T.C.
. ISTANBUL UNIVERSITESI-CERRAHPASA
LiSANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

SISTEIN BILESIKLERININ ANTIOKSIDAN AKTIVITELERI

Sebahat YILMAZ

DANISMAN
Dr. Ogr. Uyesi Bertan Boran BAYRAK

I1. DANISMAN
Prof. Dr. Refiye YANARDAG

Kimya Anabilim Dah

Biyokimya Programm

ISTANBUL-2019



Bu calisma 18.06.2019 Tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Kimya Anabilim Dali,

Biyokimya Programu Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

TEZ JURISI

Drﬁ'g‘.’[“})ﬁgsi ertan Boran/BAYRAK
Istanbul Universitesi-Cefrahpasa
Mihendislik Fakiiltesi

Kimya Bolimii

Biyokimya Anabilim Dali

Prof. Dr. Ozlem SACAN Prof. Dr. Ayse CAN

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Istanbul Universitesi
Mithendislik Fakiiltesi Eczacilik Fakiiltesi
Kimya B&liimii Biyokimya Anabilim Dali

Biyokimya Anabilim Dal:



20.04.2016 tarihli Resmi Gazete’de yayimlanan Lisansiistii Egitim ve Ogretim Y®6netmeliginin
9/2 ve 22/2 maddeleri geregince; Bu Lisansiistii teze, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa’nin
abonesi oldugu intihal yazilim programi kullanilarak Lisansiistii Egitim Enstitiisii’niin

belirlemis oldugu 6l¢iitlere uygun rapor alinmistir.

Bu tez, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Bilimsel Arastirma Projeleri  Yiiriitiicii

Sekreterligi’nin 31299 numarali projesi ile desteklenmistir.



ONSOZ

Yiiksek lisans Ogrenimim ve tez c¢alismam boyunca benden destegini ve yardimlarini
esirgemeyen degerli danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Bertan Boran BAYRAK ’a, engin bilgi ve
deneyimleriyle bana yol gosteren hocam Saym Prof. Dr. Refiye YANARDAG’a en icten
dileklerimle tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica ¢alismamin her doneminde bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim degerli hocalarim
Sayin Prof. Dr. Ozlem SACAN’a, Dog. Dr. Sevim TUNALI’ya, Dr. Ogr. Uyesi Ismet Burcu
TURKYILMAZ a tesekkiirlerimi sunarim. Calismalarim boyunca yardimlarmi esirgemeyen
Ars. Grv. Onur ERTIK e ve Ars. Grv. Eda DAGSUYU’na tesekkiir ederim.

Ogrenim hayatim ve tiim yasamim boyunca ilgi ve anlayislariyla daima arkamda duran maddi

ve manevi yardimlarini hi¢bir zaman esirgemeyen babam Selahattin YILMAZ, annem Saliha
YILMAZ, kardeslerim Serap YILMAZ’a ve Sinem YILMAZ’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Haziran 2019 Sebahat YILMAZ



ICINDEKILER

Sayfa No

ONSOZ ... iv
ICINDEKILER .........oooiiiiiieceeceeteeeee ettt v
SEKIL LISTEST ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt en et en s viii
TABLO LISTESI. ...ttt X
SIMGE VE KISALTMA LISTESI .....c.ooiiiiiice e Xi
O ZET ... e e e e et e e e e s e e e nn X111
SUMMARY L.ttt sttt e be ket e Rt et e e e st e besb et e b e e be st e st abeebeneeneaneneas XV
Lo GERIS oottt ettt sttt n st 1
2. GENEL KISIHMLAR ..ottt sttt sttt ne et nesre s 3
2.1. SERBEST RADIKALLER .....coeoiiuiiiiiiiiiiiiiessie ettt 3
2.1.1. Reaktif Oksijen Turleri (ROT) ....cooiiiiiiiiiiiiieiiceeeee s 5
2.1.1.1. Siiperoksit RAdikali (O278) ........ccccoooiiiiiiiiiiiiie s 6
2.1.1.2. Singlet OKSITEN (FO2)....ucviveiiiiecieieieeee ettt 7
2.1.1.3 Hidrojen Peroksit (H202) ......ccceeirrireeriseesee e 7
2.1.1.4. Hidroksil Radikali (HO®) ..............cccooouiiiiiiiiiiiiiieii et 8
2.1.1.5. Peroksil (ROO¢) ve Alkoksil Radikalleri (RO®) ..........ccccoovviiviiiiiiniiieeen, 8

2.1.2. Reaktif Nitrojen TUrleri (RNT) ...c.oooiiiiiiiie e 8
2.1.2.1. Nitrik OKSit Radikali (NO®) ........ooooveoreereoeeeeseeeeeesseesessees s 8
2.1.2.2. Peroksinitrit (ONOQO7) ......cccouiiiiiiiiiiieiie ettt 9

2.1.3. Reaktif SUlflr Turleri (RST) .oovoiie e 9
2.1.3.1. TiYil RAIKAHETT ... 9

2.2. SERBEST RADIKAL KAYNAKLARI .....cociiiiciceeee e 10
2.3. SERBEST RADIKALLERIN FIZYOLOJIK ETKILERT ......ccccovviiiviriinieniecin, 11
2.3.1. Serbest Radikallerin Yararlari..........ccccvveeiiiiieiiiiiie e 11
2.3.2. Serbest RadiKallerin Zararlari............cccueciveeiiireeciiiee e 11
2.3.2.1. Serbest Radikallerin Lipitlere EtKIEri.........ccocoveiiiiiiiinieec e 12
2.3.2.2. Serbest Radikallerin Proteinlere EtKIleri ... 13
2.3.2.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asit ve DNA 'ya Etkileri .............cccccooinvnnnne. 14
2.3.2.4. Serbest Radikallerin Karbohidratlara EtKileri.............cccccooiiiniiiieienns 14

2.4. ANTIOKSIDANLAR VE ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI................... 14

Vv



2.5. ANTIOKSIDANLARIN SINIFLANDIRILMASI .......ccoviiiiiiiieieiesicessee s 16

2.5.1. Dogal AntiokSidanlar...........ccoocveiiiiiiiiiiiiecs e 17
2.5.1.1. Enzimatik Dogal Antioksidan Savunma SIStEMIi ..........ccccvvevviieiveresiieseennens 17
2.5.1.2. Enzimatik Olmayan Dogal Antioksidan Savunma Sistemi .................cc........ 19

2.5.2. Sentetik AntiokSIdanIar ... 22
2.5.2.1. Biitillenmis Hidroksianisol (BHA) ...........cccccocuoiiiiiiiiiiiiiiii e 23
2.5.2.2.Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT) ..........ccccccoocuiiiiiiiiiiiiie e 24
2.5.2.3. Propil Gallat (PG) .....ccuoiiiiiiieiiee e 24
2.5.2.4. Tersiyer Biitil Hidrokinon (TBHQ) ........ccccccoouiiiiiiiiiiiiiieesiie e 25
2.5.2.5. Nordihidroguayeretik ASIt (NDGA).......ccooeiiiiiiiiiineseee s 25

2.6. SULFUR ..ottt 26

2.6.1. Siilfiir Igeren Amino ASItIET .........ccovivevevceeeieisreeeeeree e te et es e 26
2.6.1.1. IMELIYONIN ...ttt st e e st e st e e e s reeste e e e s raenraenne s 27
2.6.0.2. SISHIN 1.eeeiteeieeie ettt n et re e nteenneereenreenne s 29
2.6.1.5. TAUFIN .ot 30

2.7. ORGANOSULFUR BILESIKLERI .......cvviiiivieeisisie et en e, 32

3. MALZEME VE YONTEM ........ccccooiiiiiiiieeieeee oo et tsnsae st s e ssn s, 34
3.1. DENEYLERDE KULLANILAN ALETLER......ccii e 34
3.2. DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER.........ccccccecoveviiiererne. 34
33. SISTEIN . BILESIKLERININ  ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYIN

YONTEMLERI ..ottt sttt 36

3.3.1. Indirgeme GUCH YONIEMI ......c.cviviviieirireieiiiceceeteieee et 36

3.3.2. ABTS Radikal Giderme AKtivitesi YONtemMI. ......cccuverreiivieiiiiiie e 37

3.3.3. DPPH Radikal Giderme AKtivitesi Y ONtemMi.......euvueerueriiieniieniiesiieeieesieeeeee e 38

3.3.4. DMPD Radikal Giderme YONtemi ......c.cccuveiueerieiiiieiieiieesie e 39

3.3.5. Ferri Iyonu Rediikleyici Antioksidan Parametre (FRAP) Yontemi ...................... 40

3.3.6. Metal Kelatlama AKtivitesi YONTEMI........ccevoveeieiiiiieieiiiiesee e 41

3.3.7. Nitrit Giderme AKtIVIteST Y ONtEMI.....eeveeieriieriieiesiienieeie e e 42

3.3.8. Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi..........oovvevvervrnivnernnnnn 42

