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Serbest radikaller eslesmemis elektron tasiyan kararsiz iyon veya molekiillerdir.
Antioksidanlar ise serbest radikallerin olumsuz etkilerini nleyen veya ortadan kaldiran
maddelerdir. Bitkilerin rengi, kokusu ve tadindan sorumlu fenolik asitler ise &nemli
antioksidan kaynaklaridir. Tez kapsaminda, bazi hidroksibenzoik asit  (gallik,
protokatesik, vanilik, p-hidroksibenzoik ve salisilik asitler) ile hidroksisinnamik asitlerin
(ferulik, ¢r-sinnamik , kafeik, p-kumarik, o-kumarik asitler) ve bunlarin
kombinasyonlarinin antioksidatif (Ransimat ve P-karoten-linoleik asit sistemi ile) ve
antiradikal aktiviteleri (DPPH lizerinden serbest radikal siipiiriicii etki tayini) sentetik
antioksidanlar BHT ve BHA’ ninkiler ile karsilastiriimistir.

Ransimat yonteminde zeytin yagina ilave edilen fenolik asitlerden GA, KAA,
proKA ve FA’in lipid oksidasyonunun indiiklenme zamanini oldukga arttirdiklar
gorilmiistir. DPPH izerinden serbest radikal siipiiriicii etkileri, test edilen fenolik
asitlerin GA = proKA > KAA, kombinasyonlarinin ise GA+proKA > GA+VA >
GA+pOHBA > GA+SAA > FA+KAA > pKUA+KAA seklinde tesbit edilmistir. -
karoten-linoleik asit sistemi ile antioksidan aktivite tayininde ise test edilen higbir fenolik
asit veya kombinasyonunun [-karoten oksidasyonunu BHT veya BHA kadar inhibe

edemedigi, ancak ¢ok diisitk aktivite gdsterdikleri tesbit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Serbest radikaller, antioksidanlar, fenolik asitler, DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), serbest radikal siipiiriicii etki, Ransimat yontemi, B-karoten

linoleik asit sistemi
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Free radicals, in general, are labile ions or molecules bearing uncoupled electron
pairs. Antioxidants are compounds which are able to diminish or abolish the deterioration
due to free radical species. Being a responsible ingredient for the colour, flavour and
aroma of various plants, phenolic acids are accepted as an important source for
antioxidant compounds. ‘

In this thesis, we compared the antioxidant and free radical scavenging activities
of some hydroxybenzoic (gallic, protocatechic, vanillic, p-hydroxybenzoic ve salicylic
acids) and hydroxycinnamic (¢r-cinnamic, p-coumaric, o-coumaric, ferulic and caffeic
acids) acids and their combinations with those of BHT and BHA, synthetic antioxidants.

In the Rancimat test, the addition of tested phenolic acids ( GA > CAA > proCA
> BHA > FA > BHT) in olive oil significantly extended the induction time of lipid
oxidation. The potency order for the radical scavenging activities of phenolic acids on
DPPH was GA = proCA > CAA > BHA > BHT, and for the combinations was
GA+proCA > GA+VA > GA+pOHBA > GA+SAA > FA+CAA > BHA > pCUA+CAA >
BHT |

None of the tested phenolic acids and their combinations did not exhibit an
inhibition in heat-induced oxidation of B-carotene and linoleic acid system as potent as

BHT or BHA. However they had only slight activities in this system.

Keywords: Free radicals, antioxidants, phenolic acids, free radical scavenging
activity, Rancimat Method, B-caroten linoleic acid system
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1. GIRIS

Biyolojik olarak oksijenin yé@am i¢in vazgegilmez oldugu bir gergektir.
Ancak oksijenin etkisi gergekte iki yonlidiir. Canli organizmadaki bazi aktif
oksijen tirlerinin varliimn 50°den fazla hastalifa yol agtifi bilinmektedir
(Shahidi ve Naczk, 1995; Namiki, 1990). Ozellikle son yillarda gerceklesen
biyomedikal arastirmalar reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) doku iizerindeki
hasarlari, etki mekanizmasi ve viicut savunma sistemleri iizerinde yogunlasmistir.
Bu tiirlerin giinliimiizde yol agtig1 bilinen fizyopatolojik durumlarin baginda
kanser, seker hastalif, karaciger yetmezligi ve yaslanma gelmektedir (De-Groot

ve Noll, 1986).

Reaktif oksijen tiirleri canli organizmasinin yapisinda bulunan maddelerdir
ve bunlar saglhkli dokuda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi enzimler yardimiyla yok edilebilirler. Ancak gevresel faktorler,
UV iginlan, toksinler, metal varhgi, sigara ve stres gibi dig etkilerin varhg: ile
organizmada bulunan bu oksijen tiirleri enzimlerle tolere edilemeyecek oranda
bulunurlar. Bu da organizmanin lipid, protein, karbonhidrat ve DNA gibi diger
bilesenleri ile reaksiyona girerek yapilarinin bozulmasmna ve doku hasarma neden

olurlar (Rice-Evans ve ark, 1991).

Antioksidan ve serbest radikal siipiiriicli etki giiniimiizde biyomedikal
alanin giincel ve ¢ok genis kapsamli bir arastirma konusudur. Konunun bir
boyutu besinlerin uygun katki maddeleri ile korunmasini ilgilendirirken, diger bir
boyutu da gesitli hastaliklarla ortaya ¢gikan oksidatif hiicre hasarlarin1 ve bunlarin
Onlenme yollarim1 aragtirma konusu olarak ele alinmaktadir (Summan ve
ark.,1997). Ayrica, bu genis kapsamli konunun kozmetikte g¢esitli uygulamalar
yer almaktadir. Lipid oksidasyonu, besinlerin kalitesini kaybetmesinin diger bir
deyisle renk, koku, tad, goriiniis ve besin degeri gibi Onemli Ozelliklerinin
kaybolmasinin nedenidir (Shahidi ve Wanasundara, 1992). Antioksidanlar ise
radyasyon, gevre kirliligi gibi dolayli bir takim olaylardan etkilenen canli
metabolizmada kendiliginden olusan serbest radikallerin neden oldugu hiicre

hasarini dnleme yetenegine sahiptirler. Gida endiistrisinde oksidatif bozunmadan



korumak i¢in rutin olarak BHA (butillenmis hidroksianizol), BHT (butillenmis
hidroksitoluol) PG (propilgallatyjve TBHQ (tersiyer-butilhidrokinon) gibi sentetik
antioksidanlar kullanilmaktadir. Sentetik antioksidanlar oldukc¢a etkin, stabil ve
ucuz olmalarina kargin, yan etkileri konusunda ¢esitli tartigmalar vardir
(Harborne, 1994). Bu nedenle, son yillarda antioksidan aktivite ile ilgili

caligmalarin gogunlugu dogal antioksidanlarla ilgilidir.

Pekcok tayin - yonteminde, tokoferoller, flavonoidler, kumarinler,
antosiyaninler, fenolik asitler gibi bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan pekgok
polifenolik bilesik antioksidan aktivite gostermektedirler. Potansiyel bir kaynak
olarak bitkisel fenoller primer antioksidan aktiviteye sahiptirler (Shahidi ve

Naczk, 1995).

Bitkiler aleminin pek¢ok iiyesinin kimyasal yapisinda bulunan fenolik asitler
aym zamanda antioksidan aktiviteden sorumlu bilegiklerdir. Yapilarinda bulunan
hidroksil ve metoksi gruplarinin sayist ve konumuna gore benzoik ve sinnamik
asit tiirevleri olmak iizere basitge iki smfa ayrilmiglardir. Aym1 zamanda bu
hidroksil ve metoksil gruplart fenolik asitlerin biyolojik aktivitelerini de

belirlemektedir (Cadenas ve Packer,2002).

Tez kapsaminda 5 benzoik asit tiirevi (p-OH-Benzoik asit ()OHBA), gallik
asit (GA), salisilik asit (SA), vanilik asit (VA), protokatesik asit (proKA)) ve 5
sinnamik asit tiirevi (¢7-sinnamik asit (¢7SIA), ferulik asit (FA), kafeik asit (KAA),
p-kumarik asit (pKUA), o-kumarik asit (0KUA)) ve bunlarin bitkilerde bir arada
bulundugu diigiiniilerek (sinerjik etkili) ikili kombinasyonlarinin Ransimat
yontemi ve B-karoten- linoleik asit sisteminde antioksidan aktiviteleri ve DPPH
radikali iizerinden serbest radikal siipiiriicii etkileri aragtirilmis ve bu etkileri en
yaygin sentetik antioksidanlar BHT ve BHA’mnkiler ile kargilagtirilarak

degerlendirilmigtir.




2. LITERATUR BILGISI

2.1. Serbest Radikaller

Genel bir tammlamaya gore serbest radikaller, eslesmemis elektron tagiyan
iyon veya molekiillerdir (Larson, 1997; Anonim, 2005f; Cadenas ve Packer,
2002). Bilindigi gibi atomun yapist, bir ¢ekirdek, nétron, proton ve elektronlardan
olugsmaktadir. Atom cekirdegindeki pozitif yiiklii protonlar atomun etrafindaki
negatif yilikli elektronlarin sayisini  belirlemektedir. Elektronlar kimyasal
reaksiyonlara girerek, atomlarin birbirine baglanmasin1 ve yeni molekiillerin
olusmasint saglamaktadir (Yurdakul, 2005).

Bir atomun kimyasal davranigini belirleyen en oOnemli kriter dis
orbitallerindeki elektron sayisidir (Anonim, 2005g). Kararli molekiillerin en dis
orbitallerinde zit yonde donen eslesmis iki elektron bulunmaktadir. Bu orbitaller
kovalent bag olusumunu saglarlar. Bunlarin disinda bir elektronu eslesmemis
veya en dig orbitalinde tek bir elektron iceren molekiiller karasiz yapidadirlar
(Rice-Evans ve ark., 1991).

Kuantum kimyasina gore ancak iki elektron bir bag olusturmaktadir. Bag
koptugunda elektronlar ya birlikte kalir (ikisi de bir atomda) ya da ayrilirlar (birisi
bir atomda, digeri diger atomda). Aym atomda kalirlarsa olusan yapi bir iyon,
ayrilirlarsa olugan yap: serbest radikaldir (Giimriik¢iioglu, 2005).

Serbest radikaller, dis orbitallerinde tasidiklart eslesmemis elektrondan
dolay1 kararsiz yapidadirlar ve oldukga reaktiflerdir. Elektron bakimindan dengeli
olmayan bu serbest radikaller, yeniden kararli duruma gelmeye calisirken viicut
dokularina zarar vermektedirler (Anonim, 2005a; 2005h; 2005g; Sherman, 1998).
Serbest radikaller kararli hale gecmek igin, yag asitleri, proteinler ve DNA gibi
onemli biyolojik molekiillerden hidrojen atomu kaptiklari zaman, hidrojen
kaybeden molekiiliin kendisi, serbest radikal haline geldigi ve bu da komsu
molekiillerden hidrojen atomlarini kaptigi- icin bir zincirleme reaksiyona yol

agmaktadir (Anonim, 2005a; 2005h; Bagchi ve Puri , 1998).



2.1.1. Serbest radikallerin olusumuna neden olan faktorler

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri, insan viicudunda hem
normal metabolik siireclerde hem de cevredeki c¢esitli fiziksel etkenler ve
kimyasal olaylar nedeniyle siirekli olarak tiiretilmektedirler (Yurdakul, 2005;

Sherman, 1998; Anonim, 2005h; Cadenas ve Packer, 2002).

2.1.1.1. Endojen faktorler

Mitokondrial elektron transport zinciri, redoks dongiisii, arasidonik asit
metabolizmasi, fagositik hiicrelerde (monosit ve makrofajlar, nétrofil, ebzinofil)
meydana gelen oksidatif reaksiyonlar, sitokrom P450 enzim sistemleri, ksantin
oksidaz, NADPH oksidaz gibi oksidan enzimler, iskemi/reperfiizyon siireci,
inflamasyon ve bilingsiz yapilan eksersizlerde rol oynayan endojen siireglerdir
(Frei, 1994, Bagchi ve Puri, 1998, Anonim, 2005¢; Kayaalp, 2000). |

Yitksek yapili canli organizmalarin timii yasamlanim siirdiirmek  icin
oksijene gereksinim duymaktadir. Oksijen, mitokondriyal solunum zincirinde
ATP iretimi sirasinda terminal elektron kabul edicidir (Melov, 2002).
Mitokondride ATP sentezi sirasinda oksijen kullanildigindan, ROT (reaktif
oksijen tiirleri) olusumu bu siiregte kaginilmazdir (Poston ve Raijmakers, 2004;
Sorg, 2004). Mitokondrial oksidatif fosforilasyon sonucunda ana metabolit olarak
karbondioksit olusurken yaklasik %3-5 oraninda da ROT meydana gelmektedir
(Urso ve Clarkson, 2003; McDonough, 2003).

Hiicrelerde serbest radikal olusumu enzimatik ve non-enzimatik reaksiyonlar
sonucunda meydana gelmektedir. Sitokrom P450 enzim sistemi, prostaglandin
sentezi ve fagositoz siirecleri serbest radikal olusumuna neden olan enzimatik
reaksiyonlardir. Aynca serbest radikaller, radyasyon tarafindan indiiklenen,
organik bilesiklerle oksijen arasindaki non-enzimatik reaksiyonlar sonucunda da
olusabilmektedirler (Frei, 1994).

Ayrica serbest radikaller bazi hiicreler tarafindan savunma amagh olarak da
iiretilmektedirler. Makrofajlar ve notrofiller gibi fagositik hiicreler, patojenler ile
karsilastiklar1 zaman serbest radikalleri meydana getirmektedirler (Scheibmeir ve
ark., 2004). Fagositik hiicreler nitrik oksit, siiperoksit, hipoklorit ve hidrojen

peroksit’ in oksidatif olarak yanmas: sonucu bakterileri veya virlis bulagmig



hiicrelerin yikimma neden olmaktadirlar. Ancak, parazitler, bakteriler veya
viriislerle olusan kronik enfeksiyonlar, kronik fagositik aktiviteye ve bunun
sonucunda kronik inflamasyona neden oldugundan, kanser gelisim riskini

arttirmaktadirlar (Frei, 1994).

2.1.1.2. Kimyasal ve cevresel faktorler

Toksinler; karbontetrakloriir, benzen, toluen, benzo(a)pirin (Valcheva-
Kuzmanova ve ark., 2004; Senator ve ark., 2004), ilaglar; adriamisin, bleomisin,
mitomisin C, klorpromazin ve nitrofurantoin (Yildirim ve ark., 2004; Sherman,
1998; Bagchi ve Puri; 1998), hava kirliligi; primer olarak; karbonmonoksit, nitrik
oksit, aldehitler ve alkil nitratlar (Bernstein, 2004), radyasyon ve giines 15181 (Yu
ve Zhou, 2005), sekonder olarak; alkol, sigara ve barbekii dumani, perokside
olmus yaglar (et veya peynirde) ve dondurulmus gidalardir (Munnia ve ark., 2004,

Rodriguez-Estrada ve ark., 1997).

2.1.2. Serbest radikal tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) terimi, kolayca radikallere doniisen oksijen
bilesikler, oksidan ozelligi olan non-radikal bilesikler ve biitiin oksijen radikalleri
i¢in kullanilan ortak bir terimdir. Ayni sekilde; radikal olan veya olmayan azot

tiirevi okside edici ajanlara da reaktif azot tiirleri denir (Cadenas ve Packer, 2002)

i) Radikaller; ’
*Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ; Siiperoksit (O"), Hidroksil (OH), Lipid
peroksil (LO;,"), Lipid alkoksil (LO)
*Reaktif klor tiirleri; Atomik klor (CI)
*Reaktif azot tiirleri; Nitrik oksit (NO), Azot dioksit (NOy)
ii) Non-Radikaller;
* Reaktif oksijen tiirleri; Hidrojen peroksit (H203), Singlet oksijen (O
Tl), Lipid peroksitler (LOOH)
*Reaktif klor tiirleri; Hipoklorik asid (HOCI)



*Reaktif azot tiirleri; Nitroz asid (HNO;), Peroksinitrit (ONOO),
Peroksinitrik asid (ONOOH), Alkil peroksinitritler (ROONO) (Anonim,
2005¢). '

Biyolojik sistemlerdeki primer radikaller, siiperoksit anyonlari, hidroksil
radikalleri ve nitrik oksit radikalleridir. Digerleri ise sekonder radikaller olarak

bilinmektedir (Anonim, 2005f)

2.1.2.1. Siiperoksit radikali (0;")

Siiperoksit radikali, canlilarda olustugu bilinen ilk radikaldir. Indirgeyici
ozellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri oksitlenirken,
stiperoksit radikali olustururlar. Mitokondrideki enerji metabolizmas: sirasinda
tiiketilen oksijenin % 1-5 kadan stiperoksit olusumuna neden olmaktadir. Ayrica
aktive olmus fagositik lokositler bol miktarda siliperoksit radikali iireterek
fagozom i¢ine ve bulunduklar1 ortama salarlar. Antibakteriyel etki igin gerekli
olan bu radikal dretimi, hidrojen peroksit veya peroksinitritler gibi daha bagka
reaktif tiirlerin olusumuna da katkida bulunmaktadir (Melov, 2002; Poston ve
Raijmakers, 2004; Brown ve Yamamoto, 2003; Du ve Gebicki, 2004). Siiperoksit
radikali, ¢esitli enzimler tarafindan da olusturulur. Ksantin oksidaz enzimi
siiperoksit radikali tiretiminde en etkili enzim olarak bilinmektedir (Poston ve
Raijmakers, 2004). Ayrica demir gibi metal gegis iyonlarinin hava ile direkt
oksidasyonu sirasinda da siiperoksit radikali olugsmaktadir. Bu siiregte, oksijen
iyonla kompleks olusturmakta ve elektron transferi meydana gelmektedir. Oksijen
metabolizmasinda goérev alan hemoglobin gibi demir kompleksleri bulunan

hiicrelerde bu yolak oldukc¢a 6nemlidir (Larson, 1997).
O+ ¢ ——» 0y

2.1.2.2. Hidrojenperoksit radikali (H,0-)
- Siiperoksit radikaline bir elektron eklenmesi (siiperoksit dismutasyonu)
sonucunda hidrojenperoksit olugmaktadir. Dismutasyon, spontan olarak veya
siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi aracili1 ile gergeklesmektedir (Scheibmeir ve

ark., 2004). Ayrica, nétrofillerde de inflamasyona yanit olarak hidrojenperoksit
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radikali Uretilmektedir (Duggan ve ark., 2002). Hidrojenperoksit radikali,
yapisinda paylasilmamis elektron igermediginden radikal o6zelligi tagimaz ve
reaktif bir tir degildir. Hidrojen peroksitin oksitleyici bir tiir olarak
degerlendirilmesinin nedeni, demir, bakir gibi metal iyonlarmin varlifinda,
hidroksil radikalinin prekiirsorii olarak davranmasidir (Sorg, 2004; Larson, 1997,
Rauen ve ark., 2004). H,O,’ in ¢ogunlugu seliiler katalaz enzimi araciligi ile
oksijen ve suya ayngir. Katalaza ilaveten glutatyon peroksidaz enzimi de bu
ayrigmayl saglamaktadir (Scheibmeir ve ark., 2004). Ayrica, H,0O,, lipid

peroksitlerin olusumunu ve tiyollerin oksidasyonunu saglamaktadir (Sorg, 2004).

