pozisyonlarindaki o-difenolik gruplar,
e Flavonollerin C halkasinda ketol yapilari; 4-keto, 3-hidroksi veya 4-keto ve 5-
hidroksidir (Pietta, 2000).
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Sekil 2.6. Eser metaller i¢in baglanma yerleri

Yar1 indirgenme potansiyeli, flavonoidlerin radikal stplrme aktivitesini temsil etmek

icin uygun bir parametre olarak da tanimlanmustir.

2.4.3. Fenolik Bilesiklerin Antioksidan Ozelligini Tayin Yontemleri

Fenolik bilesiklerin antioksidan 6zelligini tayin etmek i¢in kullanilan en yaygin in vitro
yontemler, tek elektron transfer reaksiyonuna veya hidrojen atomu transfer
reaksiyonuna dayanir. Tek elektron transfer reaksiyonu, antioksidan derisim degerlerine

bagli olarak renk doniisiimii/olusumu sunan redoks reaksiyonlaridir (Youssef vd.,

2014).

Elektron transferine dayanan yontemler arasinda;

e Bakir (Il) indirgeme antioksidan kapasite (CUPRAC) ydntemi,

o Troloks esdeger antioksidan kapasitesi (ABTS veya TEAC) yontemi,

e Fe (I11) indirgeme antioksidan guci (FRAP) yontemi ve

o 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal supirme kapasitesi yontemi bulunur
(Benzie ve Strain, 1996).
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Hidrojen atomu transfer reaksiyonu, peroksil radikali tarafindan substratlar ve
antioksidanlar arasindaki termodinamik rekabete dayanan reaksiyondur. Hidrojen atomu

transfer reaksiyonuna dayanan yontemler arasinda;

o Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) yontemi ve
e Toplam peroksil radikali yakalama antioksidan parametresi (TRAP) yontemi

bulunur.

Fenolik bilesikler, organizmalarda, sindirim ve emilim nedeniyle c¢ok sayida
biyokimyasal reaksiyondan geger. Bu da fenolik bilesiklerin ve bitki ekstraktlarmin in
vitro ¢alismalarda yiiksek antioksidan Ozellik gosterirlerken in vivo ¢alismalarda diisiik
antioksidan 0zellik gostermesini agiklar. Fenolik bilesikleri in vitro antioksidan aktivite
yontemleri, tlim reaktif oksijen tiirlerine degil, yalnizca bir radikale kars1 antioksidan
aktiviteyi Olcer. Oysaki in vivo galismalarda durum boyle degildir, biyokimyasal,

metabolik ve diger fizyolojik parametrelerde diistiniilmelidir.

Elektron Transferine Dayanan Antioksidan Kapasite Tayin Yéntemleri

Bakar (II) Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Ydntemi

Bu yontem, kromojenik oksitleyici ajan olarak bakir (I1) neokuproin (2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin) reaktifinin uygulanmasma dayanmaktadir. Antioksidanlarin varlhiginda
bakir (I1)-neokuproin kompleksi, bakir (I)-neokuproin kompleksine indirgenir ve UV-
GB spektrofotometresinde 450 nm’de Ol¢timii alinir. Sonuglar, troloks (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman2-karboksilik asit) esdegeri olarak sunulur. Fenolik bilesikler,
bakir (I1) neokuproin kompleksi ile reaksiyona girerek kinon yapismna donsiirler.
CUPRAC yo6ntemi, tiyol tipi antioksidanlar1 oksitleyebilir, fakat sekerleri ve sitrik asidi
okside etmez. Ayrica, bu yontem ayni anda hem hidrofilik hem de lipofilik
antioksidanlar1 6lgebilir (Apak vd., 2005).
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Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite (ABTS ya da TEAC) Yontemi

ABTS yontemi ilk olarak 1993°te Miller ve arkadaslari tarafindan tanimlanmustir.
Yontem, toplam antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi i¢in ABTS™ radikal
katyonunun absorbansina dayali olarak gelistirilmistir (Sekil 2.7.). Bu yontem ilk
olarak, ABTS [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit)]  varhiginda
metmiyoglobinin hidrojen peroksit ile aktivasyonu yoluyla, ABTS radikal katyonunun
antioksidanlarla veya antioksidanlar olmadan olusmasmma dayanmaktadir. Daha sonra
antioksidanlar, ABTS" radikali [2,2-azino-bis (etilbenzen-tiazolin-6-siilfonik asit)] ile
reaksiyona girerek, ABTS" radikalinin miktarinda azalmaya (dolayisiyla absorbansta
azalma) neden olmaktadir. ABTS* radikali; 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-
stilfonik asit araciligi ile iiretilir. Bu radikal, genis bir pH araligma sahip, suda ¢oziiniir
ve 600-750 nm arahiginda giiclii absorpsiyon sergileyen, kimyasal olarak kararli bir
kromofor bilesigidir. ABTS" radikali sulu ve organik ortamda ¢oziinlr, bu nedenle
antioksidan aktivite suda ve yagda ¢6zlnur érneklerde belirlenebilir. Bununla birlikte,
antioksidanlar da ABTS ile reaksiyona girerek katyon radikali olusturabilir ve test

sonuglarini olumsuz etkileyebilir (Miller vd., 1993).

ABTS radikallerini elde etmenin baska yollar1 da Onerilmistir. ABTS ve potasyum
persiilfat arasindaki reaksiyon sonucu, 645, 734 ve 815 nm dalga boylarinda maksimum
absorpsiyon ile mavi/yesil renkte ABTS" kromofor dogrudan iiretilebilir. Boylece
radikal antioksidanlarla reaksiyona girmeden dnce dogrudan kararl bir formda Uretilmis
olur. Bir standart olarak Troloks ile ABTS" radikalinin reaksiyonu sonucu, ABTS"
radikalinin absorbans degerindeki azalma Olgllerek ABTS" radikal katyonunun yilizde
inhibisyonu belirlenir (Nenadis vd., 2004).

Antioksidan
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Sekil 2.7. ABTS reaksiyonu
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Demir (111) Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) Yontemi

Bu yontem, demir (IIT)’tin demir (II)’ye indirgenmesi ile antioksidanlarin toplam miktar
tayinini igerir ve diisik pH’ta (pH 3,6) iyonlar, renkli bir kompleks olusumu
gerceklestirir.  Demir  (ll)-tripiridiltriazin (TPTZ) sar1 bir renge sahiptir ve
antioksidanlar tarafindan demir (I1)’ye indirgenir (Sekil 2.8.). 593 nm dalga boyunda
gosterdigi maksimum absorpsiyon ile mor/mavi renkli kompleks olusur (Antolovich
vd., 2002). FRAP yonteminde sistemde bir radikal yoktur, bu da farkli radikal tiirlerine

kars1 antioksidan giicii karsilastirmada sorun yaratir (Roginsky ve Lissi, 2005).
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Sekil 2.8. FRAP Reaksiyonu

2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Yakalama Kapasitesi Yontemi

DPPH yontemi ilk olarak 1950’lerde dogal iirlinlerde elektron verici bilesikleri
belirlemek icin Onerilmistir (Blois, 1958). Daha sonra fenolik bilesiklerin ve bitki
ekstraklarinin antioksidan aktivitelerini belirlemek igin kullanilmistir (Mensor vd.,
2001). Mor renkli ve 515-520 nm araliginda maksimum absorpsiyon gdsteren DPPH
radikali, hidrojen donorlerle etkilestigi zaman hidrazine indirgenir. DPPH radikal
¢Ozeltisine antioksidan ilave edildiginde absorbansta diisiis gozlenir ve radikalin rengi
mor renkten sar1 renge doner. Antioksidan aktivite, diger antioksidan deneylerinde
kullanildig: gibi troloks esdegeri olarak ifade edilir (Bondet vd., 1997). Radikalin ticari

olarak temin edilebilmesi, kullanimima olanak saglamaktadir.
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Hidrojen Transferine Dayanan Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi

ORAC yontemi, Cao ve Prior (1999) tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem, yuksek
oranda floresan 6zellik gosteren bir protein olan B veya R fikoeritrinin kullanilmasina
dayanmaktadir. Bu protein kirmizi alglerde bulunur. Bu proteinler yiksek absorpsiyon
katsayisia sahiptir ve 1072 M kadar diisiik derisimlerde floresan spektroskopisi ile
kolayca tespit edilebilir. Peroksil radikali (ROOQO®), 2,2’-azobis(2-amidinopropan)
dihidroklortrin (AAPH) 37°C’de termal ayrigsmasi yoluyla tiretilir (Cao ve Prior, 1999).
Daha sonra, fikoeritrinin sabit bir oranda peroksil serbest radikallerine maruz kalmasi
floresan emisyonunda dogrusal bir azalmaya yol agar. Floresans miktarindaki azalma,
analizdeki toplam antioksidan aktivite ile iliskilendirilir. Troloks standart olarak
kullanilir. Peroksil, insan vicudunda biyolojik olarak en énemli/bol olan ve oksidatif
hasardan sorumlu bir reaktif oksijen turudur. Peroksil radikali kullanan ORAC, insan
viicudunda bulunmayan radikalleri kullanan diger yontemlere gore daha gercekei bir

yontemdir (Cao ve Prior, 1999).

Toplam Radikal Tutma Antioksidan Parametresi (TRAP) Yontemi

Toplam radikal tutma antioksidan parametresi (TRAP) tayini, 37°C’de 2,2’-
azobis(amidinopropan) dihidrokloriiriin (AAPH) termal ayrismasi peroksil radikal
tretimine yol ac¢tigindan, antioksidanin Gretilen bu peroksil radikalini yakalama
kapasitesine dayanir (DeLange ve Glazer, 1989). R-fikoeritrinin floresansinin
korunmasi, numune sisteme eklendiginde antioksidan potansiyeli ile iliskilidir.
Antioksidanlar, R-fikoeritrinin ayrigmasini engeller ve bdylece floresandaki azalmay1
geciktirir. Floresans bozunmada bir diizenlilige ulastiginda o6l¢iim durdurulur.
Fikoeritrin sondiirme kinetigi, peroksil veya hidroksil radikallerinin varliginda dogrusal
degildir. Daha sonra, floresan miktarmin belirlenmesi i¢in, antioksidan kapasite ile ters

orantili olan egri altindaki alan (AUC) kullanilir (Ghiselli vd., 1995).
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Dolayli yontemlere yonelik en biiyiikk elestirilerden biri, elde edilen indirgeme
kapasitesinin numunelerin antioksidan aktivitesini tamamen yansitmamasidir. Bu tiir
yontemler gercek bir oksidatif bozunmay1 dikkate almaz (Amorati ve Valgimigli, 2015).
Ayrica, in vivo arastirmalarda antioksidan aktivite dogrulamasi azdir veya bulunmaz,
diger bir deyisle, in vitro testlerden elde edilen sonuglar in vivo testlerle
dogrulanmamistir (Alam vd., 2013; Cao ve Prior, 1999).

2.4.4. Fenolik Bilesiklerin Prooksidan Ozelligi

Fenolik bilesiklerin dogrudan prooksidan aktiviteleri, bir gecis metali iyonu ile bir
fenoksil radikalinin veya bir redoks kompleksinin iiretilmesine dayanir. Fenoksil
radikalleri oksijenle reaksiyona girerek Oz, H2O. ve semikinonlar ile kinonlarin
kompleks bir kombinasyonunu olusturabilir. Cok sayida fenolik bilesigin prooksidan
aktivitesinin, normal ve kanser hiicrelerinde lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 ve
apoptozu etkileyebilecegi varsayilmaktadir (Zheng vd., 2008). Bununla birlikte,
prooksidan bilesiklerin, normal hiicrelerde degil, kanser hiicrelerinde reaktif oksijen
turlerinin hiicresel seviyelerini sitotoksik seviyelere yiikselttigine dikkat edilmelidir. Bu
etki, normal hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinde bulunan daha yiiksek bakir iyonu
derisimi ve daha biiylik metabolik aktivite ile aciklanabilir. Belirli bir dogal {iriiniin
prooksidan aktivitesi, sitotoksik iirlinlerin olugsmasina sebep olsa da bilesigin secici
antikanser etkiden sorumlu olabilecegini belirtmek onemlidir. Bu nedenle, antioksidan
bilesiklerin prooksidan 6zelligi, biyolojik sistemler i¢in her zaman zararlh degildir ve
cesitli kanserler i¢in yiiksek dozlarda C vitamini kullaniminin gosterdigi gibi, kanseri

tedavi etmek i¢in terapotik olarak kullanilabilir (Chen vd., 2008).