A, BULGULAR ...ttt b et b ettt e e ne e sbeebeeneesbeene s 45
4.1. INDIRGEME GUCU .....cocuiuiuiieeetetctceceeietetcsesesesesesesesesesesssssssssesssesesesssesesesesesesesesesesesens 45
4.2. ABTS RADIKAL GIDERME AKTIVITESI ....ccoovuiiiiiiiiieseesneeees 46
4.3. DPPH RADIKAL GIDERME AKTIVITESI ....c.coiiieeccccceccceceeee e 47
4.4. DMPD RADIKAL GIDERME AKTIVITESI ..ot 49
4.5. FERRI iYONU REDUKLEYICI ANTIOKSIDAN PARAMETRE DENEYI............ 51

Vi



4.6. METAL KELATLAMA AKTIVITESI....ccoviiiiieicceiee e 53

4.7. NITRIT GIDERME AKTIVITEST ....ooviiieeceeceee e, 54
4.8. OKSIJEN RADIKALI ABSORBANS KAPASITESI (ORAQC).......ccooeevrrrereerrirenne. 56
5. TARTISMA VE SONUC .......cooiiiiiiiieiiesiiesssiese s s sesisses e nsasssssesssnsss s sensssnssnensens 58
KAYNAKLAR ..ottt eress s tes et es st ses st sss s st ans s assns s s st ansesnsasensas 64
[0 .Z.@] 005\ 1 1T 85

vii



SEKIL LISTESI

Sayfa No

Sekil 2.1: Oksijen molekiiliiniin suya rediiksiyonu ve oksijenden diger radikal tirlerin
meydana gelmesi (ISbilir, 2008). ......ccoiiiiiiiiiie e 5
Sekil 2.2: Singlet oksijenin olusumu (Halliwell ve Gutteridge, 1990). ......cccccovvvriiiiniieeninnnn. 7
Sekil 2.3: Fagositlerde ROT iiretimi (Ozcan ve dig., 2015). .....cccooovervicrerieerircreseee e 10
Sekil 2.4: Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Onat ve dig., 2002; Lambeth, 2004)....... 12
Sekil 2.5: Lipitlerin peroksidasyonu (Murray ve dig., 1996)..........ccccovviviiiiicniiiinicieens 13
Sekil 2.6: Oksidatif strese karsi enzimatik koruma sistemleri (Kavas, 2008). .........ccccceenee. 18
Sekil 2.7: C vitamini indirgenme reaksiyonu (Antmen, 2005). ........c.ccoovvieiiienenenenenenins 19
Sekil 2.8: B-karoten’in yapist (Green ve Fascetti, 2016). ......ccoovreieiineniieiinieiese e 20

Sekil 2.9: Flavonoidlere ait olan gruplar ve bu gruba dahil olan baz1 molekiiller (Panche
VE A1, 20T0). i 20
Sekil 2.10: Tokoferol ve tokotrienollerin kimyasal yapisi (Abidi, 2000). .........ccoervvrireennnn. 21
Sekil 2.11: Gallik asidin kimyasal yapis1 (Strlic ve dig., 2002).........cccevviiiiiiiiniiiiniiiienns 22
Sekil 2.12: Kuersetinin kimyasal yapis1 (Sakanashi ve dig., 2008). ...........coceeiiriiiiicnieennnn. 22
Sekil 2.13: Epikatesinin kimyasal yapist (Schroeder ve dig., 2001)........cccoereiriiniinnnenns 22
Sekil 2.14:BHA’ nin izomerleri (Uguzlar, 2009).........cccoiiiiiiiiiiiieineieeeeese e 23
Sekil 2.15: BHT nin kimyasal yapist (COllli, 2007). ....ccovvviiiiiiiiiiiiieiicise e 24
Sekil 2.16: PG’1n kimyasal yapist (Ozyiirek, 2005). .....ccccovirirerererieiereresiesceeie s 24
Sekil 2.17: TBHQ’ nun kimyasal yapis1 (Wanasundara ve Shadidi, 1998).............c.ccccvvvnene 25
Sekil 2.18: NDGA’nin kimyasal yapist (Rahman ve dig., 2011). .....ccovviiiiniiiieen, 26

Sekil 2.19: Diyetsel SIAA’larin organizmadaki déngiisii (Hermes-Lima ve dig., 1991;
Atmaca, 2004; Townsend ve dig., 2004)........ccoiiiiriiiiieiie e 27
Sekil 2.20: Metiyonin’in kimyasal yapist (Fong ve dig., 1981).......cccccviiiiiiiiniiiiiiiiiens 27

viii



Sekil 2.21: Sistein’den sistin olusumu ve sistin’in kimyasal yapisi1 (Kalatzis ve dig.,

140 1 TSRS 29
Sekil 2.22: Taurin’in kimyasal yapis1 (Jacobsen ve Smith, 1968)...........cccccvviiiiiinniieennn, 30
Sekil 3.1: ABTS nin K2S20s ile yiikseltgenmesi (Biiyliktuncel, 2013)..........cccooveviiiiiiennne 37
Sekil 3.2: DPPH’1in antioksidan bilesikler ile arasinda gergeklesen reaksiyon (AH:

Antioksidan) (Kandi ve Charles, 2019)........ccccoeiiiiiiiieesie e 38
Sekil 3.3: DMPD radikalinin indirgenmesi (AH: Antioksidan) (Giider, 2016).................... 39
Sekil 3.4: Fe (III)-TPTZ kompleksinin Fe (I1)-TPTZ kompleksine rediiksiyonu

(BUYUKLUNCEL, 2013). .ot 40
Sekil 3.5: AAPH’1n termal bozunmasi ve peroksil radikalinin antioksidan bilesik ile

reaksiyonu (AH: Antioksidan) (Cao ve dig., 1993). ....cccoooiiiiiiiiiiiciee e 43
Sekil 4.1: Sistein bilesiklerininin ve standart maddelerin indirgeme gili¢leri............ccccvenee 46

Sekil 4.2: Sistein bilesiklerinin ve standart maddelerin ABTS radikal giderme

AKEIVITRIETT. ... 46
Sekil 4.3: Sistein bilesiklerininin serbest radikal giderme aktiviteleri.........ccocovvvvierieiinnnnnns 48
Sekil 4.4: Standart maddelerin serbest radikal giderme aktiviteleri. ...........cccooovviiiinnnnnne 48
Sekil 4.5: Sistein bilesiklerinin DMPD radikal giderme aktiviteleri. ..........ccccoeriveiciineenne. 50
Sekil 4.6: Standart maddelerin DMPD radikal giderme aktiviteleri. ...........ccooveninininnnnne 50
Sekil 4.7: FeSO4.7H20 kullanilarak elde edilen standart grafigi. ........ccccovviiiiiiiiiiiiiicnns 51
Sekil 4.8: Sistein bilesiklerininin ve standart maddenin metal kelatlama aktiviteleri. .......... 53

Sekil 4.9: Sistein bilesiklerinin ve standart olarak kullanilan kuersetin’in nitrit giderme
AKEIVITEIBIT. .. s 55

Sekil 4.10: Sistein bilesiklerinin ve standart maddenin % inhibisyon cinsinden ORAC
4 (5053 o LT o SRR 56



TABLO LIiSTESI

Sayfa No

Tablo 2.1: Cesitli serbest radikal ve radikal olmayan reaktif tiirleri (Halliwell ve
GULEITAQE, 1990). ... e iuieieeiieeieeie ettt sttt sttt e b e et neesreete e e reene s 4

Tablo 2.2: Serbest radikal olusturan bazi endojen ve eksojen kaynaklar (Heves, 2008). .....10
Tablo 2.3: Oksidatif hasara bagli baz1 hastaliklar (Busciglio ve Yankner, 1995; Good

ve dig.,1996; Smith ve dig., 1996; Taddei ve dig., 1998; Cohen, 2000; Rao ve dig.,
2000; Tak ve dig., 2000; Kumar ve dig., 2002; Chang ve dig., 2003; Gardes-Albert

VE 18, 2003). 1ttt E e e e r e nre e ne e 15
Tablo 2.4: Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Pradedova ve dig., 2010). .....ccoocevvririrnnnne 16
Tablo 2.6: Cesitli organlarda bulunan taurin miktarlart (Sturman, 1988). .........ccccceevrvrinnne 31
Tablo 4.1: Sistein bilesiklerinin indirgeme gUGIeri........coooviiiiiiiiniiiiice s 45
Tablo 4.2: Standart maddelerin indirgeme GUGIET. .........ccoeiiiirieiieiiece e 45

Tablo 4.3: Sistein bilesiklerinin ve standart maddelerin ABTS radikal giderme
aktivitelerine @it ICsp dEGErleri. ........coviviiiiiiiiiei e 47

