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OZET

Oksidanlar, yasayan organizmalar i¢in ¢ok etkili ve zararh kimyasallardir. Serbest
radikaller, sozii edilen oksidanlarin bir bolimiinii olusturmaktadirlar. I¢erdikleri ¢iftlesmemis
elektronlart yiiziinden baska molekiillerin yapisimi bozmaktadirlar. Oksijenden tiireyen serbest
radikallerin en hasar yapici olami da hidroksil radikalidir,

Bu ¢aliginada hidroksil radikalinin, salisilat iyonunu hidroksillemesine dayali kapiler
clektroforettk bir yontem gehstirilmg, hidroksillenmig dirtinler dahif, 2.3-DHB, 2.5-DHB,
salisilat ve bu sistemin i¢ standardt olarak belirlenen luminalin pH 8.5 borat tamponunda. 25 kV
potansiyel uygulayarak, 1s vakum enjeksiyonu ile 200 nim de kapilerden gegen iirtinlern
aymmmlart yapilnigtir. Verilen kosullarda lummal (7), 2,5-DHB (8.5), sahsiat (9.3), 2,3-DHB
(9.7), swast ke belielenmugtir, Tam  maddelenn kahbrasyon  ¢ahgmalarnt yapilmis ve iyt
korelasyonlu egriler elde edilmustir.

Bu yontemun uygulanabilirhgn mude dokusu homojenatma disaridan katillan - sahisilat
ivonunun UV irradyasyonu ile hudroksillenmest sonucu tayin edilebilirhgn mcelenmig ve standart
maddclerinkine benzer sonuglar elde edilomgtir,

Hgili maddelerin en disitk tayin limitlert ise 2.5-DHB igin 6.65x10, salisilat igin
3.19x107, 2 3-DHB i¢in 6.96x10™ olarak hesaplanmustir,

Yukaridaki bulgulara gore, bu ¢ahgmada gehgtinlen yontemin ucuz. kolay ve ¢abuk

oldugu ve hidroksil radikali tayinlerinde kullanilmasmm astunlik getirecegi onertlimektedir.

Anahtar Kelimeler : Hidroksil radikali, hidroksil radikali nuktar tayini, serbest radikaller.

antioksidanlar, kapiler elektroforez.



SUMMARY

Oxidants are very effective and harmful agents for the living organisms. Free radicals
are one of the group of oxidants. They destroy the molecules effectively because of their
unpaired electrons.

In this study, an original capillary electrophoretic method for the determination hydroxyl
free radical based on the hydroxylation of salicylate ion is described.

Luminal as an internal standart, hydroxylated products 2,5-DHB. salicylate 1on and 2,3-
DHB were resolved from cach other in the employment of 25mM borate butfer, applying 235
kV potanttal n the | s vacuum mjection at 200 nm detection conditions. The compouns
lummal, 2.5-DHB, salicylate 1on and 2 3-DHB gave good peak at the time, in turn, 7, 8.5, 9.3,
9.7. The calibration studies were performed all of the related compounds and good correlated
relations were calculated.

The applicability of the method was examined the analysis in the homogenate of
stomach tissue and similar results were obtained those of standart compounds.

The detection limats were caleulated to be 6.65x10™ for 2.5-DHB. 3.19x10™ for
salicylate ion, 6.96x10™ for 2.3-DHB.

The method proposed with this study is cheap. casy and fast for the determmation of

hydroxyl free radical and 1t seems a promissing method comparing to the other techniques.

Key Words : Hydroxyl radical, Hydroxyl radical assay, Free radicals, antioxidants. Capillary

electrophoresis.
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1.GIRIS VE AMAC

Oksyjen diinya izerinde yasayan canhlarin yagamlarint sirdiirmeleri i¢in mutlak
gerekli bir elementtir. Fakat, oksijenin canl hiicrelerde toksik etkisi de vardir ve bu da
faktorler altinda olusan serbest radikallerden ileri gelir. Serbest radikaller, igerdikler
¢iftlesmemis elektronlarindan dolay1 kolaylikla bagka molekiillerle reaksiyona gierek onlarin
kimyasal yapisin1 degistirebilirler. Oksijenden tiireyen serbest radikallerin, en ¢ok hasar
yapict olani hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali ¢ok reaktif oldugu i¢in, hiicre igindek:
tiim biyolojik molekiillerle kolaylikla reaksiyona girerek yapilarmi degistirebilir. Lipidler,
protemler ve genetik madde olan DNA molekiilii bunlarin baginda gelir. DNA'da olusan
hasar sonucu hiicre 6lebilir. Genetik maddest hasara ugramig olan hicre dlmese bile, sahip
oldugu genetik bilgileri degisik bagka hiicreler olusabilir. Ornegin maliyn denen kanser
hucrelen gibi.

Hidroksil radikali tayini i¢in bir¢ok tayin yontemlent agiklanmigtir. Pulse radyoliziz
(1.2), deoksiriboz deneyi (3), aromatik hidroksilasyon (4) yontemleri kullantlarak | ESR (5).
fluoresans (6) ve clektrokimyasal (7) dedektor bagh HPLC, ve UV (8) ile tayin
gergeklestirilmigtir,

Bu ¢ahismadaki amag uygun kosullarda canlt organizmada meydana gelen hidroksil
radikali tayini i¢in uygulanabilen kapiler elektroforetik bir yontem gelistirmektir. Bu ¢alisma
sirasinda kapiler zon elektroforez kullanimistir.

pH 8.5 ta. 25 mM borat. 15 dk. siiresince her bir kompenenti ayiran en 1yi tampon
sistemi olarak bulunmustur. CZE analizleri in 25 kV potansiyel ve Isn.lik vakum
enjeksiyonu uygulanmustir. Bu kosullarda en iy1 internal standart olarak luminal sodyum
tuzu bulunmustur. Analiz edilen dort bilesik i¢in en uygun dalga boyu 200 nm’dir. Bu
calisma kosullarina gore maddelerin go¢ zamanlari, luminal 7 dk, 2,5-DHB 8.5 dk, sodyum
salisilat 9.3 dk, 2,3-DHB 9.7 dk’dir. S6z konusu bilesiklerin konsantrasyonuna kars internal
standarta oranlan grafife gecirildiginde yaklasik olarak orjinden gegen 1yi korelasyona sahip
kalibrasyon denklemleri elde edilmistir. Bu yontem kullanilarak dokuda hidroksil radikalt
tayini gergeklestirilmistir. Elde edilen tiim sonuglar matematiksel agidan degerlendirimis,
yontemin gecerliligi tartisimustir.



2. KAYNAK ARASTIRMAST

 2.1. Antioksidanlara Giris

Serbest radikal kavrammin ortaya ¢ikmasiyla birlikte antioksidanlarm  6nem
kazandig1 gorilmastir. Antioksidanlar bazi driinlerin raf 6émriinii uzatmakta, lipid iceren
besinlern kalitesini korumakta ve insan viicudundaki oksidadif etkilerin sonuglarim
degistirmektedir. Bu nedenle antioksidanlar toksikoloji, besin endiistrisi, biyoloji, klinik
tedavi gibi alanlarda Onemli yararlar saglamaktadir. Besin bilimciler sik sk lipid
peroksidasyon inhibitorlerini basitge antioksidanlara es tutmaktadir. Bununla birlikte invivo
meydana gelen serbest radikaller ve lipidlerin yanisira proteinler, DNA ve kiigitk molekilleri
de kapsayan pek ¢ok hedefe zarar vermektedir. Bunlara dayanarak, bir antioksidan daha
genig bir anlamda ¢6yle tamimlanabilir:  Yikseltgenebilir bir substratla kargilagtinldiginda
kitgiik dernisimlerde substratin oksidasyonunu (ytkseltgenmesini) belirgin bigimde onleyen
veya gectktiren herhangt bir maddedir (9). Okside olabilir substrat terimi, protem, hpid,
karbohidrat ve DNAy1 igeren canlt doku ve besinierde bulunan hemen hemen herseyt

kapsamaktadir.

2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikal kavramimin tamimini yapabilmek igin atom hakkinda bilinenleri
yuzeysel olarak kisaca gozden gecirmek gereklidir.

Maddenn en kiigiik yapi tast olan atomun yapist incelendiginde, ortada pozitif yiklii
protonlardan olusan bir ¢ekirdek ve bunun etrafinda hizla donen negatif yiikli elektronlar
bulundugu gozlenir. Her atomda degisik sayida elektronlar bulunmakta, elektronlarmn
yerlesimleri enerji seviyelerine gore belirli bir diizende olmaktadir. Cekirdege en yakin
bolgede bulunan elektronlar en az enerjiye sahiptirler (kararhdirlar) ve bu nedenle
cekirdekten baslayarak enerji seviyeleri n = 1,23,4,.... gibt degerler alrlar. Elektronlar
“orbit” adi verilen yéringelerde hareket ederler ve her bir orbitte daima iki elektron

bulunur. Bunlarin orbitlerdeki bulunusu daima ters yonde olusan bir donme (spin)
seklindedir.