Hemen hemen tiim bitkiler antioksidan bilesikler igerir. Fenolik bilesikler Ozellikle
bakir ve demir gibi metallerin varliginda prooksidan aktivite gosterebilir. Demir, insan
vicudunda en bol bulunan 6nemli gecis metali iyonlarindan biridir ve biyolojik
sistemlerde ana rol oynar. Demir, bir¢cok proteinde oksijen taginmasi, elektron taginmasi
ve oksidorediiktaz reaksiyonlarinda bir katalizor olarak kullanilmaktadir. Canli bir
hicrede fazla miktarda demir (I11) iyonu, DNA’ya, lipitlere, proteinlere ve nikleik
asitlere zarar verebilen fenton reaksiyonu yoluyla reaktif oksijen tlrlerininin olusumunu

katalize edebilir (Whited vd., 2009). Bakir viicut i¢in gerekli bir mikro elementtir.
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Cesitli fizyolojik fonksiyonlarda ve biyokimyasal reaksiyonlarda hayati bir role sahiptir.
Bakir-demir metabolizmas1 i¢in gerekli olan birgok enzimin parcasidir. Gerekli
olmasina ragmen, bakirin asir1 yiiklenmesi zararli olabilir ve biiyiime geriligini,

histolojik degisikligi ve oksidatif stresi tetikleyebilir.

OH O
@ + Fe3*/Cu?*  ——> @ + Fe2*/Cu* + 2H*
o

OH
O' O
O — %
O 0
OH O
Cls —
OH o

0, * 2H" ——= O,+H,0,

Fe2*/Cu* +H,0, —> Fe3/Cu?*+OH +OH
Sekil 2.9. Fe** ve Cu?* varliginda fenoliklerin prooksidan aktivite mekanizmasi

Cinko, canli sistemlerde esas olarak biyolojik rolleri olan, énemli bir mikro besin
maddesidir. Daha yiiksek oksidasyon durumu disinda, ¢inko Zn?* formunda bulunabilir.
Cinko, antioksidan 6zelliklerini dogrudan reaktif oksijen tirlerini temizleme yoluyla
gostermez. Bunun yerine aktivitelerini dolayl1 bir sekilde gdstermeyi tercih eder. Cinko,
H202’den OH’yi indirgeyerek metal Kkatalizli protein/lipid oksidasyonunu 6nleyebilir.
Cinko antioksidan enzimlerin yapisinda bulunmasina ragmen asir1 dozlar1 prooksidan
aktivitelerle sonuclanabilir (Ahmadi vd., 2008).

Mangan insan ve hayvanlar icin énemli bir eser elementtir ve derisimine bagli olarak
koruyucu/toksik etkileri olabilir. Mangan ¢esitli yiikseltgenme basamaklarina sahip
olmas1 nedeni ile farkli prooksidan ve antioksidan etkilere sahip olabilir. Mangan

bilesikleri (+5, +6 ve +7) ylikseltgenme basamaklarinda, giiglii prooksidan bilesiklerdir.
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Bununla birlikte, bu yiikseltgenme basamaklarina sahip mangan bilesikleri genellikle
kararsizdir ve biyolojik sistemlerde daha az yaygindir. Manganin en kararl oksidasyon
durumu (+2)’dir. iki degerlikli iyonun ii¢ degerlikli forma déniistiiriilmesi, manganin
yiikseltgenme yeteneginde bir artisa yol agarak reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi
sonucunda, lipid peroksidasyonu ve hiicre zari1 hasar1 olusur (Chan ve Wong, 2013).
Yapilan ¢alismalar, diisiik emilim oranmi1 ve safra eliminasyonu sirasinda karacigerden
hizli atilmi1 nedeniyle viicudun manganm dldiiriicii etkilerinden korundugunu
gostermistir (Lyle vd., 1998). Bununla birlikte, manganin prokaryotik ve okaryotik
hiicrelerin birgok enziminde bulunduguna dikkat edilmelidir. Mangan igeren enzimler,
stiperoksit serbest radikalleri dahil olmak (izere reaktif oksijen tirlerinin detoksifiye
edilmesinde hayati 6neme sahiptir. Mangana asir1 maruz kalma, nérolojik bir bozukluk
olan manganizme yol acar; ancak mangan, nikel ve bakirdan daha az toksiktir. Mangan,
antioksidan enzimler tarafindan kullanilmasina ragmen, manganin doz asimi prooksidan

aktivitelerle sonuglanir (Rahman, 2007).

Kadmiyum, krom, kobalt ve nikel dahil olmak iizere tiim gecis metallerinin degisken
yukseltgenme ve indirgeme yetenekleri (prooksidan aktivite) olmasma ragmen,
prooksidan aktiviteleri hakkinda ¢ok az arastirma yapilmistir. Biyolojik sistemlerde,
Ozellikle dogal antioksidanlarin varliginda prooksidan aktiviteleri Uzerine hicbir
arastirma yapilmamistir. Biyolojik sistemlerde yukarida belirtilen gecis metallerinin
eser miktarlar1 nedeniyle prooksidan aktivitenin ihmal edilebilir olmasi muhtemeldir.
Krom birkac yiikseltgenme basamagina sahiptir (-2, -1, 0, +1, +2, +3, +4, +5 ve +6).
Krom (111), yiyeceklerde, suda bulunur ve toksik degildir. Buna karsilik, krom (VI),
kromun toksik formu olarak kabul edilir ve mutajenik, kanserojenik ¢zelliklere sahiptir.
Krom (III)’lin eser element olarak biyolojik sistemler i¢in gerekliligi tartismalidir. Bazi
bilim adamlar1 krom (IIT)’iin seker ve lipid metabolizmasi igin gerekli olduguna
inanirken, digerleri bunun gereksiz olduguna inanmaktadir (Shadreck ve Mugadza,
2013). Nikel mikroorganizmalar ve bitkilerde bulunan 6nemli bir eser elementtir. Ure-
hidrolize edici enzim gibi bazi enzimler yapilarinda nikel igerir. Diger gecis metalleri
gibi nikel de farkli oksidasyon durumlarina (0, +1, +2 ve +4) sahiptir. Nikel, bobrekler
tarafindan idrar yoluyla viicuttan atildigr icin toksik bir madde olmayabilir.

Kadmiyumun (¢ yikseltgenme basamagi vardir (-2, +1 ve +2). Vicutta en yiksek
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miktarda kadmiyum bobreklerde tespit edilmistir. Dandapat ve digerleri (2003), lipit
peroksidasyonunun indiiklenmesinde demir, kadmiyum, ¢inko ve bakirm prooksidan
ozelliklerini  arastirmustir.  Demir  (I11l)  ve kadmiyum (II) yapisinin lipid
peroksidasyonunun en gii¢lii indiikleyicileri oldugunu bulmuslardir (Dandapat vd.,
2003). Kadmiyumun Fenton tipi bir reaksiyon yoluyla reaktif oksijen tlrlerini
arttirdigini ve C6 glioma hiicrelerinde oksidatif stresi indiikledigi kanitlanmustir.
Aslinda, kadmiyum apoptotik aktivitesini hiicre hattinda en azindan kismen oksidatif

stres yoluyla gosterir (Wétjen ve Beyersmann, 2004).

Kobalt, viicut icin temel bir elementtir ve yedi yiikseltgenme basamagina sahiptir (-3, -
2, +1, +2, +3, +4 ve +5). Kobalt, kobalaminin (B12 vitamini) molekiiler yapismin bir
parcasidir. Ayrica metiyonin ve aminopeptidaz-2 gibi bazi kobaloproteinlerde de
bulunur. Kobalt, ¢ok toksik degildir ve LDso’si yaklagik 50-500 mg/kg’dir (Gupta ve
Gupta, 1998).

Diger metaller ve metaloidler

Arsenik, bir metal degildir ancak metaloid olarak kategorize edilir. Kegi, tavuk ve
hamster gibi hayvanlarda eser miktarda arsenigin gerekli olduguna dair bazi kanitlar
olmasina ragmen, biyolojik sistemlerdeki etki mekanizmalar1 ve rolleri bugiine kadar
aciga cikartilamamistir. Ancak arsenik mikroplar, bocekler ve hayvanlar icin cok
zehirlidir. As2O3, kanser hucrelerinde apoptozu indukler (Pevec vd., 2012). Vitamin C,
diisiik derisimlerde bile (0,14 mM) arsenik varhiginda prooksidan rol oynar. Bu
derigimde, C vitamini %60 prooksidan aktivite gostermistir. Vitamin C, arsenigin
prooksidan formu olan arsenik (111)’0n arsenik (IV)’e donistimiini arttirmistir. Diger
fenoliklerin arsenik varhiginda prooksidan aktivite gosterdigi tahmin edilmektedir;
ancak, bu konu daha fazla arastirma gerektirmektedir. Aliminyum, prooksidan
aktiviteye sahip baska bir metaldir. Aliminyum, biyolojik sistemlerde dogal olarak
mevcut degildir. Suda 6zellikle AI(OH)s formunda ¢6zinmez. Aliminyumun lipid
peroksidan aktivitesi ¢inko ve kadmiyumdan daha yuksektir. Aliminyum bir gegis
metali degildir; bu nedenle dogrudan reaktif oksijen tirlerini Uretemez (Fenton tipi

reaksiyonlar yoluyla). Ancak aliminyum, demir varhiginda prooksidan rol oynar.
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Aluminyum, lipid peroksidasyonunu indukleyebilen demir (1) iyonunu stabilize eder
(Yoshino vd., 1999).

2.4.5. Polifenollerin Yapisi ve Prooksidan Aktivitesi Arasindaki Tligkiler

Polifenollerin Prooksidan Aktivitesi

Polifenoller, aromatik yapilara sahip ikincil bitki metabolitleridir. Son yillarda kanser,
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi bazi insan hastaliklarinin
onlenmesinde varsayilan rolleri nedeniyle O©nem kazanmiglardir. Polifenoller;
antioksidan, metal selasyon, serbest radikal temizleme, enzim modiilasyonu ve
antikanser aktiviteleri gibi cesitli biyolojik Ozelliklere sahiptirler. Bu bilesikler,
antioksidan  Ozelliklerinden  dolayr  diisiik  derisimli  lipoproteinlerin  lipid

peroksidasyonunu ve oksidatif reaksiyonunu onler.

Polifenollerin kimyasal yapis1 da prooksidan aktiviteleri iizerinde etkilidir. Hidroksil
gruplarinin sayis1 ve konumlarindan ayr1 olarak, C halkasinda bir ¢ift bagin varhigi ve
sterik engeller flavonoidlerin prooksidan aktivitesi icin énemli faktérlerdir (Tomczyk
vd., 2010). Cesitli raporlar, fenolik antioksidanlarin, yiiksek derisimlerde geg¢is metal
iyonlari, alkali pH ve oksijen molekiillerinin varlig1 dahil olmak iizere belirli kosullar
altinda prooksidan olarak hareket edebildigini gostermistir. Gallik asit ve kuersetin gibi
basitce oksitlenen kicuk polifenoller, prooksidan aktivite sergileyebilir. Bunun tersine,
hidrolize edilebilir ve yogunlastirilmis tanenler gibi biiylik molekiiler agirlikli

fenolikler, cok az prooksidan 6zellige sahiptir (Blokhina vd., 2003).

Hidroksisinnamik asitler prooksidan aktivite gosterir (Sekil 2.10.) ve DNA hasarina
neden olurlar. Orto-dihidroksil gruplar1 veya 4-hidroksi-3-metoksi gruplari iceren
bilesiklerin onemli DNA hasarina neden oldugu belirtilmistir. Orto-dihidroksil
gruplarma sahip bilesikler, yiiksek bir prooksidan aktivite gosterir. Hidroksisinnamik
asitler de bakir (IT) varliginda DNA hasarma etkili bir sekilde sebep olabilir. Bitki
polifenollerinin daha yiiksek bakir derisimlerine sahip kanser hiicrelerine karsi
sitotoksik etkisinin, polifenollerin apoptozu giiclendiren prooksidan aktivitesiyle iligkili

olmast muhtemeldir. Hidroksisinnamik asitler arasinda, p-kumarik asit en zayif
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prooksidan aktiviteyi gosterirken, rosmarinik asit ve kafeik asit, p-kumarik asitten daha
yiksek aktivite gosterir. Bununla birlikte, orto pozisyonlarinda ii¢ hidroksil grubuna
sahip dogal bir benzoik asit tiirevi olan gallik asit, rosmarinik ve kafeik asitlerden daha

yiiksek prooksidan aktivite gostermistir (Azmi vd., 2005).

C vitamini ve E vitamini polifenolleri de prooksidan aktivite gosterir. Bakir iyonlarinin
varliginda prooksidan oOzellikler gosteren C vitamininin, normal lenfositlerde
sitotoksisiteyi indiikleyen daha diisiik bir derisimde 16semik bir hiicre hatt1 i¢in
sitotoksik oldugu bildirilmistir (Kondakgi vd., 2013). lIlging bir sekilde, Chen ve
digerleri (2008) yiksek dozda C vitamininin normal hucreleri olumsuz etkilemeden
farelerde tlimor biiylimesini engelledigini gdéstermistir. C vitamini tiimor hiicrelerinde

hidrojen peroksit olusumu yoluyla oksidatif stresi indiikler, ancak kan ve normal
hiicrelerde indiiklemez (Chen vd., 2008).