20, +2H > 0,+H,0,;

2.1.2.3. Hidroksil radikali(HO")
1. Fenton Reaksiyonu; Hidrojen peroksit, Fe? ve diger gecis elementleri
(Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo ) varliginda indirgenerek hidroksil radikalini
olugturmaktadir (Anonim, 2005e; Okai ve ark., 2004; Kayaalp, 2000).

Fe*? + H,0, » Fe™ +HO + OH

2. Haber-Weiss reaksiyonu; -Hidrojen peroksit, siiperoksit radikali ile
reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturmaktadir. Bu reaksiyon bakir
ve demir tarafindan kataliz edilmektedir (Qian ve Buettner, 1999;

Kayaalp, 2000).

0Oy + HO+ H* » O, + H,0+ HO

3. Suyun yiiksek enerjili radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil
radikali olusmaktadir (Anonilﬁ, 2005¢; Takeshita ve ark., 2004).
4. Hidrojen peroksitin UV 1s1gmma maruz kalmasi ile de hidroksil radikali
olugsmaktadir (Anonim, 2005¢).
Hidroksil radikali C-H bagina etki ettigi zaman karbon merkezli serbest

radikaller (RsC) olustugu goriilmektedir. Olugan bu serbest radikaller, molekiiler



oksijen ile reaksiyona girerek hizl bir sekilde aktive olur ve reaksiyon iirtinii

olarak peroksil radikaller (ROQ") olugmaktadir (Larson, 1997).

2.1.2.4. HOCI (Hipoklorik asit)

Hidroksil radikalleri klor ile reaksiyona girerek dokuda sitotoksik madde
olan hipoklorik asitin olusumunu saglar (Kayaalp, 2000). HOCI radikal
olmamasina karsin reaktif oksijen tiirleri arasinda yer almaktadir. Amino ve siilfiir
iceren gruplarin oksidasyonunda (Sorg, 2004) ve fagositik hiicrelerde bakterilerin

yokedilmesinde dnemli rol oynamaktadir (Zavodnik ve ark., 2004).

2.1.2.5. Singlet oksijen (O ™)

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasina ragmen, reaktif oksijen
tirleri arasinda yer alan singlet oksijen, serbest radikal reaksiyonlarinin
baslamasina neden oldugundan 6nem tagimaktadir (Anonim, 2005¢e). Pigmentlerin
(flavin iceren niikleotidler, retinal, bilirubin gibi) oksijenli ortamda 15181 absorbe
etmesi sonucunda, metallerin varliginda hidroperoksitlerin yikim tepkimelerinde,
kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda ve sitokrom P450 enzimlerinin
aktivitesi sirasinda singlet oksijen olusmaktadir (Yurdakul, 2005). Ayrica,
miyeloperoksidaz ve eozinofil peroksidazin katalize ettigi reaksiyonlar sirasinda
ve notrofil, eozinofil ve makrofajlarin aktivasyonu sonucu da olugmaktadir. UV
1isinlarina maruz kalmak da singlet oksijen olusumuna neden olmaktadir.

O ™ basta proteinler olmak iizere DNA, kolestrol, lipid ve aminoasit gibi

biyomolekiillerle etkilesmektedir (Sorg, 2004).

2.1.2.6. R’ (AlKkil radikali)

Alkil radikali, yag asitleri bagta olmak iizere, niikleik asitler, karbonhidratlar
ve proteinler gibi gesitli molekﬁllefden bir proton ¢ikararak karbon merkezli
organik peroksit radikallerin (RCOO’) ve peroksil radikallerinin (ROO" )
olusumuna neden olmaktadir (Sorg, 2004). Peroksil radikali lipid

peroksidasyonunu baglatan radikal olup ¢ok uzun émiirliidiir (Anonim, 2005e).
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2.1.2.7. Nitrik Oksit (NO)

Viicutta oksijen tiirevi radikallerin yamisira, oksijen tlirevi olmayan
radikaller de olusmaktadir. Bu grupta en 6nemli serbest radikal azot merkezli
radikal olan nitrik oksit (NO) dir (Anonim, 2005¢).

Biyolojik sistemlerde olugan reaktif azot tiirevlerinin en 6nemlisi oksidasyon
degerligi +2 olan NO’dur. NO, bir azot atomu ile bir oksijen atomunun
ciftlesmemis elektronlarini vererek birlesmelerinden meydana gelmekte ve bu
yiizden radikal tanimina uymaktadir. Bu lipofilik serbest radikal, damar endotel
hiicrelerinde Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimi aracihigiyla L-arjinin’den
sentezlenmektedir. NO’ in tek basina radikal 6zelligi, ortaya ¢ikan toksisiteyi
tanimlamaya yetmemektedir. NO’ in ortamda bulunan ROT’ i ile feaksiyona
girerek, 6rmegin siiperoksit radikali ve oksijen varlifinda, giiclii bir oksidan olan
peroksinitrit (ONOQ") (Sorg, 2004) ve azotoksit olusturdugu ve bunlarn da ileri
dekompozisyonla HO' radikali olusumuna yol agtig: ifade edilmektedir (Sorg,
2004; Abuja ve Albertini, 2001). |

Peroksinitrit, tiyollerin ve arbrﬂatik gruplarin oksidasyonunu saglamaktadir
(Sorg, 2004). Ayrica, tirozin gibi fenolik amino asitleri nitrolayarak toksik nitro-
tirevleri (nitrotirozin) olusumuna neden olmaktadir.

Sonug olarak NO, endotel hiicre disfonksiyonunda ve buna bagh olarak
gelisen ateroskleroz, hipertansiyon gibi bazi onemli vaskiiler hastaliklarda rol
oynamaktadir (Anonim, 2005¢).

[

NO + Oy > ONOO

2.1.2.8. DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

DPPH, kararli bir radikaldir ve bir elektron veya hidrojen kabul eder.
Antioksidanlarin, DPPH radikaline bir hidrojen atomu verme yetenekleri iizerinden
siipiiriicii etki gosterdikleri diigiiniilmektedir (Frankel ve Meyer, 2001; Fraﬁkel ve Meyer,
2000; Giilgin ve ark., 2004). Fenolik' bilesiklerin aktivitelerinde etkinin yapi-etki
iliskisinin anlasilmas: igin kullanilan ilk sentetik radikallerdendir. DPPH radikalinin
diger radikallerle (alkiller) etkilegimi kullanimini sinirlandirmaktadir. (Frankel ve Meyer,

2000).



2.1.3. Serbest radikallerin biyokimyasal etkileri

Olduk¢a yiiksek aktiviteye sahip olan serbest radikal tiirlerinin ¢ogu,
sitoplazmik  membranin  lipidlerinin  peroksidasyonuna ve membran
permeabilitesinin artmasimna, enzimlerin ve sitostriiktiirel proteinlerin siilfidril
gruplarmmin oksitlenmesine ve gapraz-baglanmasina, enzimlerin inaktivasyonuna,
bu arada antiproteazlarin inhibisyonu sonucu proteolitik enzimlerin
aktivasyonuna, DNA yapisinin bozulmasina ve kirilmasina neden olmaktadirlar
(Kayaalp, 2000). Hedeflerde olusacak hasarin sgiddeti, hedefteki radikal
konsantrasyonuna, hedef ile oksidan arasinda gerceklesen reaksiyonun hiz
sabitine, oksidanin olustugu bdlgeye gore hedefin konumuna, hasara yol agan
ikincil olaylarin olusumuna (zincirleme reaksiyon ve hasar transfer prosesi),
oksidan siipiiriicii reaksiyonlarin olusumuna ve onarim mekanizmalarina baghdir

(Davies, 2004).

2.1.3.1. Serbest radikallerin lipidler iizerine etkileri
Lipid peroksidasyonu, poliansatiire yag asitlerinde meydana gelen
zincirleme bir reaksiyondur ve dort agamada olusur;
1. Baslama sathasi: HO' radikali veya herhangi bir reaktif radikal, bir
poliansatire yag asidinin metilen kismindan bir hidrojen atomu
kopartarak, lipid radikali olugturur. Bu reaksiyon hem membran lipidleri

hem de besinler ile alinan yaglar i¢in gecerlidir (Abuja ve Albertini, 2001).
HO +LH > H0+L

2. llerleme safhasi: Zincirleme reaksiyon, olugan lipid radikaline O, ilavesi
ile devam etmekte ve lipid peroksil radikali (LOO") meydana gelmektedir.
Lipid peroksil radikalleri diger doymamus yag asitlerini etkileyerek yeni
radikaller olusmasina neden olurken, bir yandan da hidrojen atomlan
alarak hidroperoksitlere doniigmektedirler. Hidroperoksitlerin
pargalanmasi ile lipid alkoksi radikalleri agiga ¢ikmaktadir (Meram ve

Aktaran, 2002; Abuja ve Albertini, 2001).
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L +02 > LOO
IOO+LH —» LOOH+L

3. Yikin Safhasi: Tek elektron iizerinden yeniden yapilanma, lipidin
pargalanmasina yol agamaktadir. Bu asamada olusan iiriinlerden biri olan
malondialdehit (MDA) kan ve idrarda saptanabilmektedir. Ayrica son iiriin
olarak etan ve pentan olustugu tesbit edlmistir. Olusan bu aktif iiriinler
DNA’ya baglanarak mutasyonlara neden olmaktadirlar (Cirak ve ark.,
2003). |

4. Sonlanma safhasi: Saglikli sistemlerde bu zincir reaksiyonlar katalaz,
sliperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan sistemler
tarafindan bloke edilmektedir (Cirak ve ark., 2003; Meram ve Aktaran,
2002; Abuja ve Albertini, 2001).

LOO + L + 2H* » LOOH + LH
veya

L + VitE — ILH + VitE
VitE + L — LH + VitEy

Demir ve bakir gibi redoks reaksiyonlarina neden olan metallerin varliginda
lipid peroksidasyonu iiriinleri artmaktadir. Lipid peroksidasyon urﬁnl¢ri olarak
aciga cikan lipid peroksiller, hidropéroksitler ve aldehitler membran yapisina
direkt olarak zarar verirken, diger hiicre bilesenlerini ise Urettikleri aldehitler
araciligi ile indirekt olarak etkilemektedirler (Meram ve Aktaran, 2002; Abuja ve
Albertini, 2001; Park ve ark., 2002). Ayrica lipid peroksidasyonu sonucunda
hiicrelerin gegirgenligi arttifindan, kalsiyumun hiicre igine geg¢isi artar ve
hiicrenin pH’s1 degisir (Harman, 1992). Lipid peroksidasyonu en fazla plazma
membranlarinda ve epidermisin yiizey tabakasi olan Stratum corneum’ da

gergeklesir. Olugan lipid peroksitler hiicre membranlarinin ve epidermisin fiziksel
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ozelliklerini etkileyerek biyolojik fohksiyonlarml degistirmektedirler (Sorg, 2004;
Cirak ve ark., 2003).

2.1.3.2. Serbest radikallerin proteinler iizerine etkileri

Yapilan son ¢aligmalar; proteinlerin biyolojik sistemde serbest radikallerin
ilk hedefi oldugunu, DNA ve lipidlerin ise ikincil hedefler olabilecegini
gostermektedir. Proteinler canli organizmada en fazla bulunan komponentlerdir ve
okaryotik hiicrelerde molekiiler hedeflerin % 75’ ini olusturmaktadirlar (Du ve
Gebicki, 2004).

Ozellikle doymamis bag ve siilflir tagiyan protein molekiilleri, serbest
radikallerle yiiksek oranda etkilesim gostermektedirler. Bu nedenle; triptofan,
tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi aminoasitleri igeren
proteinlerin serbest radikallerden daha fazla etkilendigi, immunoglobulin G ve
albumin gibi disiilfit bagi tasiyan proteinlerin de yapilarinin  bozuldugu
bildirilmigstir (Meram ve Aktaran, 2002). Serbest radikaller, proteinlerin ¢apraz
baglanmasina ve protein bantlarinin par¢alanmasina neden olarak, enzim ve
reseptér proteinlerinin yapisina zarar vermektedirler. Hiicre ig¢i enzim ve
reseptorlerindeki bu degisimler anormal hiicre davramisina yol agmaktadiriar
(Harman, 1992). Proteinlerle serbest radikallerin etkilesimi sonucunda karbonil
tirevlerinin olustugu bilinmektedir, bu nedenle proteinlerdeki oksidatif hasari
tespit etmek amaci ile protein karbonillerinin seviyesindéki artis
degerlendirilmektedir (Samuel ve ark., 2005; Headlam ve Davies, 2004; Ishii ve
ark., 2002).

2.1.3.3. Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA iizerine etkileri

Radyasyona bagli olarak olusan serbest radikaller, DNA’ y1 etkileyerek
mutasyon ve anormal protein sentezine neden olduklarindan gen ekspresyonunda
degisiklige, apoptoz ve hiicre dliimiine yol agmaktadirlar (Sorg, 2004). Olusan
DNA hasannin yaklagik %60’1 suyun radyolizi sonucu ortaya ¢ikan iyonize
radyasyona bagl olarak gelismektedir. Burada en zararl tiir oldukca reaktif olan
hidroksil radikalidir (Chatgilialoglu ve O'Neill, 2001). Hidroksil radikali

heterosiklik DNA bazinin ¢ifte baglarina baglanarak, timinin metil grubundan
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veya 2'- deoksiribozun C-H bagindan bir hidrojen atomunun kopmasimna neden
olmaktadir (Evans ve ark., 2004). - Hidrojen atomunun kopmasi, karbon merkezli
2"~ deoksiriboz radikalinin ve DNA bazlarinin C veya N merkezli radikallerinin
olusumuna neden olmaktadir (Chatgilialoglu ve O'Neill, 2001; Evans ve ark.,
2004). DNA hasar en ¢ok 8-oksoguanin (8-hidroksi-2 deoksi guanozin,8-0kso-G)
ve timin glikol (TG) lezyonu olarak goriilmektedir. Hiicrelerde radikal maruziyeti
sonucu 8-okso-G ve TG seviyeleri artar (Haripriya ve ark., 2004; Bohr, 2002).
DNA’ daki lezyon, yapimn ‘seklini bozuyorsa ve DNA polimeraz molekiiliiniin
gelisimini bloke ediyorsa bu letal bir lezyon olarak tamimlanir. Lezyon yapinin
seklini bozmuyor, ancak DNA polimeraz enzimini kolayca yokederek, DNA’ nin
aymi kokenden gelmeyen bir baz ile g¢iftlesmesine neden oluyorsa lezyon
premutajenik olarak tanimlanir (Wallace, 2002).

Hidrojen peroksit ise membranlardan kolayca gegerek hiicre ¢ekirdegindeki
DNA’ ya ulagmakta ve bdylece hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina ve dliimiine

yol agmaktadir (Meram ve Aktaran, 2002).

2.1.3.4. Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve
okzoaldehitler meydana gelir. Ac¢iga ¢ikan okzoaldehitler proteinlere
baglanabilme 6zelliklerinden dolayi, antimitotik etki gostermektedirler. Bu
nedenle kanser ve yasglanmaya neden olabilmektedirler (Meram .ve Aktaran,

2002).

2.1.4. Serbest radikallere bagh olarak gelistigi diisiiniilen hastahklar

Serbest radikallerin iiretimi, serbest radikallerin etkisini engelleyen
antioksidanlarin  kapasitesini agtifi zaman “oksidatif stres” olugmaktadir
(Scheibmeir ve ark., 2004; Poston ve Raijmakers, 2004; Junqueira ve ark., 2004;
Abuja ve Albertini, 2001; Sorg, 2004). Kanser, romatoid artrit, katarakt,
yaslanma, Alzheimer, Parkinson, iskemi/reperfiizyon, inflamasyon, ateroskleroz,
oksidatif stres ile ilgisi oldugu diigiiniilen gesitli hastaliklardir (Sherman, 1998;
Anonim, 2005f; Harman, 1992). Kronik ve dejeneratif hastaliklarin en az %
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Biyomedikal aragtirmalar artan bir sekilde gosteriyor ki; oksidatif stress
tarafindan yapilan siirekli atak cogu major hastaligin baglamasina ve ilerlemesine
katkida bulunmaktadir. Oksidatif atiklar yani serbest radikaller, hastaligin ilk
olugsum yerinde olusum nedenini olusturmakta ve daha sonra viicutta yayilimim
dirtiilemektedirler (Sherman,1998; Anonim, 2005d).