(8]



Yukaridaki bilgilerin 15181 altinda serbest radikaller, dis orbitalinde tek sayida elektron
bulunduran bir atom ya da molekiil olarak tanimlanirlar. Hem organik, hemde inorganik
molekiiller halinde bulunurlar ve oldukga reaktif 6zellik tagirlar (10).

Serbest radikaller tek elektron eksiklikleri nedeniyle baska molekiller ile kolayca
elektron aligverisi yapabilenler (Radikaller : Daha yogun hiicre hasari olustururlar.) ve
elektron eksiklikleri olmadig1 halde baska molekiillerle, radikallerden daha zayif bir sekilde
birlesebilenler (Non-radikaller : Daha az hiicre hasan olustururlar.) olmak iizere baslca iki
grupta toplanirlar. Non - radikaller oksitleyici ajandir. Reaktif oksijen tiirleri bu iki grubu da
igeren ortak bir tenimdir (9,10).

Bilinen Baslica Serbest Radikaller

Radikaller: - Superoksit radikali (0,7)

- Hidroksil radikali (OH )

- Alkoksil radikali (RO )

- Peroksil radikali (ROO )

- Nitrik oksit radikali (NO )

Non - Radikal: - Hidrojen perokstt (11,0;)

- Lipid hidroperoksit (LOOIH)
- Hipoklorik asit (HOCI)
- Singlet oksyen (0O,)

2.2.1. Serbest Radikal Kaynaklari ve Mekanizmalar

Serbest radikaller, farkli tipteki hiicre ve hiicre yapilarinda disaridan hi¢ bir etki
olmadan iiretilebildigi gibi, organizmanin disaridan gelen pek ¢ok etkiyle karst karsiya
kalmast sonucu da olugabilir. Buna gore serbest radikal kaynaklarini ikt bolimde incelemek
miimkiindiir

A. Serbest radikallerin endojen kaynaklar:

B. Serbest radikallerin eksojen kaynaklar



A. Serbest radikallerin endojen kaynaklart

Oksijen radikalleri ve diger aktif maddeler organizmada normal metabolizmanin yan

iiriinler1 olarak sentez edilirler.

Organizma

Hucre Zan Sitokrom P-~450
(Prostaglandin (Detoksikasyon
sentezi) roaksiyonlan)

Mitokendriler
(Solunum Zinciri)

Aktive 1okositler
(Fagositoz)

Sckil 2.1 Serbest Radikallerin Endojen Kaynaklan

Mitekondriler : Mitckondrial serbest radikallerin kaynagimin, 1¢ muteckondrial
membranda yer alan clektron transport zinciri oldugu anlasihmistir. Bagta superoksit radikali
olmak iizere hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit mitekondri iginde meydana gelir. Ig
mitekondrial membranda lokalize respiratuar zincir tasiyicilan yiksek oranda indirgendigi
zaman mitekondrial superoksit radikalinin agiga ¢ikisi gok artar (10).

Hiicre Zart : Siklooksijenazin katalize ettifi arasidonik asit metabolizmasi sirasinda
bir oksijen merkezli hidroksil radikali, prostaglandin dzerindeki hidroperoksitin
parcalanmast sonucu agiga ¢ikmaktadir (10).

Sitokrom P-450 : Mikrozomal enzimlerde bulunur ve organizmaya yabanct ¢ok
sayida maddenin (6rmegin, kimyasal maddelerin ya da pestisidlerin) detoksikasyon
reaksiyonlarmda metabolize edilir. Bu kimyasal reaksiyonlar sirasinda superoksit anyonlar:
serbestlestirilmektedir (11).

Aktive Lékositler : Makrofajlar ve polimorfoniikleer lokositlerde serbest oksiyen
radikalleri iiretimi gergeklesmektedir. Bu iretim spesifik bir membran enzim sistermni

iizerinden (NADPH-oksidaz) g¢esitli zararli etkenlere kagyi gelistirilmis olan biyolojik



savunma ¢ergevesinde olusur. Bu tiir hiicreler timér promotorleri ile aktive olduklarinda
fazla miktarda olusan aktif oksijen tiirleri komsu hicrelerin makromolekiilleri iizerinde
zararh etkilerini gosterirler. DNA zincir kirilmast uyarihir. Bu tip DNA hasarinda oksijen
tirlerinden H>O» sorumlu tutulmaktadir. H.O,’ in kendisi DNA e iliski kurmamakta fakat

DNA’y1 etkileyecek diger molekiillert olusturmaktadir (12).

B. Serbest radikallerin eksojen kaynaklari :

Organizmanin elektromanyetik radyasyon (x-iginlari, gama isinlart) ve partikiilli
radyasyonla (elektron, proton, alfa ve beta partikiillert) kargi kargtya kalmasi, fotokimyasal
hava kirlihgi, sigara dumani, bazt ¢oziciler, anestezikler, klinik uygulamalarda kullanilan
pek ¢ok preparat dzellikle antineoplastik ilaglar ve metallere gereksinim duyan antibiyotkler

serbest radikal olusumuna neden olmaktadir (10,13).

Cevre

lyonlazunc
radyasyon

Kielihk Sizara dumani Pesusidler

.0,
.OH

Sekil 2.2, Serbest Radikallerin Eksojen Kaynaklari

Organizmanin yagamu boyunca karsilastigt radikal tiirler: siirekli degismektedir. Bir
ya da birden fazla tek sayili elektron igeren bu radikaller hiicrede ortaya ¢iktiktan sonra
radikal reaksiyon zincirleri baslamaktadir.

Yeryiiziine ulasan UV 1smlan iki bolgeye ayrilmaktadir. Bunlar; * UV-A ™ 400-320
nm ve “ UV-B ” 320-290 nm dir. Fotonun iist diizeydeki elektronik enerjisint absorblayan

molekiiller, hiicrelerdeki fotokimyasal bozunma olaymt baslatmaktadir. Sozii edilen

2 = y
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fotokimyasal aktivasyon ¢ift ve igli baglan etkilemektedir. Ugli bagdan bozunma
iiriinlerinin olugmast gl bag enerjisinin molekiiler oksijen uizerine dogru transferi seklinde
gerceklesmektedir. Transfer edilen enerjinin sonucunda olusan irin O, dir. Cesithi
proteinlerin aminoasitlerint kapsayan biyolojik molekiillerin degisik gruplart O, atagna
yatkindirlar (14).

Oksidatif bozunmanmin fotokimyasal olmayan bir digeri, molekiiler O, ile ilgih
reaksiyonlardir. Bu tir reaksiyonlar; otooksidasyon reaksiyonlarn olarak bilinmektedir ve
genellikle ¢ok az miktardaki O, varhg: ile baslayan zincir reaksiyonlaridir. Yiiksek aktiviteye
sahip serbest radikallerin olusmasini gerektiren bu reaksiyonlarin izt sicakhiga ve
radyasyona baghdir. Sicakhktaki azalma reaksiyon hizint azaltmaktadir. Oksidasyon
reaksiyonlan kiigiitk miktardaki Cu, Cr, Fe'’, Fe'' gibi agir metal iyonlan tarafindan
katalizlenmektedir. Bunu izleyen islem serbest radikallerin olugumudur. Daha sonra
reakstyon molekiiliin tersinmez oksidasyonu ile sona ermektedir (15).

Oksidadif bozunma i¢ basamakta gergeklesmektedir (10).

1. Baglangic: UV radyasyonu, 1st, agir metal izleri ve peroksitler gibi etkiler ile
substratlar (genellikle doymanuis asitler) yiitksek aktiviteye sahip olan serbest radikallert verir.

RH - R +1It

2.Yayilma: Secrbest radikaller O, ile reaksiyona girerck peroksit radikallerini

olustururlar. Bu radikaller, aymi zamanda diger doymamus asit molekiiller1 ile reaksiyona

girerek yeni peroksit ve serbest radikaller olustururlar.

R %, ROO

ROO*

RH ROOH +R

Peroksit radikaller1 kararh degildir ve bozunma sonucu radikaller aldehit veya keton
verirler.
ROOH - RO +OH
RO +RH — ROH+R
3. Bitirme: Yiiksek aktiviteli radikallerin konsantrasyonuna bagh olarak sonunda
radikallerin ve peroksitlerin miktarlarnn azalir ve sabitlesir. Boylece inaktif irinler
olusmaktadir.
RH + OH - R +H,0
R +R - RR



ROO +R - ROOR

Serbest radikal reaksiyonlarin bu sekilde ilerlemesi sonucunda, hiicresel hasarlar
olusabilmektedir.

2.2.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Oksidan molekiiller belirli bir diizeyde kaldiklari siirece, organizmanin yabanci
maddeler ve infeksiy6z ajanlara kargi savasmasinda onemli savunma molekiilleridir. Ancak
belirli bir diizeyin iizerinde olusur ya da antioksidanlar yetersiz olursa, serbest radikaller,
organizmanin yap: elemanlan olan; protein, lipid, karbonhidrat, niikleik asitler ve faydah
enzimleri bozarak zararh etkilere yol agarlar (17,18).