DNA’ya baglh bakir (11) iyonu, polifenollerle redoks dongiisti durumunda 6zellikle zarar
verici olabilir. Cunkld bakir (I1) iyonu, DNA ve polifenollerle Gcli bir kompleks
olusturabilir ve bakir (1)’e indirgenebilir. Sonu¢ olarak, bakir (1) iyonu molekiler
oksijen tarafindan bakir (11)’ye reoksidize edilir, bu da reaktif oksijen tdrlerini Uretir ve
DNA hasarma neden olur. Bakir (II) iyonunun, bakir (I) iyonuna indirgenmesi
gereklidir, ¢linkii Fenton tipi reaksiyonlar diisiik ylkseltgenme durumundaki metalleri
gerektirir (Sekil 2.9.). Polifenollerin biyolojik prooksidan etkisinde yer alan protein-
bakir kompleksi, redoks dongiisii yoluyla reaktif oksijen tirlerini iiretir. Ornegin,
resveratrol-bakir iyonlarim1 ve DNA’y1 baglayarak, bakir (II)’nin bakir (I)’e
indirgenmesi yoluyla oksijen radikalleri lireten ve DNA hasarina neden olan bir DNA-
resveratrol-bakir (I) tigli kompleksi olusturabilir. Resveratrol, bakir iyonlarmin

varhiginda prooksidan aktivite gosterir (Ahmad vd., 2005).

Uziimden elde edilen polifenolik bir bilesik olan resveratrol, koroner kalp hastahig1 ve
kanseri onleyici 6zellikleri nedeniyle biiyiik ilgi gérmiistiir. Resveratrol genellikle bir
antioksidan olarak kabul edilir; ancak prooksidan aktivitelerini destekleyen bazi kanitlar
da vardir. Bakir (II), resveratrol tarafindan bakir (1)’e indirgenir ve bu da oldukga reaktif

hidroksil radikalleri ve diger reaktif oksijen turlerini dretir. Hidrojen peroksit, hidroksil
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radikalleri ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen turleri tarafindan tiretilen DNA hasar1
mutajenez, onkogenez ve yaslanma ile iliskilendirilmistir. Uziimden elde edilen
polifenollerin prooksidan aktivitesi de in vitro ve in vivo olarak c¢aligilmistir (Cotoras
vd., 2014). Narenciye kabugu (Rasmussen vd., 2005), elma ve {iziim posasinin (Arts ve
Hollman, 2005; Cole vd., 2005), katesin, kuersetin, kamferol, mirisetin, gallik asit,
protokatekuik asit ve p-kumarik asit gibi ¢esitli polifenoller igerdigi tanimlanmustir.
Uzim, narenciye, elma ve diger dogal kaynaklardan elde edilen polifenollerin
antioksidan ve prooksidan aktiviteleri donglsel voltametri yontemiyle in vitro olarak
belirlenmistir (Simi¢ vd., 2007). Ekstraktlarin prooksidan kapasitesi, fitopatojenik
fungus Botrytis cinerea model olarak kullanilarak arastirilmistir. Elde edilen sonuglar,
diistik  ylkseltgenme potansiyeline sahip polifenollerin  antioksidan aktivite
sergiledigini, yiiksek yukseltgenme potansiyeline sahip polifenollerin ise prooksidan
olarak hareket ettigini gostermistir. Bu 06zellik fenolik bilesiklerin ikili etkisini
tanimlayabilir; bazi ekstraktlarda aym1 anda antioksidan ve prooksidan aktiviteler

sergileyen yuksek yukseltgenme potansiyeline sahip polifenoller mevcuttur.

Zerdecaldan elde edilen, iyi bilinen bir antioksidan olan kurkumin, bakir (II) varhiginda
prooksidan aktivite gdsterebilir. Bakira bagli DNA hasarmna neden olur ve ardindan
apoptozu indikler (Yoshino vd., 2004). Calismalar, kurkuminin bakir (I1) iyonunu,
bakir (1) iyonuna indirgemesi yoluyla reaktif oksijen turlerini olusturarak bir prooksidan
gorevi gorebilecegini gostermistir. Kurkuminin konjuge [-diketon yapisi, bakirin
indirgenmesinde rol oynar. Bu sonug, gecis metallerinin konjuge B-diketon yapisi ile
etkilesiminin, kurkuminin prooksidan aktiviteleriyle baglantili  olabilecegini
gostermistir. Hiicrelerdeki gecis metallerinin indirgenmesi yoluyla molekiiler oksijeni
aktive ederek gelisen kurkuminin prooksidan aktivitesi, DNA hasar1 ve apoptoz ile

sonuclanabilir.

Polifenoller radikal siplirme yoluyla antioksidan olarak hareket edebilirler, burada
hidrojen atomu vererek serbest radikal zincir reaksiyonunu kirarlar. Ayrica baska bir
antioksidan mekanizmada, Fenton tipi reaksiyonlara katilmak i¢in metal iyonunun
kullanilabilirligini smirlayan metal selasyonu yoluyla gergeklesir. Bununla birlikte

fenolikler, semikinon ve siiperoksit (O2) radikallerinin olustugu otooksidasyon yoluyla
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prooksidan olarak da hareket edebilir. Bu radikaller cok reaktiftir ve proteinler veya

DNA gibi temel makromolekillere zarar verebilir (Mochizuki vd., 2002).

Gegis metallerinin veya hidrojen peroksit varliginin fenolik bilesiklerin antioksidan
kapasitesini azaltabilecegi aciklanmistir. Demir (III) veya bakwr (II) varhginda
fenoliklerin prooksidatif 6zelliklerinin artmasi, esas olarak metal iyonlarmi azaltma
yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Daha sonra, demir (III) ve bakir (II), hidroksil
radikali ve diger reaktif oksijen tiirlerini tiretmek i¢in Fenton tipi reaksiyonlarla yeniden
yukseltgenebilir. Fukumoto ve Mazza’nin (2000) yapmis oldugu calisma, benzoik ve
sinnamik asit urunleri (kafeik asit, siringik asit, protokatekuik asit, p-kumarik asit ve
vanilik asit) dahil olmak iizere birgok bilesigin dersim, pH ve gecis metal iyonlarinin
varligma/yokluguna bagli olarak prooksidan olarak hareket edebildigini gostermistir
(Fukumoto ve Mazza, 2000). Diisiik redoks potansiyeline sahip kafeik asit ve
protokatekuik asit de dahil olmak Uzere orto-dihidroksile fenolik asitler, p-kumarik asit
ve vanilik asit de dahil olmak Uzere mono-hidroksil fenolik asitlerden daha yiksek
antioksidan aktiviteye sahiptir. Bununla birlikte, kafeik asit ve protokatekuik asit,
otooksidasyon ve semikinonlara/kinonlara doniisiim yoluyla prooksidan aktivite
sergileyebilir. Bu sonuglar ayrica kafeik asidin mono-hidroksil fenolik asit p-kumarik
asitten daha diistik yiikseltgenme potansiyel degerine ve daha yiiksek serbest radikal
stipiirme aktivitesine sahip oldugunu gostermistir. Siringik asit gibi fenolik bilesiklerin
metoksilasyonu yiikseltgenme potansiyel degerini artirir ve antioksidan aktiviteyi
azaltir. Genel olarak, antioksidatif ve prooksidatif ozellikler arasinda bir korelasyon
vardrr. 0,45 V’tan kiigiik yiikseltgenme potansiyel degerine sahip tiim bilesikler lipid
peroksidasyonu gibi oksidasyon sureclerini dnlerken, 0,45 V’tan biiyiik yiikseltgenme
potansiyel degerine sahip bilesikler prooksidan olarak hareket ederler (Sekil 2.10.).
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Sekil 2.10. Prooksidan potansiyeli olan polifenollerin kimyasal yapilar1

Bhat ve digerleri (2007)’nin yaptig1 ¢alismada insan periferik lenfositlerinde kafeik
asidin neden oldugu prooksidan DNA hasar1 incelenmistir (Bhat vd., 2007). Bitkilerde
bulunan ana polifenolik bilesikler grubu hidroksisinamik asitlerdir. Hidroksisinnamik
asit grubunun ana temsilcisi kafeik asittir. Kafeik asit, antitimorojenik (Tanaka vd.,
1990), antienflamatuar (Michaluart vd., 1999) ve antimetastatik etkiler (Chung vd.,
2004) gosterir ve HIV replikasyonunu inhibe eder (Kashiwada vd., 1995). Kafeik asit
genellikle bir antioksidan olarak kabul edilir, ancak gecis metallerinin varliginda

prooksidan aktivite sergiler. Sonuclar, kafeik asidin bakir gibi ge¢is metali iyonlarinin
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varliginda oksidatif DNA parcalanma kabiliyetine sahip oldugunu ve kanser
hiicrelerinde apoptozun indiiksiyonu yoluyla antikanser Ozelliklere sahip oldugunu
gostermistir. Kanser hiicrelerinde daha yiiksek hiicre i¢i bakir seviyeleri nedeniyle,
diistik bir kafeik asit derisiminin kanser hiicreleri Gzerinde sitotoksik etki gostermesi

beklenebilir.

Flavonoidlerin Prooksidan Aktivitesi

Flavonoidler, ¢cok sayida meyve ve sebzede dogal olarak ya serbest aglikonlar ya da
glikozit olarak bulunur. Kimyasal olarak polifenoliktirler ve bir fenil benzopiron
iskeletine (C6-C3-C6) sahiptirler. Flavonoidler, gesitli farmakolojik 6zelliklerinden
dolayt ilgi konusu olmustur. Flavonoidler agisindan zengin diyetlerin kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser ve norodejeneratif hastaliklara karst koruma sagladigi kabul

edilmektedir.

Flavonoidler, serbest radikal temizleme aktivitelerine ek olarak, antiviral,
antikarsinojenik, antiinflamatuar, antibakteriyel, antialerjik etkilerin yani sira
siklooksijenaz, lipoksijenaz, glutatyon rediiktaz ve ksantin oksidaz gibi bir¢ok biyolojik
aktiviteye sahiptir. Flavonoidler bitkilerin her bdlgesinde bulunur ve halka yapilarina
bagli bir dizi fenolik hidroksil grubu i¢eren genis bir bilesik sinifin1 kapsar (Guven vd.,
2019).

Flavonoidlerin prooksidan aktivitesi, metal selatlama Ozellikleri ve radikal temizleme
kabiliyetleri ile ilgilidir. Flavonoidler ayrica siklooksijenazlar ve lipoksijenazlar dahil
olmak Uzere prooksidan enzimleri de inhibe eder. Oksijen varliginda, demir ve bakir
gibi ge¢is metalleri flavonoidlerin redoks dongiistinii katalize ederek reaktif oksijen
tirlerine, lipidlere, DNA’ya ve diger dogal molekiillere zarar verebilecek farkli organik
radikallerin gelismesine yol agar. Prooksidan toksisite, flavonoidlerin mitokondriyal
solunumu engelleyen bir mekanizma olarak da kabul edilir. Bu, flavonoidlerin
sliperoksit anyonlar1 vermek iizere gecis metalleri tarafindan katalize edilen
otooksidasyona baslama yetenegi ile ilgilidir. Stiperoksit anyonlari, fenton reaksiyonu

yoluyla hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerini olusturur.
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Yen ve digerleri (2003)’nin hesperetin, morin, kuersetin ve naringeninin prooksidan
aktivitesini insan lenfositlerinde incelemislerdir (Yen vd., 2003). Flavanonlar
naringenin ve hesperetin 0-200 uM derisim araliginda oldugunda hidrojen peroksit
tespit edilememis; ancak hidrojen peroksit derigsimleri sirasiyla 25-200 uM Kkuersetin ve
125-200 uM morin derisimleri ile artmustir. Bu ¢alismada, kuersetinin insan
lenfositlerini siiperoksit kaynakli oksidatif DNA hasarindan koruyup korumadigi
belirgin degildir. Bu sonuglar, 100 uM’lik bir ¢ozeltide kuersetinin prooksidan aktivite
sergiledigini gostermistir. Fisetin bilesigi de bir prooksidan olarak hareket edebilir
(Constantin vd., 2011). Fisetin karaciger hiicrelerinin oksidasyon durumunu artirir ve
kuersetin icin gosterilenlere  benzer mekanizmalarla hareket ederek enerji
metabolizmasini etkiler. Fisetinin prooksidan etkilerinin antioksidan etkilerinden daha
baskin oldugu goriilmektedir. Bu prooksidan aktivite, flavonoidlerin apoptotik ve
antikanser aktivitelerine ihtiya¢ duyuldugunda faydali olacaktir, ¢linkii reaktif oksijen
tirlerinin apoptotik DNA hasarina aracilik edebilir (Bhat ve Pezzuto, 2002). Kanser
tedavisinde fisetin kullanimi 10-120 uM arasinda plazma derisimleri gerektirir. Bu
derisim, bilesigin en gucli tumdr inhibitor etkilerinin rapor edildigi araliktir. Hepatik
NADH/NAD* oranini azaltabilen fisetin derisimleri ile antitimdr etkileri olanlar

arasinda 1yi bir ortiisme vardir.