Serbest radikallerin  dokulardaki zararinin, ateroskleroz ve kalp
' hastaliklarinin nedeni oldugu dﬁ$ﬁniilmektedir. Oksidatif hasar sonucunda
parcalanmus platelet hiicrelerinin arter duvarlarina yapigmasit ve kan kolestrol
miktarinin yiikselmesi arterlere zarar vermektedir. Bu olusumlann tiimii damar
sertliginin ilerlemesine sebep olmaktadir. Daha ileri safhalar ise, kardiyovaskiiler
hastaliklar, kalp ile beyne giden kan ve oksijenin azalmasidir. Oksijenden mahrum
kalan dokularda, hastalifin gelismesini hizlandiran ve kisilerin kalp krizi gegirme
riskini arttiran serbest radikal etkisi gézlenmektedir (Sherman,1998).

1980’ lerden bu yana toplanan veriler oksidatif hasarin aterosklerotik
proseste onemli rol oynadigimi desteklemektedir (Frei, 1994). Aterosklerozun
iletlemesi i¢in lipid peroksidasyonunun gerekli oldugu diisiiniilmektedir (Abudu
ve ark., 2004). Mevcut bilimsel kanitlara gore, arteriyal lezyonda okside
lipoproteinler gozlendigi, hayvan modellerinde antioksidanlarin lezyon
olusumunu inhibe ettigi ve geciktirdigi rapor edildigi icin LDL (diisiik yogunluklu
lipoprotein) oksidasyonunun hastalik siirecine eslik ettigi diisiiniilmektedir
(Chisolm ve Steinberg, 2000; Napoli ve Ignarro, 2001). Arteriyal duvarda LDL
okside olmakta, makrofaj ve monositler modifiye LDL’yi almakta veya fagosite
etmekte ve bu olay “kopiik (foam) hiicrelerinin” olusumuyla sonu¢lanmaktadir.
Kopiik hiicreleri “yag cizgisi (fatty streak)” igin gereklidir. Arastirmalarin ¢ogu
invivo olusan LDL oksidasyonunun ozellikle aterosklerotik plakta olustugunu
gostermektedir (Frei, 1994). Siiperoksit radikalinin NADPH oksidaz ve ksantin
oksidaz gibi bir cok kaynag: arteriyal duvarda tespit edilmistir. Nitrik oksit ve
siiperoksit kolayca peroksinitrit olusturmaktadir ve peroksinitrit LDL’ yi modifiye
etme yetenegine sahiptir (Napoli ve Ignarro, 2001; Stokes ve ark., 2002).
Oksidasyon hipotezinin dogal sonucu olarak antioksidanlarin aterosklerotik plak
olusumunu ve hastaligin ilerlemesinin yavaslatilacag: diisliniilmektedir.

Antioksidanlar, vaskiiler duvarda bulunan ROT tretimi ve salinimini azaltmakta,
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endoteliyal aktivasyonu inhibe etmekte ve nitrik oksitin biyolojik aktivitesini
geligtirmektedir (Napoli ve Ignarro, 2001). Ancak son zamanlarda vitamin E ile
yapilan ¢esitli caligmalarda negatif sonuglar alinmistir (Heinecke, 2002; Napoli ve
Ignarro, 2001).

Iskemi, hiicrede bulunan oksijen miktarinin hiicrenin ihtiyaci olan miktari
karsilayamamasi durumudur (Lee ve Maclean, 2003). Hipoperfiizyon nedeniyle
miyokardiyumdaki oksidatif metabolizmanin yetersiz kalmasi sonucu sekeller
olugmaktadir. Ileri hipoperfiizyon durumlarinda beslenmenin yetersiz kaldig: kalp
kas1 bolgelerinde nekroz gelismektedir. Koroner kan akiminin artmasiyla da
iskemik kalp kasi reperfiizyonla yeniden oksijenlenmektedir. Reperfiizyon
durumunda iskemik hasar artabilmektedir. Bu durum “iskemi-reperfiizyon
hasar1” olarak adlandirilmaktadir (Frei, 1994). Bunun nedeni, iskemi sirasinda
ksantin oksidaz enziminin sentezinin, etkinliginin ve substratlarinin artmasi ve
boylece, enzimin reperfiizyon sirasinda dokuda konsantrasyonu birden artan
oksijeni asinn miktarda siiperoksit anyonuna doniistirmesidir (Kayaalp, 2000).
Reperflizyon kaynakli oksidatif stresin kalp kasi hasartni arttirdigi diislincesi
yapilan cesitli ¢aligmalarla desteklenmektedir (Frei, 1994; Cuzzocrea ve Reiter,
2001). Ayrica, bu siirecte sozkonusu serbest radikaller, mitokondriyal solunum ve
aktif notrofiller tarafindan da iretilmektedir (Moens ve ark., 2004). Miyokartta
siiperoksit, hidroksil, hidrojen peroksit gibi serbest radikaller tespit edilmistir
(Frei, 1994). Ayrica vitamin E gibi radikal siipiiricii antioksidanlarla yapilan
caligmalarda iskemi-reperfﬁzyoh hasani lizerinde olumlu etkiler saptanmustir.
Miyokardiyal membranlar daha ¢ok fosfolipid ve proteinlerden olusmustur.
Membran proteinlerinin serbest radikallerin etkileriyle degisimi iskemi-
reperfiizyon siirecinin gelisiminde Onemli bir faktordiir. Ayrica antioksidan
savunmanin bas'kllandlgl durumlarda, lipid membranlarinin peroksidasyonu da
membran biitiinliigliniin bozulmasina, nekroz ve hiicre 6liimiine yol agmaktadir
(Moens ve ark., 2004). Giderek artan kanitlar serbest radikallerin merkezi sinir
sisteminde de iskemi-reperfiizyon hasari ile baglantili ndronal lezyon olugsmasinda
rol oynadigi diigiincesini desteklemektedir. Yine beyin, bobrek, akciger ve
karacigerde iskemi-reperfiizyon hasarinda serbest radikal olusumu gosterilmistir

(Cuzzocrea ve Reiter, 2001; Marubayashi ve ark., 2000; Cui ve ark., 2004). Biitiin
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bunlara ragmen, iskemik-reperfiizyon hasann igin oksidatif stresin zorunlu
oldugunu gosteren kesin kanit heniiz yoktur (Frei, 1994).

Gok sayida aragtirma, stiperoksit, hidrojenperoksit ve hidroksil gibi
radikallerin inflamasyon bolgesinde olustugunu ve doku hasarina neden oldugunu
gostermektedir (Cuzzocrea ve Reiter, 2001). Istilac1 organizmalar ile miicadelede
inflamatuar cevabin yararh etkileri olmasina ragmen, kontrol digina c¢ikan
cevaplar ve kronik inflamasyonun romatoid artirit gibi hastaliklarin temelini
olusturdugu indirekt kanitlarla gosterilmistir (Frei, 1994; Cuzzocrea ve Reiter,
2001) Inflamasyonda nitrik oksit ve sitokinlerin artis1 s6zkonusudur (Boveris ve
ark., 2002). Artiritli hastalarda nitrik oksite ilaveten peroksinitritin de dretildigi
gosterilmistir (Cuzzocrea ve Reiter, 2001).

Dokulardaki mitokondrilere zarar veren agir inflamatuar yanitla birlikte
septik. sok meydana gelmektedir. Septik sokta nitrik oksit miktarmin arttif
gozlenmektedir. Nitrikoksit sentaz tarafindan bu siiregte asiri nitrik oksit tiretimi
sonucu agint miktarlarda olusan peroksinitritin mitokondriyal matriks proteinlerini
azotlayarak mitokondriyal disfonksiyona ugratmasi ©Onemli bir molekiiler
mekanizma olarak bilinmektedir (Boveris ve ark., 2002; Cuzzocrea ve Reiter,
2001).

Ayrica serbest radikallerin ¢ok sayida norolojik hastalikta rolii oldugu da
kabul edilmektedir. Noronlar ve beyin kolayca perokside olabilen poliansatiire
yag asiti icerirler, demirce zengindirler ve sadece basit antioksidan savunma
mekanizmalara sahiptirler. Bu faktorler beyin ve néronlani oksidatif strese karsi
duyarli hale getirmektedir. Ayrica beyinin toplam viicut oksijeninin %20’ sini
tilketmesi bir ¢ok serbest radikalin olusumuna neden olmaktadir (Harman, 1992;
Frei, 1994; Cui ve ark., 2004). Serbest radikallerin apoptoz veya nekroz ile
noronal 6liime yol agtiklar tesbit edilmistir. Ayrica Alzheimer, Parkinson ve
amiyotrofik lateral skleroz gibi ndrodejeneratif hastaliklarin patojeneiin_de de yer
aldiklan gosterilmigtir. Yapilan caligmalarda antioksidanlarin noronal oOlimii
onlemesi bu fikri desteklemektedir. Oksidatif stresin transkripsiyonel faktor olan
niikleer faktor-x-B’nin aktivasyonunu etkilemesi bu hastaliklardaki énemli diger
bir bulgudur. Bu faktor apoptozu inhibe eden proteinlerin ekspresyonunu

arttirmaktadir. Bu hastahifn tagiyan kisilerde merkezi sinir sisteminin zayif
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bir bulgudur. Bu faktoér apoptozu inhibe eden proteinlerin ekspresyonunu
arttirmaktadir. Bu hastalifi tasiyan kigilerde merkezi sinir sisteminin zayif
bolgelerinde NF- k- B’ye artmus miktarlarda rastlanmaktadir. Yine oksidasyona
ugramis DNA’nin belirleyicisi olan 8-okso-G diizeyi noérodejeneratif hastalik
tagiyan kigsilerde yiiksek olarak bulunmustur (Esposito ve ark., 2002). Serbest
radikallerin neden oldugu mitokondriyal disfonksiyon da néronal O6liime yol
acabilmektedir (Callaway ve ark., 1998).

Lipid peroksidasyonu, iskemik yaralanma gibi noéronal hasarlarin ve
Parkinson hastalig1 gibi nérodejenatif hastaliklarin 6nemli bir nedeni olmaktadir
(Callaway ve ark., 1998). Parkinson hastaliginda oksidatif stres sonucunda
nigrostrial hiicre kaybi tesbit edilmistir. Aktif glial hiicreler Parkinson .ha.stahglnda
norodejenerasyon bolgelerinde goriilmiistiir. Bu olay apoptozun potansiyel
mediyatorii olan TNF-a (timor nekrozis faktor) gibi cesitli sitokinlerin ve reaktif
oksijen tiirlerinin Uretimiyle birlikte sinir hiicresi 6lim mekanizmasinda yer
almaktadir (Cui ve ark., 2004).

Alzheimer hastalif1 yasa bagli olarak gelisen klinik bulgu olarak hafiza ve
kavrama kaybi, patolojik bulgu olarak da senil plak, nérofibril karisikligr ve
sinaps kaybi ile karakterize bir hastaliktir. Lipid ve protein peroksidasyonu ve
diger oksidatif hasar belirtileriyle ortaya ¢iktii ¢esitli ¢aligmalarla
desteklenmektedir (Butterfield ve Lauderback, 2002). B-amiloidoz agregasyonu
ve B-amiloidozda reaktif oksijen tiirlerinin fazla miktarda bulunmasi, oksidatif
stresle norotoksisite arasindaki baglanti igin 6nemli bir kanit olugturmaktadir (Cui
ve ark., 2004).

Amiyotrofik lateral skleroz, motor néron hastaligi olarak bilinmektedir ve
serebral korteks, spinal kolon ve beyin sapinda motor noronlarin dejenerasyonuyla
karakterizedir. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi azalmasimn spinal kolonda
motor néronlarin dejenerasyonuna neden olduguna iliskin kanitlar bulunmaktadir.
SOD geninde mutasyonlar da mevcuttur, ancak hastalik ile baglantist heniiz tam
olarak a¢iga kavusturulamamistir (Cui ve ark., 2004).

Down sendromu, mental yavaglama, erken yaslanma ve bunama gibi sinir
sistemi iizerinde etkilerle goériinen patolojik ozelliklerle karakterize bir hastaliktir.

Oksidatif stresin down sendromunun néropatolojik kisminda rolii oldugu
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DNA ve mitokondriyal disfonksiyonlarinin da eslik ettigi goriilmektedir (Cui ve
ark., 2004). |

Yaslanma, gecen zamana bagl olarak ilerleyen yasla birlikte gelisen ve
kaydettigi ilerleme ile hastalik ve oliim sansini arttiran ardisik degisimlerin
birikimidir. Bu degisiklikler hastalikla, gevrésel faktorlerle, immiin disfonksiyonla
veya genetik ozelliklere bagli olarak olusabilmektedir. Yaglanma ile ilgili bir¢ok
teori ileri slrilmiistiir. Iglerinden bir tanesi giiniimiizde genis ol¢tide kabul
gormektedir (Ashok ve Ali, 1999). Ilk kez 1956’da Harman tarafindan siiriilen
yaslanmanin serbest radikal teorisine gore yaslanmaya oksidatif hiicre ve doku
hasar neden olmaktadir (Asho ve Ali, 1999; Junqueira ve ark., 2004). Yaslhlikla
olusan hastaliklarin major belirleyicisinin oksidatif stres olmast olasiligi bu teoriyi
desteklemektedir (Junqueira ve ark., 2004). Yaslanma siirecinde kanitlanan neden-
etki iliskileri; molekiil i¢i ve molekiillerarasi capraz baglanma olusumu;
immunolojik reaksiyonlarda degisimler; hiicre poliferasyonunun yarida kesilmesi
veya azalmasiyla telomerde kisalma; ilerleyen yagla antioksidan enzim
diizeylerinin azalmasi ve serbest radikal hasarinin daha c¢ok hissedilmesi; yasa
baglh degisikliklerle gen aktivasyonudur (Ferrari ve Torres, 2003). Endojen
yipranma islemine en ¢ok katki yapan unsur oksidatif DNA harabiyetidir yani
aerobik hiicresel metabolizmanin siirekli olarak urettigi ROT’ nin tirlinlidiir (Yaar,
2002).

Vitamin E ve A gibi antioksidanlar, gen¢ bireylerin plazmasinda yash
bireylere gore daha fazla saptanmistir (Junqueira ve ark., 2004).

Ayrica, serbest radikallerin organizmada  birikimi; cilt kingikhigi, sag
beyazlagsmasi ve dokiilmesi, kepek olusumu, viicut sertlesmesi gibi yaglanmanin
rahatsiz edici semptomlarina katkida bulunmaktadir (Sherman, 1998).

Yaslanma ile birlikte, insan lens proteinleri yavas ama progresif bir
sarilasmaya ugramakta ve bunun katarakta neden oldugu bilinmektedir. Sar
pigmentler ~ oksidatif hasara yol agmakta ve lens proteinlerinin
fotopolimerizasyonunu hizlandirmaktadir (Dillon ve ark., 1999). Katarakt,
normalde saydam olan lensin opak yani 151k gegirmez duruma gelerek gbrmede
kayip ile sonuglanan patolojik bir olgudur. Lensin oksidanlar: kismen detoksifiye

etme yetenedi olmasina kargin lens saydamliginin kaybinda oksidanlanin anahtar
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faktér oldugu diistinilmektedir. Lens proteinlerindeki tiyollerin oksidasyonu
kataraktta agikca goriilmektedir. Protein tiyollerinin oksidasyonu Na*/K* -ATPaz
ve Ca*? —ATPaz’1 inaktive etmekte, anormal iyon gradiyentleri olugmakta ve
seliiler zedelenme meydana gelmektedir. Glutatyon, lens epitelyal hiicrelerinin
major bilegenlerinden biridir ve kataraktta miktarinin azaldigt goriilmektedir (Frei,
1994). |

Kanser, hiicrelerin kontrolsiz bir sekilde c¢ogalmasi, invazif nitelik
kazanmasi ve metastas yapmasi ile kendini gosteren oldiiriicii bir hastaliktir
(Kayaalp, 2000). Kansere katkisi oldugu bilinen énemli mekanizmalardan biri de
DNA’nin oksidatif hasara ugramasidir. Nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte,
kanserin yanlis beslenme, genetik faktorler ve cevresel faktorler gibi degisik
nedenlerle olustugu diisiiniilmektedir (Reddy ve ark., 2003)