Tablo 4.4: Sistein bilesiklerinin ve standart maddelerin DPPH radikal giderme
aktivitelerine @it ICsp dEGErleri. ......c.cuiuiriiiiiiiiei e 49

Tablo 4.5: Sistein bilesiklerinin ve standart maddelerin DMPD radikal giderme
aktivitelerine @it ICsp dEGErleri. ......c.cuiuiiiiiiiiiiieic e 51

Tablo 4.6: S-benzil-Cys, S-fenil-Cys, S-metil-Cys, metiyonin ve taurin’e ait FRAP
EGETICTL. ...ttt 52

Tablo 4.7: Standart maddelerin FRAP degerleri. .......cocoooviiiiiiiiiiiiicccecc e 53

Tablo 4.8: Sistein bilesiklerininin ve standart maddenin metal kelatlama aktivitelerine
QT ICE0 AEFETICTI. ...vivvieiiiiei ittt 54

Tablo 4.9: Sistein bilesiklerininin ve kuersetin’in nitrit giderme aktivitelerine ait ICso
4 [543 4 (<) o DO OO U RO ST RPUPPOPI 55

Tablo 4.10: Sistein bilesiklerininin veTroloks’un ORAC yo6ntemi ile belirlenen ait ICso
4 [543 4 (<) o DO OO U RO ST RPUPPOPI 57



SIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Simgeler Aciklama
Da : Dalton
g : Gram
. Litre
mL - Mililitre
uL : Mikrolitre
uM : Mikromolar
Kisaltmalar Aciklama
AAPH : 2,2'-azobis (2-metilpropionamidin) dihidrokloriir
ABTS : 2,2-azinobis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit
AH - Antioksidan
BHA - Biitillenmis hidroksianisol
BHMT : Betain homosistein metiltransferaz
BHT . Biitillenmis hidroksitoluen
CAT . Katalaz
CBS - Sistatiyonin -sentaz
CDO : Sistein siilfinik asit dekarboksilaz
Cys : L-Sistein
DMPD : N,N-dimetil-1,4-fenilendiamin
DNA : Deoksiriboniikleik asid
DPPH : 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit
Ferrozin : 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazin-4',4"-distilfonik asit
FRAP - Ferri iyonu indirgeyici antioksidan parametre
GA - Gallik asit
GNMT : Glisin N-metiltransferaz

Xi



GPx

GR
GSH
GSSG
GST
1Cso
LDL
MAT
MS
MTHFD
MTHFR
NAD
NADH
NADP
NADPH
ORAC
PG
RNA
RNT
ROT
RST
SIAA
SOD
TBHQ
TCA
THF
TPTZ
Troloks
uv
v-CYS

: Glutatyon peroksidaz

: Glutatyon rediiktaz

: Indirgenmis glutatyon

: Yiikseltgenmis glutatyon

: Glutatyon-S-transferaz

: Yar1 maksimum inhibitor konsantrasyonu

: Diisiik yogunluklu lipoprotein

: Metiyonin adenosil-transferaz

: Metiyonin sentaz

: 5,10-metilen tetrahidrofolat dehidrojenaz

: 5,10-metilen tetrahidrofolat rediiktaz

: Yiikseltgenmis nikotinamit adenin diniikleotit

: Indirgenmis nikotinamit adenin diniikleotit

: Yiikseltgenmis nikotinamit adenin dintikleotit fosfat
: Indirgenmis nikotinamit adenin diniikleotit fosfat
: Oksijen radikali absorbans kapasitesi

: Propil gallat

: Riboniikleik asit

: Reaktif nitrojen tiirleri

: Reaktif oksijen tiirleri

. Reaktif stilfiir tiirleri

. Siilfiir igeren amino asitler

: Stiperoksit dismutaz

: Tersiyer biitil hidrokinon

: Triklorasetik asit

: Tetrahidro folat

: 2,4,6-tri(2-piridil)-S-triazin

: 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit
- Ultraviyole

: y-sistatiyonin

Xii



OZET

YUKSEK LISANS TEZI

SISTEIN BILESIKLERININ ANTIOKSIDAN AKTIVITELERI

Sebahat YILMAZ

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damsman : Dr. Ogr. Uyesi Bertan Boran BAYRAK
II. Damisman : Prof. Dr. Refiye YANARDAG

Son yillarda serbest radikaller ve antioksidanlarla ilgili ¢alismalarin 6nemi daha fazla
artmaktadir. Biyolojik sistemde serbest radikaller devamli olarak iiretilmektedir. Organizma
serbest radikallerin viicutta meydana getirdigi hasara karst savunma yapabilmek icin
antioksidanlara ihtiya¢ duyar. Bu antioksidanlar viicutta iiretilen endojen ya da disardan alinan
eksojen antioksidanlardir. Antioksidanlarin viicuttaki en onemli 6zelliklerinden biri serbest
radikallerin neden oldugu oksidatif stresi onlemektir. Bu sekilde hiicrelerdeki biyolojik
molekiilleri koruyarak cesitli hastaliklarin meydana gelmesini engeller.

Bu calismada sistein bilesiklerinin (S-benzil-L-sistein, S-fenil-L-sistein, S-metil-L-sistein,
metiyonin, sistein ve taurin) antioksidan aktiviteleri indirgeme giicti, ABTS radikal giderme
aktivitesi, DPPH radikal giderme aktivitesi, DMPD radikal giderme aktivitesi, ferri iyonu
rediikleyici antioksidan parametre (FRAP), metal kelatlama aktivitesi, nitrit giderme aktivitesi,
oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) yontemleriyle tayin edildi. Sonuglar sentetik ve

dogal standart antioksidanlarla karsilastirildu.
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Calismada, antioksidan aktivitelerin genel olarak bilesiklerin konsantrasyonuna bagli olarak
arttig1 gozlendi. Test edilen sistein bilesikleri arasinda, metiyoninin en yliksek antioksidan
aktiviteyi indirgeme giicii, DPPH radikal giderme ve ORAC yontemlerinde gosterdigi bulundu.
Sistinin ise ABTS radikal giderme, FRAP ve nitrit giderme yontemlerinde en yliksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlendi. En diisiik antioksidan aktiviteye sahip olan
sistein bilesiginin ise S-benzil sistein oldugu belirlendi.

Incelenen sistein bilesikleri iizerine yapilan antioksidan aktivite denemeleri sonucunda bu
bilesiklerin antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve antioksidan kaynagi olabilecegi sonucuna
varildi.

Haziran 2019, 101 sayfa.

Anahtar kelimeler: Sistein bilesikleri, antioksidan aktivite, serbest radikaller
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF CYSTEINE COMPOUNDS

Sebahat YILMAZ

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies

Department of Chemistry

Supervisor : Assist. Prof. Dr. Bertan Boran BAYRAK
Co-Supervisor : Prof. Dr. Refiye YANARDAG

In the past few years, researches on the importance of free radicals and antioxidants have
increased. Free radicals are produced continuously in the biological system; therefore,
organisms need antioxidants to defend against damage caused by these free radicals in the body.
These antioxidants can be exogenous antioxidants being taken with nutrients and endogenous
antioxidants being produced in the body. One of the most important features of antioxidants in
the body is to prevent oxidative stress. In this way, they prevent the occurrence of various
diseases via protecting biomolecules in the cells.

In this study, antioxidant activities of cysteine compounds (e.g. S-benzyl-L-cysteine, S-phenyl-
L-cysteine, S-methyl-L-cysteine, methionine, cysteine and taurine) were examined by reducing
power, ABTS radical scavenging activity, DPPH radical scavenging activity, DMPD radical

scavenging activity, ferric ion reducing antioxidant parameter (FRAP), metal chelating activity,
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nitrite scavenging activity and oxygen radical absorbance capacity (ORAC) methods. The
results were compared with synthetic antioxidants and natural antioxidants.

In this study, it was observed that antioxidant activities of all cysteine compounds increased
with increase in concentration of the tested compounds. Among the tested cysteine compounds,
methionine was found to have the highest antioxidant activity of reducing power, DPPH radical
scavenging and ORAC methods. Cystine had the highest antioxidant activity in ABTS radical
scavenging, FRAP and nitrite scavenging methods. S-benzyl cysteine was the cysteine
compound with the lowest antioxidant activity. It was concluded that cysteine compounds have
antioxidant activity and these compounds may be the source of antioxidant as a result of the

antioxidant activity of this study.
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1. GIRIS

Serbest radikaller iizerine yapilan ilk arastirma Gomberg’in 19. asirin baslarinda trifenilmetil
radikalinin yapisini ispatlamasiyla ortaya ¢ikmistir (Gomberg, 1900). Son yillarda ise yapilan
calismalarda bir ¢ok hastaligin temelinde serbest radikallerin var olmasi bu ¢aligmalarin biiyiik

Oonem kazanmasina sebep olmustur.