Bir ¢alisma kuersetin ve tiirevlerinin prooksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir
(Yang vd., 2012). Kuersetinin prooksidan aktivitesi diger fenoliklerle karsilastirilmstir.
Test edilen bilesikler NADPH/peroksidaz/H202 ve DNA bdliinme sistemlerinde farkl
prooksidan aktiviteler gostermistir. Hidroksil gruplarmm sayisi, C halkasinda bir ¢ift
bagm varligi, hidroksil gruplarinin konumu, sterik engel, peroksidaza afinite ve derisim
flavonoidlerin prooksidan aktivitesi icin énemli faktorlerdir (Sekil 2.11.). Prooksidan
aktivitelerinin bir 0lcust olarak NADPH’nin fenolikler ve flavonoidler tarafindan
oksidasyonu p-kumarik asit > rutin > kuersetin > ferulik asit seklinde siralanirken, DNA
parcalama Ozellikleri kuersetin = rutin > p-kumarik asit > ferulik asit seklinde

siralanmaistir.
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Sekil 2.11. Flavonoidlerde yapi-prooksidan aktivite iligkisi

Antosiyaninlerin Prooksidan Aktivitesi

Antosiyaninler, bitkilerde dogal olarak bulunan kirmizi, mavi ve mor renklerinden
sorumlu olan bir flavonoid sinifidir (Kong vd., 2003). Antosiyaninler, oksidatif stresi
azaltan ve sonucta kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 onleyen antienflamatuar ve
antioksidan 6zellikler gibi kanitlanmis 6zelliklere sahiptirler (Pool-Zobel vd., 1999). Bir
flavonoid pigment smifi olarak antosiyaninler, gec¢is metallerinin varliginda
antioksidanlardan prooksidanlara gecerek reaktif oksijen tirleri olusumuna ve ardindan
DNA hasarma neden olabilir. Flavonoidler gibi, siyanidin ve delfinidin de dahil olmak
iizere katekol B halkali antosiyaninler (Sekil 2.12.) daha diisiik indirgeme

potansiyellerine ve daha fazla prooksidan aktiviteye sahiptir.

Bir c¢alismada bazi antosiyaninlerin antioksidan ve prooksidan aktiviteleri
degerlendirilmistir (Fukumoto ve Mazza, 2000). Bir linoleik asit emulsiyon sisteminde,
malondialdehit olusumu HPLC ile analiz edilmis ve bir metal katalizér (Cu?)
tarafindan baslatilan antioksidan ve prooksidan oOzelliklerini belirlemek icin

kullanilmistir.
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Sekil 2.12. Prooksidan potansiyele sahip antosiyaninlerin kimyasal yapilari

Bu c¢alisma, delfinidin, siyanidin, malvidin ve pelargonidin dahil olmak uzere
antosiyaninlerin, Cu?* katalizorii kullanildiginda insan diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) wve lesitin-lipozom yapilarinda prooksidan 6zelliklere sahip oldugunu
gostermistir. Hanif ve digerleri (2008) de delfinidinin Cu?* varhiginda DNA hasarina
neden oldugunu gdstermistir. Bulgulari, neokuproinin (hiicrelerin i¢inde bulunan bakir
selatorii) prooksidan siirecleri ve DNA hasarin1 engelleyebildigini, buna karsin
bathokuproinin (hiicrelerin disinda bulunan bakir selatorii) hi¢bir etkisi olmadigini
ortaya koymustur. Bu bulgu, bakir varhginda delfinidinin sitoplazma ve cekirdekte
oksidatif siiregleri ve DNA hasarmni indiikledigini gostermektedir (Hanif vd., 2008).
Bununla birlikte, fenoliklerin prooksidan aktivitesinin mutlaka fenoliklerin dogrudan bir
reaksiyonu ile ilgili olmadigi unutulmamalidir. Son zamanlarda, siyanidinin dogrudan
prooksidan aktivitesinden ziyade katalazin (hidrojen peroksiti ayrigtiran antioksidan
enzim) inhibisyonu yoluyla dolayli olarak oksidatif stres ve apoptozu indiikledigini
belirtilmistir (Scheit ve Bauer, 2014). Bir ¢alismada antosiyaninler bakimmdan zengin
olan mdirver ekstresinin diisik yogunluklu lipoproteinlerin oksidasyonunda hem
antioksidan hem de prooksidan aktiviteler gosterdigini ve bunlarin ekstre eklenme

zamanina ve bakir varligia bagli oldugu belirlenmistir (Abuja vd., 1998).

28



Karotenoidlerin Prooksidan Aktivitesi

Karotenoidler, bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve ¢ok sayida gidada
bulunan, yagda ¢oziinen renkli pigmentlerdir. Iyi bilinen karotenoidler arasinda likopen,
B-karoten, lutein, astaksantin, fukoksantin, kantaksantin, krosin ve zeaksantin
bulunmaktadir. Caligmalarin ¢ogu, B-karoten bakimindan zengin gidalarin tiiketiminin
artmasmin akciger ve diger bazi kanser risklerinin azalmasiyla iligkili oldugunu
gostermistir. Likopenin antioksidan giicii E vitamininden 100 kat daha fazladir. Likopen
kardiyovaskiiler hastaliklarin ve basta prostat kanseri olmak iizere bazi kanser tiirlerinin
onlenmesinde buyik bir role sahiptir (Agarwal vd., 2014). Ancak, B-karoten gibi
karotenoidlerin yiiksek dozlarda tiiketimi geliskili sonuglar ortaya koymustur. B-karoten,
sigara icenlerde kardiyovaskiiler hastaliklar ve tiimor insidansi gibi zararh etkilere

neden olmaktadir (Kiokias ve Gordon, 2004).

Likopen, B-karoten ve lutein gibi karotenoidlerin prooksidan 6zellikleri, yiiksek dozlar1
kullanildiginda in vitro olarak tanimlanmustir. B-karotenin antioksidan performansi
kismen oksijen basmcina baghdir (Mortensen vd., 1997). Diisiik oksijen basincinda f3-
karoten zincir kirici bir antioksidan gibi davranirken, daha yiiksek oksijen basincinda
karotenoid antioksidan aktivitesini kaybeder ve otooksidasyonu nedeniyle prooksidan

davranis gosterir.

Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi, radikal stplrme yetenekleri ve lipid peroksil
radikallerini sondiirmeleri ile iliskilidir. B-karoten, yiksek karotenoid ve oksijen
derisimlerinde bir prooksidan olarak hareket edebilir. Peroksil radikalleri lipidlerin
otooksidasyonu sirasinda {iretilir. Karotenoidler (CAR) asagidaki reaksiyonlara gore

radikalleri temizler:
CAR + ROO*— CAR** + ROO

CAR + ROO — CAR* + ROCOH
CAR + ROO*— ROOCAR*®
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Burton ve Ingold (1984) ¢alismalarinda B-karotenin etkili bir zincir kiric1 antioksidan
olarak peroksil-karotenoid radikali (ROOCAR?®) iirettigini 6ne siirmiistiir. f-karotenin
bir antioksidan olarak hareket ettigini, ancak oksijen basinci arttikca, muhtemelen
otooksidatif siirecler nedeniyle B-karotenin bir antioksidan olarak etkinliginin azaldigmni
gostermiglerdir (Burton ve Ingold, 1984). Notr karotenoid radikalleri oksijenle
reaksiyona girerek karotenoid peroksil radikalleri Gretir. Yiiksek oksijen basincinda
karotenoid, prooksidan olarak hareket edebilen ve lipid peroksidasyonuna neden olan
bir karotenoid peroksil radikali tretmek icin oksijenle reaksiyona girebilir (Zhang ve
Omaye, 2001). Daha yiiksek karotenoid derisimleri 150 ve 760 Torr oksijen basincinda
lipid oksidasyonunu artirirken, 15 Torr oksijen basincinda lipid oksidasyonunu
azaltmaktadir. Karotenoidlerin goreceli antioksidan aktivitesi, a-tokoferol gibi diger
antioksidanlarinkine benzer sekilde oksijen basincina baghdir (Palozza ve Krinsky,
1992). Yiksek oksijen basincinda a-Tokoferol bir antioksidan olarak daha etkilidir,
ancak disiik oksijen basincinda p-karoten daha disiik etkilidir. Bu sonug,
karotenoidlerin diisiik oksijen kismi basincinda (p<150 Torr) antioksidan olarak
davrandigini, ancak yiiksek oksijen basincinda prooksidan olarak hareket edebildiklerini
gostermektedir (Beutner vd., 2001). Buna ek olarak, karotenoidin derisimi, prooksidan

aktivitesi baskin oldugu icin aktivitesini etkileyebilir.

2.5. Antioksidanlar Arasindaki Etkilesim Turleri

Dogal veya sentetik gida iirlinlerinde kullanilan antioksidanlar kendi aralarinda
etkilesime girebilir ve sinerjistik, ilave (additive) ve antagonistik etkilesimlere neden

olabilir.

Sinerjistik Antioksidan Etkilesimi (A1+A>>Ar): Iki veya daha fazla farkli
antioksidanin birlikte uygulandiginda antioksidan etkisi, ayr1 ayr1 uygulanan tek tek
antioksidan etkilerin toplamindan daha biyiiktiir. Sinerjistik etkilesim, tim tek tek

antioksidanlar i¢in ayn1 veya farkli dozlarda gozlemlenebilir.

Ilave (additive) Antioksidan Etkilesimi (A1+A,=AT): Birlikte uygulandiginda iki veya
daha fazla farkli antioksidanin antioksidan etkisi, ayr1 ayri uygulanan bireysel

antioksidan etkilerin toplamma esittir.
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Antagonistik Antioksidan Etkilesimi (A1+A><Art): Birlikte uygulandiginda iki veya
daha fazla ayr1 antioksidanin antioksidan etkisi, ayr1 ayr1 uygulanan bireysel antioksidan

etkilerin toplamimdan daha azdir.

Bir gidanm toplam antioksidan kapasitesi, belirli bir gidada potansiyel olarak bulunan
tum antioksidanlarin antioksidan aktivitelerinin net sonucudur. Farkli bilesenler
arasindaki etkilesimler sinerjistik, ilave (additive) ve antagonistik olabilir. Ornegin,
farkli gidalarin fenolik 6ziitleri ciftler halinde karistirildiginda, dort kimyasal bazli
antioksidan modelde sinerjistik, ilave (additive) ve antagonistik etkiler gosterir. Ferulik
asidin, a-tokoferol ve B-karoten ile antagonistik etkilesimler sergiledigi, ancak askorbik

asit ile sinerjistik olarak hareket ettigi gosterilmistir (Tsao, 2015).

2.6. Antioksidanlarin Sinerjistik Etkilesimleri

Ug farkli antioksidan etkilesim tiirii olmasma ragmen, sinerjistik etkilesim en cok ilgi

cekendir ¢iinkii birka¢ avantaji vardir:

1. Gidalarin daha yiiksek kalite ve daha uzun raf dmriine yol agan artan etkinligi,

2. Gerekli antioksidan miktarinin azalmasi, dolayisiyla daha diisiik tiretim maliyeti,

3. Saglik iizerinde olumsuz etkilere neden olabilecek sentetik antioksidanlarin
kullaniminin azalmasi veya tamamen yenilenmesi,

4. Baz1 gidalarda antioksidanlarin daha eksiksiz bir sekilde dagilmasi sinerjistik

kombinasyonlar ile saglanabilir.

Sinerjistik etkinin genellikle ayni sistemde bulunan farkli antioksidanlarin indirgeme
potansiyelindeki farklilik nedeniyle ortaya ¢iktig1 kabul edilir. Indirgeme potansiyel
degeri (E°), antioksidanlarin termodinamik 6zelligidir. Teorik olarak, ¢coklu doymamis
yag asitleri (PUFA) gibi lipidler i¢in sifirdan biiyiik herhangi bir indirgenme potansiyeli
(E°>0) yapmin potansiyel bir oksidan ve herhangi bir negatif net indirgenme potansiyeli

(AE®°<0) yapimin bir antioksidan oldugunu gésterir (Tsao, 2015).

Son yillarda, vitamin-antioksidan bilesikleri arasinda fitokimyasallarin, o6zellikle

polifenollerin ve karotenoidlerin rolleri kesfedilmistir. Bu fitokimyasal antioksidanlarin
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sagladig1 sinerjistik etkiler, yalnizca biyolojik sistemlerde oksidatif streslere karsi
entegre bir savunma mekanizmasi olarak etkilere sahip olmakla kalmaz, ayn1 zamanda

gida kalitesine ve raf dmriine de uygulanabilir (Tsao, 2015).