Serbest radikal olusumuna neden olan radyasyon, kanserin baglamasina ve
ilerlemesine neden olabilmektedir. DNA, radyasyondan yayilan enerjiyi direkt
olarak absorbe etmekte ve kanser olusumuna neden olabilecek DNA hasarlan
olugmaktadir (Frei, 1994). Oksidatif DNA hasarlaninin, yasa bagh olarak ortaya
cikan kolon, prostat, rektum ve meme kanseri gibi major kanser tiirlerinin
gelisiminde rol oynadiina inanilmaktadir (Halliwell, 2002). Serbest radikaller, in
vitro memeli hiicrelerinde mutajenik etki gostermekte ve tiimor olusumu ile
gelisiminde rol oynamaktadirlar. Olusan organik peroksitler birikerek tiimor
promoteri olarak islev gorebilmektedir (Frei, 1994). Ancak bugiine kadar yapilan
calismalar ile oksidatif hasarin kansere neden oldugunu gosteren direkt kanitlara
ulagilamamistir (Halliwell, 2002; Olinski ve ark., 2003). Tek basina oksidatif
DNA hasan kanser olusturmaya yetmemekte veya sadece belli bir alandaki hasar
kanser etkisi gosterebilmektedir. Oksidatif hasar “junk DNA” alaninda olusmugsa
onemli bir biyolojik etki gozlenmemekte, ancak islevsel proteinleri kodlayan
genler lizerinde ise kanser agisindan nemli sonuglar dogurabilmektedir. Ne yazik
ki, glinimiizde hasarlarin tam olarak nerede olustugunu gosterebilecek teknikler
heniiz mevcut degildir. DNA’da oksidatif hasar olusumunu Onledigi bilinen
antioksidanlarin kanser gelisimini de onlemesi beklenmektedir (Halliwell, 2002).
Koruyucu etki mekanizmalarni tam olarak bilinmemesine ragmen, antioksidan

iceren meyve ve sebzeler ile beslenmenin kansere yakalanma riskini diigtirdiigii
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¢ogu calismada gosterilmistir (Reddy ve ark., 2003). Ancak yapilan bazi
caligmalar ile, gesitli antioksidan vitaminlerin oksidatif hasart 6nlemedi§i ve hatta
bazi ¢aligmalarda da oksidatif hasara bagli hastaligin insidansim arttirdig;
gosterilmistir (Reddy ve ark., 2003; Olinski ve ark., 2003). Oksidatif DNA
hasarinin kansere neden oldugu kanitlanamamasina ragmen, elde edilen veriler
DNA hasarinin oraninin biyolojik onemi oldugunu gostermektedir (Halliwell,
2002). DNA bazlarindaki degisimler, karsinojenezi baglatan mutasyonlarin
kaynag: olarak bilinmektedir. Hidroksil radikali, DNA’da pirimidin ve purin
tiirevi ¢ok sayida lezyona neden olmaktadir. Degisime ugramis bu DNA
bazlariin bir kismi genomun biitiinliigiine zarar verebilecek giice sahiptir
(Olinski ve ark., 2003). DNA lezyonlarindan en iyi bilinen 8-okso-G’dir ve
mutajenik ozelliktedir. 8-okso-G kalintilari, DNA replikasyonu gerceklesmeden
once onarllmamasi halinde GC->TA transversiyonuna yol agmaktadir. 8-okso-
G’nin hiicrelerde varligi nokta mutasyonlara neden olmaktadir (Olinski ve ark.,
2003; Halliwell, 2002). Oksidatif DNA hasannmin miktar, idrarda 8-0kso-G
miktan1 ile veya dokulardan alinan izole DNA’daki oksidatif hasar Uriinlerine
bakilarak anlasiimaktadir (Halliwell, 2002). Cogu arastirmaci 8-okso-G ile
karsinojenez arasinda direkt korelasyon gostermistir (Olinski ve ark., 2003).
Kimyasal, biyolojik ve fiziksel nedenlerle olusan kronik inflamasyon, ¢esitli
bolgelerde kanser riskini arttirmaktadir. Ciinkii inflamasyon ¢esitli inflamatuvar
hiicreleri aktive etmekte ve aktive olan bu hiicreler de NADPH oksidaz,
miyeloperoksidaz, eozinofil peroksidaz, NOS gibi oksidan tiretimine neden olan
enzimlerin aktivasyonunu saglamaktadir. Bu enzimler, daha gii¢lii reaktif oksijen
ve azot tiirlerinin olusumunu saglayan, siiperoksit, azot dioksit, hidrojen peroksit,
hidroklorik asit, nitrik oksit gibi serbest radikallerin iiretilmesine neden
olmaktadir. Bu radikal tiirlei DNA, RNA, lipid ve proteinleri azotlayarak,
oksitleyerek, klorlayarak veya bromlayarak hasara ugratmakta ve mutasyonlarin
artmasina, enzim ve proteinlerin iglevlerinin degismesine ve sonucunda da kanser

riskinin artmasina neden olmaktadirlar (Ohshima ve ark., 2003).
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2.2. Antioksidanlar

Antioksidan teriminin anlasilabilmesi i¢in, oncelikle ‘oksidasyon’ teriminin
anlaminin bilinmesi gerekmektedir. Oksidasyon, Onceleri bir maddeye oksijen
katilmas1 olarak nitelenmis olsa da, giiniimiizde kimyasal bir maddenin daha az
elektron tasiyan baska bir maddeye doniigiimii olarak tamimlanmaktadir. Bu
durumda, oksidasyon bir veya daha fazla elektronun, bunlar kabul eden bir bagka
maddeye transferi ile asil maddenin indirgenmesidir (Larson, 1997). Yapilan
caligmalar maddelerin oksidatif olarak bozulmasinin serbest radikal olusum
prosesleri ile gergeklestigini gostermektedir (Rice-Evans ve ark, 1991).

Antioksidanlar, serbest radikallerin etkilerini dnleyen veya ortadan kaldiran
maddelerdir (Anonim, 2005k).

Epidemiyolojik c¢aligmalar, yiiksek oranda antioksidan tiiketen ve kan
antioksidan madde kohsantrasyonlarl yiiksek olan bireylerde, belli dejeneratif
hastaliklarin daha diisiik oranda orfaya ciktigin1 gostermektedir. Klinik ¢aligmalar
da, antioksidan vitamin seviyesi yiiksek olan bireylerde, ¢esitli kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin geligme riskinin azaldigini gostermektedir
(Anonim, 2005i).

Ayrica antioksidanlarin toksik oksidasyon iiriinlerinin  olugmasim
engellenmesi ve gidalarin besin kalitesinin muhafaza edilmesinde 6nemli rolleri
bulunmaktadir. Gidalardaki lipid bilesenlerini oksidatif hasara karsi koruyarak
kalitesini devam ettirmek ve kotii kokuyu engellemek i¢in katki maddesi olarak
kullamlmaktadirlar (Um ve ark., 2005). Bdylece gidalarin raf 6mriiniin uzamasini
saglamaktadirlar (Anonim, 2005i).

Viicutta serbest radikalleri notralize eden, oldukga etkili iic antioksidan
sistemi bulunmaktadir. Bunlar;

Vitaminler; vitamin C, tokoferoller, ve B-karoten ve diger diisiik molekiil
agirlikli bilesikler (glutatyon ve iirik asit gibi)

Enzimler; bakir, ¢inko veya mangan igeren silperoksit dismutaz, demir

iceren katalaz ve selenyum iceren glutatyon peroksidaz
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Proteinler; transferrin, ferritin ve seruplasmin gibi metal baglayan proteinler

(Frei, 1994; Elmer ve ark., 2001).

2.2.1. Antioksidan etki mekanizmalari

Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre i¢inde, enzimatik olmayanlar
ise hiicre disinda daha fazla etkilidirler. Antioksidanlar etkilerini su sekillerde

gostermektedirler:

l:Reaktif oksijen radikallerini daha az toksik iiriinlere doniistiirmektedirler.
Ornegin; katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz

2: Radikalleri yakalayip nétralize ederek etki gosterebilmektedirler. Bu etkiye
siipiiriicii etki de denmektedir. Ornegin; vitamin E, vitamin C, glutatyon, {irik asit,
B-karoten, albumin.

3: Reaktif oksijen radikallerinin olusmasini 6nleyerek ve olusanin yayilmasini
engelleyerek  etki  gosterebilmektedirler.  Ornegin; ferritin, transferin,
seruloplazmin, laktoferin ve mitokondrilerde dogal olarak olusmus radikalleri

suya indirgeyen mitokondriyal sitokrom oksidaz (Kayaalp, 2000).

2.2.2. Antioksidan cesitleri
i) Dogal antioksidanlar

a) Enzimatik Antioksidanlar;

Siiperoksit dismutaz, katalaz, selenyum bagimli glutatyon peroksidaz,
glutatyon-S-transferaz, glutatyon reduktaz

b) Enzimatik Olmayan Antioksidanlar;

Vitamin C, Vitamin E, Vitarﬁin A, fenolik bilesikler, melatonin, iirik asit,
albumin, haptoglobulin ve hemopeksin, seruloplazmin, transferin ve laktoferrin

ferritin, bilirubin, lipoik asit, probukol, deferoksamin (Anonim, 2005¢).
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ii) Sentetik antioksidanlar

Besin maddelerine antioksidan ilavesi, gelismis iilkelerde devletin getirdigi
birtakim kurallara baghdir. Amerika’da besin maddelerine ilave edilen
antioksidan maddelerin, kullanim amaci ile birlikte, etikette mutlaka belirtilmesi
istenir (FDA) (Shahidi ve Naczk, 2004). Giiniimiizde besin maddelerine ilave
edilmesine izin verilen sentetik antioksidanlar gallatlar [Oktil gallat (C10H,,0s),
dodesil gallat (C19H300s), propil gallat (C;oH;205)], BHT (biitillenmis. hidroksi
toluol), BHA (biitillenmis hidroksianisol), TBHQ (tersiyer butil hidrokinon,
Cio0H1402) dur (Perrin ve Meyer, 2002; Dunn, 2004; Suja ve ark., 2004).

2.2.2. 1.Vitamin A ve B-karoten
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Karotenoidler, bitki meyve ve koklerinde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunan sari, turuncu ve kirmizi pigmentlerdir (Larson, 1997; McGill ve ark.,
2003). Hiicrede fotosentetik kloroplastlarda  bulunmaktadirlar. B-karoten,
karotenoidlerin en ¢ok bulunan ve hakkinda ¢alisma yapilan tiiriidiir (Larson,
1997). B-karoten, taze patates, yurhurta saris1, havug, kavun, turunggiller, kayisi
gibi gidalarda ve 1spanak gibi yesil yaprakli sebzelerde bulunmaktadirlar
(Anonim, 2005j; 2005k). A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karoten son
derece gii¢lii bir singlet oksijen temizleyicisidir. Ayrica hidroksil, peroksil ve
alkoksil radikalleriyle de dogrudan reaksiyona girerek, lipid peroksidasyonunu
onleyebilmektedir (Larson, 1997). -karotenin kardiyovaskiiler hastaliklar, felg ve
gesitli kanser tiirlerine yakalanma riskini azalttig1 diisiiniiliitken (McGill ve ark.,
2003; Palozza ve ark., 2003), son yapilan ¢aligmalar bu hastaliklar iizerine
koruyucu etkisi olmadigini gdstermistir (Siebert ve Kruk, 2004; Zhang ve Omaye,

2000). Ayrica p-karoten-retinol kombinasyonunun akciger kanseri riskini
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arttirdii saptanmustir. Serbest radikal iretimini azalttigi bilinen B-karotenin,
yiiksek dozlarda, bazi tiimor hiicrelerinde serbest radikal iiretiminde artisa neden

oldugu gésterilmistir (Palozza ve ark., 2003).
2.2.2. 2. Vitamini C (askorbik asit)

CH,OH

CHOH
O__o

HO OH

Ozellikle taze yesil sebze, meyve ve turunggillerde bol miktarda
bulunmaktadir (Aliste ve Del Méstro, 2004). Cok giiclii bir indirgeyici ajan olan C
vitamini siiperoksit, peroksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca reaksiyona girerek
onlar1 temizlemektedir (Nordbergl ve Amér, 2001). Vitamin C plazma
lipoproteinlerinde lipid peroksitlerin olusumunu engellemektedir. Bu temizleyici
etkilerini lipid peroksitleri ile reaksiyon sonucu olusan o-tokoferol radikallerini
rediikte ederek gostermekte ve yine bu mekanizma ile membran lipidleri lizerinde
koruyucu etki saglamaktadir (Conklin, 1998). Aterosklerotik plak olusumuna
kars1 koruyucu etkisi de bu mekanizma araciligi ile gerceklesmektedir. Askorbik
asit ve GSH intraseliiler sulu fazda, hiicreyi oksidatif hasardan korumak i¢in
birlikte ¢alismaktadirlar (Nordberg ve Amér, 2001). Metal iceren sulu
sistemlerde, vitamin C pro-oksidan olarak davranmakta ve metalleri rediikte
ederek oksidasyon katalizatorii gorevi istlenmektedir (Aliste ve Del Mastro,
2004). Apyrica, antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini

engellemektedir (Conklin, 1998).
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2.2.2. 3. Vitamin E ve tokoferoller

E vitamini tokoferol yapisinda olup, a-, -, y- ve 8- olarak dort tipin karigimi
halinde bulunmaktadir. Dogada en yaygin bigimde bulunan o -tokoferol, biyolojik
aktivitesi ve antioksidan etkisi en fazla olan tiptir. Vitamin E, en yiiksek oranda
mitokondri ve mikrozomlar gibi membranca zengin hiicre kisimlarinda
bulunmaktadir (Larson, 1997). Biitiin tokoferoller genellikle bitkisel yaglardan
elde edilmektedir. Yapilan ¢alismalar, 6zellikle ateroskleroz ve iskemik kalp
hastaligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin ve g¢esitli tlimérlerin olusumunun
onlenmesinde rolii oldugunu gésfermektedir (Azzi ve ark., 2002; MacDonald-
Wicks ve Garg, 2003). Ancak, son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda bu
hastaliklara yakalanma riskini degistirmedigi ortaya konmustur (Kritharides ve
Stocker, 2002; Vivekananthan ve ark., 2003). Icerdigi hidroksil grubu sayesinde,
peroksil radikallerinde oldugu gibi, eslesmemis elektron igeren gruplara etki
ederek onlan indirgemektedir (Nordberg ve Armér, 2001). Bulundugu biyolojik
ortamlardaki serbest radikal tiirlerini slipiirerek, peroksidasyonun erken
doneminde, zar fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamug yag asitlerinin korunmasinda,
oksidatif strese kars1 ilk savunma hattin1 olusturmaktadir. Ayrica, peroksidasyon
zincirini sonlandirarak singlet oksijen, siiperoksit ve daha ¢ok hidroksil
radikallerini indirgemektedir. Uzun bir siire, antioksidan aktivitesinin sadece bu
reaksiyon zincirini sonlandirmasina bagli olarak gergeklestigi kabul edilmesine
kargin bugiin vitamin E’nin radikal temizleme, baskilama, onarma ve endojen
savunmayl artirma mekanizmalarinin tiimiinii kullanabildigi, bu nedenle de ¢ok
hlgll ve genis bir antioksidan etki kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir. y-

tokoferol, hiicre genetik yapisi ilizerinde giigli bir mutajen olan peroksinitritin
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olusum reaksiyonlarinin &nlenmesinde ve hem peroksil hem de nitrik oksitin
birikimine karsi bir antioksidan olarak rol almaktadir. Gii¢lii bir antioksidan
olmasi nedeni ile Vitamin E, hiicrelerdeki protein sentezi ve membran olusumu
gibi son derece 6nemli islevleri oksidasyon riskine karsi korumaktadir (Diindar ve

Aslan, 2005; Larson, 1997).

2.2.2.4. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD, iki siiperoksiti hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ¢eviren
reaksiyonu katalize eden bir metalloenzimdir . Bu reaksiyon ‘oksidatif strese karsi
ilk savunma’ sistemini olusturmaktadir. Ciinkii, siliperoksit zincirleme radikal
reaksiyonlarmin giiglii bir baslat1c1s’1d1r. Hiicresel kompartmanlardaki siiperoksit
diizeyleri bu sistem sayesinde kontrol altinda tutulmaktadir (Larson, 1997
Turrens, 2004; Henkle-Dithrsen ve Kampkdétter, 2001).

Reperfiizyona bagli bozukluklarn diizelttigi bulunmustur ve iltihap
dokusunda meydana gelen serbest oksijen radikallerini notralize ettigi igin
romatoid artrit tedavisinde denenmektedir (Kayaalp, 2000).

SOD
20,7 + 2H* » H,O, + O

2.2.2.5. Katalaz

Katalaz esas olarak peroksizomlarda lokalize olan ve yapisinda 4 ‘hem’
grubu bulunan bir hemoproteindir (Zdmocky ve Koller, 1999; Turrens, 2004).
Karaciger ve eritrositlerde yiiksek aktiviteye sahiptir. Katalaz, SOD araciligiyla
olusan, bir radikal olmamasina karsin en reaktif serbest radikal olan HO
radikalinin onciisii olan ve bu nedenle bircok serbest radikalden daha fazla
oksidatif hasara neden olan hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene
pargalanmasini saglamaktadir (Larson, 1997; Turrens, 2004). Ayrica bakir veya
demirin Kkatalize ettifi fenton reaksiyonu ile hidrojen peroksitin hidroksile
déniisiimiinii en aza indirgemektedir (Nordberg ve Arnér, 2001). NADPH, katalaz
enzimine baglanarak enzimin inaktive olmasi Onlemekte ve -etkinligini

artirmaktadir (Henkle-Diihrsen ve Kampkétter, 2001; Zdmocky ve Koller, 1999).
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HO;, — s 2H,0 + O,

2.2.2,6. Glutatyon (GSH)

GSH gibi siilfidril igeren molekiiller, hiicrede fizyolojik pH’larda islev géren
aktif indirgen bilesiklerdir (Camera ve Picardo, 2002). Onemli bir intraselliiler
antioksidandir.  Ekstraselliiler aralikta ¢ok diisikk konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Glutatyon, glutemik asit, sistcin ve glisin amino asitlerinden
meydana gelmis olan bir tripeptittir (L-7-glutamil-L-sistein-glisin, GSH) (Droge,
2002; Townsend ve ark., 2003). Intraselliler GSH’in yaklasik beste biri
mitokondride yer alir (Droge, 2002). Glutatyon, NO, O,’, HO' ve singlet oksijen
gibi ROT’ini temizler (Camera ve Picardo, 2002) ve glutatyon peroksidaz
aracilig1 ile peroksitlerin indirgenmesinde elektron verici olarak gorev almaktadir
(Camera ve Picardo, 2002) . Glutatyonun en iyi bilinen fonksiyonu selenyum
iceren bir enzim olan glutatyon peroksidazin substrati olmasidir. Ayrica glutatyon,
H,0, ile direkt okside olma yetenegine sahip ¢ok az sayidaki antioksidandan bir
tanesidir (Larson, 1997). Bunun disinda proteinlerdeki —SH gruplarini rediikte
halde tutar ve bu gruplar oksidasyona karg1 muhafaza etmektedir. Demirin Fe*?
(ferro) halde tutulmasim saglamaktadir. Boylece, protein ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller ve rejenere olmalarini saglar (Camera ve Picardo, 2002).
N-asetil sistein hiicre membranim gegip hiicre iginde sisteine donerek GSH
tiretimini artirmaktadir (Anonim, 2005e). Glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz tarafindan katalizlenen reaksiyonlar sirasinda GSH tiiketilmemekte,
yeniden kullanilabir hale getirilmektedir. Ancak glutatyon-S-transferaz tarafindan

katalize edilen reaksiyonda GSH miktar1 azalir (Camera ve Picardo, 2002).