Bu etkiler intraseliiler ve ekstraseliiler olmak iizere iki boliimde incelenmektedir :

A. Intraseliiler etkiler

Proteinlerin  serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri aminoasit
kompozisyonlarma baghdir. Serbest radikaller aminoasitlerin oksidasyonu yaninda; peptid
baglarinin hidrolizi, disiilfit baglarmin olusumu ve ¢apraz baglanmalara yol agabilirler.
Radyasyonla hiicre icinde enerji depolanmast sonucu iyonlar, serbest radikaller ve aktif
molekiiller meydana gelir. Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA seridinin
kirilmasina neden olup hiicre yaglanmast ve hiicre ¢liimiine kadar giden siiregler1 baslatirlar
(19).

Mitekondri reaktif oksijen tiirlerinin en 6énemli intraseliler kaynagidir. Mitekondrial
DNA reaktif oksijen tiirleri ile agir hasar goriir. Perokside olmus mitekondrilerin DNA
ekstraklarmda, mutasyonlara neden olan 8-hydroxyguanine igerifinin onemli derecede
arttig1 gosterilmistir (20).

Biyolojik hasarla karakterize radikal reaksiyonlarmdan en iyi bilmem: lipid
peroksidasyonudur. Bu olay1 baslatan etkenin hidroksil radikali oldugu samlmaktadir (18).



B. Ekstraseliiler etki

Inflamatuar hiicre kaynakli serbest radikallerin olusturdugu hasardan en ¢ok
etkilenen hiicre dist doku komponentlert olan kollajen ve hyaluronik asittir. Ekstraseliiler
sivilar ¢ok az SOD igerdiginden serbest radikallerin eser miktarlan bile bu kompartimanda

buytk hasara yol agabilir (21).

2.2.3. Serbest Radikallere Karst Savunma Sistemleri

Serbest radikal reaksiyonlari sonsuz olarak sirebildigi gibv serbest radikalleri
temizleyici bilesiklerin etkisi ile ya kismen ya da tamamen ortadan kaldinlabilirler. Sézii
edilen serbest radikal ortadan kaldirnicr ya da temizleyici bilesiklerin bir kismt hiicresel
butiinlik i¢inde temel olan ve etkinliklert azaldigr takdirde sitotoksisiteye yol agabilen
bilegiklerdir. Diger bir grup serbest radikal temizleyiciler antioksidan savunma yapan
bilesikler olarak adlandinlir ve serbest radikallerin - zararh  ctkilerine maruz  kalan
organizmanin canhiligmni sirdiirmesine yardimer olurlar (10).

Serbest radikallere karsi savunma sistemleri ki grupta incelenmektedir.

A. Enzimatik olmayan sistemler

Bu grupta C (14,16,22) ve E (14,16,23) vitaminleri, {3-karoten. flavanoidler,
glutatyon (14), albumin (23), gibi antioksidan maddelerle, aym1 zamanda oksyen
radikallerini tutucu etki gosteren desferrioxamine, penicillamine, cystemne (23) mannitol,
katesin (24) vs. yer almaktadir. Antioksidan molekiillerin yanisira sogan, havug, kivi, biber,
soya fasulyesi (25), cay, (9) gibi bitki ekstrelerinde, kekik, rozmari, karanfil, susam (9,24)
gibi baharat tiirlerinde de, antioksidan yapilar bulunmaktadir.

Ayrica nicardipin, nifedipin gibi kalsiyum kanal blokérii ilaglar (26) ile piroksikam,
diflunisal, ketoprofen gibi anti-enflamatuar ilaglarm da (27) antioksidan aktivite gosterdigi
belirtilmugtir.



B.Enzimatik sistemler

Antioksidan savunmanin 6nemh bir kesimini O, radikalini ve H,Q, radikalini
temizleyen ozel enzimler olusturur. Bunlar siperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz enzimleridir (9,17).

Siiperoksit dismutaz, metalloprotein yapisinda olup sitoplazma ve mitekondrilerde
bulunur. Superoksit radikalini hidrojen peroksite geviren bir enzimdir.

20, +2H - H,O: + O,

Katalaz, lizozomal bir kan protemdir ve H,O, in su ve oksiene donismesini
rediikte eder.

2 H,0, — 2H,0 + O,

Glutatyon peroksidaz, sitoplazmik bir enzimdir. H,O,’in su ve glutatyonokside
donisiimiini katalize eder.

2GSH + H,0, —-> GSSG + 21,0
GSSG +2NADPH - 2GSH + 2NADP

2.3. OH Radikali

O ve H;0; tarafindan meydana getirilen molekiiler hasarin ¢ogunun, so6z konusu
radikallerin daha reaktif turlere doniisimi nedeniyle meydana geldigi dasuniilmektedir. Bu
¢ok daha reaktif tiirlerden en 6nemiisi hidrokstl radikalidir (28).

Serbest hidroksil radikali ile 1lgihi ilk 6nemli gelisme W.W . Watson tarafindan 1924
yilinda H,-O;’nin absorbsiyon spektrumu ile saglanmistir. Sulu ortamda katalaz tarafindan
H.O-’in pargalanmasi mekanizmasinda hidroksil radikalinin rol oynadigi Haber ve
Willstatter tarafindan ileri sirilmiistir. Daha sonra Haber ve Weiss Fenton reaksiyonlarinda
hidroksil radikalinin araci oldugunu agiklamislardir. Bu arastirmalar sonucunda hidroksil
radikalinin sulu ortamda birgok reaksiyona katidigi ve kimyasal. fotokimyasal.

elektrokimyasal ve radyolitik reakstyonlarda olustugu bilinmektedir (29).
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2.3.1. Hidroksil Radikali Olugturan Metodlar
A. .Radyoliz

Sulu ortamda radyoliz sonucu OH' ve €' olmak uizere iki radikal olugur. Ya N>O ya

da H,0, varliginda radyoliz ile OH' uiretilir (29).

B. Fotoliziz

Fotoliziz tarafindan OH' dreten g¢esitli sistemler iginde en ¢ok tercih edilen iki OH

areten H>O» “in fotolizisidir (29).

C. Kimyasal reksiyonlar

Hidroksil radikalinin O, ve H.,0, den dretilebilmest dort farkli mekanizma ile
mimkin olmaktadir.

1. Birinci mekanizma metal iyonlarinin katalitik transisyonudur.

Cu +H.0, — Cu”+ OH +OH (Reakstiyon 1)
Fe?+H,0. —  Fe™ +OH +OH (Reaksiyon 2)
Ti* + H:0s  — Ti (IV) + OH + OH’ (Reakstyon 3)

Biyolojik kaynakli bu reaksiyonlarin bir ¢ogu reaksiyon (2) ' de goruldiigi gibt demir
tuzlarina bagh olarak H.O: bozunmasi ile meydana gelen reaksiyonlardir. Bu reaksiyonlar
Fenton reaksiyonu olarak isimlendirilirler. Fenton kimyasi reaksiyon (2) de anlatilandan
daha karmagiktir. Hidroksil radikalinin diger molekuller tarafindan yolu kesilmedikge bir dizi

reaksiyon zinciri meydana gelebilir (30).

OH +H,0, —» H,0+H +0; (Reaksiyon 4)
Fe? +H.0. — Fe™ + O, +2H" (Reaksiyon 5)
O, +Fe? >  Fe?+0, (Reaksiyon 6)
OH +Fe”? —  Fe”+OH (Reaksiyon 7)

Fenton reaksiyonlarinin yiikseltgeni olan demirin hiicre iginde ve o6zel kosullar

altinda ekstraseliiler sivilarda yiikseltgenebilecegi goriliir (20).
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Fenton sistemine indirgen maddelerin eklenmesi ile meydana gelen hidroksil radikali,
biyolojik molekiillere zarar verir. Bu indirgen madde dogrudan Fe™ in Fe™ ' ye
indirgenmesi ile gorev yapar. Dolayisiyla, ikinci reaksiyon bir yiikseltgenme reaksiyonudur
ve indirgen madde ancak ortamda superoksit bulundugunda etkilidir. Bu protonlanan
formlar HO, , askorbat, paraquat, ¢esitli semiquinone radikaller ve antitimor antibiotikler
tarafindan meydana getinlir. Demir katalizleyen Haber-Weis reaksiyonu (Reakstyon 8.,9),

meydana gelen H,O- ve O, nin artan oranlan tarafindan canl organizmaya zarar venr (31).

Fe"-selat + O —  Fe“-gelat + O, (Reaksiyon 8)
Fe *-selat + H.O, - Fe''-selat + OH + OH (Reaksiyon 9)
OH + hedet molekul -» zarar (Reakstyon 10)

2. Ikinci mekanizma ortamin iyonize edici radyasyona maruz kalmasidir. Bu kararli
durum disitk hizda hidroksil radikali olusmasina neden olmaktadir ve bu da suyun aynsmas:
sonucu olmaktadir (4).