2.7. DNA’nin Yapisi

Deoksiribonikleik asit (DNA), monomerik birimlerden olusur ve genetik bilginin
depolanmasi, korunmasi, ifade edilmesi ve iletilmesinden sorumludur. DNA, aromatik
bazlardan (bir piirin veya pirimidin halkas1), riboz sekerleri ve fosfat gruplarindan
olusur. Bazlarin ve sekerlerin yapilarindaki ve bazin sekerle yapisal iliskisindeki bir¢cok
varyasyon, DNA’nin sarmal yapisinda farkliliklara neden olur. Piirin yapisinda adenin
(A) ve guanin (G), pirimidin yapisinda timin (T) ve sitozin (C) bazlar1 arasindaki

hidrojen baglari ile ¢ift zincirli sarmal bir yapiya sahiptir (Sinden, 1994).

O
Adenin Timin
O N
</ka|\| | NN
N N/)\N N/KO
Guanin Sitozin

Sekil 2.13. DNA’da bulunan piirin ve pirimidin yapisindaki bazlar
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2.8. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, serbest radikal iiretimi ile antioksidan savunma arasindaki kritik
dengenin elverigsiz oldugu durumlarda ortaya c¢ikan oksidatif hasarin durumunu
tanimlamak i¢in kullanilir. Serbest radikal tiretimi ile antioksidan savunmalar arasindaki
dengesizligin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan oksidatif stres, lipitler, proteinler ve
nikleik asitler dahil olmak iizere ¢ok g¢esitli molekiiler tiirlerin hasar gérmesi ile
iligkilidir. Serbest radikaller, aerobik organizmanin bir yan iiriinii olarak veya UV
radyasyonu, zararl kimyasallar, hava kirliligi, stres, duman, ilag¢ zehirlenmeleri, bakir,
nikel, kadmiyum, demir, civa, krom gibi metal iyonlar1 gibi c¢esitli dis etkilerle
olusabilir. Organizmadaki serbest radikallerin ¢cogu oksijenden olusan molekiillerdir.
Oksijen molekiilinin kismi indirgenmesinden kaynaklanan reaktif oksijen tdrleri,
hidroksil (¢OH), superoksit (O2), hidroperoksil (HOOse), peroksil (ROQe) ve alkoksil
(ROe) radikalleridir. En reaktif serbest radikal hidroksil radikalidir. DNA molekalinin
tim bilesenleri ile reaksiyona girer. Reaktif oksijen tirlerindeki artis oksidatif strese
neden olur ve DNA, protein ve ribozom gibi hiicresel bilesenlere zarar verir (Dreher ve
Junod, 1996).

2.9. Oksidatif Stres Sonucu DNA Parcalanma Urinleri

Reaktif oksijen tlrleri DNA yapisinda 25’ten fazla oksidatif baz hasar iriiniiniin
olusmasina yol acar (Sekil 2.13.). Hasara ugrayan bazlar arasinda 8-hidroksiguanin (8-
OHG) olduk¢a duyarli ve en sik karsilasilan oksidatif DNA hasar1 belirtecidir.

Deoksiguanozinin C8 bagma *OH baglanmasi ile olusur.
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Sekil 2.14. DNA bazlarmin oksidatif hasar trinleri

2.10. Oksidatif Stres Sonucu DNA Hasarinin Onarimi

In vivo oksidatif DNA hasari ¢esitli enzimler tarafindan siirekli olarak onarilir (Demple
ve Harrison, 1994). DNA glikozilazlar, DNA bazlarin1 kesip ¢ikarir ve daha sonra
abazik bolgenin her bir bolgesindeki fosfodiester baglar1 endoniikleazlar tarafindan
kesilerek saglam bir niikleotidin eklenmesine izin verir. Endoniikleaz III gibi bazi
enzimler oksitlenmis pirimidinlerin onarimi i¢in hem glikozilaz hem de endoniikleaz
aktivitelerine sahiptir. Timidin, timin glikol ve hidroksitrasil dahil olmak Uzere bu
eksizyonun onarim firiinleri idrarla atilir. Escherichia coli’deki formamidopirimidin-
DNA glikosilaz enzimi oksitlenmis piirinleri 8-oksoguanin ve 2,6-diamino-4-hidroksi-

5-formamidopirimidini ve daha az oranda karsilik gelen adenin tiirevlerini baz
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eksizyonu yoluyla onarir (Boiteux vd., 1992). Formamidopirimidin DNA glikozilaz
proteininin kodlama yapmayan ve aktif olarak transkribe edilen DNA dizilerindeki 8-
hidroksiguanini esit etkinlikte onardig1 goriilmektedir. Hasarli bazin serbest
birakilmasindan sonra, ekzoniikleazlar yeni bir niikleotidin eklenmesi i¢in apurinik
bolgeyi keser. Insanlarda, 8-hidroksiguanin’in tam niikleotidin tek adiml1 eksizyonu ile
onarimma ek olarak, 8-hidroksiguanin veren benzer iki adimli yollar tanimlanmistir

(Bessho vd., 1993).

2.11. DNA Oksidatif Hasar1 Tayin Yontemleri

DNA lezyonlarinin dogru 6l¢iimii, oksidatif DNA hasarmin mekanizmalarmi, hiicresel
onarimini ve bu hasarin belirli hastaliklardaki roliinii anlamak icin gereklidir. Oksidatif
DNA hasari, comet deneyi, immiinokimyasal yontemler, yiiksek performansli sivi
kromatografisi-elektrokimyasal dedektér (HPLC-ECD), gaz kromatografisi-kitle
spektrometrisi (GC-MS) gibi gesitli teknikler kullanilarak Slgiilebilir.

2.11.1. Comet Deneyi

Tek hicre jel elektroforezi olarak bilinen comet deneyi oksidatif DNA hasarinin
Olciimiine uygulanabilen bir tekniktir. Hiicrelerin mikroskop lami iizerinde ince bir
agaroz jele dokilmesini ve elektroforez kullanilarak DNA’nin ¢ekirdeklerden
¢ikarilmasimi icerir. Kromatin ne kadar parcalanmissa, DNA o kadar fazla go¢ eder ve
(boyandiginda) ¢ekirdekten anot yoniinde uzanan bir daginik bir ¢izgi olusturur. Comet
deneyi, dokudan bozulmadan izole edilmis olmalar1 kosuluyla herhangi bir hiicre
populasyonuna uygulanabilir (Lovell ve Omori, 2008). Bu deney, DNA hasarin1 tespit
etmek i¢in hassas bir yontemdir. Kromatografik ve diger testlere kiyasla comet testinin
en biiyiik avantaji basitligi ve minimum 6rnek hazirhigidir. Bununla birlikte, potansiyel
sorunlar vardir. Testin kalibrasyonu dolaylidir. Oksidatif hasar miktarinin hesaplanmasi,
enzim muamelesini takiben arka plan comet degerinin, comet degerinden ¢ikarilmasima

baghdir.
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2.11.2. immiinokimyasal yontemler

DNA’nin metillenmis serum albiimini gibi bir tasiyict molekiile baglanmasi halinde
immiinojenik hale gelebilecegi ilkesi, DNA i¢in prob olarak antikorlarin
gelistirilmesinde ilk adim olmustur. Bir sonraki asama, oligodeoksiniikleotidlerin de
DNA antikorlarinin {iretilmesi i¢cin hapten olarak islev gorebilecegini gostermistir
(Shigenaga vd., 1994). DNA’daki oksidatif hasarin immiinokimyasal tekniklerle tespit
edilmesi, Ozellikle basitlik, tekrarlanabilirlik ve cok yonliilik agisindan bazi agik
avantajlara sahiptir. Bununla birlikte, antikorlar tipik olarak bir miktar capraz reaktivite
gosterdiginden 6zgiilliigii belirsizdir. Ornegin, bu antikorlar 8-okso-deoksiguanin’ni 8-
okso-Guanin veya oksitlenmis RNA’dan ayirt edemez. Immiinokimyasal yontemlerin

bir diger dezavantaji da antikorlarin gelistirilmesinin zaman alic1 olmasidir.

2.11.3. GC-MS

GC-MS’in DNA hasarinin incelenmesinde kiitle spektrometrik olmayan yaklasimlara
gore temel avantaji, tek bir analiz sirasinda birden fazla oksidasyon triiniinii 6lgme
yetenegidir (Dizdaroglu, 1994). DNA 6rneklerinin GC-MS analizinde DNA’nin tek tek
bazlar1 serbest birakmak tizere hidrolize edilmesi ve ardindan bazlarin GC-MS igin
ucuculuklarini ve termal kararliliklarini1 artrmak iizere tiirevlendirilmesi gerekir. Bu
yontem, hidroliz, tlrevlendirme ve gaz kromatografik analiz sirasinda yapay oksidasyon
olasilig1 nedeniyle elestirilmistir. DNA oksidasyon Urlinlerinin GC-MS analizleri, tipik
olarak diger yontemler kullanilarak elde edilen degerleri 10 kat asan yiiksek seviyeler
verir (Cadet vd., 1997). Yapay DNA oksidasyonunun spesifik kaynaklar1 asagidakileri
icerebilir;

1. Hidroliz ve tiirevlendirme sirasinda kullanilan yiiksek sicakliklar; 8-0kso-
hidroksiguanin’in glikozidik bagini hidrolize etmek icin gereken enerjinin
deoksiguanin i¢in olandan daha yiiksek oldugu bulunmustur (Gackowski vd.,
2001).

2. Oksitlenmis  niikleozitlerin ~ hidroliz  verimlilii  hasar ~ gormemis
niikleotitlerinkinden daha diisiik olabilir.

3. GC enjektoriiniin ve kolonun yiiksek sicakligi (~300°C) bazlarin oksidasyonunu

veya ayrigmasini tesvik edebilir.
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DNA oksidasyonunun bazen oksitlenmis ve dogal deoksiniikleozidlerin molar oranmin
yam1 sira baska birimler kullanilarak da rapor edildigi unutulmamalidir. Ornegin, GC-
MS kullanan laboratuvarlar DNA hasarini genellikle mg veya ng, DNA basina nmol,
pmol veya finol oksidasyon iiriinii olarak rapor eder. Bununla birlikte, DNA hasarini
raporlamak icin en yaygin kullanilan birimler 10° veya 10° dogal baz veya

deoksiniikleozit bagma oksitlenmis baz veya niikleozit sayisidir.

2.11.4. HPLC-ECD

DNA oksidatif iirlinlerini tespit etmek i¢in alternatif bir yaklasim ytiiksek performansl
stvi kromatografisi-elektron yakalama dedektéri (HPLC-ECD)’dir. HPLC-ECD ile 8-
okso-hidroksiguanin analizi igin goreceli basitligi ve yiiksek hassasiyeti, HPLC-ECD’yi
in vivo olarak elde edilen drneklerde DNA oksidasyonunu izlemek igin popiler bir
yontem haline getirmistir (Mecocci vd., 2002; Wei vd., 2002; Yeh ve Hu, 2000). Ancak
bu yontem yalnizca 8-0kso-hidroksiguanin gibi elektrokimyasal olarak aktif bilesikleri

Olgmek icin kullanilabilir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Tez Kapsaminda Kullanilan Cihazlar

Tez g¢alismasinda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Cihazlar ve kullanim amaglar1

Cihazlar

Model/Marka

Kullanim Amaci

Coklu manyetik karistirict

MS-MP8, Wisd

Analizlerde kullanilacak ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda kullanilmistir.

DNA’da olusan oksidatif baz hasar

Etiv DRY-Line, VWR |trunlerinin tayininde tirevlendirme
amaciyla kullanilmistir,
GC-MS/MS Trace 1300, | DNA oksidatif baz hasar tirtinlerinin
Thermo Scientific | kantitatif analizinde kullanilmistir.
Hassas analitik terazi MS105DU, Deneylerde kullanilacak kimyasallarin
Mettler Toledo |tartiminda kullanilmistir.
. Deneylerde kullanilacak ¢ozeltilerin
Isiticili manyetik karistirict Are, Velp hazirlanmasinda kullaniimistir,
DNA’da olusan oksidatif baz hasar
s e FreeZone 2,5 - L. . A,
Liyofilizator arianlerinin belirlenmesi icin 6rnek
Plus, Labconco
hazirlama asamasinda kullanilmistir.
Deneylerde kullanilacak tampon
pH metre HI 221, Hanna |cozeltilerin hazirlanmasinda

kullanilmustir.

Saf su cihazi

Option Q DV25,
Elga Purelab

Analizlerde kullanilan saf suyun
temininde kullanilmuistir.