GSH + OH > GS + H0
GSH + O + H ______, GS + HO;
GSH + R » GS + RH

GS + O, >  GSOO
GSOO'+ O, + H , 02 + GSOOH
GSOO + GSOO » 20, + GSSG
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2.2.2.7. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiyiik molekiilli lipid
hidroperoksitlerinin indirgenmesinden sorumlu olan enzimdir (Turrens, 2004). Bu
enzim 4 selenyum atomu igeren tetramerik yapida bir enzimdir ve sitozolde
yerlesmistir (Imai ve Nakagawa, 2003). Aktivitesi karacigerde en yiiksek; kalp,
akciger ve beyinde orta; kaslarda ise diisiik seviyededir.

Asint hidrojenperoksit varliginda, GPx, iki molekiil glutatyonun (GSH)
arasinda disiilfid kopriisii kurarak, okside glutatyon (GSSG, glutatyon disiilfid)
olusumunu katalize etmektedir. Bu arada H,0, de suya doniigtiiriilerek detoksifiye
edilmis olur. GSSG, NADPH’1n elektron dondrii olarak tiiketilmesi sonucu tekrar
GSH’ a donitigmektedir (Camera ve Picardo, 2002; Imai ve Nakagawa, 2003).

Selenyum iceren GPx’ in 4 tiirii vardir. GPx1 yani klasik GPx, kirmizi kan
hiicrelerini oksidasyon nedeni ile hemoliz olmaktan korumaktadir. Sitozolik veya
selliiler GPx olarak da bilinir. Yag asidi hidroperoksit gibi yiiksek polariteye sahip
organoperoksitlerin  ve  HyO;’nin  indirgenmesini  katalize  etmektedir.
Gastrointestinal = sistemde bulunan GPx2 (GPx-GI) sitozolde meydana
gelmektedir. GPx1 ile benzer yapidadir ve aym sekilde etki gostermektedir.
Insanlarda GPx-GI mRNA sadece karaciger ve bagirsakta bulunurken, ratlarda
GPx-GI mRNA cogunlukla gastrointestinal sistemde bulunmaktadir. Uglincii form
olan GPx plazmada bulunur ve pGPx veya ekstraseliiler GPx olarak adlandirilir.
Daha ¢ok bobrekte proksimal tiibiiliin epitelyal hiicrelerinde bulunur. Dérdiinciisii
ise fosfolipid hidroperoksit GPx’ dir. Diger tiirlerin fosfolipid hidroperoksitler
lizerine etkisi bulunmazken, bu tiir etkilidir. Fosfolipid hidroperoksit GPx en fazla

testislerde tesbit edilmigstir (Imai ve Nakagawa, 2003).

2.2.2.8. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Daha once de belirtildigi gibi, GPx tarafindan H,O, ve diger lipid
peroksitlerin rediiksiyonu sirasinda, glutatyon, okside GSH’ a doniisiir. Bu okside
formun daha sonra tekrar kullanilabilmesi i¢in  tekrar rediikte GSH’ a
doniistiiriilmesi gerekir. Ciinkii organizmanin GSH deposu sinirlidir. GR, NADPH
varhiginda GSSG tekrar rediikte GSH ¢evirir (Camera ve Picardo, 2002; Imai ve
Nakagawa, 2003) .
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+
2NADPH + H — 2NADP

GSSG GSH

A\ 4

GR

2.2.2.9. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

GST degisik tiirlerdeki elektrofilik bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu
katalize eder. GST selliiller detoksifikasyon sisteminin 6nemli bir kismini
olusturmakta ve hiicreyi ROT’ ne karsi korumaktadir. Biitiin okaryotik ve
prokaryotik sistemlerde, sitozol, mikrozomlar ve mitokondride bulunmaktadir
(Landi, 2000). Membrana bagli mikrozomal ve sitozolik GST olarak iki ana sinifa
aynlmaktadir (Townsend ve ark., 2003). Mikrozomal GST loKotrienlerin ve
prostaglandinlerin endojen metabolizmalarinda anahtar rol oynamaktadir
(Townsend ve ark, 2003).

GST’ler organizmaya giren ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda
Onemli rol oynamaktadirlar (Bladeren, 2001). GST’lar basta arasidonik asit ve
linoleat hidroperoksitleri olmak tizere lipid hidroperoksitlere (ROOH) karg1 Se-
bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi gostermektedirler (Anonim, 2005¢). DNA
hidroperoksitleri, hidroksialkenal ve propenal bazi gibi zararli bilesikleri
detoksifiye etmektedir (Bladeren, 2001). Antioksidan aktivitelerine ilaveten ¢ok
onemli baska biyokimyasal fonksiyonlara da sahiptirler. Hem, bilurubin ve bazi
kortikosteroidler gibi endojen maddeleri reversibl olarak baglayarak bunlarin

hiicre i¢i transportunda gérev almaktadirlar (Anonim, 2005¢)

2.2.2.10. Melatonin

Memelilerde pineal bezden sdlgllanan bir iirlin olan melatonin (N-asetil-5-
metoksitiriptamin) HO" radikalini temizleyen ¢ok giiclii bir antioksidandir. HO’
nun yam sira hidrojen peroksit, nitrik asid, peroksinitrit ve peroksinitrik asiti de
siipirmektedir (Reiter, 2003; Vijayalaxmi, 2004). HO' ile reaksiyona girdikten
sonra bir indolil katyon radikaline_‘d(‘)nﬁs,mektedir. Bu da ortamdaki O, radikalini
tutarak antioksidan aktivite gostermektedir. Lipofilik olmas: nedeniyle hiicrenin
hemen tiim organellerine ve birgok dokuya rahat¢a girerek genig bir alanda
aktivite gdstermesi, hiicre ¢ekirdegine girebilmesi nedeniyle DNA’y1 oksidatif

hasara karst korumasi, ¢ok yiiksek dozlarda ve uzun siireli kullamminda bile
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toksik bir etki gostermemesi ve prooksidan aktivite gostermemesi diger
antioksidanlara oranla daha ¢ok tercih edilmesine neden olmaktadir (Anonim,
2005e). |

Ayrica, SOD, GPx, GR gibi antioksidan enzimleri stimiile ederken, NOS
gibi prooksidatif enzimi de inhibe etmektedir (Reiter ve ark., 2002; Okatani,
2002).

Yaglanma ile birlikte melatonin de azaldigi igin yaslanma ve yaslanmaya
bagl baz1 hastaliklarin patojenezinde dnemli rol oynayabilecegi diigiiniilmektedir

(Martinez-Cruz ve ark., 2002; Karasek, 2004).

2.2.2.11. Urik asit

Piirin niikleotidleri katabolizasyonunun son iiriinii olan iirik asit (Kochansky
ve Strein, 2000) veya 8-hidroksantin, piirin yapisinda olan oldukg¢a aktif bir
antioksidandir. Antioksidan aktivitesi pH ile artar, pH 3’ te etkisizdir, pH 5’ te
orta derecede etkilidir ve pH 7 iistiinde oldukga etkilidir (Larson, 1997). Normal
plazma konsantrasyonlarinda lipid radikalleri diginda tiim serbest radikalleri
temizlemektedir (Anonim, 2005¢). Urik asitin antioksidan aktiviteye sahip
olmasmma neden olan bir diger mekanizma metal iyonlart ile kompleks
olusturabilmesidir. Urik asit bakir tarafindan indiiklenen fenton reaksiyonunu
inhibe ederek H,0, nin HO' radikaline doniigiimiinii 6nlemektedir (Larson, 1997).

Urik asit aym zamanda LDL oksidasyonu sirasinda prooksidan gibi
davranarak ROO' veya bakirin indirgemesini saglamaktadir (Sanguinetti ve ark.,

2004).

2.2.2.12. Albiimin ‘

Alblimin igerdigi ¢ok sayidaki siilfidril grubu araciligiyla bakir 1yonlarim
sik1 olarak baglamakta ve bakir bagimli lipid peroksidasyonu ile HO" olusumunu
inhibe etmektedir. Alblimin aym zamanda etkin bir HOCI temizleyicisidir, kanda
serbest yag asitlerini tagimakta ve biliriibini baglamaktadir. Bu bagl biliriibinin de

antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir (Anonim, 2005¢).
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2.2.2.13. Biliriibin
“Hem” katabolizmasinin sonucunda olugan safra pigmenti biliriibinin lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigi ve HO" ve HyO, radikallerinin temizleyicisi oldugu

bilinmektedir (Anonim, 2005¢).

2.2.2.14. Seruloplazmin

Plazmada major bakir igeren proteindir. Seruloplazmin ferro-oksidaz
aktivitesi gostererek Fe™'i, Fe*’e okside etmektedir. Boylece Fenton
reaksiyonunu ve serbest radikal olusumunu inhibe etmektedir. Demir ve bakir
bagiml lipid peroksidasyonunu onleyici etki gostermektedir. Ayni zamanda bir

akut faz reaktanidir ve inflamasyonda seviyesi artmaktadir (Anonim, 2005¢).

2.2.2.15. Ferritin
Dokulardaki demiri baglayarak serbest radikal reaksiyonlarinda yer almasini

engellemektedir (Anonim, 2005¢).

2.2.2.16. Transferin ve Laktoferrin
Transferin dolagimdaki, laktoferin 16kositlerdeki serbest demiri baglar ve

serbest radikal olusumunu 6nlemektedir (Anonim, 2005¢).

2.2.2.17. Haptoglobin ve Hemopeksin

Hemoglobin, gerek dekompozisyonla ortama demir vererek gerekse
dogrudan peroksitlerle etkileserek lipid peroksidasyonunu uyarabilir. Haptoglobin
hemoglobini, hemopeksin “hem”i baglayarak bu demir bilesiklerinin lipid

peroksidasyonunu uyarmasini engellemektedir (Anonim, 2005¢).

2.2.2.18. Probukol
Kan kolesteroliinii diisiirmede kullanilan bir ilag olup giiglii antioksidan

ozelligi vardir. Lipid peroksidasyon zincirini kiric1 6zellik tasimaktadir (Anonim,

2005e).
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2.2.2.19. Deferoksamin (DFO)
DFO, Fe*’ii baglar ve olusan bu kompleksteki demirin indirgenmesi son

derece zordur. Bu sayede serbest radikal olusumuna katilamaz (Anonim, 2005¢).

2.2.2.20. Lipoik Asit

Metabolizma ve enerji liretiminde yer alan gesit]i mitokondrial enzimlerin
ko-faktorii olarak bulunan dogal bir bilesiktir (Cadenas ve Packer, 2002). Lipid
peroksidasyonunu onlemektedir. HO" ve singlet oksijen toplayicisidir. HyO;’i

indirgemektedir. Vitamin E tiiketimine karst koruyucudur (Anonim, 2005¢).

2.2.2.21. Polifenolik bilesikler

Fenolik bilesikler antioksidan aktivite kapasitelerinden ve saglik iizerine
gosterdigi yararh etkilerden dolayr son yillarda dikkat ¢eken bir konu haline
gelmistir (Wollgast ve Anklam, 2000).

Fenolik bilesiklerin antioksidan ve antikarsinojenik etkileri, epidemiyolojik
calismalarda, koroner kalp hastaliklari ve kansere yakalanma riski ile bu fenolik
bilesikleri igeren sebze ve meyve tiiketimi arasindaki korelasyon gosterilmis
(Cadenas ve Packer, 2002), biyolojik ve biyokimyasal verilerle desteklenmistir
(Servili ve ark., 2004; Gorinstein ve ark., 2004a; Abdel-Wahab ve ark., 2003;
Skerget ve ark., 2005).

Fenolik bilesikler 2 gruba ayrilmaktadirlar. Bunlar flavonoidler ve fenolik

asitlerdir (Ho, 1991).

i) Flavonoidler

Flavanoidler, bitkilerden elde edilen fenolik bilesiklerin en genis ve en
yaygin grubunu olusturan fenolik yapili bilesiklerdir. Bitkilerde 4000’in {izerinde
flavonoid yapili bilesik bulundugu tespit. edilmistir. Flavon yapisindan
tirevlenmis bu heterosiklik bilesikler oksidasyon durumlart ve substiitisyon
ozellikleri farkli flavonoller, flavanoller, flavononlar, flavanlar ve katesinlerden

olusan cok biiyiik bir simifdir. Bagta pek¢ok meyve ( turuggiller, elma gibi) ve
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sebze olmak tizere kirmizi sarap ve soyada yiiksek oranda flavonoid yapil1 bilesik

bulunmaktadir (Zand ve ark., 2002).

Flavon

Flavanol Flavonon

Katesin

Flavonoidler kimyasal olarak elektron verici 6zellik gostermektedir. A ve B
halkalarmin hidroksilasyon ve alkoksilasyon sekilleri ¢ok fazla. faklilik
gostermekte ve bu oOzellikleri antioksidan madde olarak degerlendirilmelerine
neden olmaktadir. Ozellikle C halkasinda 3 nolu karbondaki -OH grubu
antioksidan etki agisindan ¢ok Onemlidir. Siiperoksit, singlet oksijen, lipid
peroksit radikaller ve/veya oksidatif siireglerde rol alan serbest radikalleri

siipiirmektedirler. Bu siiregler sirasinda flavanoidler serbest radikal haline
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doniigiirler. Ancak, konjuge yapilar orbitalde kalan elektronun kismen inaktif

olmasini saglamaktadir (Larson, 1997).

Antioksidan aktiviteleri tagidiklan hidroksil gruplarinin sayisi ve pozisyonu
ile ilgidir. LDL oksidasyonunun inhibisyonunu saglamaktadirlar. Antioksidatif
etkileri sadece indirgeme kapasitelerine bagli olmayip, protein baglama ozellikleri
ile de iliskilidir. LDL iizerinde, oksidasyona ugrayacak bolgenin yapisina
uygunlugu sayesinde oksidatif atagi bloke etmekte ve LDL oksidasyonunu
onlemektedirler (Aviram ve Fuhrman, 1998; Birt ve ark., 2001).

Antioksidan etkileri oldugu gibi pro-oksidan ozellik tasidiklart da
bildirilmistir (Galati ve O'Brien, 2004).

ii) Fenolik asitler

Bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan fenolik asitler bitkilerdeki
sekonder metabolitlerdir. Genellikle glikozitlerin ya da organik asitlerin esterleri
halinde ve bitkide proteinlere veya hiicre duvari polimerlerine bagh olarak
bulunmaktadirlar. Sadece kii¢iik bir grubu dogada serbest olarak bulunmaktadir.
Bu tip bilesiklerin gidalarda bulunmasi besinlerin stabilitesini , rengini, kokusunu,

besin degerini ve kalitesini belirgin olarak etkilemektedir (Robbins, 2003).

Fenolik asit iceren pekgok bitki damar, viral, gastrointestinal ve mikrobiyal
hastaliklar ve inflamasyonlu hastaliklar da tedavi edici olarak kullamlmaktadlr
(Robbins, 2003). Uziim kabuk ve g:ékirdeklcri (Yilmaz ve Toledo, 2004), bugday
kepegi (Yu ve Zhou, 2005; Ferguson ve Haris, 1999), greyfurt (Gorinstein ve ark.,
2004b), adagay1 (Salvia ssp.) (Bozan ve ark., 2002), Sideritis (Tunalier ve ark.,
2004) gibi bitkiler ve tar¢in, kimyon, sumak, karabiber gibi baharatlar (Bozan ve
ark., 2003), ayrica sarap (Minussi ve ark., 2003), zeytinyag1 (Servili ve ark., 2004;
Owen ve ark., 2000) gibi bitkisél tirtinlerin antioksidan aktivite gosterdikleri
bildirilmis ve bu etkilerin igerdikleri fenolik asitlerden kaynaklandifi tesbit
edilmistir (Minussi ve ark., 2003; Servili ve ark., 2004; Owen ve ark., 2000;
Gorinstein ve ark., 2004a; Yu ve Zhou, 2005; Ferguson ve Haris, 1999).

Anadoly Univers,

Merkez [{itlphans
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Fenolik asitler temel olarak, hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit

tiirevlerinden olusmaktadir (Ho, 1991).

p-OH benzoik asit, prokatesik asit, vanilik asit, gallik asit, salisilik asit
sirinjik asit ve ellajik asitler hidroksibenzoik; kafeik asit, o-kumarik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, klorojehik asit ve rr-sinnamik asit hidroksisinnamik asit
tirevleridir (Cadenas ve Packer, 2002; Lodovici ve ark., 2001; Minussi ve ark.,
2003).

. Yapilan cesitli antioksidan aktivite 'gahsmalarmda, hidroksisinnamik asit
tiirevlerinin hidroksibenzoik asit tiirevlerine gore daha etkili oldugu gosterilmigtir
(Marinova ve Yanishlieva, 2003).

Fenolik asitler antioksidan aktivitelerini, hidrojen atomlanni vererek (Sousa
ve ark., 2004) hidroksil, singlet oksijen, peroksil, peroksinitrit radikallerini
suptirerek veya gecis metalleriyle selat olusturarak gergeklestirmektedirler '
(Cadenas ve Packer, 2002; Lodovici ve ark., 2001; Sroka ve Cisowski, 2003;
Javanmardi ve ark., 2003).