H-O-H - H + OH (Reakstyon 11)

3. Ugiincii mekanizma siiperoksitin  nitrikoksit ile reaksiyona girmesidir. Bu
rcaksiyonun hizi, siperoksit ile SOD arasinda mcydana gelen reaksiyon hiziyla
kargilastinlabilir Gergekten de nitrikoksit, siiperoksitin izl bir sekilde ctkilestigi birkag
molckilden binsidir (9,32).

0, + NO - ONOO (Reaksiyon 12)
ONOO +H' - ONOOH (Reaksiyon 13)
ONOOH - OH + NOy (Reaksiyon 14)

Mcydana gclen peroksinitrit tck bagina zararh ctki yapabilir. Ornegin : -SH gruplanni
oksitler ve metionini pargalar. Buna ek olarak, fizyolojik peroksinitrit proton salmakta ve bir
dizi zararhi urin olusabilmektedir. Bu diriinler nitronium iyonu (NO."), serbest radikal
nitrojendioksit (NO7) ve hidroksil radikali (OH') dir.

4. Dordiincii mekanizma HOCI nin O, ile reaksiyonudur. Hiz sabiti yaklagik 10’
M sn™! olmaktadir (9,6).

HOCI+ 0Oy — OH + O,+ Cl (Reaksiyon 15)
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2.3.2. Sulu Ortamda Hidroksil Radikalinin Fiziksel Ozellikleri

pK'si : OH ¢ok zayif asittir ve pargalandiginda alkali formu O yu verir.
OH +OH - O + H,O (Reaksiyon 16)
OH 'nm pK’ s1 dimen olan H,O-"nin pK’s1 ile ayni olup 11.85” tir.

Standart_elektrot_potansiyeli : OH giiglii bir oksitleyicidir. 25° C de standart

elektrot potansiyeli E’ = 1.83 V’tur.

Spektroskopik Ozellikleri : OH ve O° UV spektrofotometrede yaklagik 240 nm’de
absorbans verirler. OH nin absorbansi O nun yaklagtk 2 katidir. OH “nin absorbsiyon piki

i¢in Ea39 = 600 M em™ ve O™ nun absorbsiyon piki i¢in E.g = 240 M em™dir (29).
2.3.3.Hidroksil Radikalinin Kimyasal Reaksiyonlar:
A. Radikal-Radikal Reaksiyonlar
(esith radikal-radikal reaksiyonlar asagidaki tabloda verilmektedir.

Tablo |. Radikal-Radikal reaksiyonlar

Reaksiyon pH kow. + radikal (M sn™' )

OH + OH — H,0; 0.4-3 6.10”

OH + O'— HOy > 12 <2.6.10"

OH + e, — OH Bazik 3.10"

OH +H — H,0 Asit ~2.10"

OH + HO; — H:0 + O, Asit ~2-5.10°

OH + HO, — H,0; Asit ~4-10.10°

OH + 0, — OH + O, 2.7-6.7 1.10"




B. H Ayrilma (Abtraction) Reaksiyonlar

OH en ¢ok C-H baglh yapilarla oldukca yiiksek konsantrasyonlar ile reaksiyona
girer ve organik radikaller olusur.

R-H+OH - R + H.0 (Reaksiyon 17)

Bu tiir reaksiyonlar sadece organik solventlerle sinirli kalmaz. OH aym zamanda
HCO; , H,, NH;, H.S vs. gibi bilegiklerle de reaksiyona girmektedir (29).

C. OH Ekleme reaksiyonlar:

OH ¢ogunlukla ¢ift bag iceren organik solventlerle ya da aromatik bilegiklerin
aromatik halkasma cklenme yolu ile reaksiyona girmektedir (29).

RCH=CH, + OH -» RCH-CH,OH (Reaksiyon 18)

o+ ()ll» - ¢ HOH (Reaksiyon 19)

D. Elektron transfer reaksiyonlar:

OH sulu ortamda en giiglii oksidanlardan biridir. (E” = 1.83 V) (29).
OH +S -  OH+S' (Reaksiyon 20)

E. Karisim reaksiyonlar:

OH' bir molekiille birden fazla reaksiyon modu ile reaksiyona girerek, birden fazla

reaksiyon iriinit meydana gelebilir (29).

T

CH -CHOH-CH;
OH: + CH,CHOHCH; CH,-COHLCH,
CH>-CH:0H
OH + CH>=CH
: <J CH.=CH-
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2.4. Hidroksil Radikali Tayin Yiontemleri
2.4.1. Pulse Radyoliziz

Pulse radyoliziz tekni3i (1), kimyasal sistemin yiiksek yiiksek enerjili radyasyonun
kisa titresimlerine maruz kalmasi ile yeni kimyasal tiirlerin olusmasina dayah bir yéntemdir.
Bu sebeple fotolizize benzer. lki yontem arasindaki fark, pulse radyolizizde irradyasyona
birakilan sisteme dis enerjinin absorbe olup depo edilmesidir. Isin kaynagindan ¢ikan iginlar,
wrradyasyon hiicresinde irradyasyona maruz kalan ¢ozeltiden geginlir. Meydana gelen isinlar
monokromatordan siiziilerek yiikselticiden geger ve dedektore gelerek uygun bir kaydedici
ile kaydedilir. Bu temele dayanarak M. Anbar ve P.Neta (2), OH "nin ¢esitli molekiillerle

reaksiyonlarinin hiz sabitlerini hesaplamiglardir.

2.4.2. Deoksiriboz Deneyi

0.1 Aruoma (3) tarafindan agiklanan literatirde 1981 yilinda 1k kez ilert siriilen
deoksiriboz deneyt ve bunun pratik uygulanist tartisilmaktadir. Bu agiklamalara gore Vit C
varhiginda demur (I) -EDTA ve 1,0, arasindaki reaksiyonlar sonucu meydana gelen
hidroksil radikali, deoksiriboz sekerinc TBA ile sitildiklarinda, disik pH ta pembe
kromojen uriinler vermek uzere atak eder. Reaksiyonun kimyasi karmasik oldugu ve
hidroksil radikalinin bu reaksiyonda rolinin biyik oldugu belirtilmistir. Hidroksil
radikalinin hedefiyle etkilesme hizinin, bu reaksiyonun hiz sabitlerine ve hedef molekiiliin
derisimme bagh oldugu ifade edilmektedir. Proteinlerde ve DNA’'da ki, aminoasitler ve
bazlarin, hidroksil radikali ile olan reaksiyonlarindaki hiz sabitlerinin farkh olacag:
belirtilmustir.

Deneyin gergeklestirilmesinde reaksiyon karigtmu son hacmi 1.2 ml olacak sekilde;
deoksiriboz (2.8mM), FeCl; (25mM), EDTA (100mM) (EDTA ve Fe"” deoksiriboz
eklenmeden o6nce verilen oranda karigtinbir.), H,O, (2.8mM), KH,PO, / KOH tamponu pH
7.4’te (10mM), ¢oziiniirlige bagh olarak 20 mM’a kadar olan bilesikler ve askorbat
(100mM) igermektedir. Askorbat tyonu reaksiyonu baglatmak icin eklenmistir. Reaksiyon

sonunda deoksiriboz hasarmm bir rini olan malondialdehitin (MDA) neden oldugu
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renklenmenin 532 nm de spektrofotometrik olarak 6lgiilmesi deoksiriboz hasarinin dlgiisini
vermektedir.

B. Halliwell ve arkadaslari (8) yukarida anlatilan deoksiriboz deneyine dayanarak
hidroksil radikali ile olusan reaksiyonlarin hiz sabitlerini hesaplamglardir. Eger deoksiriboz
zerine ilk OH ataginin, MDA’ya 6nciililk eden iiriinlerinin olusumunda, Reaksiyon 21-22
hiz sinirrlayict basamak oldugu varsayilirsa, yakalayic1 ve deoksiriboz arasindaki bu basit
yarisma analiz edilebilmektedir. Yakalayici ile hidroksil radikali arasindaki reaksiyonun hiz

sabitinin hesaplanmasinda da yme Reaksiyon 21-22" den yararlanilmaktadir.

Fe'-EDTA + O- - Fe'*-EDTA + Oy (Reaksiyon 21)
20, +2H' - H.O, + O (Reaksiyon 22
Fe'"-EDTA + H;0, —  OH + OH + Fe"-EDTA (Reaksiyon 23)
OH + deoksiriboz— Fragments———» MDA (Reaksiyon 24)
2TBA + MDA - Kromojen (Reaksiyon 25)
Fe''-EDTA + askorbat->  Fe'*-EDTA + okside askorbat (Reaksiyon 26)

OH ile deoksiriboz reaksiyon hiz esithgi km{[( i ][l )R} dir.  (Rcaksiyon 27)
OH ile S'iin reaksiyon iz orani : ky [()Il'] [S] (Reaksiyon 28)
Deneyin sonunda clde edilen (A) reaksiyon oraninin ¢lgiimiinii vermektedir.