En fazla 6nem arz eden serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleridir.
Bu molekiiller, sahip olduklar1 yiiksek reaktivite oOzelliklerinden dolayr organizmadaki
biyolojik makromolekiiller olan lipitlere, proteinlere ve DNA’ya oksidatif hasarlar vererek
hiicrelerin 6liimiine sebep olurlar (Yin ve dig., 2014). Bununla birlikte, hem reaktif oksijen
tiirleri hem de reaktif azot tiirleri hiicre i¢i sinyallesme ve redoks homeostazinda (redokstasis)
elzem bir rol oynamaktadir (Pajares ve dig., 2018). Serbest radikaller organizmadaki metabolik
reaksiyonlar sonucunda siirekli iiretilirler. Ayrica sigara tiiketimi, radyasyona maruz kalinmasi,
hava kirliligi, endiistriyel kirleticiler gibi ¢evresel faktorler ile insanin zihinsel ve duygusal
durumu, stres ve gesitli hastaliklar gibi fizyolojik faktorlere bagh olarak da olusurlar. Insan
organizmasinda en fazla hasara yol agan reaktif oksijen tiirleridir (Lobo ve dig., 2010; Kumar,
2011). Organizmada serbest radikal {iretimi belirli bir dengede ve siirekli olarak devam
etmektedir. Eger viicutta reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ¢ok fazla miktarda gergeklesirse ve
korunan bu denge bozulursa oksidatif stres meydana gelir (Wiernsperger, 2003). Serbest
radikallerin biyolojik sistemde olusturabilecegi en biiyiik hasar oksidatif strestir. Oksidatif
stresin, norodejeneratif hastaliklar, diyabet, inflamatuvar hastaliklar, kardiyovaskiiler
hastaliklar, yaslanma ve diger cesitli hastaliklar ile iliskisi vardir (Pisoschi ve Pop, 2015;
Mironczuk-Chodakowska ve dig., 2018).

Organizma bu oksidatif stresten antioksidanlar sayesinde korunur (Shinde ve dig., 2012).
Antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerinin asir1 tiretilmesi sonucunda ortaya ¢ikan oksidatif hasari
engellemek ve detoksifikasyonunu saglamak i¢in organizmada gdrev alan kimyasal yapilardir
(Sener ve Caglayan Yegen, 2009). Antioksidanlar, serbest radikallerin reaktivitesini azaltarak
o molekiili kararli hale getirebilen, bdylece reaktif tiirlerin olustugu bolgedeki

biyomolekiillerin oksidasyonunu engelleyebilen veya geciktiren bilesiklerdir (Sanchez, 2017).



Bu antioksidanlar, endojen ve eksojen olarak smiflandirilabilir. Eksojen antioksidanlara 6rnek
olarak diyetle alinan polifenoller, A vitamini (karotenoidler) ve E vitamini (o-tokoferol)
verilebilir. Endojen antioksidanlara 6rnek olarak ise metal kelatlayici bazi proteinler (albumin,
transferrin, metallotiyonein vb.), hiicre i¢i bazi enzimler (stiperoksit dismutaz, katalaz, glukoz-
6-fosfat dehidrojenaz vb.) ve diisiik molekiil agirlikli bilirubin, tirik asit ve y-glutamil-sisteinil-
glisin (glutatyon) gibi serbest tiyol grubuna (-SH) sahip bazi biyomolekiiller verilebilir (Khatua
ve dig., 2013; Sanchez, 2017).

Kiikiirt, yasam icin gerekli olan proteinlerin, vitaminlerin ve diger 6nemli biyomolekiillerin bir
bileseni olarak bitkisel, hayvansal ve insan organizmalarinda 6nemli bir rol oynayan ve ¢ok
miktarda bulunan bir elementtir. Insanlar i¢in ana kiikiirt kaynag1, anorganik kiikiirt kullanan
bitkilerdir. Diyet yoluyla alinan bitkilerdeki bu besinler, kiikiirt iceren amino asitlerin sentezi
amactyla organizmada kullanilmaktadir. Kiikiirt iceren amino asitler siilfidril (tiyol) grubu
iceren proteinlerin yapisinda, metabolizma reaksiyonlarinda ve bagisiklik sisteminde g¢ok
onemli bir rol oynarlar. Bu amino asitler arasinda metiyonin, sistein, homosistein ve taurin
bulunur (Bin ve dig., 2017). Bunlar arasinda metiyonin ve sistein, protein yapisinda bulunan
proteinojenik amino asitler olarak simiflandirilir. Ek olarak, kiikiirt igeren amino asitler,
glutatyon ve N-asetil sistein gibi hiicre i¢i antioksidanlarin sentezinde gorev alirlar (Colovi¢ ve
dig., 2018). Sarimsak ve sogan gibi Allium cinsi bitkilerde fazla miktarda bulunan dialil siilfit,
dialil disiilfit, N-asetil sistein (Hsu ve dig., 2004), S-allil sistein, S-metil sistein, S-etil sistein
ve S-propil sistein (Amagase, 2006; Corzo-Martinez ve dig., 2007) gibi bazi sistein igeren
organosiilfir bilesikleri, indirgeme giicii, metal kelatlama kabiliyeti ve siiperoksit iyon
temizleyici kabiliyetine sahip olup (Huang ve dig., 2004), reaktif oksijen tiirlerinin etkili

temizleyicileridir ve oksidatif stres ve ¢esitli indiiklenmis bozukluklarin tedavisinde yer alirlar.

Bazi sistein bilesiklerinin in vivo antioksidan aktivitelerinin arastirilmasina yonelik literatiirde
bazi ¢alismalar olmasina ragmen, bu bilesiklerin in vitro antioksidan aktivitlerine yonelik
oldukca sinirli sayida arastirma bulunmaktadir. Bu nedenle, calismamizda sistein bilesikleri
olarak segilen S-benzil-L-sistein, S-fenil-L-sistein, S-metil-L-sistein, metiyonin, sistin ve
taurin’in antioksidan aktiviteleri hem elektron hem de hidrojen transferine dayanan
spektrofotometrik ve florometrik bazi yontemlerle tayin edildikten sonra sonuglar dogal ve

sentetik baz1 standart antioksidan maddelerle karsilastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla sayida eslesmemis elektron
bulunduran, oldukc¢a kararsiz, aktivasyon enerjisi diisiik, dmiirleri kisa olan olan atom ya da
molekiillerdir (Koca ve Karadeniz, 2013). Eslesmemis elektronlar, serbest radikallere reaktivite
kazandirdig1 taktirde viicutta bulunan bir¢ok makromolekiile zarar vermektedir. Bu
makromolekiillere 6rnek olarak protein, lipit ve DNA verilebilir. Serbest radikallerin verdigi
zararlardan bazilar kanser tiirleri, yaglanma, kalp-damar rahatsizlig1 ve bir¢ok hastaliga neden

olur (Delibas ve Ozcankaya, 1995; Giimiistas ve Atukeren, 2008).

Serbest radikaller temelde 3 yolla ortaya ¢ikar (Kiling ve Kiling, 2002):

1. Kovalent bag tasiyan molekiilin homolitik kirilmasi

Sicakligin ¢ok yiiksek olmasi ve yliksek enerji iceren elektromanyetik dalgalarin bulunmasi

kimyasal baglarin yikimina sebep olur. Bu esnada bag yapisinda bulunan iki elektron, ayr1 ayri

olarak baga katilan atomlarda bulunuyorsa, bu tip kiritlma homolitik kirilma olarak adlandirilir.
XY — Xe+Ye

2. Heterolitik boliinme va da normal bir molekiiliin elektron kaybi

Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucunda dis orbitalinde eslesmemis elektron
bulundurmasi ile meydana gelen radikal formudur.
XY— X +Y*

3. Normal bir molekiile elektron eklenmesi

Radikal olmayan molekiile bir elekton eklenmesi ile dis orbitalinde eslesmemis elektron
meydana geliyorsa radikal olusumuna sebep olur.

A+eg — > A
Insan viicudunda radikal ve radikal olmayan reaktif tiirler bulunur. Bunlardan bazilar1 Tablo
2.1°de belirtilmistir. Iglerinden en 6nemlileri reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen
tirleridir (RNT) (Halliwell ve Auroma, 1998).



Tablo 2.1: Cesitli serbest radikal ve radikal olmayan reaktif tiirleri (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Oy H20;
HO- HOCI
RO HOBr
RO- Os
HO,e Ag 'O,
Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT)  Reaktif Nitrojen Tiirleri RNT)
NO- HNO;
NO,e NO*
NO-
N204
N20s
ONOO-
ONOOH
NO_
ROONO
Reaktif Siilfir Tiirleri (RST)  Reaktif Siilfir Tiirleri RST)
RS- RSH
RSO- RSSR
RSO,e RSOH
RSSRe" RS(O)SR
RS(0):SR

Organizmada reaktif tlirlerden bazilar1 biyokimyasal reaksiyonlar sonucu kendiliginden olusur.
Ornegin canlilarda meydana gelen O2’nin tam olarak indirgenmesi sonucu;

Oz + 4H* + 4e — 2H.0

suya dontigiirken, tek elektron alarak indirgenmesi ile;

O2+e — Oy

siiperoksit radikalini olusturur. iki elektron alarak indirgenmesi ile ;

O2 + 2H" + 2¢ — H202

hidrojen peroksit meydana gelir.