Fenolik asitlerin lipid peroksidasyonunu Onledigi gosterilmistir. Direkt
olarak LDL oksidasyonunu ve agregasyonunu inhibe etmektedirler. Ayrica
arteriyel duvarda birikip arteriyal makrofajlarda NADPH oksidazin aktivasyonunu
inhibe ederek makrofaj lipid peroksidasyonunun da Oniine ge¢mektedirler
(Cadenas ve Packer, 2002; Hughes ve ark., 1991; Vieira ve ark., 1998). ‘

Fenolik asitlerin antioksidan -etkjleri yapilantyla ilgilidir (Tapiero ve ark.,
2002). Etki aromatik halkada tasidiklart hidroksil gruplarinin sayisina, baglanma
yerine ve karsilikli pozisyonlarina baglidir (Marinova ve Yanishlieva, 2003; Sroka
ve Cisowski, 2003; Peyrat-Maillard ve ark., 2000).

Kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, gallik asit, salisilik asit, p-OH
benzoik asit, prokatesik asit ve vanilik asit’ in B-karoten-linoleik asit sisteminde
antioksidan aktiviteleri ve DPPH radikali iizerinden radikal stipiiriici aktiviteleri
test edilmis, -OH grubunun sayisinin artmasiyla etkinin arttifi gozlenmistir
(Peyrat-Maillard ve ark., 2000; Fukumoto ve Mazza, 2000). Metoksil grubu
tasiyan fenolik asit tiirevinin, tagimayan tiireve gore daha etkili oldugu tesbit

edilmistir (Marinova ve Yanishlieva, 2003; Fukumoto ve Mazza, 2000).
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Ayrica hidroksil gruplarinin birbirine orto-pozisyonundan baglt olmasi etki
acisindan avantaj olarak goriilmektedir (Sroka ve Cisowski, 2003).

Fenolik asitlerin antioksidan 6zelliklerinin yani sira pro-oksidan o6zellikleri
de bildirilmigtir (Labieniec ve ark., 2003; Kerry ve Abbey, 1997; Skerget ve ark.,
2005; Fukumoto ve Mazza, 2000). HPLC methodu ile; linoleik asit emiilsiyonuna
bakir ilave edilerek ortam oksitlenmis, malonaaldehit ytizdeleri dl¢iilerek kafeik
asit, p-kumarik asit, ferulik asit, gallik asit, salisilik asit, p —OH-benzoik asit,
prokatesik asit ve vanilik asit’ in disik konsantrasyonlarda pro-oksidan etki
gosterdigi ispatlanmigtir. BHT ve BHA’da sozkonusu etkiye rastlanmamigtir
(Fukumoto ve Mazza, 2000).

0,5 uM kafeik asitin oksidasyonu baglama safhasinda inhibe ettigi, 0,1 uM
kafeik asitin bakir aracilikli olusan LDL oksidasyonunu yayilma safhasinda
arttirdigt ve bu pro-oksidan aktiviteyi hidroksil radikalinin olusumunu stimiile

ederek sagladigs tesbit edilmistir (Yamanaka ve ark., 1997).
a) Hidroksibenzoik asit Tiirevleri
) Gallik asit (3,4,5-trihidroksi benzoik asit)

COOH

HO OH
OH

Cok giiclii bir antioksidandir. DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayiniyle
fenolik asitler arasinda en giiclii etki gallik asitte gozlenmistir (Sroka ve Cisowski,
2003). Propil gallat gida ve diger hazir iiriinlerde antioksidan olarak kullanilan
sentetik gallik asit tiirevidir (Larson; 1997; Labieniec ve ark., 2003). Cilek, liziim
(Cadenas ve Packer, 2002), soya fasulyesi (Moran ve ark., 1997), mazi, kestane
aga¢ kabugu (Ephraim ve ark., 2005) gibi bitki ve agaglarda oldukg¢a yaygin
bulunur. En 6nemli gallik asit kaynag: yesil ¢aydir. Apoptozu arttirarak hayvan
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tiimor hiicreleri 6ldiirme yeteneginin (Lodovici ve ark., 2001) yam sira DNA’ da
oksidatif hasara neden oldugu bildirilmistir. Yiiksek miktarlarda alindif1 zaman

toksik etki gostermektedir (Labieniec ve ark., 2003).
IT) Protokatesik asit (3,4-dihidroksi benzoik asit)

COOH

OH
OH
Soya fasulyesi (Moran ve ark., 1997) ve kekikte (Origanum vulgare)
(Skerget ve ark., 2005) bulunmaktadlr. Lipid peroksidasyonunu giiclii bir sekilde
inhibe ettigi fakat DPPH radikali siipiiriicii etkisinin zayif oldugu gosterilmistir
(Sroka ve Cisowski, 2003).

INI) Salisilik asit (2-hidroksi benzoik asit)

COOH
OH

Yapisinda tek hidroksil grubu tagimasi nedeniyle diisiik antioksidan
aktiviteye sahiptir (Sroka ve Cisowski, 2003). Hus agaci kabugu ve Kkisin
yapraklarin1 dokmeyen agaglarin yapraklarinda bulunmaktadir (Windholz, 1983).
Antiseptik etkilidir ve kullanilmaktadir (Kayaalp, 2000).
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IV) Vanillik asit (3-metoksi 4-hidroksi benzoik asit)

COOH

OMe
OH

Sarap (Minussi ve ark., 2003), bugday kepegi (Yu ve Zhou, 2005) ve
okaliptusta (Eucalyptus globulus ) (Gonzélez ve ark., 2004) bulunmaktadir.

V) p-hidroksibenzoik asit (4-hidroksi benzoik asit)

COOH

OH
Eucalyptus globulus’ da bulunmaktadir (Gonzalez ve ark., 2004)

b) Hidroksisinnamik asit Tiirevleri

I) Kafeik asit (3,4-hidroksi sinnamik asit)
COOH '
=

HO
OH

Hidroksisinnamik asitlerin dogada en sik rastlanan tiirevidir (Tapiero ve
ark., 2002). Elma, iiziim, erik, yulaf gibi ¢esitli meyvelerde mevcuttur. Nitrite
hizli bir sekilde etki ederek nitrik oksite indirgemektedir (Huang ve Ferraro,
1991; Packer ve ark., 1999). Ilk olarak 1976°da invitro sigan beyin homojenatinda

lipid peroksidasyonunu inhibe cttifi gosterilmistir (Cadenas ve Packer, 2002).
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Daha sonra kafeik asit iceren bitkilerin ekstrelerinde yapilan ¢alismalarda,
antioksidan aktivite ve serbest radikal siipiiriicii etki gosterdigi kamtlanmigtir

(Servili ve ark., 2004; Sroka ve Cisowski, 2003; Yu ve Zhou, 2005).

II) Ferulik asit (3-hidroksi 4-metoksi sinnamik asit)
COOH
=

OMe
OH

Portakal ve greyfurt potansiyel ferulik asit kaynagidir (Naim ve ark., 1991).
Elma, iiziim, erik, yulaf gibi ¢esitli meyvelerde de mevcuttur (Huang ve Ferraro,

1991). Genellikle hiicre duvarinin yapisinda karbonhidratlarla ester halinde

bulunmaktadir (Larson, 1997).

III) p- Kumarik asit ( 3-hidroksisinnamik asit )

o-Kumarik asit ( 2-hidroksisinnamikasit)

COOH
P COOH
=
OH
OH
p- Kumarik asit o- Kumarik asit

Portakal (Sousa ve ark., 2004), kiraz (Cadenas ve Packer, 2002), kahve,
¢ikolata ve sarapta (Abdel-Wahab ve ark., 2003) bulunmaktadirlar. p-kumarik
asitin, kardiyotoksik etkili antikaﬁser-antibiyotik doksorubisin’in neden oldugu
oksidatif strese karsi koruma sagladifi rapor edilmistir (Abdel-Wahab ve ark,,
2003).
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IV) tr-sinnamik asit

COOH
=

Aldoz rediiktaz inhibisyonu sonucu glukozun sorbitole déniismesini
engelleyerek ¢esitli diyabetik komplikasyonlann engelledigi ileri siiriilmektedir
(Garrote ve ark., 2004). Sigala yagi, peru ve tolu balsamlari, targm ve koka

yapraklarindan elde edilen yagda bulunmaktadir (Windholz, 1983)
2.2.2.22. Sentetik antioksidanlar

i) BHT (Biitillenmis hidroksi toluol)

OH

(CH3)C C(CH3)

CH3

Fenolik antioksidanlarin sentetik olarak gelistirilmis alternatiflerindendir (Ho,
1991). Ucuz olmasi, kararli yapida olmalar1 agisindan en sik kullanilan sentetik
antioksidanlardandir. Monohidrik  bir fenolik  antioksidandir.  Yiyecek
endiistrisinde kullanilmadan Once petrol lriinlerini oksidatif zamklagmadan
korumak igin kullanilmaktaydi (Shahidi ve Naczk, 1995). Yagda ve alkolde
¢ozilinen, suda ¢oziinmeyen beyaz renkli ve kristal yapida bir maddedir. BHT
bitkisel yaglardan ¢ok hayvansal yaglarda oksidasyonu dnleme 6zelligine sahiptir.

Am»ﬂp\k- “x.
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BHT’ nin akcigerde olusmus olan tiimorii gelistirdigi gosterilmistir. Bu tarz
karsinojenik aktivitelerinin oldugunu diigiindiiren ¢aligmalardan sonra kullanimina

kisitlamalar getirilmistir (Huang ve Ferraro, 1991).
ii) BHA (biitillenmis hidroksianisol)

OH

(CH3)C

OCH3

Hayvansal ve bitkisel yaglarda ¢dziinen, suda ¢oziinmeyen monohidrik fenolik
antioksidandir. Beyaz zamkimsi tabakalar halindedir. BHT gibi  yiyecek
endiistrisinde kullanilmadan Once petrol iiriinlerini oksidatif zamklagmadan
korumak i¢in kullanilmaktaydi. Giiniimiizde 6zellikle ugucu yaglarin rengini ve
kokusunu korumak i¢in kullanilmakta ve bu Ozelligi nedeniyle pekgok besin
maddesine ilavesine izin verilmektedir. BHA kismen kisa zincirli yag asitlerinin
(hindistan cevizi ve hurma ¢ekirdegi yaglarinda bulunan) oksidasyonunu kontrol
altina almak igin kullanilir (Shahidi ve Naczk, 1995). Bazi durumlarda tersiyer
butil grubunun, fenolik hidroksil iizerinde koruma meydana getirdigi ileri
stiriilmektedir. Bu durum, molekiilii dig reaksiyonlardan korumakta ve daha az
ugucu ve daha ¢ok yagda ¢oziinlir bir forma doniistiirmektedir. BHA ’nin 1983
yilinda karsinojenik aktivitesi bildirilmigstir. Fare, sigan ve hamsterlarin
midelerinde kanser olusumuna neden olmus fakat kopeklerde boyle bir aktivite
gozlenmemigtir (Ho, 1991).

BHA ve BHT nin ugucu ozellikleri nedeniyle paketlenmis besin maddelerine
ilaveleri tercih edilir , ¢iinkii bir siire sonra ortamdan uzaklasirlar. Besinlere ya
direk olarak ya da emiilsiyon halinde ilave edilirler. Ikisi birlikte kombine halde
ilave edilirlerse sinerjik etki gosterdikleri tesbit edilmistir. Findik ve iriinlerinin
oksidatif reaksiyonunu BHT ve BHA kombinasyonlari engeller (Shahidi ve
Naczk, 1995). |
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iii) Galatlar

Gallatlar; gallik asitin propanol esteridir. ~ Fenolik bilegiklerdeki gibi
antioksidan aktivitelerinde hidroksil gruplari 6nemli rol oynamaktadir. Oktil gallat
(C10H2205) ve dodesil gallat (C19H30Os) kati ve sivi yaglarda yiiksek ¢oziiniirliige
sahip iken, propil gallat (C;oH;>Os) suda daha iyi ¢oziinmektedir. Dodesil esteri
en 1yi, propil gallat en zayif antioksidan etkiye sahiptir (Fujita ve Kubo, 2002).

Beyaz kristalize bir toz olan propil gallat hayvansal ve bitkisel yaglarin
korunmasinda  kullamilmaktadir. Kaynama noktasi 148°C olan PG 1sitma
sirasinda etkisini kaybeder bu nedenle kizartilarak (190°C de) saklanan besin

maddeleri ¢in uygun degildir.

iv) TBHQ (tersiyer butil hidrokinon, C;iH;40;)

Karakteristik kokusu olan bif maddedir. TBHQ’un bitkisel yaglardaki
antioksidan aktivitesi diger antioksidanlardan daha fazladir. Gallatlardan farkli
olarak ortamda demir varliginda renk bozulmasina neden olmamasi ayrica, BHT
ve BHA’ dan daha az ugucu, yiiksek sicakliga daha dayanikli ve etkisini katildig
tirlinde daha fazla gostermesi TBHQ i¢in avantaj olarak goriilmektedir (Khan ve

Shahidi, 2001; Shahidi ve Naczk, 2004).
2.2.2. Antioksidan aktivite tayin yontemleri
2.2.2.1. Lipid peroksidasyonu inhibisyonuna dayah yontemler

i) Peroksit sayisi
Peroksit sayisini1 6l¢gmek i¢in en ¢ok bagvurulan yontem iyodometrik titrasyon
yontemidir. Asetik asitteki potasyum iyodiirden serbest hale gecen iyodun

tiyosiilfat ile titrasyonu sonucu peroksit igerigi degerlendirilmektedir (Frankel ve

Meyer, 2001).

ii) Schaal firin testi
Bu testte 1s1ya karsi oksidatif kararlilik 6lgiilmektedir. Kisisel koku ve tat

duyusuna gore karar verilmektedir (Frankel ve Meyer, 2001).
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iii) Tiyobarbiitirik asit testi(TBARS)

TBA yontemi doymamis yag asitlerinin  oksidasyonu ile olusan
monoaldehitlerin (MDA), glasiyel asetik asit ve 2-tiyobarbiitirik asitle 1sitilmasi
sonucu verdikleri kirmizi rengin siddetinin spektrofotometrik yontemle 6lgiilmesi
esasina dayanmaktadir. Su anda en ¢ok kullanilan lipid peroksidasyon tayin
yontemidir. Kullanilan  &rneklerin  lipoprotein  fraksiyonlarinin  asit  ile
¢oktiiriilmesi reaksiyonun spesifikligini arturmaktadir. Kullamlacak 6rnekler
—-80°C’de 1-2 ay saklanabilir (Anonim, 2005e; Callaway, 1998).

MDA i¢in HPLC analizleri de mevcuttur. Bu teknik daha fazla zaman alici,
fakat daha spesifiktir. C;3 kolon ve asetonitril veya metanol gibi mobil fazlar

analiz i¢in uygundur (Anonim, 2005¢).

iv) p -karoten-linoleik asid sistemi

Bu ybntemde, antioksidan aktivite linoleik asit sisteminde [-karotenin
oksidasyonu Olgiilerek tayin edilmektedir (Vaya, 1997). Reaksiyon sonunda
¢ozeltide B-karotenin kaybolan karakteristik sari renginin  absorbansi 470 nm’de
UV-Spektrofotometre’de kaydedilerek, sonuglar standart olarak  kullanilan
sentetik antioksidanlar ile karsilastirilarak verilmektedir (Martinez, 2001; Leja,
2001; Wettasinghe ve Shahidi, 1997). Reaksiyon genellikle 50°C civarinda baslar,
basit,duyarli ve hizli bir yontemdir (Gonzalez ve ark., 2004; Fukumoto ve Mazza,

2000).

v) Ransimat yontemi

Cesitli antioksidanlarin antioksidatif potansiyellerini degerlendirmek igin
kullanilan bir yontemdir. Kullamlan sabit yagin acilagmasi sonucu olusan lipid
oksidasyon iiriinii kiigiik molekiillerin elektrik gecirgenligindeki artisi 6lgmeye
dayanan Ransimat cihaz1 ile gergeklestirilmektedir (Shahidi ve Naczk, 2004; Chen
ve Ho, 1997)
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2.2.2.2, Serbest radikal siipiiriicii etki tayin yontemleri

i) DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siipiiriicii Etki

DPPH, kararli bir radikaldir ‘ve bir elektron veya hidrojen kabul eder.
Antioksidanlarin, DPPH radikaline bir hidrojen atomu verme yetenekleri
lizerinden siipiiriici  etki gosterdikleri diigiinlilmektedir. Bu yontem ile
antioksidanlarin stabil DPPH radikalini indirgenmis DPPH (DPPH-H) formuna

getirme yetenegi degerlendirilir.

DPPH + AH — DPPH-H + A
Diger yontemlerle karsilagtirildiginda kisa zamanda sonu¢ veren bir

yontemdir (Sanchez-Moreno ve ark., 1998; 1999).

ii) TRAP (total radikal-trapping parameter)

Plazma ve serum’ un toplam antioksidan kapasitesini Olgmek igin
geligtirilmistir. 2,2-azobis (2-amidinopropan) hidroklor (ABAP) , antioksidanlari
oksitlemek igin peroksil radikallerini iiretmektedir. Indiiksiyon siiresi standart
olarak kullamilan Troloks’unki ile karsilastinilmaktadir. Oksidasyon olay1 oksijen
absorbsiyonu ile gozlenebilmektedir (Frankel ve Meyer, 2000; Sandoval ve ark.,

2002).

iii) Total Antioksidan Kapasite (TEAC) (")lc;iimii

Troloks esdeger antioksidan kapasite (TEAC) denen bu yontemle total
antioksidan kapasite Olciilebilmektedir. Bu amagla, vitamin E, f-karoten,
flavinoidler, GSH, irat, biliriibin, transferrin, seruloplazmin, albiimin, GPx, Se,
SOD, katalaz seviyeleri degerlendirilmektedir. Yontemin temeli; radikallerin
ABTS (2,2’-azinobis-(3-etilbenzbtiyazolin)-6-su1fonik asit) ile reaksiyon
vermesine dayanir.