Santrifij

Z 206 A, Hermle

Ornek hazirlama asamasinda

liullamlmlstlr.
Ultrasonik banyo 2.8 L. United Orneklerin hazirlanmasinda
kullanilmustir.
UV-GB Spektrofotometresi Cary 50_ Conc, | Spektroskopik analizlerde
Varian kullanilmistir.
Analizlerde kullanilacak
Vorteks karistirict VM-10, Wisd | kimyasallarin karistirilmasinda

kullanilmistir.
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3.1.2. Tez Kapsaminda Kullanilan Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Firma Katalog Numarasi
2-hidroksiadenin TRC 1819000
2,4,6-tris (2-piridil)-s-triazin Sigma-Aldrich 93285
2,8-dihidroksiadenin TRC D45105
4,6-diamino-5-formilaminopirimidin | Santa Cruz 217034
4,6-diamino-5-nitropirimidin Sigma-Aldrich S454605
5-formil urasil IS Chemical Tech 1195080
5-hidroksi-5-metilhidantonin TRC H947500
5-hidroksihidantonin TRC H943000
5-hidroksimetil sitozin TRC H945870
5-hidroksimetil urasil Sigma-Aldrich 852589
5-hidroksisitozin Pubchem 3014752
5-hidroksiurasil Pubchem 73268
5,6-dihidrotimin TRC D449440
5,6-dihidrourasil Sigma-Aldrich D7628
8-hidroksi-2-deoksiguanozin Sigma-Aldrich H5653
8-hidroksiadenin Pubchem 5355054
Alloksan Titan Biotech 2244113
Asetik asit Merck 100063
Asetonitril Sigma-Aldrich 34851
Bakir (IT) stilfat pentahidrat Sigma-Aldrich 209198
Buzag: timis DNA’s1 Sigma-Aldrich D4522
Demir (I1) stilfat heptahidrat Merck 103965
Demir (1) klorur Merck 803945
Etanol Merck 100983
Folin-Ciocalteau reaktifi Sigma-Aldrich F9252
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Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasallar (devami)

Kimyasal Ad1 Firma Katalog Numarasi
Formik asit Merck 100264
Gallik asit Sigma-Aldrich | 27645
Hidrojen peroksit Sigma-Aldrich | 16911
Hidroklorik asit Merck 100314
Kafeik asit Sigma-Aldrich | C8221
Metanol Merck 106007
N,O-Bis(trimetilsilil)trifloroasetamid | Sigma-Aldrich | 15222
Oleik asit Teknik -

Piridin Sigma-Aldrich | 270970
Rosmarinik asit Sigma-Aldrich | 536954
Sodyum asetat trihidrat Sigma-Aldrich | S8625
Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich | 795429
Sodyum karbonat Sigma-Aldrich | 791768
Sodyum potasyum tartarat tetrahidrat | Sigma-Aldrich | 217255
Timin glikol Pubchem 2943568
Troloks Sigma-Aldrich | 238813

3.1.3. Tez kapsaminda kullanilan sarf malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan sarf malzemeler Cizelge 3.3 ’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Caligmalarda kullanilan sarf malzemeler

Malzeme Adi Firma Katalog Numarasi Ozellikleri
Mikropipet Eppendorf 7683809 10— 100 uL
Mikropipet Eppendorf 7683825 100 — 1000 pL
Mikropipet Eppendorf 7683833 500 — 5000 pL
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3.1.4. Tez kapsaminda kullanilan ¢o6zeltiler

Toplam fenolik madde tayininde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1,0 g NaOH ve 5,0 g Na,COs tartilip balon jojede saf su ile 250 mL’ye

tamamlanarak Lowry A ¢ozeltisi hazirlanmustir.

e 0,5 g NaKC4H4Os ve 0,25 g CuSOs tartilarak balon jojede saf su ile 50 mL’ye
tamamlanarak Lowry B ¢ozeltisi hazirlanmistir.

e 50:1 oraninda Lowry A ve Lowry B c¢ozeltileri karistirilarak Lowry C ¢ozeltisi
hazirlanmistir.

e Folin-Ciocalteu reaktifi 1:3 oraninda saf su ile seyreltilerek Folin-Ciocalteu
¢ozeltisi hazirlanmustir.

e 0,1 g gallik asit tartilip balon jojede 100 mL’ye metanol ile tamamlanarak gallik

asit ¢ozeltisi hazirlanmustir.
Antioksidan kapasite tayininde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

FRAP yontemi:

e pH 3,6 asetat tamponu igin; 925 mL 0,1 M CH3;COOH ve 75 mL 0,1 M
CH3COONa ¢ozeltilerinin karistirilmasiyla hazirlanmistir. 0,1 M Sodyum asetat
cozeltisi icin; 13,6 g CH;COONa.3H,O0 tartilarak balon jojede saf su ile hacmi
1000 mL’ye tamamlanmistir. 0,1 M Asetik asit ¢ozeltisi icin; 0,6 mL derisik
CH;COOH  (%99,5-1,05 g/cm®) saf su ile balon jojede 100 mL’ye
tamamlanmuistir.

e 40 mM hidroklorik asit ¢ozeltisi igin; 332 pL derisik HCI (12,06 M) saf su ile
balon jojede 100 mL’ye tamamlanmustir.

e 10 mM TPTZ ¢ozeltisi icin; 0,3 g 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin (TPTZ) 40 mM
HCl i¢inde ¢oziilerek balon jojede 100 mL’ye tamamlanmustir.

e 20 mM demir (I11) klorir ¢ozeltisi icin; 0,3 g FeCls saf su ile ¢oziilerek toplam

hacim balon jojede 100 mL’ye tamamlanmustir.
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e pH 3,6 tamponu, TPTZ ve FeCl; c¢ozeltileri sirasiyla 10:1:1 oranlarinda
karistirilarak FRAP ¢ozeltisi hazirlanmustir.
e 1 mM Troloks ¢ozeltisi igin; 25 mg troloks metanol ile ¢o6ziikip balon jojede 100

mL’ye tamamlanmustir.

DNA oksidasyonu ¢ahismalarinda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

e Buzag: timis DNA ¢ozeltisi (0,5 mg/mL) igin; 5 mg buzag: timiis DNA’s1 10
mL ultra saf su ile ¢ozilerek hazirlanmistir.

e 10 mM H,0; ¢ozeltisi igin ilk olarak 9,79 M H,0, ¢ozeltisinden 205 uL almnip
saf su ile 10 mL’lik balon jojede tamamlanarak 200 mM ara stok ¢ozelti
hazirlanmistir. 200 mM H,0, ¢ozeltisinden 2,5 mL alinip saf su ile 50 mL’ye

tamamlanarak 10 mM H,O, ¢ozeltisi hazirlanmistir.

e 10 mM Fe* ¢ozeltisi icin; 0,278 g FeSO,.6H,0 tartilarak saf suda ¢oziilip

hacmi balon jojede 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

3.2. YOontem

Tez kapsaminda yapilan ¢calismalar 3 ana baslik altinda toplanabilir. Bunlar;

e Spektroskopik ¢aligmalar
o Kemometrik ¢alismalar

e Kromatografik ¢alismalar

3.2.1. Spektroskopik yontemler

Folin-Ciocalteu yontemiyle toplam fenolik madde tayini

Elektron transferini temel alan Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik madde tayini
yapilmistir (Karkar vd., 2018). Deney tuplerine alinan x mL 6rnek/standart, 2-x mL saf
su, 2,5 mL Lowry C c¢ozeltisi ve 0,25 mL Folin-Ciocalteu reaktifi toplam hacim 4,75
mL olacak sekilde karistirilmistir. 30 dk boyunca karanlikta bekletilen Orneklerin

absorbanslart UV-GB Spektrofotometresi ile 750 nm’de ol¢iilmistiir. Kalibrasyon
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grafigi i¢in artan derisimlerde hazirlanan standart gallik asit ¢ozeltilerinden
yararlanilmistir. En kiicik kareler (EKK) yontemiyle hesaplanan dogru denkleminde
gallik asit derisimine kars1 absorbans degerleri grafige gecirilmistir (Cizelge 3.4). Elde
edilen dogru denklemi kullanilarak 6rnek/standartlarin toplam fenolik madde igerigi mg
GAE (gallik asit esdegeri) olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.4. Folin-Ciocalteu yontemi kalibrasyon verileri

Derisim arahg: ] Regresyon
Ydntem Dogru denklemi
(mg/L) katsayisi
Folin-Ciocalteu 1-30 y=0,0571x-0,0178 0,9957

FRAP antioksidan kapasite tayini

Antioksidan kapasite tayininde FRAP yontemi kullanilmistir. Kalibrasyon grafigi igin
standart madde olarak artan derisimlerde hazirlanan troloks cozeltisi kullanilmistir
(Karkar ve Sahin, 2022). Deney tiplerine x mL 6rnek/standart ve 3-x mL FRAP reaktifi
toplam hacim 3 mL olacak sekilde eklenmistir. Ornek/standartlar 30 dk boyunca
karanlik ortamda bekletilmistir. UV-GB spektrofotometresi ile 593 nm’de absorbanslar1
Olgtilmiistiir. Troloks derisimine karsilik absorbans degerleri grafige gegirilerek EKK
yontemiyle dogru denklemi hesaplanmistir (Cizelge 3.5). Orneklerin antioksidan
kapasite degerleri i¢in elde edilen dogru denklemi kullanilmistir. Sonuglar mg TE

(troloks esdegeri) olarak hesaplanmaistir.

Cizelge 3.5. FRAP yontemi kalibrasyon verileri

Yontem  Derisim arahgi (mg/L) Dogru denklemi  Regresyon katsayisi
FRAP 0,1-5 y=0,2517x+0,0403 0,9969

3.2.2. Kemometrik cahismalar

Kemometrik yontemler icin gallik asit, rosmarinik asit ve kafeik asit c¢ozeltileri
kullanilmistir. 100 pM gallik asit (GA), kafeik asit (KA) ve rosmarinik asit (RA)
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cozeltileri ayr1 ayr1 metanol ile hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler daha sonra analiz

edilene kadar +4°C’de saklandi.

HO (0]
o /
HO HO OH
OH
HO HO
Gallik asit Kafeik asit
OH
(@) OH OH
0 NS
N
(@)
HO
OH

Rosmarinik asit

Sekil 3.1. Tez kapsaminda kullanilan fenolik maddeler

GA, RA ve KA cozeltilerinin sinerjistik etki gosterdikleri optimum derisim degerinin
belirlenmesi icin kemometrik yontemler kullanilmistir. Bhat ve digerlerinin (2007),
yaptiklar1 ¢alismaya gore derisim araligi belirlenmistir (Bhat vd., 2007). Bu derisim
aralig1 belirlenirken antioksidan maddelerin toksik derisim degerlerinin altinda
calisilmistir. Buna gore kullanilan kodlanmis seviye ve gercek seviye degerleri Cizelge

3.6-3.7°da verilmistir.

Cizelge 3.6. Merkezi kompozit dizayn igin faktorler ve kodlanmis seviye degerleri
(kafeik asit (KA), rosmarinik asit (RA) ve gallik asit (GA))

Faktor Kodlanmis seviyeler

-1,732 -1 0 1 1,732
KA (uM) 2,54 4 6 8 9,46
RA (uM) 2,54 6 8 9,46
GA (uM) 2,54 4 6 8 9,46
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Cizelge 3.7. Gergek seviye degerleri icin merkezi kompozit dizayn tablosu

Faktorler
Deney X1 X2 X3
KA (uM) RA (uM) GA (uM)
1 4,00 4,00 4,00
2 8,00 4,00 4,00
3 4,00 8,00 4,00
4 8,00 8,00 4,00
5 4,00 4,00 8,00
6 8,00 4,00 8,00
7 4,00 8,00 8,00
8 8,00 8,00 8,00
9 2,54 4,00 4,00
10 9,46 4,00 4,00
11 6,00 2,54 4,00
12 6,00 9,46 4,00
13 6,00 6,00 2,54
14 6,00 6,00 9,46
15 6,00 6,00 6,00
16 6,00 6,00 6,00
17 6,00 6,00 6,00
18 6,00 6,00 6,00
19 6,00 6,00 6,00
20 6,00 6,00 6,00

3.2.3. DNA oksidatif hasar urtnlerinin belirlenmesi

Gaz kromatografisi kitle spektrometri/kiitle spektrometri (GC-MS/MS) cihazi ile
DNA’da olusan oksidatif hasar iriinlerinin analizi yapilmistir. GC-MS/MS ile DNA’da
olusan oksidatif baz hasar trunlerinin ve 6rneklerin analizi i¢in DB-5MS (Agilent 128-
5512) kapiler kolonu (12 m, 0,20 mm, 0,33 um) kullanilarak, seg¢ilmis reaksiyon
gorintilleme (selected reaction monitoring, SRM) teknigi ile analiz ger¢eklestirilmistir.
Her bir madde i¢in alikonma zamani, 70 eV ile yapilan 1. iyonlagma sonrasi taranacak
kiitleler, 2. iyonlasma igin uygulanacak en uygun enerji ve 2. iyonlasma sonrasi
taranacak kiitleler belirlenmistir. GC-MS/MS cihazi igin ¢alisma kosullar1 ve sicaklik

programu Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9.”da verilmistir (Aybastier, 2016).
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Cizelge 3.8. GC-MS/MS cihazi ¢alisma kosullar1