Bu reaksiyonlar sonucunda agiga cikan su, canli hiicre ilizerine zararli etki olusturmazken,
stiperoksit radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit hiicrede toksik etki meydana getirir.
Bunlar i¢inde en zararli olami hidroksi radikaldir. Organizmada ROT ve RNT’lerin
olusumlarina engel olunamaz. Canli organizmada bu radikallerin istemli iiretimleri de meydana
gelir. Ornek olarak viicutta bulunan savunma hiicreleri yabanci organizmalara kars1 siiperoksit
radikali ve hidrojen peroksit iireterek savasirlar. Fakat bu tiretimin fazla olmasi canli

organizmada hasar meydana getirebilir.
2.1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Insan viicudunda oksijen, vazgegilmez elementlerden biridir. Oksijen organizmada birgok
organik molekiiliin temel yapi tasidir (Pham-Huy ve dig., 2008). Ayn1 zamanda oksijenin ¢ok
biyiik bir kismi oksidatif fosforilasyon i¢in hiicrede meydana gelen metabolik reaksiyonlarda
harcanir (Cankurtaran, 2005). Harcanan bu oksijenin % 2’si mitokondride ROT’lar1 meydana
getirir (Muller ve dig., 2004). ROT’lar, radikal olan ve radikal olmayan oksijen merkezli olarak
iki baglik altinda incelenir. Radikal olan ROT lar, siiperoksit radikali (Oz’*), hidroksil radikali
(HOe), alkoksil radikali (RO¢) ve peroksil (ROQOe¢) radikalidir. Radikal olmayan ROT’lar ise
singlet oksijen (*O2) ve hidrojen peroksiddir (H.02) (Halliwell ve dig., 1995; Simon ve dig.,
2000). Oksijenin normal metabolizmasinda bir, iki veya {i¢ elektron ile tepkimeye girmesiyle
birlikte siiperoksit radikali, H2O2 ve en zararli ROT olan hidroksil radikali meydana gelir
(Isbilir, 2008) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Oksijen molekiiliiniin suya rediiksiyonu ve oksijenden diger radikal tiirlerin meydana
gelmesi (Isbilir, 2008).



ROT’larin viicutta yol agtig1 bazi hasarlar (Pisoschi ve Pop, 2015; Mironczuk-Chodakowska ve
dig., 2018);

e Kalp Hastaligi

e Seker Hastalig1

e Kanser

e Alzheimer Hastalig1

e Astim

e Yaslanma
2.1.1.1. Siiperoksit Radikali (07*)

Stiperoksit radikali (O2*) oksijenli solunum yapan tiim hiicrelerde oksijenin g¢evresinden bir
elektron aldiktan sonra rediiksiyonuyla meydana gelir. En kolay olusan radikal tiiriidiir.
Biyolojik agidan 6nemli olan siiperoksit radikalleri toksik etki gosterir ve mikroorganizmalari
hedef alarak saldirir. Organizmada NADH oksidaz enzimi, ksantin oksidaz enzimi gibi birgok
enzim tarafindan dretilir. Siiperoksit radikalleri enzimatik yollarla iiretilebildigi gibi enzimatik

olmayan yollarla da iiretilebilir (Ak, 2006).

Zayif bir oksidan olmasina karsin giiglii bir indirgen 6zelligi bulunan siiperoksit radikalleri,
hiicresel kosullarda tiretildigi zaman oksitleyici ve indirgeyici 6zellik gdsterebilir. Siiperoksit
radikalinin diger bir 6nemli fonksiyonu ise siiperoksit dismutaz enzimi (SOD) ile aerobik

canlilarda aktivitesi oldukga yiiksek olan H202 kaynagini olusturmasidir (Uguzlar, 2009).

205 + 2H" SO0y H,0, + O,

Siiperoksit radikallerinin temelde tiretildigi yollar sunlardir (Halliwell ve Gutteridge, 1990;

Halliwell, 1994):

e Fagositik hiicreler viicutta meydana gelen viriis veya bakteriyi yok etmek i¢in siiperoksit
radikali Gretmektedirler.

e Katekolaminlerin, hidrokinonlarin ve tiyollerin aerobik ortamda otooksidasyonu ile,

e Indirgenen gecis metallerinin otooksidasyonu ile,

e Mitokondrideki enerji metabolizmasinda tiikketilen enerji kaynagmin % 1-3 kadari ile

stiperoksit radikali olusur.



2.1.1.2. Singlet Oksijen (*02)

Singlet oksijen radikal olmayan bir oksijen molekiiliidiir ve yapisinda eslesmemis elektron
bulundurmaz. Oldukga reaktif bir molekiildiir. Sigma (o) ve delta (3) olmak tizere 2 formu

bulunmaktadir.

0:0:f  f-0:00
'AO, 'T0,

Singlet Oksijen ('0,)

Sekil 2.2: Singlet oksijenin olusumu (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Singlet oksijen organizmada, bilirubin gibi pigmentlerin oksijen varhiginda 15181
absorplamasiyla, dismutasyon tepkimeleriyle ve porfirin metabolizmasi hastaliklarinda

meydana gelebilir (Halliwell ve Gutteridge, 1990) (Sekil 2.2).
2.1.1.3 Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksit, molekiiler oksijenin etrafindan iki elektron elde etmesi veya siiperoksit
radikalinin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron kazanmasi sonucu olusmaktadir.

O2+2¢e +2H" — H20,

Oy +e +2H" > H20;
H202’nin yapisinda ortaklanmamis elektron bulunmadigindan dolay1 toksisitesi diisiik ve
radikal o6zelligi yoktur. Ancak, ekstraseliiler bosluga rahat bir sekilde gegebilmesi ve uzun

Oomiirlii olmasi, zararl etkisini arttirmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Halliwell, 1994).

H202’nin serbest radikal olmamasina ragmen ROT sayilmasinin nedeni, Fenton reaksiyonu ile
Fe*? mevcudiyetinde ve Haber-Weiss reaksiyonu ile siiperoksit mevcudiyetinde en zararh
radikal olan hidroksil radikalini meydana getirmesidir (Halliwell ve dig., 2000).
Fe¥* + Oys — Fe?*'+ O,
Fe?* + H,0; — Fe®* + HO" + HO+  (Fenton Reaksiyonu)
(Net) Oz + H,O2 — HO + HO- + O, (Haber-Weiss Reaksiyonu)




2.1.1.4. Hidroksil Radikali (HOe)

Hidroksil radikali, canli organizmada en fazla hasar veren ve en reaktif olan ROT grubu
tiyesidir. Kisa yar1 omre sahip olmasina ragmen bulundugu her ortamda reaksiyona girerek
hiicrede ciddi hasar meydana getirir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Akkus, 1995).
Organizmada hidroksil radikali;

e Ozona elektron transferi ile

e H>0O2’nin fotolizi ile

e lIyonlastirict radyasyonun su molekiiliine olan etkisi ile

e Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari ile olusur.
Hidroksi radikali her biyolojik molekiille tepkimeye girmesine ragmen asil tercihi elektronca

zengin bilesiklerdir.
2.1.1.5. Peroksil (ROOe) ve Alkoksil Radikalleri (RO¢)

Peroksil radikalleri, oksijenin alkil radikalleri ile reaksiyona girmesi sonucunda meydana gelir.
Oksijen ve lipit radikalleri arasinda gergeklesen tepkime buna 6rnek olarak verilebilir. Ortamda
gecis metallerinin varlig1 ya da UV ismlarmin etkisi ile peroksidlerin hemolizi sonucunda

alkoksil ve peroksil radikallerini meydana gelir (Lee ve dig., 2004).
2.1.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT)

RNT’ler peroksi nitrit ve azotun oksitleri gibi nitrik oksidin oksijen ve siiperoksitle tepkimesi

sonucu olusurlar (Saleem ve Ohshima, 2004).
2.1.2.1. Nitrik Oksit Radikali (NO-)

Nitrik oksit organizmada, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi katalizorliigiinde oksijen ve L-
argininden olusur. Nitrik oksitin fizyolojide ve patofizyolojide rolii onemlidir. Viicutta
meydana gelen enfeksiyon ve inflamasyon durumlarinda sitokinler tarafindan iiretilerek

mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesini saglar (Halliwell, 1994; Murray ve dig., 1996).