Oksijen radikali absorblama yetenegi de ayni TEAC’nin tespiti i¢in
kullanilr, fakat burada floresans 6l¢giimii yapilmaktadir (Anonim, 2005¢).



iv) Siiperoksit anyon siipiiriicii aktivite testi (FRAP)

Antioksidanlarin elektron yoklama kapasitesi ile dogru orantili olan demir
indirgeme giiciinii dogrudan antioksidanin demir-III-tripidil-triazine kompleksini
(Fe”-TPTZ), demir-II-kompleksine (Fe**-TPTZ) indirgeyebilme yetenegiyle
olgmektedir (Frankel ve Meyer, 2001).

v) Elektron Paramagnetik Rezonans Spektroskopisi (EPR)

Bu teknige, Elektron Spin Rezonans Spektroskopisi de (ESR) denilir. Bu
yontem en ¢ok kullanilan dogrudan radikal Olciim yontemidir. Radikallerin
biinyesinde bulunan magnetik enerji seviyesinin digaridan uygulanan bir magnetik
alanla iki farkli enerji seviyesine.aynlma olayi lizerine kurulmustur. Yontemin
dezavantaji birkag saniye gibi kisa Omiirli radikallerin ol¢lim igleminin zor
olmasidir ve bu yiizden sadece uzun Omiirli radikaller dogrudan analiz
edilebilmektedir. Bu dezavantaji yenmek icin kisa omiirlii radikaller spin tuzag:
denilen nitrozo veya nitron iceren bilesiklerle reaksiyona sokulup uzun omiirli
tirevler olusturulur ve analiz ancak bu sekilde miimkiin hale gelebilmektedir

(Rice-Evans ve ark., 1991, Anonim, 2005¢).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1.1. Materyal

3.1.2. Kimyasal madde ve ¢ozeltiler

Gallik asit, protokatesik asit, p-OH-benzoik asit, vanilik asit, kafeik asit
ferulik  asit, o-kumarik asit, trgns-sinnamik asit, f-karoten, BHT
(butillenmighidroksi toluol), BHA (butillenmighidroksi anizol), DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil ) (Sigma- Aldrich), salisilik asit, p-kumarik asit, linoleik
asit (Fluka), Tween 80, metanol, kloroform (Merck). Ham zeytin yag Ustiin

Zeytincilik, Balikesir firmasindan alinmigtir

3.1.3. Kullanilan cihazlar

UV- visible Spektrofotometre (Shimadzu 160A), Ransimat Cihazi (743
Metrohm AG, Isvigre), Eliza mikroplak okuyucu (Bio.Tek. EL,808y), Ultrasonik
banyo (1 L, J.P. Selecta), Etiiv (Venticell-55) Hassas Terazi (Shimadzu-AEX
200G), Rotavapor (Buchi-R114), Vortex karstirict (Nuvemix- NM110vibrator)

3.1.4. Kullanilan malzemeler

6 ml borosilikat vial (Cole Parmer), Spektrofotometre kuveti (S-10SM 1 ml
Quartz ), 96 kuyucuklu mikroplaka (Corning), Otomatik Pipetor (100uL, 1000
uL, 5000 uL, Eppendorf), Steril otomatik mikropipet ucu (100 pL, 1000 uL, 5000
uL, Eppendorf), beher (250 ml, fldam), armudi balon (50 ml. Ildam) Pyrex-cam
tiip (10 ml, 16x100 mm, Ildam), Kapakli cam tiip (10 ml ,ildam), balon joje (10
ml, 25 ml, 100 ml, 250 ml, Iidam).

3.2. Yontem

3.2.1. DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki

Test edilen fenolik asitler ve kombinasyonlarindan hazirlanan ¢ozeltilerin

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) iizerindeki serbest radikal siipiiriicii etkileri
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Sanchez-Moreno ve arkadaglar1 (1998) tarafindan modifiye edilmis yontem

kullanilarak tayin edilmistir.

Metanol igerisinde hazirlanmig 0.1, 0.2 ve 04 ml Omek ¢ozeltileri
(reaksiyon ortamuindaki 6rnek konsantrasyonlart 9.6x10-3.5x10™ mg/ml) iizerine
mectanolde hazirlanmis 3 ml DPPH ( 2x107 o/L) ¢ozeltisi ilave edilerek vortexde
30 sn kanigtinlmig ve karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika bekletilen ¢ozeltilerin
517 nm de absorbans degerleri okunmustur. 4.0x10° ve 2.0x10% gL
konsantrasyon arahiginda DPPH standart1 kullanilarak hazirlanmis olan agagidaki
kalibrasyon denklemi kullanilarak reaksiyon ortamindaki DPPH konsantrasyonu

(g/L) hesaplanmustir.
Asi7am = 26,21(DPPH), + 2,2x10°  (r= 0.9998)

30 dakika sonucunda reaksiyon ortaminda kalan DPPH miktar1 ise

agagidaki formiil kullanilarak hesaplanmugtir.

% DPPHygjan = (DPPH);-30 / (DPPH)-¢ x 100
Her test 3 kez tekrarlanarak ortalamalari alinmis, referans madde olarak

BHT ve BHA kullanilmugtir.

3.2.2. B-karoten-linoleik asit sisteminde antioksidan aktivite tayini

Bu yontem, -karoten ve linoleik asit sulu emiilsiyon sisteminde 1s1
yardimiyla oksidasyonunun indiiklenmesi esasina dayanan antioksidan tayin
yontemidir (Burda ve Oleszek, 2001).

Kuru bir kaba tartilan 40 mg linoleik asit ve 400 mg Tween 80 ile B-
karoten ¢Ozeltisinin tamamu (3mg/ml kloroformda) vorteksde iyice karigtirilmus,
kloroform algak basing altinda 40°Cde rotavaporda ortamdan uzaklagtinlmistir.
Bakiye su ile emiilsifiye edilerek 100 ml ye tamamlanmistir. Portakal renkli bu
stok ¢ozelti deneyler sirasinda karanlikda saklanmigtir. 3 ml B-karoten ¢ozeltisi
icerisine 0.2 ml numune ¢ozeltisi (0.6 mg/ml konsantrasyonda) ilave edilerek
vorteksde iyice kangtirilmig, herbir numune g¢ozeltisi (0.2 ml) mikroplaklara
yerlestirilerek islem sirasinda 40°Cde etiivde tutulmus ve 15 dakika araliklarla 490
nm de ELIZA mikroplak okuyucuda absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Herb.ir deney 3

kez tekrarlanmus, sonuglar zamana (dakika) karsi okunan absorbans degerleri
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grafige gegirilerek ve ayrica antioksidan aktivite fenolik asit ilave edilmeksizin
kontrole kars1 oksidasyonun inhibisyon yiizdesi olarak asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplanmis ve sentetik antioksidanlar BHT ve BHA ’nin sonuglarn ile

karsilagtinilarak degerlendirilmistir. Kontrol olarak metanol kullanilmustr.
% Antioksidan aktivite = 100 x [1-( A’-A;"*") / (AL-A'®)]

A,° = drnegin baslangigtaki absorbansi (490 nm)

A= ornegin 180 dakika sonraki absorbansi (490 nm)
A’ = kontrolun baglangigtaki absorbansi (490 nm)

A% = kontrolun 180 dakika sonraki absorbansi (490 nm)

3.2.3. Ransimat yontemi ile Lipid oksidasyonunu inhibe edici etki

Ransimat yoOntemi ¢esitli antioksidanlarin antioksidatif potansiyelini
degerlendirmek igin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.

Fenolik asitler ve kombinasyonlarinin antioksidan aktiviteleri yaglarda
bulunan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan bozunma
iiriinlerinin su igine absorbe edilefek suyun iletkenliginin degismesi prensibine
gore ¢alisan Ransimat cihazi ile test edilmistir (Chen ve Ho, 1997).

Bu testte linoleik asit¢e zengin (%60-65) ham zeytin yagi kullanilmgtir.

3 g yag igine %0.02 ve 0.1 olacak sekilde numune veya standart madde
(BHT veya BHA) ilave edilerek yag igerisinde dagilmasi saglanmigtir. 100 °C de,
20 L/saat hava akigina maruz birakilan numunelerin bozunma zamanlar 6l¢iilmils
ve antioksidan aktiviteleri (Bozunma Indisleri) hesaplanmgtir. Her test 3 kez

tekrarlanarak ortalamalari alinmigtir.
BOlenma indlSl (I.I.= Inumune/Ikon[rol)

Formiile gore; orneklerin Bozunma Indisleri kontrol ile karsilagtirilarak

antioksidan aktiviteleri tayin edilmistir.
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4. BULGULAR

Tez kapsaminda bitkiler aleminin hemen hemen tiim fertlerinin kimyasal
yapisinda ¢esitli oranlarda bulunarak bitkilere renk, koku ve tat veren fenolik
asitlerden bazilan ile, bu fenolik asitlerin bitkilerde kombine halde bulunduklarn
g6z Oniine almarak, bunlanin farkli kombinasyonlarinin DPPH tizerinden serbest
radikal siiplirlicii etki tayini kullanilarak anti-radikal aktiviteleri ve P-karoten
linoleik asit sistemi ve Ransimat yontemi ile antioksidan aktiviteleri ve

degerlendirilmistir.

4.1. DPPH Uzerinden Serbest Radikal Siipiiriicii Etki Tayini

Genel olarak, kimyasal maddelerin elektron verme yetenekleri lipid
oksidasyona kargt gosterdikleri antioksidan aktivitelerinin sonucudur. DPPH
serbest radikal siipiiriicti etki tayini; hidrojen verme potansiyelinin arastiriimasi

icin en kisa yontemlerden birisidir (Kikuzaki ve ark., 2002).

Fenolik asitler ve kombinasyonlarindan hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki
¢ozeltilerin anti-radikal aktiviteleri DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest
radikali iizerinden Sanchez-Moreno ve arkadaslani (1998) tarafindan modifiye
edilmis yontem kullanilarak tayin edilmistir. Sonuglar test edilen
konsantrasyonlarda % inhibisyoﬁ olarak degerlendirilmis ve sentetik
antioksidanlar BHA ve BHT nin degerleriyle karsilastirilmistir. Orneklerin serbest

radikal siiptiriici etkileri Tablo 1. de verilmistir.

DPPH iizerinden serbest radikal stipiiriicii etki tayininde; test edilen madde

konsantrasyonu ile antioksidan aktivitenin dogru orantili oldugu goriilmektedir.

Anadopy {7
Rlertes pe
10 \




Tablo 1. Fenolik asitler ve kombinasyonlarinin 3 farkli konsantrasyonda

serbest radikal siiptiriicii etkileri (% inhibisyon)

l]:enoli.k asitler ve % inhibisyon*
ombinasyonlari

3 pg/ml 6 ug/ml 12 pg/ml
POHBA 21,44+0,5 24.,57+0,6 42,32+0,62
GA 61,73+0,5 96,83+0 97,18+0,3
SAA 17,96+0,2 33,73£2,8 35,32+0,4
VA 35,72+0,27 47,29+0,38 59,51+0,85
proKA 66,15::0,44 97,01+0,53 97,67+0,19
trSIA 18+0,87 23,6x1,3 25+1,6
pKUA 15,4+1,85 21,3+1,3 24,3+0,7
oKUA 0,29+0,3 0,8+0,59 1,37+1,49
FA 23,27+1,86 36,74+1,18 59,6+0,29
KAA 35,6+3,11 71,7+4,8 96,6+0,22
POHBA +GA 20,35+0,51 44,15+0,64 91,72+0,31
pOHBA +SAA 10,23+0,81 8,11+0,24 34,27+1,35
pOHBA +VA 9,22+0,51 12,15+0,6 28,314 01
pOHBA+proKA 9,67+0,23 7,82+0,48 0,7£0,97
GA+SAA 24,19+1,03 59,14+0,83 91,63+0,78
GA+VA 31,84+0,13 61,08+1,76 96,7410
proKA+ GA 22,02+0,37 55,72+0,13 96,74+0
SAA+VA 2,25+0,3 2,84+0,39 2,55+0,27
proKA+ SAS 13,32+0,38 24,72+0,52 42,1+0,84
proKA+ VA 18,51+0,88 34,63+0,92 64,57+0,83
trSIA+pKUA 4,34+0,21 7,5+£0,47 5,8::0,6
trSIA +SAA 5,35+0,47 | 6,75+0,75 7,83+0,5
trSIA +FA 0,18+0,35 5,7+£0,39 19,1+0,6
trSIA +KAA 9,05+1,04 24,72+0,96 52,7+1,19
pKUA+0oKUA 4,58+1,65 3,9+1,13 4,15+0,22
PKUA +FA 6,58+0,5 14,78+0,5 30,83+1,13
pKUA +KAA 16,220,7 33,95+l 69,12+1,13
oKUA +FA 7,29+0,62 10,6+0,74 22,41+1,07
oKUA +KAA 16,5+0,3 34,03+1,06 60,5+1,22
FA+KAA 23,4+0,73 44,1+1,18 83,71+1
BHA 24,86+0,2 44,41+0,55 72,17+0,79
BHT 19,97+1,82 32,32+0,21 48,36+0,89

*Sonuglar ortalama degertstandart sapma (n=3) olarak verilmisgtir.
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Tablo 1. ve $ekil 1.’de goriildiigii gibi fenolik asitler arasinda benzoik asit
tirevlerinin sinnamik asit tiirevlerine gore serbest radikal siipiiriicii etki
bakimindan daha aktif olduklar1 goriilmiistiir. Her ii¢ konsantrasyonda da en giiglii
serbest radikal siipiiriicti etki gosteren maddeler gallik asit (GA) ve protokatesik
asit (proKA) oldugu tesbit edilmigtir. Oyle ki GA ve proKA standart olarak
kullanilan sentetik antioksidan BHT’den ~2 kat, BHA’dan ise ~0.5 kdt daha aktif
bulunmustur. Aynica kafeik asidinde (KAA) en yiiksek iki konsantrasyonda
maksimum etki gosterdigi gozlenmistir.

Serbest radikal siiptiriici etki agisindan diger hidroksibenzoik asit
tiirevleri arasindaki siralama ise 'BHA > VA > BHT > pOHBA > SAA seklinde,
hidroksisinnamik asit tiirevleri arﬁsmdaki siralama ise BHA > FA > BHT > #rSIA
> pKUA > oKUA seklinde tesbit edilmistir.

Tez kapsaminda degerlendirilen fenolik asit kombinasyonlarindan, ayni
yalin GA de oldugu gibi, en giicli serbest radikal siipuriici etki GA ile
olusturulan kombinasyonlarda goriilmiistiir (Tablo 1., Sekil 2.). GA+proKA ve
GA+VA kombinasyonlan bagsta olmak iizere GA+SAA ve GA+pOHBA de tesbit
edilmistir Yukarida belirtilen 4 kombinasyon, standart olarak kullamlan sentetik
antioksidanlar BHT ve BHA’dan daha giiclii anti-radikal etki gostermiglerdir
Ayrica hidroksi sinnamik asit kombinasyonlarindan FA+KAA inde BHA ve BHT
den daha giiglii etkiye sahip oldugu goriilmiigtiir. Bu kombinasyonlan BHA >
PKUA+KAA > proKA+VA > oKUA+KAA > pKUA+0KUA > SAA+ proKA>
BHT > pOHBA +proKA> rSIA+FA> pKUA+FA> 0KUA+FA > SAA+VA >
pOHBA +VA > trSIA+pKUA > trSIA+0KUA > pOHBA +SAA kombinasyonlari
izlemektedir (Sekil 2. ve 3.).
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M6 ug/ml
B 12 pg/ml

120

% inhibisyon

\oJ\ - SPA S, S
F & TS

S K A N

Q
numuneler

Sekil 1 Fenolik asitlerin 3 farkli konsantrasyonda serbest radikal siipiiriicii etkileri

8 3 pg/ml

M6 ug/mi
. B 12 ug/ml
100 -

% inhibisyon

numuneler

Sekil 2. Hidroksibenzoik asit tiirevlerine ait kombinasyonlannn 3 farkh

konsantrasyonda serbest radikal siipiiriicii etkileri
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B3 pg/ml
M6 pg/mi

90

% inhibisyon

numuneler

Sekil 3. Hidroksisinnamik asit tiirevlerine ait kombinasyonlarin 3 farkli

konsantrasyonda serbest radikal siipliriicii etkileri

4.2. B-karoten-Linoleik Asit Sisteminde Antioksidan Aktivite Tayini

Bu yontem, B-karoten ve linoleik asit sulu emiilsiyon sisteminde 1s1
yardimiyla B-karoten oksidasyonunun indiiklenmesi esasina dayanan antioksidan
tayin yontemidir (Burda ve Oleszek, 2001).

Antioksidan aktivite, fenolik asit ilave edilmeksizin kontrole karsi
oksidasyonun inhibisyon yiizdesi olarak hesaplanmis ve sentetik antioksidanlar
BHT ve BHA’nin sonuglan ile karsilastirilarak degerlendirilmistir (Tablo 2.).
Ayrica baglangicdan itibaren 15 dakika araliklarla 180 dakika boyunca okunan
absorbans degerleri grafige gecirilmistir ($ekil 4.,5.,6.).