Enjeksiyon hacmi 2 uL

Enjeksiyon modu Split

Split orani 5

Enjeksiyon sicakligi 250°C

Ara yiizey sicakligi 280°C

Iyon kaynag1 sicaklig 250°C

Hareketli faz akis hizi 1 mL/dk

Tarama modu SRM (SIM/SIM)
GC program suresi 17 dk

Cizelge 3.9. GC-MS/MS cihazi i¢in sicaklik programi

Oran (°C/dk) Sicaklik (°C) Bekleme stiresi (dk)
- 130 2
8 230 0
20 280 0

Daha sonra asagida belirtildigi gibi (ultra saf su kullanilarak) hazirlanan 6rnek

karigimlar analiz edilmistir.
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Cizelge 3.10. DNA oksidasyonu igin gozeltiler

Antioksidan
Yontem DNA Fenton+H,0, (100 pM stok Su
cozeltiden)
196,75 UL KA
FOLIN 168,75 UL RA | 1586,5 pL
235,5 uL GA
200,75 UL KA
FRAP 84,38 UL RA 1752,3 pL
150 pL GA

200 pL 37,5 uL+37,5 pL

Analiz i¢in hazirlanan 6rnekler -24°C’de dondurulmustur. Dondurulmus olan érnekler -
86°C’de 100 mbar basingta liyofilize edilmistir. Asidik hidroliz igin, liyofilize edilen
ornekler 1 mL %60’lik formik asit ile 130°C’de 30 dk bekletilmistir. Asidik hidroliz
olan 6rnekler -24°C’de dondurulup, daha sonra tekrar -86°C’de 100 mbar basingta
liyofilize edilmistir. Liyofilize edilen érnekler 41,6 uL piridin ve 58,4 uL %1 TMCS

iceren BSTFA ile 120°C’de 40 dk bekletilip tiirevlendirilmistir. Tiirevlendirilen
drnekler direkt olarak GC-MS/MS ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Kemometrik yontemler

Antioksidanlar tarafindan gosterilen sinerjistik etki derisimlerini optimize etmek igin 5
seviyeli 3 parametreli, 20 deneyden olusan c¢ok yanith merkezi kompozit dizayn
tasarlanmigtir. Cizelge 3.6 ve 3.7°da verilen seviyelere ve dizayn tablosuna gore 20
deney icin toplam fenolik igerik (Folin-Ciocalteu) ve antioksidan kapasite (FRAP)
Olcim sonuglar1 kullanilarak yapilan ANOVA analizi igin Design Expert 7.0.0 (Stat-
Ease inc. USA) programi kullanilmistir. Merkezi kompozit dizayn yontemi ile bulunan

tahmini derisim degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kemometrik deneysel ve tahmini degerler

Toplam fenolik igerik

Antioksidan kapasite

(mg GAE) (mg TE)
Deney FOLIN FRAP

Deneysel Tahmini Deneysel Tahmini
1 22,37 25,28 28,39 30,54
2 25,29 26,36 36,40 36,93
3 20,47 21,46 31,78 31,51
4 32,61 35,74 37,29 36,07
5 23,95 23,85 32,62 33,82
6 29,40 31,44 38,40 38,66
7 29,17 31,13 41,70 41,16
8 51,79 51,91 44,36 44,19
9 20,12 18,28 34,12 32,65
10 39,41 37,21 39,30 40,80
11 23,99 22,05 40,20 37,80
12 38,58 36,48 41,00 43,42
13 32,49 29,29 28,26 27,57
14 42,90 42,06 36,72 37,43
15 27,99 29,69 27,40 27,22
16 29,17 29,69 25,84 27,22
17 28,53 29,69 26,62 27,22
18 34,00 29,69 26,54 27,22
19 29,80 29,69 27,56 27,22
20 28,66 29,69 29,37 27,22
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Elde edilen 20 deney icin ANOVA analizi sonuglar1 Cizelge 4.2’de gosterilmistir.
ANOVA sonucuna gore p<0,05 olan parametreler onemli, p>0,05 olan parametreler
onemsiz olarak kabul edilmistir. ANOVA analizi sonuglarma g0re olusturulan

denklemler Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.2. Kemometrik yanit degerleri icin ANOVA analizi sonuglari

FOLIN (R%= 0,9322)

Kaynak SS MS F degeri p degeri
Model 9 109821 122,02 15728 <0,0001
Lackof fit 5 55,72 11,14 2,31 0,1900
Pure error 5 24,14 4,83
FRAP (R’= 0,9483)
Kaynak SS MS  Fdegeri  p degeri
Model 9 68711 7635 2038  <0,0001
Lack of fit 5 29,96 5,99 4,00 0,0773
Pure error 5 7,50 1,50

DF: serbestlik derecesi, SS: karelerin toplami, MS: ortalamalarin karesi

Cizelge 4.3. Onemli parametrelere gore olusturulan model denklemleri

Yanit Ikinci dereceden polinom denklemleri
i 2
(Fn?ng\,lAE) y =29,69 + 5,47xl + 4,16x2 + 3,69x3 + 3,30x1x2 + 2,77x2x3 + 2,OOx3
2 2
FRAP Y= 27,22 +2,35x +1,62x +2,85x + L5Ox X +3,17x +446x, +
2
(mg TE) 1,76x,

Derisim degerleri ile toplam fenolik madde arasindaki iligki Sekil 4.1.a ve Sekil
4.1b’deki yanit yilizey grafiklerinde gosterilmistir. Folin-Ciocalteu yontemi ile
belirlenen toplam fenolik madde degerleri KA derisimi azaldik¢a azalmaktadir. Bununla
birlikte RA derisimi azalirken toplam fenolik madde degerleri de artmistir. En ylksek
toplam fenolik madde, en yiksek RA ve KA derisimde gozlenmistir. Bununla birlikte
Sekil 4.1.b’de en yiiksek toplam fenolik madde, en yiksek GA ve RA derisiminde

gozlenmistir.
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Derigim degerleri ile antioksidan kapasitesi arasindaki iligki, Sekil 4.2.’deki yanit yiizey
grafigi ile gosterilmistir. FRAP yontemi kullanilarak belirlenen antioksidan kapasite
degeri en yiiksek GA ve RA degerinde gozlenmistir. Artan RA derisimi ile ilk basta
antioksidan kapasitede azalma gozlenmis, ancak RA derisimi 6 pM’ye ulastiginda

antioksidan kapasite artmaya baglamustir.
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Sekil 4.2. Antioksidan kapasite igin yanit yiizey grafigi

Sonug olarak merkezi kompozit dizayn ile birlestirilmis ylizey analiz yontemi sinerjistik
etki gosteren derisim degerlerini optimize etmek igin basariyla kullanilmigtir. GA, RA
ve KA derigim degerleri arasindaki degisimlerin sinerjistik etki tizerinde olumlu etkileri

oldugu gozlemlenmistir. Sonuglara gore optimum kosullar Cizelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Merkezi kompozit dizayn i¢in optimum kosullar

] Antioksidanlarm optimum derisim
Optimum degerler

Yanitlar degerleri
Tahmini Deneysel KA (uM) RA (uM) GA (uM)
FOLIN (mg GAE) 53,48 51,46+4,92 7,87 6,75 9,42
(maksimum)
FRAP (mg TE)
) 47,27 45,99+1,41 8,03 9,34 6,00
(maksimum)

Cizelge 4.5. Antioksidanlarimn sinerjistik/antagonistik etkisi

Fenolik madde FOLIN (mg GAE)  FRAP (mg TE)
KA (uM) 13,33 6,09
RA (uM) 11,98 6,59
GA (uM) 18,81 22,06
Toplam (li¢li toplam) 44,12 34,74
Optimum (Deneysel) 51,46 45,99
Etki Sinerjistik Sinerjistik

Folin Ciocalteu ve FRAP yontemleri elektron transferine dayanan yontemlerdir. Bu
yontemler reaksiyon karisiminda bulunan iki bilesenin (antioksidan ve oksidan)
reaksiyona dayanir. Folin Ciocalteu yonteminde antioksidan maddeler (fenolik
bilesikler) ve diger indirgen maddeler tarafindan molibdenyuma elektron verilerek
reaksiyon gergeklesir. Olusan mavi renkli kompleksin absorbans degeri 750 nm’de
Olgiilir. Bu yontemde standart olarak kullanilan gallik asit, fenolik olmayan bir ¢ok
bilesik (aromatik aminler, stlfiir dioksit, askorbik asit, Cu (I) ve Fe (II) gibi) tarafindan
indirgenebilir. Bu nedenle Folin Ciocalteu yonteminde girigim etkisi olusturabilen pek
¢cok madde bulunabilir (Magalhdes vd., 2008). (Folin Ciocalteu yontemi, dogal
ekstraktlarin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde basit, tekrarlanabilir ve guvenilir

bir yontemdir. Antioksidan 06zellik belirleme c¢aligmalarinda yaygin olarak
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kullanilmaktadir. Ancak reaksiyon uzun siirmesi ve lipofilik bilesiklerin reaksiyon
vermemesi dezavantajdir (Huang vd., 2005; MacDonald-Wicks vd., 2006; Magalhaes

vd., 2008). Folin-Ciocalteu yontemi i¢in reaksiyon soyledir:

COOH COO "
Na,CO,
R
HO OH HO OH
OH OH
Gallik asit
COO COO~
+ 2Mot" ——> + 2 Mo +2 H*
HO OH HO OH

OH OH

Sekil 4.3. Folin-Ciocalteu yontemi reaksiyonu

FRAP yonteminde asidik ortamda Fe(l11), Fe(ll) formuna indirgenerek renkli ferrik-
tripiridiltriazin (Fe(TPTZ)2%*) kompleksinin olusmasina neden olur. Reaksiyon sonunda
olusan renkli kompleksin 30 dk sonra absorbans degeri 595 nm’de Olculir. FRAP
yontemi diger yontemlere gore basit, hizli ve ucuzdur (Magalhées vd., 2008; Prior vd.,

2005). Asidik ortamda, antioksidanlarin varliginda ger¢eklesen reaksiyon soyledir:

[Fe(TPTZ),]** + ROH — [Fe(TPTZ)]** + RO* + H*
(ROH = Antioksidan madde)

Troloks esdeger antioksidan kapasitesi (TEAC) degeri; antioksidan kapasitesi arastirilan
maddenin 1,0 mM ¢oOzeltisine esdeger antioksidan kapasitesine sahip bir Troloks
cozeltisinin milimolar konsantrasyonu olarak tanimlanir. Fenolik bilesiklerde hidroksil
gruplarinin  sayist ve konumu, tim molekiilin konjugasyon derecesi bilesigin

antioksidan ozelliginde etkilidir. Tez kapsaminda calistigimiz maddeler kafeik asit (2
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OH, -CH=CH-COOH), gallik asit (3 OH), rosmarinik asit (4 OH, -CH2-COOQOH) ile
TEAC degerleri sirasiyla 1,23; 2,63; 2,65 olarak bulunmustur (Berker vd., 2010). Buna
gore gallik asit ve rosmarinik asitin antioksidan kapasite degerleri derisim olarak
birbirine yakindir. Cizelge 4.5.’te fenolik bilesiklerin (6 uM) FOLIN ve FRAP
sonuglarina bakildiginda tek olarak yiliksek degerin gallik asit icin elde edildigi
belirlenmistir. Bu da ayn1 derisimdeki fenolik maddeler i¢in TEAC degerleri ile uyumlu
bulunmustur. Sekil 4.1.a.’da toplam fenolik madde icin yiizey grafiklerine bakildiginda
da rosmarinik asit derisimi en biiyiik, kafeik asit derisimi ise en kiiciik degerde iken
toplam fenolik madde degeri maksimuma ulasmistir. Benzer durum Sekil 4.1.b.’de
gallik asit derisimi en biiyiik, rosmarinik asit derisimi kiigiik iken maksimum toplam
fenolik madde degeri goriilmektedir. Aslinda burada rosmarinik asit derisimindeki
artiginda yliksek olmasi beklenir, ancak gallik asit ve rosmarinik asitin birlikte
bulundugu ortamda bilesiklerin derisiminin artmasi ile ortaya ¢ikan sterik etkiden dolay1
toplam fenolik madde degerleri azalabilmektedir. Sekil 4.2°ye incelendiginde ise
rosmarinik asit ve gallik asit derisiminin en yiiksek oldugu degerde antioksidan kapasite
degeri de maksimumdur. Optimizasyon sonuglarina gore (Cizelge 4.4.) maksimum
fenolik madde/antioksidan kapasite i¢in fenolik madde derisimleri ayni degildir. Cilinkii
hem Folin Ciocalteu hem de FRAP yontemi igin reaksiyon kosullar1 ve fenolik
maddelerin bu reaksiyona cevap verme kabiliyeti farklidir. Bu da fenolik bilesiklerin
kimyasal yapisi ve sterik etki ile aciklanmaktadir. Kullanilan ydntemlerin 6lgiim
prensipleri ve deneysel kosullar1 reaksiyon verebildikleri fenolik madde gruplarina gore
farklilik gostermektedirler. Bu nedenle farkli yontemler i¢in fakli optimum derisim
degerleri bulunabilir. Ayrica Cizelge 4.5.’e gore bulunan optimum derisim degerleri i¢in
deneysel belirlenen sonuglar tek tek toplam sonuglarindan daha yiiksektir. Buna gore
belirlenen optimum derisim degerlerinde bulunan sonuglar antioksidan maddelerin

sinerjistik etkilesim i¢inde oldugu gostermektedir.
4.2. GC-MS/MS analizi

Bu calismada antioksidanlarin gosterdigi sinerjistik etkinin DNA oksidatif hasar1
iizerindeki etkileri incelenmistir. Bolim 3.2.3’te belirtilen sekilde hazirlanan DNA
oksidatif baz hasar drlnlerinin kromatografik olarak Cizelge 3.8. ve Cizelge 3.9.’da

belirtilen GC-MS/MS ¢aligma kosullarinda analizleri gergeklestirilmistir. Her bir hasar
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driiniiniin  belli derisim araliklarinda belirlenen dogru denklemleri ve regresyon

katsayilar1 Cizelge 4.6°da verilmistir (Dawbaa vd., 2017).