A = kor|OIT | [ DR (Reaksiyon 29)
Scavenger bulunmadigi durumda :

A= kDR[()H'] [DR] + ks [O17°] [S] (Reaksiyon 30)

1( k[b]]

Ok kx| DR

Boylece : — (Reaksiyon 31)

Aruoma ve arkadaglar1 (33) deoksiriboz metodunun baska bir ozelli§i olan, test
edilen bilesiklerin demir1 baglamasi ve bu sekilde demirin OH olusumunu katalizlemesini
Onleme olasiig1 {izerine ¢abgmuslardir. Deoksiriboz molekiiliine baglanan demir iyonlar
askorbat ve H,O, varhiginda zararh etkileri stimiile edecekuir. Katalitik demir iyonlariyla selat
yapabilen bilesikler, Fe"* in askorbat veya H,O, ile reaksiyonunu inhibe ederlerse, yan
reaksiyonlarin 6nlenebilecegi belirtilmektedir. Yakalayict molekiiliin deoksiriboz hasarmm
inhibe etme Kkabiliyeti, demir selat elde edilebilirligine ve hasann kendine ydneltme
kabiliyetine baghdir.
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Deney uygun bigimde hizh tarayici eklenmis bir spektrofotometre kullamilarak
sirdarilmistir. Fe (1II) iyonlarinin desferoksamin iizerine baglanmast sonucunda portakal
kirmizis1 renkli 1:1 bir kompleks olusmaktadir. Fe (III)’ in agirn miktarda deoksiribozla
karistirilmas: renklenmeyt geciktirir, bu da deoksiribozun Fe(Ill) iin desferoksimine
baglanmasini sinirladigini diisiindiirmektedir.

Husain ve arkadaslan (7) hidrojen peroksitin UV fotoliziz ile meydana gelen OH
radikallerinin flavonoidler tarafindan yakalanma aktivitelerint aragtirmiglardir. 3,5 cm
yitksekh@indeki petri kutusuna 800mM DMPO (40ul), 0,06, %2 mM H,0,(20ul), asetonda
¢6ziilmiis flavonoid (140ul) konularak 254 nm’ye ayarlanms, Desaga Duo-UV lambasi
altinda 10 dakika UV radyasyonuna maruz birakilmustir. Irradyasyondan hemen sonra
15ul’lik ornekler elektrokimyasal dedektor bagh HPLC ile analiz edilmistir. Ayni iglemler
flavonoid icermeyen kontrol ornekleri i¢in de gergeklestiriimis ve boylece kargilagtirma
yapilabilmigtir ve +0.6 V dedcktor potansiyeli ve Ag/AgCl referans elektrotu kullanthmigtir.
Duyarliligin 10 nA / V oldugu belirtilmigtir. Hidroksil radikallert DMPO tarafindan spin trap
yapilarak DMPO-OH ariununa meydana getirdigt bildinlmektedir. Bu drinin alikonma
zamani § dakikadir. Her | mM flavonoid bulunmasi durumunda DMPO-OH iriiniin yuzdest
belirlenerck flavanoidlerin hidroksil radikali yakalama aktiviteleri bulunmusgtur. Buna gore:
aktivite aromattk B halkasina substitiic olan hidroksil gruplarammin sayist ile artig
gostermistir. Kullanilan kimyasallar arasinda aktivite agisindan Myricetin > kersetin >
ramnetin >morin >diosmetin > naringenin > apigenin > katesin > robmnin > kamferol >

flavone siralamasina gore bir iliski oldugu belirlenmustir.

2.4.3. Aromatik Hidroksilasyon

Aromatik bilesikler, hidroksil radikalleri ile karakteristik hidroksilasyon iurinlerini
vermektedirler. Aromatik bilesiklerin hidroksillenmeleri giivenilir olmasina karsin karmasik
reaksiyonlardir. Metal i1yonu ile H,O, sistemleri tarafindan benzen ve tiirevierinin
oksidasyonu iizerine birgok ¢alisma yapilmustir. Benzen (I), difiizyon kontrollii oranda OH
ile reaksiyona girmekte ve bu reaksiyon sonucu hidroksisikloheksadienil radikah (1I)

olusmaktadir.
7
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H OH
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Dimerizasyon gibi reaksiyonlan takiben (I1I) suyun eliminasyonu ile de bifenil (IV) meydana

gelmektedir.
H H H
© H \Y
I

Ayrica radikal (1I),nin disproporsiyonal bir reaksiyon ile fenol (V) ve benzen (1)

karisimini verdigi belirtiimektedir (4).

0
H OH | OH
2 — —_— + H20

H
+
(In (V) (h

Yukandakilere ck olarak; Q,, Fe"”, Cu'® gibi oksitleyici ajanlarin varhimda
hidroksilasyon drinlerinin veriminde artis olmaktadir. Substitiie haldeki benzen izermne
hidroksil radikalinin atak yapmasi olayt ¢ok karmasiktir. Ornegin benzoik asitin iizerine
hidroksil radikalinin atak yapmasi, Fe'', Cu'*,0,, gibi oksitleyici metal iyonlar1 bulunmadig
zaman disiik pH'larda dekarboksilasyon reaksiyonuna neden olurken, metal iyonlan
bulundugu durumlarda ise hidroksillenen irtinler olugturmaktadir. Bundan dolay: fizyolojik
kosullar altinda (metal iyonlan, pH 7.4 ve O, varliginda) olusan predominant irinler
hidroksilasyona neden olmaktadirlar. Hidroksil radikalinin invivo olarak, demir ya da bakir
iyonlarinin H,O: ile reakstyonu sonucu meydana geldigi kabul edilmektedir.

Hayvanlara ve insanlara verilen aspirinin pH: 7.4 de ¢ iriin vermek iizere mdroksil
radikali tarafindan hizhi bir sekilde hidroksilasyona ugramakta oldugu ifade edilmektedir
(4,30).
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OH
o, Katesol (%11)
CO;H "j/( CO.H
OH OH
—_—
OH
\ 2.3 DHB (0 049)
CO.H
OH
OH

2.5 DHB (%%40)

Sckil 2.3 Salisilatin tizerine hidrokstl radikalinin baglanmasit sonucu olusan irinler.

Hidroksil radikalinin meydana gelisi, 11;0: (3.3mM), FeSO, (ImM), pli: 7.4
KHPO,-KOH tamponu (20mM) i¢inde salisitatin (1mM) tlavest ile saglanmistir (22.30).
Grootveld ve Halliwell yaptiklari ¢ahgmada (34) salistlatin  hidroksillenmis

tirtinlerinin elektrokimyasal dedektor bagli HPLC ile analizini gergeklestirmiglerdir. Tampon

v/v) belirlenerek, ODS kolon ile 0.9 ml/dk akis hizinda ve elektrokimyasal dedektor (EDT
LCA 15) kullanilmis; ¢aligma elektrodu olarak glassy karbon, referans elektrod olarak
Ag/AgCl yardimi ile elektrotlar arasma +0.96 V potansiyel uygulayarak bu g¢aligmayi
basarmuglardir.

0.2-Iml'lik insan plazma veya synovial sivi Ornekleri internal standart olarak
resorsinol ¢ozeltisi (ImM) ve 1M HCI (50ul) ile muamele edilmistir. Ornekler HPLC
safliginda etil asetat (her 8ml i¢in 2 kez) ile 2dk vortekslenmis, ekstre edilerek etil asetat

tabakast 55°C su banyosunda ugurulmus ve kullanima kadar -20°C de saklanmustr.

18



Dihidroksibenzoatlar viiciit sivisinda ve déku ekstraktlarinda disik pH'ta hava
oksidasyonuna dayaniklidir. Organizmada normal kosullarda, salisilat metabolitlerinin 2.5-
DHB oldugu ve bu metabolitin cytochromes P-450 enzimi gibi enzimler tarafindan da
uretildifi ve bu olaym in vitro meydana geldigi, buna karsin 2.3-DHB in yalmzca
hidroksilasyon sonucu meydana geldigi ve hidroksil radikali tayinlerinde yalnizca bu
maddenin diizeyinin 6l¢iimii ile sonuca ulasilabilecegi yaymlanmugtir (35).

Halliwell ve Kaur (4) ksantin oksidaz ile hidroksil radikali iiretilen bir sistemde,
salisilat 1yonu kullamlarak gergeklestirilen hidroksil radikalinin tayin mekanizmasmi
ac¢iklamiglardir.