Nitrik oksitin siiperoksit ile gergeklestirdigi tepkimede peroksinitrit (ONOQO-®) olusur. Meydana
gelen peroksinitritler oksidatif DNA hasarlarina sebep olmaktadir. Peroksinitritin, nitrik okside
bagl bir toksisiteye de sebebiyet verdigi ongoriilmektedir (Ak, 2006). Nitrik oksit radikalinin



viicut i¢in sagladig yararlar da vardir. Yapilan arastirmalara gore nitrik oksit radikalinin kan
basincini diisiirdiigli, kan dolagimini diizenledigi, kalp krizi riski gibi bir¢ok rahatsizliklar
engelledigi ya da yavaslattig1 goriilmektedir. Bu sebeple nitrik oksit radikali insan viicudu i¢in

onemli bir radikaldir (Uguzlar, 2009).
2.1.2.2. Peroksinitrit (ONOO")

Gegis metallerinin varliginda nitrik oksit ve siiperoksit radikalinin reaksiyona girmesiyle
peroksinitrit olusur ve bunun sonucunda nitrit ve nitratlar meydana gelir. Bu tepkime sonucunda
proteinlerin yapilarinda bozulma meydana gelir ve fonksiyonlarini kaybederler (Pryor ve

Squadrito, 1995).
2.1.3. Reaktif Siilfiir Tiirleri (RST)

Silfiir merkezli radikallerin biyolojik sistemlerdeki rolleri {izerine yapilan arastirmalarin sayisi

kayda deger sekilde artmaktadir.
2.1.3.1. Tiyil Radikalleri

Tiyol grubu (R-SH) igeren glutatyon ve sistein gibi biyomolekiiller her canli tiiriinde fazla
miktarda bulunurlar. Ozellikle protein yapisina katilan kiikiirtlii amino asitler, disiilfit kopriisii
(-S-S-) olusturmak sureti ile yapiya onemli derecede kararliik saglarlar. Ote yandan
proteinlerdeki R-SH gruplari, hiicredeki redoks sinyal yolaklarinda, bazi enzimlerin
aktivasyonunda ve inaktivasyonunda, ROT’larin detoksifikasyonunda olduk¢a 6nemli rollere
sahiptirler (Garcia-Santamarina ve dig., 2014; Winterbourn, 2015). R-SH gruplari, serbest
radikallerle karsilastiklarinda, bir elektronu kolaylikla o serbest radikale verir ve kendisi tiyil
radikaline (RSe) donisiir. Tiyil radikali, elektron transferi ile olusabildigi gibi hidrojen atomu
transferi ile de olusabilmektedir (Nauser ve dig., 2015). Olusan tiyil radikalleri de 6zellikle
peptitlerdeki ve proteinlerdeki karbon-hidrojen (C-H) baglarina saldirarak, bu molekiilleri
karbon merkezli radikaller (-Ce) olan protein-tiyil radikallerine doniistiiriir. Sonug olarak ilgili

peptitlerde veya proteinlerde geri doniislimsiiz hasarlar meydana gelir (Schoneich, 2016).
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2.2. SERBEST RADIKAL KAYNAKLARI

Insan viicudunda serbest radikaller iki sekilde meydana gelir. Bunlar endojen ve eksojen
kaynakli serbest radikallerdir ve bu serbest radikaller hiicrede ve c¢evrede devamli olarak
tretilmektedir (Sarma ve dig., 2010; Sen ve dig., 2010). Serbest radikal olusturan bazi
kaynaklar Tablo 2.2’de belirtilmistir (Heves, 2008).

Tablo 2.2: Serbest radikal olusturan bazi endojen ve eksojen kaynaklar (Heves, 2008).

Elektron Transport Zinciri Coziiciiler
Oksidan Enzimler Anestezikler
Proteinler Maglar

Oksidatif Stres Iyonize Radyasyon
Peroksizomlar X-Isin1

Fagositik Hiicreler Gines Isig1 (UV)
Egzersiz Sigara Dumani

Organizmada enfeksiyonlara karsi ilk savunmanin yapildii yer solunum patlamasi olarak
adlandirilir. Burada makrofajlar, nétrofiller ve fagositik hiicreler, viicutta savunma amaciyla
mitokondri diginda oksijenin harcandigi yerde bir solunum patlamasi gerceklestirir. Bu sirada
ortamda serbest radikaller meydana gelir. Boylece ortamda bulunan mikroorganizmalar yok
edilir; ancak, bu esnada a¢iga ¢ikan oksidan iiriinler antioksidan koruma sinirin1 asarsa diger

hiicrelere zarar verir (Ozcan ve dig., 2015) (Sekil 2.3).

/ Fagositlerde solunumsal patlama ile ROT iiretimi \

SOH &
S AL,
~ = 72() 2,\ \;: Fenton reaksiyonu
L'“ N soD Fe'*
mmp H,0,
NADPH l Miyeloperoksidaz
oksidaz s L
V 4 =Hocl =
NADPH + H' (Hipoklordz asit)

&\I{'itroﬁl

Sekil 2.3: Fagositlerde ROT iiretimi (Ozcan ve dig., 2015).
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2.3. SERBEST RADIKALLERIN FiZYOLOJIiK ETKILERIi
2.3.1. Serbest Radikallerin Yararlar

ROT ve RNT’ler fizyolojik kosullarda diisiikk yogunluklarda bulundugunda yararl etkileri
oldugu soylenebilir. Bunlar;

e Fagositoz yardimi ile enfeksiyonlara karsi koruma
e Kanser hiicreleri ile savasma

e Detoksifikasyon

e Mitokondride ATP iiretimi

e Hiicre biiylimesi

e Kalsiyumun intraselliiler depolardan aktarimi

Bunlara ek olarak ROT lar hiicrede ¢dziinerek gen transkripsiyonunda da énemli role sahiptir.
Damar diiz kaslarindaki kan basincinin diizenlenmesinde NO lokosit adezyonunda gorevlidir.
Makrofajlardan iiretilen NO immun yanit olugturmada, ndronlardan iiretilen NO ise transmitter
madde olarak 6nemlidir (Schreck ve Bacuerle, 1991; Lander, 1997; Droge, 2002; Fang ve dig.,
2002; Devasagayam ve dig., 2004; Valko ve dig., 2007).

2.3.2. Serbest Radikallerin Zararlar

Canli organizmada ROT ve RNT’ler devamli olarak firetilirler. Bu iiretim antioksidan sistem
tarafindan kontrol altina alinir. Organizmada bu sekilde bir denge s6z konusudur. Bazi hastalik
durumlarinda denge bozulabilir ve bu dengenin bozulmasi ile viicutta oksidatif stres olarak
adlandirilan bir durum s6z konusu olur. Bu durum organizmada ROT ve RNT miktarinin
tiretiminde artigsa sebep olur. Bu istenmeyen bir durumdur ve organizma bu durumdan olumsuz
etkilenir. Organizmada oksidatif stresten etkilenen sistemler lipitler, proteinler ve niikleik
asitlerdir. Bunlarin etkilenmesi sonucu diger pek ¢ok sistem de olumsuz olarak etkilenir (Onat
ve dig., 2002; Lambeth, 2004) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Onat ve dig., 2002; Lambeth, 2004).

2.3.2.1. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin zarar verici 6zelliklerine karst en duyarli molekiiller lipitlerdir. Biyolojik
sistemde serbest radikallerin etkisi ile olusan lipit peroksidasyonu, cift tabakali hiicre
membranindaki ¢oklu doymamis yag asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir hidrojen atomu
ayrilmasi ile baglar (Bu durum radikal 6zellikteki reaksiyonun ilk basamagidir). Bu sekilde yag
asidi zinciri bir lipit radikali (L) kazanmis olur. Molekiil icinde gergeklesen yeniden yapilanma
ile daha kararli olan konjuge dienler meydana gelir. Oksijenli ortamda, konjuge dienin
molekiiler oksijenle birlesmesi lipit peroksil radikallerini (LOOe¢) olusturur. Lipit peroksil
radikal olusumu, hiicre zarinda bulunan diger ¢oklu doymamis yag asitlerine de tesir ederek,
yeni lipit radikallerinin meydana gelmesine neden oldugu i¢in 6nemlidir. Lipit peroksil radikali
ayni zamanda reaksiyonda ortaya ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipit peroksidi (LOOH)
olusturur. Bu sekilde lipit peroksidayonu ilerler (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Lipit
peroksidasyonunun son basamagi ise lipit peroksitlerinin aldehit ve karboksil grubuna yikimi
ile tamamlanir (Murray ve dig., 1996) (Sekil 2.5). Lipit peroksidasyonu hiicrelere zarar verir ve

geri doniisiimii yoktur (Onat ve dig., 2002).
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Sekil 2.5: Lipitlerin peroksidasyonu (Murray ve dig., 1996).