B-karoten-linoleik asit sisteminde test siiresi olan 3 saat boyunca -

karotenin solmasinin 6nlenmesi yiiksek potansiyel antioksidan aktivitenin

varligin1 gostermektedir.
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Tablo 2. Fenolik asit ve kombinasyonlarinin B-karoten-linoleik asit

sisteminde % Antioksidan Aktivite degerleri

Fenolik asitler
ve AA (%)
kombinasyonlari
SAA 60,07+0.8>
POHBA 53,07 0.04
VA 45,57+£0.01
GA 36,24+0.1
ProKA 32,06+0.05
FA 58,72+0.5
KAA 43,61+0.6
PKUA 42,13+£0.08
TrSiA 40,66+0.02
OKUA- 39,92+0.3
PKUA+KAA 58,96+0,06
FA+KAA 49,75+0,5
oKUA+KAA 46,92+0,07
trSIA +KAA 42,99+0,09
GA+proKA 41,76+0,6
pKUA+FA 40,90+0,05
trSIA+FA 39,92+0,06
oKUA+FA 38,82+0,08
SAA+proKA 38,69+0,06
pOHBA+GA 38,08+0,6
VA+proKA 38,57+0,02
GA+VA 35,87+0,3
pOHBA +SAA 33,90+0,6
GA+SAA 32,06+0,08
pOHBA +proKA 31,57+0,05
trSIA+pKUA 31,57+0,03
pKUA+oKUA 29,48+0,05
SAA+VA 28,99+0,09
trSIA+ 0KUA 28,62+0,03
pOHBA +VA 28,50+0,03
BHT 82.80+0,07
BHA 89.06+0.3
Kontrol 1.84+0.05

1% Antioksidan Aktivite = 100 x [1-( AS-A,%) / ( AL-A0)]

2Sonuc;lar ortalama degertstandart sapma (n=3) olarak verilmigtir.

Tablo 2. de de goriildiigii gibi P-karoten-linoleik asit sisteminde higbir
fenolik asit ve/veya fenolik asit kombinasyonunun antioksidan aktivitesi standart
olarak kullamlan BHT veya BHA nin % antioksidan aktivite degerlerine
ulasamammgtir. Tablo 2. de en aktif fenolik asit SAA olarak goriilmektedir.
Bunun disinda, artan antioksidan aktivite degerlerine gore benzoik tiirevlerini

BHA > BHT > SAA > pOHBA > VA > GA > proKA , sinnamik asit tiirevlerini
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iss BHA > BHT > FA > KAA > pKUA > ##SIA > oKUA seklinde siralamak
mimkiindiir.

B-karoten-linoleik asit sisteminde test edilmis fenolik  asit
kombinasyonlarindan en aktif olan bes tanesi BHA > BHT > pKUA+KAA >
FA+KAA > 0KUA+KAA > trSIA +KAA> GA+proKA seklinde stralanmustir.

0,8 +

absorbans (490 nm)
= L
&~ N

=
N

o 13 300 45 60" 75 90" 105" 1200 135" 150" 165 180’

zaman (dak)

—~—MeOH —W—Bos  —— p-OHBA -~ GA ——SAA —@—VA —+— pro-KA

~—=— BHT e BHA Sia ——FA —k— KAA === p-KUA -—=—0-KUA

Sekil 4. B-karoten-linoleik asit sisteminde fenolik asitlerin antioksidan aktiviteleri
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absorbans (490 nm)
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Sekil 3. B-karoten-linoleik asit sisteminde

hidroksibenzoik asit kombinasyonlarmin

antioksidan aktiviteleri
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Sekil 6. P-karoten
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_inoleik asit sisteminde hidroksisinnamik asit kombinasyonlarmin

antioksidan aktiviteleri
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4.3. Ransimat Yontemi ile Lipid oksidasyon iizerine inhibe edici etki

Ransimat yontemi ¢esitli antioksidanlarin antioksidatif potansiyelini
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.

Fenolik asitler ve kombinasyonlarinin antioksidan aktiviteleri yaglarda
bulunan doymamug yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan bozunma
lirinlerinin su igine absorbe edilerek suyun iletkenliginin degismesi prensibine
gore caligan Ransimat cihazi ile test edilmistir (Chen ve ark., 1997).

Ransimat yonteminde test edilen madde konsantrasyonu ile antioksidan
aktivitenin dogru orantili oldugu goriilmektedir.

Ransimat yontemi ile zeytiri yaginin peroksidasyonu {izerine fenolik asitlerin
etkisi Sekil 7.” de, bozunma indisleri ise Tablo 3.” te gosterilmistir. Tablo 3. ve
Sekil 7.’ye gore lipid oksidasyonu en gii¢lii inhibe eden fenolik asit gallik asit
(GA) olarak goriilmektedir. Gallik asidi KAA > proKA > BHA > FA
izlemektedir. Ad1 gecen dort fenolik asit test edilen her iki konsantrasyonda da
standart olarak kullanilan BHA ve BHT nin inhibisyon oranlarindan daha yiiksek
degerlere ulastiklar1 ve dolayisiyla daha giiclii antioksidan aktivite gosterdikleri
tesbit edilmistir. Bunlanin diginda kalan fenolik asitlerin Ransimat ydntemine gore
antioksidan etki giiclerini su sekilde siralayabilirizz BHT > pKUA >VA >
pOHBA.

Ayrica, yapilan bu aktivite ¢alismalari sirasinda; SAA, #SIA, oKUA in
konsantrasyonlani arttik¢a inhibisyon yiizdelerinin azaldifi, bu bulgulara paralel

olarak da antioksidan etkinin azaldig1 goriilmusgtiir.
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Tablo 3. iki farkli konsantrasyonda zeytin yagina ilave edilen fenolik asitlerin

Ransimat yontemi ile ol¢iilen bozunma indisleri

Uygulama Bozunma indisi'?
%0.02 %0,1

Zeytin yag1 +pOHBA 0,92+0,019 0,86+0,068
Zeytin yag1 +SAA 0,91+0,033 0,64+0,132
Zeytin yag1 +proKA 1,82+0,112 8,39+0,00001
Zeytin yagi +VA 0,94+0,076 1,110,036
Zeytin yag1 +GA 4,59+0,127 13,06+0,0001
Zeytin yag1 +trSIA 0,850,027 0,60+0,023
Zeytin yagt +KAA 3,59+0,075 10,76x+0,91
Zeytin yag1 +pKUA 0,88+0,03 1,21+0,075
Zeytin yag1 +oKUA 2,03+0,016 0,92+0,027
Zeytin yag1 +FA 1,14£0,057 5,1+0,005
Zeytin yag1 +BHA 1,02+0,028 5,83+0,140
Zeytin yag1 +BHT 1,27+0,018 2,64+0,225

"Bozunma indisi: zeytin yagi+ornek bozulma zamany/zeytin yag1 bozunma zamani
2 Sonuglar ortalama deger+standart sapma (n=3) olarak verilmistir.

14 -

12 A

10 A

% inhibisyon

NN\

% 0.02 konsantrasyon

M % 0.1 konsantrasyon

§ ¥ & ° &
fenolik asitler

Sekil 7. Ransimat yontemi ile zeytin yaginin peroksidasyonu iizerine fenolik

asitlerin etkisi

c0



5. TARTISMA

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasar1 ve lipid
oksidasyonu dnleyen veya geciktiren bilesiklerdir. Besin maddelerine ilave edilen
antioksidanlar acilagmayr minimuma indirir, toksik oksidasyon iiriinlerinin
olusumunu engeller, besin degerlerini korur ve raf Omriinii uzatirlar. Son
zamanlarda sentetik antioksidanlarin giivenilirli§i sorgulanmaya baglandigindan
yerine hem in vivo olarak hem de besinlerde kullanmak i¢in dogal antioksidan
madde arayiglan ¢ig gibi bilylimektedir. Pekgok tayin yonteminde, tokoferoller,
flavonoidler, kumarinler, antosiyaninler, fenolik asitler gibi bitkiler aleminde
yaygin olarak bulunan pekc¢ok polifenolik bilesik antioksidan aktivite
gostermektedirler. Potansiyel bir kaynak olarak bitkisel fenoller primer (chain-

breaking) antioksidan aktiviteye sahiptirler. (Shahidi ve Naczk, 1995)

Fenolik asitler antioksidan aktivitelerini, hidrojen atomlarint vererek (Sousa
ve ark., 2004) hidroksil, singlet oksijen, peroksil, peroksinitrit radikallerini
stipirerek veya gecis metalleriyle selat olusturarak gerceklestirmektedirler

(Cadenas ve Packer 2002; Lodovici ve ark, 2001; Javanmardi ve ark., 2003).

Antioksidan aktivite lipidlerin otooksidasyonunun primer ve sekonder

iirlinlerinin kantitatif tayini ile ya da diger degisiklikleri izlenerek degerlendirilir.

Ransimat  yontemiyle gergekléstirdigimiz lipid  peroksidasyon
caligmalarimizda en gii¢lii inhibisyonu gergeklestiren fenolik asitin gallik asit
(GA)'oldugu goriilmektedir (Bakiniz Tablo 3.). Bununda nedeni, yapisindaki ii¢
adet -OH molekiiliidiir. Ciinkii' fenolik asitlerin benzoik ve sinnamik asit
tiirevlerinin hidroksil gruplarimin sayisindaki artis daha yiiksek antioksidan
aktiviteye neden olmaktadir. Fenil halkasindaki ti¢ -OH grubu yiiksek aktivite
nedenidir. Bir hidroksil grubunun kayb: aktiviteyi bir olciide azaltirken iki -OH
kaybr aktivitede belirgin bir azalmaya neden olmaktadir. Dziedzic ve Hudson
(1983) fenolik asitlerin antioksidan aktivitesi icin enaz iki -OH grubunun

gerektigini belirtmislerdir.
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Ransimat yontemi ile elde edilen sonuglarda en giiglii antioksidan olan gallik
asiti KAA > proKA > BHA > FA izledigi tesbit edilmistir. Ad1 gecen dort fenolik
asitin test edilen her iki konsantrasyonda da standart olarak kullanilan BHA ve
BHT’nin inhibisyon oranlanndan daha yiiksek degerlere sahip oldugu,
dolayisiyla daha giiclii antioksidan aktivite gostermis oldugu tesbit edilmistir.
Bununda nedeninin KAA ve proKA in yapilarinda ikiser -OH grubu tasimalar
ayrica FA te de bir -OH ve bir -OCHj; gruplan tagimasi olarak belirlenmistir.

Bunlann diginda kalan fenolik asitlerin Ransimat yontemine gore antioksidan
etkileri % inhibisyon oranlarma gére BHT > pKUA >VA > pOHBA seklinde

siralanmustir.

Chen ve Ho (1997) tarafindan domuz yag kullanilarak bazi fenolik asit ve
esterlerinin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yetenekleri Ransimat yontemi ile
arastinlmig, antioksidan indeksleri KAA igin 11.1, FA igin 2.01, BHT 2,77
kaydedilmigtir.ve sonuglar bulgularimizla karsilastinldiginda (KAA igin 10,76;
FA icin 5,1 ve BHT i¢in 2,67) paralellik gosterdigi tesbit edilmigtir. Aymi
calismada kafeik ve ferulik asit ile esterlerinin DPPH tizerinden serbest radikal
stiptiriicti etkileri degerlendirilmis 20 uM konsantrasyonda inhibisyon oranlar
KAA >FA > BHT olarak bulunurken, bizim bulgularnimiz ise 12 puM
konsantrasyonda KAA >BHA > FA > BHT seklinde tesbit edilmistir. Yine bu
sonuglarda da iki -OH grubuna sahip KAA’ in bir -OH grubuna sahip FA’den
daha yiiksek inhibisyon ylizdesine sahip olmasi, fenil halkasindaki iki hidroksil
grubunun antioksidan aktivite i¢in yeterli oldugunu gostermektedir. Sanchez-
Moreno ve ark. (1999) tarafindan gerceklestirilen antiradikal aktivite ¢aligmasinda
en giiclii serbest radikal siipiirticii aktiviteyi GA gostermis olup onu KAA ve BHA
izlemis, FA in ise daha diisﬁk aktivite gostredigi belirlemmis, bu ¢aligmanin

sonuglan da bulgularimizi desteklemektedir.

Fenolik asitlerin antioksidan etkileri yapilariyla ilgilidir (Tapiero ve ark.,

2002). Etki aromatik halkada tagidiklari hidroksil gruplarinin sayisina, baglanma
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Fenolik asitlerin antioksidan etkileri yapilariyla ilgilidir (Tapiero ve ark.,
2002). Etki aromatik halkada tagidiklar1 hidroksil gruplarinin sayisina, baglanma
yerine ve karsilikli pozisyonlarina baglidir (Marinova ve Yanishlieva, 2003; Sroka
ve Cisowski 2003; Peyrat-Maillard ve ark., 2000).

Kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, gallik asit, salisilik asit, p-OH
benzoik asit, prokatesik asit ve vanilik asit’ in -karoten-linoleik asit sisteminde
antioksidan aktiviteleri ve DPPH radikali {izerinden radikal siipiiriicii aktiviteleri
test edilmis, -OH grubunun sayisimin artmasiyla etkinin arttign gdzlenmistir
(Peyrat-Maillard ve ark., 2000). Metoksil grubu tasiyan fenolik asit tiirevinin,
tasimayan tiireve gore daha etkili oldugu tesbit edilmistir (Marinova ve

Yanishlieva, 2003; Fukumoto ve Mazza, 2000).

Ayrica hidroksil gruplarinin birbirine orto-pozisyonundan bagl olmasi etki

acisindan avantaj olarak gériilmektedir (Sroka ve Cisowski, 2003).

B-karoten-linoleik asit sisteminde test edilen higbir fenolik asit ve
kombinasyonu standart olarak kullanilan BHT veya BHA nin antioksidan aktivite
degerlerine ulagamamigtir. Azalan antioksidan aktivite degerlerine gore benzoik
asit tiirevlerini BHA > BHT > SAA > pOHBA > VA > GA > proKA , sinnamik
asit tiirevlerini ise BHA > BHT >FA > KAA > pKUA > trSIA > oKUA seklinde

stralamak miimkiindiir.

B-karoten-linoleik asit sisteminde test edilmis fenolik asit
kombinasyonlarindan en aktif olan bes tanesi BHA > BHT > pKUA+KAA >
FA+KAA > oKUA+KAA > trSIA +KAA > GA+proKA seklinde siralanmugtur.

Antioksidan aktivite tayinlerinde genel olarak bir yontemde aktif olan
maddeler kimyasal yapilann geregi difer yontemlerde de giiclii aktivite
gostermektedirler. Ancak bazi durumlarda istisnalar olabilmektedir. Farkliliklar
her tayin yonteminde goriilen reaksiyon tiplerinden kaynaklanmaktadir. Ornegin

DPPH bir madde ile direkt olarak reaksiyona girerken, B-karotenin solmasi

“1



linoleik asidin primer oksidasyonu ile gizlenebilir. Bu farkliliklar antioksidan
aktivite Olgiimiindeki degisikliklere baghdir. Bu degisiklikler dlgiim sirasinda
substrat veya iirliniin izlenmesi veya deney kosullani ile yakindan ilgilidir. Bu
nedenlerle tiim yontemler aymi sonuglari vermemektedir (Shahidi ve Naczk,

2004). Calismalarimz sirasinda bu farkliliklarla karsilagilmustir.

Ayrica fenolik asit kombinasyonlar: ile yaptigimiz antioksidan aktivite
¢alismalarinda da olduk¢a anlamli sonuglara ulagtigimizi sbyleyebiliriz. Hem
DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki tayininde, hem de Ransimat
yonteminde  yiiksek  aktiviteye sahip fenolik asitlerin  olusturdugu
kombinasyonlarin da gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip olduklan gdzlenmistir.
Tablo 3’de Ransimat yontemi sonuglarinda ii¢ adet -OH grubuna sahip GA ile
iki adet -OH grubuna sahip KAA‘in test edilen fenolik asitler arasinda lipid
peroksidasyonu olusumunu en fazla inhibe eden maddeler oldugu goriilmektedir.
Tablo 4.’de ise gallik ve kafeik asit kombinasyonlarinin da test edilen
kombinasyonlar arasinda en gliclii etkilere sahip oldugu goézlenmektedir.
Caligmanin bu agsamasindaki sonuglara fenolik asitlerin birbiri arasindaki sinerjik

etkilerininde rolii oldugu digiiniilmektedir.

Tablo 4. Gallik ve Kafeik asit ile kombinasyonlarinin antiradikal ve antioksidan

aktiviteleri

Antiradikal Aktivite B-karoten linoleik Ransimat Yoéntemi

asit sistemi

Fenolik asit )
ve % inhibisyon % Antioksidan Bozunma Indisi
kombinasyonlan (12 pug/ml Aktivite (%0,1)
GA 97,18 - 36,24 13,06
GA + proKA 96,74 41,76 -
GA+VA 96,74 35,87 -
GA + pOHBA 91,72 : 38,08 -
GA+SAA 91,63 ' 32,06 -
KAA 96,6 43,61 10,76
KAA+FA 83,71 49,75 -
KAA+pKUA 69,12 58,96 -
KAA+oKUA 60,5 46,92 -
KAA+rSIA 52,7 42,99 -
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Bu tez kapsaminda gergeklestirilen caligmalar aslinda bir baslangig,
fenolik asitlerin antioksidan ve antiradikal aktiviteleri konusunda birgok ¢aligsma
varken, kombinasyonlar1 konusunda hi¢ ¢aligmaya rastlanmamasi ise bir sansdir.
Bitkiler aleminin binlerce uyesinin kimyasal yapisinda onlarca fenolik asit
bulundugu diistiniiliirse bu bakir alanda denenecek pekcok kombinasyon oldugu
goz ardi edilemez bir gercektir. Bu nedenle denenecek her yeni kombinasyon
miimkiin olan en diigik konsaﬁtrasyonda giicli bir dogal antioksidan olma

yolunda yeni bir umut olacaktir. -
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