Buna gore 2 ml'hk reakstyon kangmmi, SmM FeCls, SmM EDTA, 2mM hypoksantin,
20mM salisilat, 1.48 ml KH,PO,-KOH (pH: 7.4, 150 mM) tamponu igermektedir.
Reaksiyon 40 pl ksantin oksidaz ilavesi ile baglatilimis ve 25'C de kangtiriarak 90 dk inkiibe
edilmigtir. Reaksiyon 80 pl 11,6 M HCl ve 0.5 g NaCl ilavesi ile durdurulup, 4 ml dietil eter
ile muamele edilerek 30 dk votekslenmis ve 3 mib'si ahnarak 40 °C de su banyosunda
kurutulmugtur. Kalint1 0.25 mi distile suda ¢ozalip diger ayiraglar ilave edilmigtir. Ayiraglar
125 ul trikloroasetik asit (0.5M HCl iginde ¢ozalmis ), 0.25 mi %10 (w/v) sodyum tungstat
¢ozelti, 0.25 ml %5 (w/v) sodyum nitrat (taze hazirlanmig) olarak belirtilmistir. Bu ayiraglar
karistirlarak ve 5 dakika bekletilerck 0.5 ml 0.5 M KOH ilave edilip, 60 dk sonra 510 nm
de absorbanslart okunmustur.

Hipoksantin-ksantin oksidaz sistemi Asy da yaklagik 0,657tir ve hidroksilienen
trinin  150-200 nmol'ine karsiik gelmektedir. Hidroksillenmig drinlerin  olusumu
superoksit dismutaz, katalaz, demir selati desferrioksamin tarafindan timiyle inhibe
edilebilir.

Candeilas ve arkadaslan (6) notrofil kaynakli siiperoksit anyonu ve hipoklorik asit
arasindaki reaksiyon sonucu meydana gelen serbest hidroksil radikallerinin tayininde
cahsmiglardir. Bu tayinde ¢o6zeltiler hipoklorik asitin stok ¢ozeltilerinin seyreltilmesiyle
hazirlanmakta ve perklorik asit ile pH 5.5’a ayarlanmaktadir. Bu ¢ozeltilerin saflik ve
derigimieri HOCl'in molar absorbtivite katsayis1 kullamlarak spektrofotometreyle kontrol
edilmektedir. Stok g¢ozeltilerin absorbsiyon spektrumlarmda bir degisikhk olmadig,
hazirlandiktan 2 saat sonrasina kadar gozlenmesi gerektigi belirtilmektedir. Cozeltiler
oksijen, nitrikoksit (< 10 ppm O:), ve N2O + 02 %20 (v/v) kangimu ile doyrulmus ve ‘Milli-
Q’ sistem (Millipore) ile saflagtiriimis, su kullanilarak hazirlanmistir. Bu sekilde hazirlanan
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benzoat ¢ozeltilerinin radyasyona maruz birakilmasi ile 2-HB,3-HB ve 4-HB karisimi elde
edilmigtir. Bu karisimdaki 2-1zomer (salisilat bilesig1) floresans spektroskopisi ( Aexe= 305 nm
ve A= 410 nm ) ile kolayca saptanmgtir.

Kararh durum y irradyasyonu 2000 Ci normal aktiviteli a “°Co kaynag kullanilarak
gerceklestirilmistic. Orneklerin fluoresansi irradyasyondan sonra 15 dk’dan az zamanda
luminesans spektrofotometre kullanilarak 6lgilmiistiir. Radyasyona birakilan HOCI igeren
benzoat ¢ozeitileri, siperoksit ile HOCI'nin reaksiyonu sonucu olusan iriinlerin analizi
Novapak Cis kolon kullanarak HPLC ile gergeklestinlmigtir. 254 nm UV absorbansinda,
295 nm cksitation ve 400 nm emisyon floresans dedektor kullamildig belirtilmektedir. O, ve
NO; ile doyurulmusg benzoat ¢ozeltilerinin elde edilen kromatogramlan karsilagtinlnustir.
HC1O in etkilerinin O, ile doyurulmus ¢ozeltilerde daha fazla oldugu belirtilmektedir.

Hicks ve arkadaglan (36) Tris, Tricine, ve Hepes tamponlar ile lndroksil radikalinin
reakstyon hiz sabitlerint belirlemiglerdir. Bu degerler, sabit bolgede timin ile kinetik

yarismalart sonucu elde edilmistir. Irradyasyon, 2500 Ci, *

Co v kaynag ile saglanmgtir.
Meydana gelen hiz Fricke dosimetrest ile olgalmiistir. Fe'"iin olugumu i¢in G degeri
15,5/100 ¢V olarak bulunmustur. Hiz 40-60 Gy/min dir. Bulunan sonuglar Hepes in 5,1
10°, Tricine igin 1,6 .10”, Trisi¢in 1,1. 10°, M™'s™ dir. Bu sonuglar bu tamponlarin hidroksil
radikali yakalamada ctkili oldugunu géstermektedir.

Gutteridge ve arkadaslan (5), fenton reaktanti olarak ADP-Fe kullanilarak radikal
reakstyonlarmi, spin tuzagi (spin trapping) ile tayin edip, hidrojen ayrilmasi ve aromatik
hidroksilasyon ile karsilastirmislardir.

ADP-Fe iyonlart ve H,0- karnisim hidroksil radikali meydana getirmektedir.
Meydana gelen hidroksil radikalleri DMPO ( 5,5-dimetil-pirolidin-N-oksit)'ya atak yaparak
onun spinine yakalanmaktadir ve sonugta serbest radikal DMPO-OH iriinleri ortaya
¢ikmaktadir. Olusan magnetik agidan paramagnetik bu irin, Elektron Spin Rezonans
yontemi ile kolayca tayin edilebilmektedir.

Spin tuzagi deneyleri i¢in son hacim 0.1 ml olacak sekilde 2 mM ADP, 0.1 mM
FeCl; (0.12 mM HCl inde hazirlanmig), SO0 mM DMPO, 3 mM H,0,, 0.01 ml test ¢ozeltisi
ve tampon (50 mM NaCl 12.5 mM NaHCO; , pH: 7.1) kansgun hazirlanarak
gerceklestirilmistir. Prob’da 4-POBN, a-(4-pyridyl-1-oxide)-N-tert-butylnitrone ve PBN,
N-tert-butyl-a-phenylnitrone igeren ¢ozelti kullanilmugtir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar ve Aletler

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Salisilik asit, 2,3-DHB ve 2,5-DHB Sigma firmasinin ve deneylerde kullanilan diger
kimyasallar E.Merck (Almanya) firmasimin dretimi olup analitik olgillerde saftir.
(Calismalarimizda kullanilan bidistile su laboratuvanimizda elde edilmis olup, tiim ¢ozeltilerin

hazirlanmasinda bu su kuilanilmistir.

3.1.2. Kullanilan aletler

Kapiler elektroforez ile yapilan deneyler High Voltage Power Supply Moduler
Injector ve Spectra FOCUS model scannig CE dedektorden olusan Spectrophoresis 100
(Thermo Spectra Physics) ile gergeklestirimistir.

Bu sistem, bilgisayar baglantili olup (Model Etacomp 486 DX-4-100) veriler OS/2
Warrp (Version 3.0) altinda ¢ahsan PC 100 (Version 2.6) Thermo Seperation Product (San
Jose, CA, USA) programu ile islemektedir.

Analiz, efektif uzuniugu 59 cm olan 75 p IDlik (Phenomenex California. CA, USA)
fused silika kapilerde gergeklestiriimistir.

UV radyasyonu CAMAG 29200 UV lambasi ile saglanmustir.

Cozeltilerin pH 6l¢iimleri P 114 model pH metre ve kombine cam elektrot (Consort.
Parkland, Belgium) ile 6lgiilmiistiir.

Deney sirasinda tiim ¢ozeltilerin siizme islemler1 Phenomenex mikrofiltre (25mm,
0.45 um) (Phenomenex, CA, USA) ile degas islemleri B-220 model ultrasonik banyo
(Branson, Shelton, CT, USA) ile gergeklestirilmistir.
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3.2. Kullanilan Tampon (izeltiler

Deneylerde kullanilan tampon ¢ozeltiler 100mM Borat stok ¢ozeltisinden
hazirlanmigtir. Bu tampon ¢6zeltilerin pH’1 doygun NaOH ve derigik HCl ile ayarlanmgtir.
hazirlanan ¢ozeltt dogrudan mikrofiltreden sizillip ve CE min wvial ve rezarvuarina

aktarilmustir. Gas ¢tkarma iglemleri yapildiktan sonra aletteki yerlerine konulmustur.

3.3. Kullamilan Cozeltilerin Hazrlanmasi

Yapilan deneyler sirasinda 2.3-DHB ve 2.5-DHB’in bidistile su ile hazirlanan
¢ozeltilerin okside olup renginin degistigi gozlenmigtir. Bunun 1§in s6z konusu ki maddeden
20 mg dolayinda tam tartun ahnarak, suda ¢ozulmis askorbik asit (10 mg) dzerine ilave
edilip, bidistile su ile 100 ml'ye tamamlanmustir. Béylece derigimleri 1.3.10" M olarak
belirlenmigtir. Yine de haazrlanan bu ¢ozeltiler karanbkta saklanarak, kullanilmadign
zamanlarda buzdolabinda tutulmustur.

i¢ standart (Internal standart) olarak kullandan luminal sodyum ve sodyum
salisilattan 20 mg/100ml olacak sekilde bidistile su ile hazirlanmigtir. Luminal sodyumun
derisimi 7.86.10™" M. sodyum salisitatin derisimi ise 1.25.10° M olarak belirlenmistir.