2.3.2.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikallerden direkt olarak etkilenen proteinlerin, icerdigi amino asitler ile etkilenme
derecesi belirlenir. Bilesiminde triptofan, tirozin, fenilalanin ve histidin gibi aromatik amino
asitler ile metiyonin ve sistein gibi siilfiir iceren gruplar1 (-SH veya -S- gruplar1) bulunduran
amino asitlerin olmasi, proteinlerin serbest radikallerle daha kolay bir sekilde tepkimeye
girmelerine sebep olmaktadir. Ciinkii aromatik ve siilfiir igeren gruplarin reaktiviteleri yiiksektir

(Devasagayam ve dig., 2003).

Serbest radikaller enzim aktivitesini engeller ve bu durum bir¢ok proteinin zarar gérmesine
sebep olur. ROT ve RNT’lerin sebep oldugu protein oksidasyonu sonunda, kararl reaktif
tiriinler olusarak bu iriinlerin gecis metal iyonlar1 ile reaksiyonu sonucunda da radikaller
meydana gelebilir. Islevsel olarak inaktif olan cogu okside protein hizl1 bir sekilde uzaklastirilsa
da, bazilar1 zamanla kademeli olarak birikebilir ve bdylece yaslanmanin yani sira gesitli
hastaliklarin neden oldugu hasara da katkida bulunabilir (Devasagayam ve dig., 2004; Sarma

ve dig., 2010).
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2.3.2.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asit ve DNA’ya Etkileri

Serbest radikallerin en ¢abuk tesir ettikleri hedef molekiil DNA’dir. Serbest radikal grubundan
ozellikle hidroksi radikalinin DNA ile etkilesiminden ciddi hasar meydana gelmektedir ve bu
sebeple hidroksi radikali en zararli radikal ¢esididir. DNA’da bulunan pirimidinin 4. karbon ve
5. karbon arasindaki ¢ift bagin hidroksi radikaline kars1 hassasiyeti oldukga fazladir. ROT ve
RNT’lerin saldirilar1 ayn1 zamanda organizmada bulunan polisentetaz enziminin aktif hale
gegmesine neden olur. Bu enziminin aktif hale gegmesi ise DNA’nin pargalanmasina ve hiicre
oliimiine sebep olur. Tiim bu siiregler elektron transport sisteminde de hasara neden olarak
NAD* miktarini azaltir (Kuraoka ve dig., 2001; Fang ve dig., 2002; Devasagayam ve dig., 2004;
Sarma ve dig., 2010).

Serbest radikallerin sebep oldugu hiicre 6liimiine karsi, organizma kendisini enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi sayesinde korumaktadir (Thomas, 1995;

Blomhoff, 2005).
2.3.2.4. Serbest Radikallerin Karbohidratlara Etkileri

Serbest radikaller ve karbohidratlarin etkilesimiyle ortaya ¢ikan iirlinler, organizmada farkli
patolojik stireclerde rol alirlar. Bu etkilesim temelde monosakkaritlerin otooksidasyonu ile
stiperoksitler ve okzalaldehitler meydana getirmesidir. Ortaya ¢ikan bu tiriinler sigara kullanimi1
ve diyabette 6nemli rol alir. Ayn1 zamanda okzalaldehitler RNA, DNA ve proteinlere baglanir
ve hiicre ¢ogalmasini engelleyerek yaslanma ve kanser gibi olaylarda olumsuz rol oynar
(Hawkins ve Davies, 1998; Young ve Woodside, 2001).

2.4. ANTIOKSIDANLAR VE ANTIiOKSiDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Organizma, serbest radikallerin viicutta olusturacagi hasar1 ortadan kaldirmak i¢in gerek hiicre
igerisinde gerekse hiicre membraninda bir¢ok savunma mekanizmasi gelistirir. Organizmada
Indirgenmis glutatyon (GSH), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) en 6nemli antioksidanlardir. Bu antioksidanlar
organizmada cesitli reaksiyonlarla serbest radikal olusumunu onler ya da ortaya ¢ikaracagi
hasari1 en aza indirger (Murray ve dig., 2000; Akbari ve dig., 2018). Yapilan bircok arastirmada

antioksidanlarin, organizmada meydana gelen hasara karsi ilk savunmay1 yaptigi ve sagligin
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korunmasinda onemli yapilar1 olusturdugu kanitlanmistir. Viicutta, sigara kullanimi, hava
kirliligi ve gesitli ilaglarin kullanimi ile ortaya ¢ikaracagi serbest radikaller o bolgede bulunan

antioksidan liretimini arttirmaktadir (Chen ve Yen, 2007).

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller devamli olarak tiretilmekte ve bu iiretim de antioksidan
sistem tarafindan kontrol edilmektedir. Viicutta serbest radikaller giderilmedigi taktirde hiicre
membraninda yer alan proteinlere zarar vererek hiicrenin fonksiyonunu engeller ve DNA’da
ciddi derecede hasar meydana getirir (Serteser ve Gok, 2003). Organizmada serbest radikal
tiretimi ve antioksidan sistem denge halindedir. Serbest radikal olusumu artarsa ve antioksidan
sistem bu kararsiz molekiilleri ortadan kaldirmada basarisiz olursa, serbest radikal saldiris1 ve
lipit ¢ift tabakali hiicre membraninin zarar gérmesi ile oksidatif stres denilen durum meydana
gelir. Oksidatif stres tiim canlilarda goriilebilir ve c¢esitli hastaliklarin ortaya g¢ikmasinda
oksidatif stresin neden oldugu bilinmektedir (Moldovan ve Moldovan, 2004). Bu hastaliklarin
bazilar1 Tablo 2.3’te gosterilmistir (Busciglio ve Yankner, 1995; Good ve dig.,1996; Smith ve
dig., 1996; Taddei ve dig., 1998; Cohen, 2000; Rao ve dig., 2000; Tak ve dig., 2000; Kumar ve
dig., 2002; Chang ve dig., 2003; Gardes-Albert ve dig., 2003).

Antioksidanlar ROT’larin hasarin1 azaltmada dort farkli sekilde etki eder;

e Toplayial Etki: Serbest oksijen radikallerine etki ederek onlari tutar ya da daha zayif

bir molekiile cevirir. Ornek olarak antioksidan enzimler verilebilir.
¢ Onanci Etki: Reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu hasari onler.

o Bastiric1 Etki: Reaktif oksijen tiirleriyle etkilesim haline gecerek, bu molekiillere tek

hidrojen aktarip etkinliklerini azaltir ya da inaktif hale getirir. Vitaminler 6rnek olarak
verilebilir.

e Zincir Kirier Etki: Reaktif oksijen tiirlerini baglar ve zincirlerini kirarak

fonksiyonlarini engeller. Ornek olarak hemoglobin verilebilir (Akkus, 1995).

Tablo 2.3: Oksidatif hasara bagli baz1 hastaliklar (Busciglio ve Yankner, 1995; Good ve dig.,1996;
Smith ve dig., 1996; Taddei ve dig., 1998; Cohen, 2000; Rao ve dig., 2000; Tak ve dig., 2000; Kumar
ve dig., 2002; Chang ve dig., 2003; Gardes-Albert ve dig., 2003).
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Yapilan ¢aligmalara gore C
ve E vitaminlerinin
kardiyovaskiiler

rahatsizliklarda koruyucu
etkilerinin oldugu
saptanmistir. C vitamini
eksikliginde NO iiretiminde
artis ve beraberinde damar
tikanikligy, yiiksek tansiyon
gibi hastaliklar ortaya
¢ikmaktadir. E vitamini
tiiketen hastalarda LDL
diizeyinin tiikketmeyenlere
gore daha iyi korundugu
gdzlenmistir.

Fazla oksijen tiiketimi ve diigiik
glutatyon seviyesi ile serbest demir
iyonlarinin ve reaktif
molekiillerinin derigimi artarak
noron hiicrelerini oksidatif strese
kars1 savunmasiz birakir. Oksidatif
stresin meydana gelmesi ile
antioksidan savunma sistemi
zayiflayarak cesitli hastaliklari
meydana getirir. Bunlar;

*Alzheimer

*Beyin Tumori

*Parkinson *Down Sendromu

Kanser ile ilgili yapilan
arastirmalarin gelismesinde en
6nemli faktor DNA hasarina
neden olan oksijen tiirevli
radikal mekanizmalarinin kesfi
olmustur. Serbest radikaller
DNA sarmalini hasara ugratarak
gen diziliminde 6nemli
bozukluklar meydana getirir.
Ayrica agagida belirtilen bazi
ciddi rahatsizliklara da neden
olmaktadir.

*Yaglanma *Bobrek Yetmezligi

*Diyabet *Inflamasyon

2.5. ANTIOKSIDANLARIN SINIFLANDIRILMASI

Antioksidanlar, dogal antioksidanlar ve sentetik antioksidanlar olarak iki baslik altinda toplanr.