Fenton reaksiyonu ile oksidatif strese ugratilan buzagi timis DNA ve optimum
derisimlerde GA, KA ve RA eklenerek oksidatif strese ugratilmis DNA Ornekleri
Boliim 3.2.3te belirtildigi gibi analiz i¢in hazirlanmistir. Fenton reaksiyonu ile oksidatif
strese ugratilan buzagi timiis DNA ve optimum derisimlerde GA, KA ve RA eklenerek
oksidatif strese ugratilmis buzagi timiis DNA’sinin GC-MS/MS yapilan analizine ait
kromatogramlar sirasiyla Sekil 4.4., Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da gorilmektedir.

Cizelge 4.6. DNA oksidatif baz hasar Grlinlerinin validasyon parametreleri (Aybastier,
2016).

paz hasar frini Dogru denklemi R Deri?:tng]/gahgl
56DHT y = 16646x + 18767 0,9999 0,25-200
56DHU y = 29866x + 26116 0,9999 0,25-200
SH5MH y = 139484x + 40828 0,9995 0,25-200
SHH y = 332926x + 456151 0,9999 0,10-200
SFU y = 37526x + 182000 0,9985 0,50-200
SHU y = 180247x — 71952 0,9983 0,25-200
SHMU y = 35141x + 5368 0,9997 0,05-200
Alx y = 403716x — 448535 0,9985 0,10-200
SHC y = 234156x — 344006 0,9969 0,10-200
46D5NP y = 25379x — 19999 0,9978 0,50-200
TG y = 650289x + 807385 0,9966 0,10-200
5HMC y = 12495x — 2449 0,9991 0,10-200
46DSFP y = 123507x + 139198 0,9998 0,10-200
8HA y = 204511x + 825496 0,9918 0,10-200
2HA y = 8172x + 55630 0,9104 0,25-200
FG y = 99348x — 214935 0,9962 0,25-200
28DHA y = 63055x — 139448 0,9976 0,50-400
8OHG y = 82775x + 2508 0,9874 0,10-25
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Sekil 4.4. Fenton oksidasyonu ile olusan DNA hasar iirtinleri (56DHT: 5,6-dihidrotimin, 56DHU: 5,6-dihidrourasil, 5SH5MH: 5-hidroksi-5-
metilhidantoin, 5HH: 5-hidroksihidantoin, 5FU: 5-formilurasil, 5SHU: 5-hidroksiurasil, 5SHMU: 5-(hidroksimetil)urasil, Alx: alloksan, 5HC:
5-hidroksisitozin, 46D5NP: 4,6-diamino-5-nitropirimidin, TG: timin glikol, 5SHMC: 5-(hidroksimetil)sitozin, 46D5FP: 4,6-diamino-5-
(formilamino)pirimidin, 8HA: 8-hidroksiadenin, 2HA: 2-hidroksiadenin, FG: 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin, 28DHA.: 2,8-
dihidroksiadenin, 80OHG: 8-hidroksiguanin)
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Sekil 4.5. Folin-ciocalteu optimum kosullarinda Fenton oksidasyonu ile olusan DNA hasar triinleri (56DHT: 5,6-dihidrotimin, 56DHU:
5,6-dihidrourasil, 5SH5MH: 5-hidroksi-5-metilhidantoin, 5HH: 5-hidroksihidantoin, 5FU: 5-formilurasil, 5SHU: 5-hidroksiurasil, 5SHMU: 5-
(hidroksimetil)urasil, Alx: alloksan, 5HC: 5-hidroksisitozin, 46D5NP: 4,6-diamino-5-nitropirimidin, TG: timin glikol, 5SHMC: 5-
(hidroksimetil)sitozin, 46D5FP: 4,6-diamino-5-(formilamino)pirimidin, 8HA: 8-hidroksiadenin, 2HA: 2-hidroksiadenin, FG: 2,6-diamino-

4-hidroksi-5-formamidopirimidin, 28DHA: 2,8-dihidroksiadenin, 80OHG: 8-hidroksiguanin)
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Sekil 4.6. FRAP optimum kosullarinda Fenton oksidasyonu ile olusan DNA hasar {iriinleri (56DHT: 5,6-dihidrotimin, 56DHU: 5,6-
dihidrourasil, 5SH5MH: 5-hidroksi-5-metilhidantoin, 5SHH: 5-hidroksihidantoin, 5FU: 5-formilurasil, 5HU: 5-hidroksiurasil, 5SHMU: 5-
(hidroksimetil)urasil, Alx: alloksan, 5HC: 5-hidroksisitozin, 46D5NP: 4,6-diamino-5-nitropirimidin, TG: timin glikol, 5SHMC: 5-
(hidroksimetil)sitozin, 46D5FP: 4,6-diamino-5-(formilamino)pirimidin, 8HA: 8-hidroksiadenin, 2HA: 2-hidroksiadenin, FG: 2,6-diamino-
4-hidroksi-5-formamidopirimidin, 28DHA: 2,8-dihidroksiadenin, 80OHG: 8-hidroksiguanin)



Fenton reaksiyonu ile oksidatif strese ugratilan 6rnekler i¢in Cizelge 4.6.’da verilen

validasyon parametrelerine gore oksidatif strese ugratilan buzagi timiis DNA’da olusan

baz hasar triinleri (ng/mg DNA) hesaplanmistir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Fenton reaksiyonu ortaminda olusan DNA oksidatif baz hasar {iriinleri

(ng/mg DNA)

DNA + Fenton Opt‘. opt.
FOLIN FRAP
56DHT <LOD 0,24+0,07 <LOD
56DHU <LOD <LOD <LOD
5H5MH 134,54+27,60 19,84+0,29 57,33+1,32
5HH 32,25+4,64 24,01+0,04 14,10+0,89
SFU <LOD 2,47+0,07 2,59+0,25
5HU 0,85+0,06 1,15+0,03 0,54+0,09
SHMU 0,38+0,54 44,37+0,67 16,10+0,27
Alx 4,00%0,37 11,35+0,14 3,51+0,01
SHC 2,32+0,01 2,35+0,01 7,60+0,02
46D5NP 1,07+0,01 1,30+0,04 1,27+0,01
TG 0,54+0,08 1,87+0,09 1,04+0,07
SHMC <LOD 0,50+0,02 <LOD
46D5FP <LOD <LOD <LOD
8HA <LOD <LOD <LOD
2HA <LOD <LOD <LOD
FG 2,97+0,01 2,97+0,01 2,97+0,01
28DHA <LOD <LOD <LOD
80OHG <LOD <LOD <LOD
Toplam 178,93 112,43 107,06

<LOD: Tespit limitinin altinda
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Fenton reaksiyonu ile oksidatif strese ugratilan DNA 6rnegine sirasiyla FOLIN (7,87
UM KA; 6,75 uM RA; 9,42 uM GA) ve FRAP (8,03 uM KA, 9,34 uM RA,; 6,00 uM
GA) yontemlerine gore merkezi kompozit dizayn ile bulunan optimum derisimler
eklendiginde, sirasiyla toplam 112,43 ve 107,06 ng/mg DNA bulunmustur. Sayisal
veriler dikkate alindiginda DNA oksidatif baz hasar {iriinlerinin olusumunu sirastyla
yaklasik %37,17 (FOLIN yontemi) ve %40,17 (FRAP yontemi) oraninda &nledigi

belirlenmistir.
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5. SONUC

Flavonoidler, kimyasal yap1 ve Ozellikleri bakimindan g¢esitlilik gosteren bir grup
polifenolik bilesiktir. Meyve, sebze, kabuklu yemisler, tohumlar, cicekler ve agac
kabuklarinda dogal olarak bulunurlar ve insan diyetinin ayrilmaz bir parcasidirlar.
Antibakteriyel, antiviral, anti-enflamatuar, antialerjik ve vazodilator etkiler de dahil
olmak iizere gok cesitli biyolojik etkiler sergiledikleri bildirilmistir. Flavonoidler bu
etkileri temelde sahip olduklar1 antioksidan kapasiteleri nedeniyle, serbest radikalleri

temizleyerek ve iki degerlikli katyonlar: selatlayarak gosterirler.

Serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri viicudumuz tarafindan
cesitli endojen sistemler, farkli fizyokimyasal kosullara maruz kalma veya patolojik
durumlar nedeniyle Uretilir. Viicudun fizyolojik islevlerinin normal sekilde ilerlemesi
icin serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki denge oldukga dnemlidir. Serbest
radikaller viicudun bunlar1 diizenleme yetenegini asarsa, oksidatif stres olarak bilinen
bir durum ortaya ¢ikar. BOylece serbest radikaller lipidleri, proteinleri ve DNA’y1
olumsuz yonde degistirir ve bir dizi insan hastaligini tetikler. Antioksidanlarin ROS
kaynakli oksidatif hasara ve buna bagh lipid peroksidasyonuna ayrica DNA hasarina

kars1 koruma saglamada onemli bir rol oynar.

Dogal veya sentetik gida iirlinlerinde kullanilan antioksidanlar kendi aralarinda
etkilesime girebilir ve sinerjistik, ilave (additive) ve antagonistik etkilesimlere neden
olabilir. Antioksidan vitaminler (6rn., C vitamini ve E vitamini) ve fitokimyasal
antioksidanlar (polifenoller ve karotenoidler vb.) dahil olmak tizere dogal olarak olusan
antioksidanlar, birlestirildiklerinde sinerjistik etkilesimlere neden olabilir ve bu nedenle
gida sistemlerinde uygulamayr kolaylastirabilir. Dogal antioksidan kullanmanin
avantajlari, 6zellikle sinerjistik etkilesimlere sahip kombinasyonlar ciddiye alinmalidir;
dogal ve sentetik antioksidanlar arasindaki ve farkli gida matrisleriyle olan ¢ok yonlii

etkilesimlere yonelik sistematik arastirmalar stirdiiriilmelidir.

Bu c¢alismada kafeik asit, rosmarinik asit ve gallik asit fenoliklerinin

antagonistik/sinerjistik etkileri ortaya konulmustur. Optimizasyon tekniklerinden
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merkezi kompozit dizayn kullanilarak belirlenen derisim araliginda kafeik asit,
rosmarinik asit ve gallik asitin toplam antioksidan 6zelligi maksimum olacak sekilde
optimum derisim degerleri belirlenmistir. Optimum derisim degerleri ile belirlenen
toplam fenolik madde (Folin-Ciocalteu yontemi) ve antioksidan kapasite (FRAP

yontemi) degerleri tahmini degerlerle uyumlu bulunmustur.

Belirlenen optimum derisimler de kafeik asit, rosmarinik asit ve gallik asitin buzagi
timiis DNA’sinda Fenton reaksiyonu ile olusturulan hidroksil radikalinin yol agacagi
oksidatif hasara etkisi incelenmistir. Buzagi timis DNA’s1 ve antioksidan igeren
ortamda Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikali olusturulmus, DNA oksidatif baz hasar
urunleri GC-MS/MS ile analiz edilmistir. Antioksidanlarin varhginda DNA’da oksidatif

baz hasar1 olusumunun bityik oranda engellendigi belirlenmistir.
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