Deneylerde yapilan seyreltmelerde pH 8.5 tamponu kullamimustir.

3.4. Doku Orneklerinin Haurlanmasi

Elde edilen mide dokusu ornekleri pH 7.4 izotonik tamponla 10 mL’ye tamamlanmus
ve homojenize edilmistir. Homojenize edilen dokudan 1mlL alnarak 0.5’er mL sodyum
salisilat, 2.3-DHB, 2.5-DHB, lumuinal ilave edilerek son derisimi %50 olacak sekilde etanol
ile proteinler ¢oktiriliip santrifiij edilmigtir. Bu karigimdan 4mL alinarak tamponla SmL’ye
tamamlanmus, mikrofiltreden siiziillip degas edilerek enjekte edilmistir. Analiz siiresi

sonunda elektroferogramlar alinrmgtir.
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3.5. UV Radyasyonuna Maruz Birakilan Standart (Ciozeltinin Hazirlanmasi

Hidroksil radikalinin, H.O, igeren ¢6zeltilerinin irradyasyona maruz birakiimas: ile
meydana geldigi a¢iklanmugtir. Bu amagla hazirlanan stok sodyum salisilat (1.25.10° M)
¢ozeltisinden 1 ml alinarak petri kabina aktarilmis ve tizerine 40 pl H,O. (10mM) ilave
edilerek 30 dk UV irradyasyonuna birakilmistir. Bu siirenin sonunda radyasyona maruz
birakilan karisima internal standart ilave edilerek tamponla 10 ml'ye tamamlanmistir. Daha
sonra mikrofiltreden siizilmis ve degas edilerek elektroforeze enjekte edilmistir. Analiz

stirest sonunda elektroferogramlar alinmustir.

3.6. CE Calisma Koyullar:

15 dk’hik sare iginde her bir bilesent ayran en 1yt tampon sisteminin 20 mM Borat
pH:8.5 oldugu yapilan ¢ahgmalar sonunda belirlenmistic. Analizler in Is ik vakum
enjecksiyonu ve 25 kV potansiyel uygulanmustir. Tarayict (Scanning) mod ile ¢alisma
sonunda bu dort bilestk igin en iy1 absorbsiyon veren dalga boyunun 200 nm oldugu
belirlenmistir.

Elektroforetik ayirmaya baslamadan once kapiler yiizeyinin ayirim i¢in hazirlanmasi
gerekmektedir. Bu isleme * kolon sartlandirma ~ denilmektedir Islem dort fakh ¢ozeltinin
ardisik olarak yikanmas: ile yapilabilmektedir. Sartlandirma islemt i¢in yikamalarin sirastyla

su ¢ozeltiler ile yapilmasi 6nerilmektedir (37).

5 dk IN NaOH

5 dk 0.IN NaOH

5dk Distile su

5 dk (Calisma tamponu

Kapiler elektroforezde Kkapilerin temizligi ¢ok o©nemlidir. Bu nedenle her
enjeksiyondan sonra ¢ahsma tamponu ile kapilerin yikanmasi gerekmektedir. Caligma

bitiminde ise 6nce su sonra 0.1N NaOH ve tekrar su ile yikama yapilir.



3.7. CE Hle ilgili Bilgiler

CE olayi bir ¢6zelti igerisindeki yiiklii pargaciklarin bir elektriksel alan altinda gog
etme ilkesine dayanmaktadir. Farkhi efektif yik ve buyiiklikklerdeki pargaciklar farkh
hizlarda g6¢ ederek birbirlerinden ayrilmaktadirlar.

Kapiler elektroforezin son yillarda ¢evre, kimya, biyoteknoloji ve farmasotik
analizlerde genis 6lgiide uygulama alani bulunmaktadir. Yontemin temeli 1886°da Lodge
tarafindan atilmis, 1987°de ise cohen ve Kauger tarafindan kapiler jel elektroforeze kadar bir
gelisim gostermigtir,

Kapiler elektroforezin temel tekmigi kapiler zon elektroforezdir. Kapiler zon
elektroforezde ayirma bolmesy, igerist ¢ozelti doldurulmus genelde 25-75 um ¢apinda bir
kapilerdir. Elektriksel alan ayirma bolmesinin ikt ucunda, 11 ¢ozeltt dolu kugiik siselerin
igerisine  daldirilmig elektrotlar arasina dis gii¢ kaynagmdan uygulanir. Bu elektrotlar,
uygulanan gerilimden ctkilenmemelert iin platinden yapilmistir,

Kapiler zon clektroforezde pargaciklarin go¢ hizi Gizerine ki kuvvet ctki etmektedir.
Bunlardan biri “clektroforetk™ digen 1se “elektroozmotik™ etkilerdir. Parcacik uzerinde
harcanan eclektrostatik kuvvetin yonu pargacigin yiikiiniin tersi yonindedir. Yikla parcacik
sabit bir hiz elde edene kadar hizlanir. Bu hareket ¢ozeltinin igerisindeki viskozite kuvveti ile
onlenmeye c¢alisitir. Kisa bir hizlanma siiresinden sonra karst koruyucu kuvvetler
(elektrostatik ve viskozite) belli bir uzlagma altinda birbirlerine denk olurlar.

Kapiler zon elektroforez olay: silika kapilerde gergeklestiginden “Birbirlert ile
temasta bulunan tki heterojen maddeden, dielektrik sabiti biiyiik olan digerine gore pozitif
olarak ytiklenir.” kuralma gore kapilerin siirekli negatif, buna karsi ¢ozeltide pozitif bir
yiikiin olustugu goriiliir. Kapilerin uglart arasma bir potansiyel uygulandiginda elektriksel
alan kapilerdeki ¢ozelti tizerine bir kuvvet yaratir ve ¢ozeltt kapiler igerisinde hareket eder.
Ceper dolayindaki ince tabaka izerindeki viskozite kuvveti elektrostatik kuvveti yok
ettiginde, ¢Ozeltinin hiz1 sabit bir degere ulagir. Osmotik hareketlilik ¢ozeltideki bilesenlerin
iyonik hareketliliklerinden daha biiyiiktiir. Bu durum tiim solutun katoda dogru hizla akim
anlmma gelmektedir. Buna gore iyonlarin net hizlan tasidiklar ;;ozitif veya negatif yiike
bagli olarak degisir. Iyon hizlarmin asidaki gibi verilmesi miimkiindiir (37).
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Pozitif iyonlar i¢in :

Notr 1yonlar i¢in :
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Sckil 3.1. Kapilerdeki elektroosmotik aynilma

Iyonlarin hizlar: ile ilgili bu bagmtilar incelendiginde goriiliir ki, notr iyonlara gore

pozitif iyonlarin hareketi

degerlendirmeye gore notr iyonlanin hizlari bir kriter olarak kabul edilebilir. Burada nétr

hizl,

negatif 1yonlarin harcketi

tyonun hizi elektroozmoz hizina denk olmaktadir.

yavas olmaktadir.



4. SONU(' VE TARTISMA

Bu ¢alisma uygun kosullar altinda meydana gelen hidroksil radikalinin diizeyini tayin
edebilecegimiz kapiler elektroforetik (CZE) bir yontemi kapsamaktadir. Bu ¢alismalanmiz
siiresince kapiler zon elektroforez teknigi kullamilmustir.

CZE daha ¢ok vyiikli gruplar iceren molekiillerin elektrokinetik analizi igin
gelistirilmigtir. Iyonik bilesiklerin go¢ davranisi, iyona iliskin sulu fazdaki elektroforetik
hareketlilige baghdir. Bu nedenle o6ncelikle 2,3-DHB, 2,5-DHB, ve sodyum salisilatin 20
mg/100 ml'lik ¢ozeltisinden 1 ml ahnarak 10 ml'ye tamponla tamamlanmg ve bu
¢ozeltilerin tampon ¢ozeltt gindeki elektroforetik davramglart incelenerek, goé¢ zamanlarn
belirlenmgtir.

Gog zamani Gzerine sinyallert onemb olgide degstirebilecek, ¢esith parametrelern
ctkilert bulunmaktadir. Bu parametreler, aymmm dzerinde gergeklestinldign  ¢ozeltinin
komponent bilestminin denigimi, pH'1, uygulanan volta) ve kapiler uzunlugudur.

Go¢ hizt Gzerme etkili parametrelerden voltay ve kolon uzunluklarindan da soz

cdilmest gerekir. Bu parametreyi igeren esitlik asagidaki sekilde verilmektedir.

l‘—
! =
.ucp‘ '
Burada ;
L : Kolon uzunlugu
\Y% : Uygulanan potansiyel
Hep . Elektroforetik go¢ hizi
t : Parg¢aci@in gd¢ zamani n1 simgelemektedir.

Esithige gore parcacigin gd¢ zamami kolon uzunlugunun karesiyle dogru orantili
olarak degismektedir.

Ayirma islemleri sirasinda elektroosmatik akis ve buna bagh olarak mobilite
farkliliklarmdan dolayi, tekrarlanabilirligin ve dolayisiyla go¢ hizinin etkilenmemesi i¢in i¢
standart (internal standart) kullanilmasina gerek vardir. Maddenin gogi ile ilgili yontemlerde

tasinma hiz1 etkilendiginde, tagmnma zamam ve pik boyu veya pik alani da etkilenmektedir.



I¢ standart kullanunt ile bu sakincalar ortadan kaldinlabilir. Ciinkii elektroferogramdaki tiim
degisiklikler i¢ standart sinyallerine oranlandiginda oranin sabit oldudu ispatlannugstir (38).
S6zi edilen kosullarda bu analizler i¢in en iyi i¢ standardin luminal sodyum tuzu
oldugu belirlenmistir. Buna gore yukarida belirtildigi gibi 83 cmm’lik ergitilmig silika kolonda
(59 cm efekuf uzunluk) , pH 8.5, 20 mM borat tampon igerisinde, 1 saniyelik vakum
enjeksiyonla, 25 KV potansiyel uygulanmustir. I¢ standart olarak belirlenen luminal sodyum,

2,5-DHB, sodyum salisilat ve 2,3-DHB’ in elektroferogramu Sekil 4.1.” de verilmektedir.
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Sekil 4.1. Luminal (3.92.107), 2,5-DHB (1.3x10™ M), Salisilat (1.25x10™ M), 2,3-
DHB (1.3x10™ M) elektroferogrami



Elektroferogramda gorildagu gibi tim piklerin birbirinden gok duzgiin bir sekilde
aynldigi, analittk agidan degerlendinilebilir oldugu sonucu ¢ikmaktadir. Bu tampon
sisteminde stok ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan askorbik asite iligkin pik; bu ¢alisma
aralifinda gozlenmemistir. Meydana gelen piklerin karakteristiklen ile ilgili sekiller ve
bilgiler $ekil 4.2.” de verilmektedir.

Buradaki bilgiler incelendiginde piklerin simetni faktorlerinin 1 dolaylannda oldugu
gozlenmektedir. Simetn faktorlerinin 1’e yaklastk olmasi kuyruklanmanin olmadigini
gosterir. Bu da analitik agidan bir istiinliktir. Boylece integrasyonda bir hata olasih:
ortadan kalkmg olur.

Kalibrasyon denkleminin belirlenmesi i¢in hazirlanan numune derigsimleri ile pik
alanlarinin internal standart alamina oranlan arasindaki iligkinin  dogrusal olmasi
gerekmektedir. Pik yiksekliklerinin kullanilmasi durumunda, dogrusal olmayan egnlerin
clde cdilebileceginden soz edilmektedir (37). Cunki daha yiksek numune denigimlerinde
kolonun asin yiklenmesi ile pik sekli bozulabilir. Pik alanlannin kullanilmasi dogrusallik,
duyarhlik ve tekrarlanabilirlilik agisindan daha uygun olacag: dasinalmustar.

Bu amagla, 10°-10™ M derisim araliginda stok ¢ozeltilerden harcketle hazirlanan,
2,5-DHB,sodyum salisilat ve 2,.3-DHB ¢ozeltileri ile sabit derisimdeki (7.86 10™ M) internal
standart olarak bclirlenen luminal Bolim 3.6. da belirlenen ¢alisma kosullarinda  kapiler
elektroforeze enjekte edilmistir.

Elde edilen elektroferogramlardan pik alanlanmin internal standart pik alamna
oranlar belirlenerek denisime karsi grafige gecirilmistir. Hher bir test bileseni igin yaklagik
orjinden gegen bir dogru clde cdilerek kalibrasyon denklemlert belirlenmistir. Belirlenen
kalibrasyon dogrulan ve dogru denklemleri Sekil 4.3.” de verilmigtir.

Bu ¢alismada kullanilan maddelenn, galisma kosullanmizdaki elektroforetik hizlart;
luminal igin 0.08 c¢m/s, 2,5-DHB i¢in 0.101 c¢cm/s, salisilat i¢in 0.110 cm/s ve 2,3-DHB i¢in
0.118 bulunmustur. Sistemin elektroozmotik hizi isc, yine belirtifen kogullarda 0.209 cm/s

olarak hesaplanmstir.
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P carsldainns doie by Baidedits ta:ild

Sekil 4.2 Piklerin Karakteristikler

A) Luminal Sodyum , B) 2,5-DHB , C) Sodyum salisilat , D) 2,3-DHB

:'/ oo
N ‘\
|/ \

"w s 970 i e [T
LY

Name Unidenliied
Rolenton Tune (i) 9.690
Capaaty Factor 8.6897
Area (PAU-sec of pV-scc) 65320
Height (UAU of pv} 3034

PW al 50% {mun) 0.101

PW at 10% (inn}) 0.199

PW al 5% {min) 0.228

PW at Base (mm) 0.178

SP Tading, CP Symmolry Faclos  1.3252, 1.32452
CFR Asymmcliy Factor (10%) 1.3218
Plales (USP.LP) AT218, 50057
Platesimeler (USP.LP) 81410, 47511

Resolubion (USP LP) 262,271
HLTP (mm) (USP LP) 0.0123,00114
Heduced Platy Haght (USP,EP) 123,104

SP caleulalions done by langent method
UP calculabions dune by Lallvadily e B
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Sekil 4;3. Sodyumn Salisilat, 2,3-DHB ve 2,5-DHB i¢in kalibrasyon egrileri

o Sodyum Salisilat igin ~ A=34123.28 C (M) - 0.00361 r=0.9997
m 2,3-DHB igin A=19970.12 C (M) - 0.0087  r=0.9996
4 2,5-DHB igin- A=16095.82 C (M) -0.0608  r=0.9998

Gelistirilen yontemin dokulardaki hidroksil radikalinin tayininde kullanilabilirligi,
daha dogrusu dokulardan yapilacak hidroksil serbest radikalinin tayin edilebilirligini
arastirabilmek i¢in mide dokusu homojenatina disaridan katma yoluyla adi gegen maddeler
katilmig, homojenattaki proteinler son derigim % 50 etanol oldugu bir sistemde hig yabanci
bir pikin bulunmadig: sekilde belirmistir. Dokulardan tayinlerde, maddelerin ekstraksiyonu
strecinde genelhikle proteinlerin ¢okeltilmesi gerekmektedir. Bu galiymada, proteinler etanol
ile ¢okeltilmis, boylece interferans (kanisikhik) onlenmistir. Iigili elektroferogram Sekil
4.4 °de veﬁlmektedir.
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Sekil 4.4. Sodyum salisilat, 2,5-DHB ve 2,3-DHB igeren mide dokusu ile ilgili

elektroferogramn

Sekilden de goruldugu gibi, homojenattan dolayir ortaya ¢ikan herhangi bir
karisikhiga rastlanmamaktadir.

Tayin limiti, S/N= 2.5 kriterine gore; 2,5- DHB igin 6.65x10° M, salisilat igin
3.19x10°, 2,3-DHB igin 6.96x10° olarak hesaplanmigtir. Deney sirasinda 1 saniyelik
enjeksiyonu i¢in yaklasitk 50 nanolitre ¢ozelti kullanildigi g6zoniine ahinirsa ve yaklagik
100ul’lik bir 6rnek ile galigilabilecegi kabul edilirse, bu maddelerin ne kadar digik
dizeylerde tayin edilebilecegi ortaya gikmaktadir.

Hidroksil radikalinin, hidrojen peroksit igeren ¢ozeltilerinin irradyasyona birakilmasi
ile meydana geldigi agtklanmistir (5,6,29). Reaksiyonu kontrol etrhek igin ve bu ¢aligmada
gelistirilen  yontemin dogrulugunu kanitlamak i¢in salisilat ve hidrojen peroksit UV

radyasyonuna maruz birakilmigtir. Ve boylece salisilatin azahst, 2,3-DHB ve 2,5-DHB * 1n
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artis1 saglanmmustir. Bu reaksiyon sonucunda 1.6.10° M 2,3-DHB ve 2.3.10° M 2,5-DHB
olustugu hesaplanmustir. Bu iki maddeye ilave olarak elektroferogramda yabanci bir pik
gozlenmistir. Bu pikin ise 2,3-DHB ve 2.3-DHB ‘in oksidasyonu sonucu olugan, tespit
edilemeyen bir maddeden kaynaklandigi dusinilmektedir. Sodyum salisilatin UV

radyasyonuna brrakilmast ile olusan iirtinlerin elektroferogram Sekil 4.5.” de gosterilmugtir.

20 A

15 4

5214

10 1

mV or mAU
14577

7.595
9.652

0 2 4 6 8 10 12 14
Minutes

Sekil 4.5 Sodyum salisilatin UV radyasyonu ile olusan tiriinler

Elde edilen sonuglara bakildiginda bu yontemin bilinen diger metodlara gére daha
ucuz, analiz zamaninin daha kisa oldugu gorilmektedir, aymi zamanda metod duyarl, segici

ve pratiktir.
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