Sentetik antioksidanlarin birgogu fenolik yapilidir. Antioksidanlarin gosterdikleri aktiviteleri

arasindaki fark kimyasal yapilari ile ilgilidir (Flora ve dig., 2013).

Antioksidanlarin genel siniflandirilmasi Tablo 2.4’te verilmistir (Pradedova ve dig., 2010).

Tablo 2.4: Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Pradedova ve dig., 2010).
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Endojen Antioksidanlar | Eksojen

® Siiperoksit dismutaz e  Glutatyon Antioksidanlar ° B_ﬁtillegmis_

e Katalaz e Seruloplazmin hidroksi anisol
e  Glutatyon peroksidaz e Bilirubin e E Vitamini L B_ﬁtillegmis

e Glutatyon- S -transferaz | ®  Ferritin (Tokoferoller) hidroksi toluen
e Glutatyon rediiktaz *  Laktoferrin * p-Karoten * Propil gallat

e  Urik asit e C Vitamini
¢ Glrl:_koz-e-fosfat e Haptoglobinler (Askorbik asit)
dehidrogenaz e Albumin e Flavonoidler

2.5.1. Dogal Antioksidanlar
2.5.1.1. Enzimatik Dogal Antioksidan Savunma Sistemi

Dogal antioksidanlar radikal reaksiyonlarda kararlhiliklari, igeriginde fenolik hidrojen
bulundurmalar1 ve yapilarinda kimyasal siibstitiie gruplarina bagli olarak etki ederler (Hall,

2001).

A. Siiperoksit Dismutaz

Siiperoksit dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1) enzimi, siiperoksit radikallerinin molekiiler oksijen
ve H202’ye doniisiim tepkimesini katalizler. Bu yiizden bu antioksidan savunma sistemi
oksijene maruz kalan tiim hiicrelerin hemen hemen tiimiinde 6nemlidir. Hiicrelerde oksijen
hasarma karst koruyucu olarak gorev alir. SOD enziminin reaktifli§i oldukca yiiksektir
(Ozdemir, 2011).
M@*D*_SOD + Oz — Mn"—SOD + O;
Mn*-SOD + Oz + 2H* — M™Y* — SOD + Hz0,
Toplamda, Oz« + Oys + 2H"—=L» H,0; + O,

Burada; M = Cu (n=1) ; Mn (n=2) ; Fe (n=2); Ni (n=2) olabilir (Ozdemir, 2011).

Stiperoksit dismutazlar farkli formda bulunabilirler. Bunlar kofaktorlerine gére Cu, Zn iceren
ve mononiikleer Mn, Fe ve Ni icerenler olmak {izere dort grup altinda toplanir (Whittaker ve
Whittaker, 1998).

B. Katalaz

Katalaz (CAT, E.C.1.11.1.6) enzimi tim hiicrelerde farkli konsantrasyonlarda bulunan,
peroksizomlarda lokalize olan ve dort “hem” grubundan olusan bir hemoproteindir. Tiim
aerobik hiicrelerde CAT enzimi bulunmaktadir. CAT 1n en ¢ok aktivite gosterdigi dokular
karaciger, bobrek, ¢izgili kaslardir. CAT hidrojen peroksitin zararl: etkisini, onu su ve oksijene
indirgeyerek ortadan kaldirir (Ozkan ve dig., 2000).
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2H,0 AT, 2H,0 + O»

C. Glutatyon Peroksidaz

Biiyiik molekiillii lipit hidroperoksitlerinin ve H202nin indirgenmesinde glutatyon peroksidaz
(GPx, E.C.1.11.1.4) enzimi gorev alir. Dort selenyum atomu igeren tetramerik yapili olan GPx
hiicrenin sitozol kisminda yer alir. En fazla bulundugu doku karacigerdir (Temiir, 2006).

H20, + 2GSH —2» GSSG + 2H,0
D. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GR, E.C.1.8.1.7), GPx araciligiyla hidroperoksitlerin rediiksiyonu ile
meydana gelen yiikseltgenmis glutatyonun (GSSG) rediikte glutatyona (GSH) doniisiimiinde
gorev alir (Pektas, 2009).

GSSG + NADPH" + H'—SR . 2GSH + NADP*

E. Glutatyon-S-Transferaz

Glutatyon-S-transferaz (GST, E.C.2.5.1.18) enzimi, lipit hidroperoksitlere kars1 selenyumdan
bagimsiz aktivite gosterir (Pektas, 2009).

ROOH + 2GSH —S3T 3 GSSG + ROH + H20
Oksidatif stresin neden oldugu zararli etkilere karsi enzimatik savunma mekanizmalar1 6zet

olarak Sekil 2.6’da verilmistir (Kavas, 2008).

Fe2+ Fe?*
20, SOD H,0, —~* » OH-
2 GSH NADP
aw
GSH: )CG—PD
GSSG
H,0+0, NADPH

Sekil 2.6: Oksidatif strese karsi enzimatik koruma sistemleri (Kavas, 2008).
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2.5.1.2. Enzimatik Olmayan Dogal Antioksidan Savunma Sistemi

Non-enzimatik yapida olan dogal antioksidanlar bitki ve hayvan dokularinda bulunan
bilesiklerin islem gérmesi sonucu meydana gelir. En 6nemli dogal antioksidanlar askorbik asit,

karotenoidler, flavonoidler ve tokoferollerdir (Goriinmezoglu, 2008).

A. Askorbik asit (C Vitamini)

Askorbik asit molekiil agirligi diisiik ve suda ¢oziinen bir vitamindir. Biyolojik sistemde

indirgeyici ajan olarak rol alir (Antmen, 2005) (Sekil 2.7). Indirgeyici ozelligi yiiksek
oldugundan kuvvetli bir antioksidan 6zellik gosterir (Serteser ve Gok, 2003; Anil, 2006).

o O
HOL ] fﬁ“ Oy A
:[I 1}}3 — j; o
"'f----hl -_.
Askorbik Asit Dehidro Askorbik Asit

Sekil 2.7: C vitamini indirgenme reaksiyonu (Antmen, 2005).

Meyve ve sebzeler en iyi C vitamini kaynaklaridir. Kuru baklagiller ve tahillar ise C vitamini
igerigi diisiik gidalardir (Saldamli ve Saglam, 1998; Anil, 2006).

C vitamini disaridan alinir, viicutta depolanmaz ve idrarla disar1 atilir (Antmen, 2005).

B. Karotenoidler

Karotenoidler renkli karmasik yapiya sahiptirler. Karotenoidlerin, bitkilerde ¢iceklere renk
verme ve fotosenteze yardimci olma gibi iki temel fonksiyonu bulunmaktadir. Bitki ve
meyvelerin karakteristik rengi buradan gelmektedir. Bir ¢ok karotenoid dogada antioksidan
aktiviteye sahiptir (Colli, 2007). En ¢ok kullanilani B-karoten’dir, A vitamininin 6nciilii olarak
bilinir (Green ve Fascetti, 2016).
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Sekil 2.8: B-karoten’in yapis1 (Green ve Fascetti, 2016).

Karotenoidlerin bir ¢ok fizyolojik gorevi vardir. Serbest radikalleri yok ederek bagisiklik
sistemini giiclendirmede olduk¢a Onemlidirler. Yapilan g¢alismalarda karaciger kanserini
azaltmada 6nemli oldugu saptanmistir (Mukhopadhyay, 2000; Uguzlar, 2009).

C. Flavonoidler

Flavonoidler kuvvetli antioksidan 6zelliklere sahip bitkisel kokenli maddelerdir. Birgok ¢esidi
olan flavonoidler kendi i¢lerinde gruplandirilirlar. Bunlari birbirinden ayiran temel 6zellikler
hidroksi sayis, li¢lii karbon segmentinin oksidasyon diizeyi ve doymamislik derecesidir (Ilgim
ve dig., 1998). Flavonoidler yapilarina gore 6 grupta toplanirlar. Bunlar antosiyaninler,
kalkonlar, flavanonlar, flavonlar, flavonoller ve izoflavonlardir. Flavonoidlere ait olan gruplar

ve bu gruba dahil olan bazi molekiiller Sekil 2.9°da verilmistir (Panche ve dig., 2016).
FLAVONOIDLERE AIT SINIFLAR

PN Do o D
Hotl ‘O\“‘O OO OO| OO| ¢
Z > 0H or 0 O
OH 0 o} 0

Antosiyaninler Kalkonlar Flavanonlar Flavonlar Flavonoller Izoflavonlar

Flavonoidlerin Alt Siniflan

Antosivanin Alt Kalkon Alt Flavanon Alt Flavon Alt Flavonol Alt Izoflavonoid Alt
Siniflar: Smflar: Simflar: Simiflar: Siiflar Sumflar:
e Siyanidin » Floretin e Hesperitin s Apigenin » Kuersetin o Genistin
e Malvidin » Arbutin o Naringin o Tangeretin * Mirisetin » Genistein
e Delfinidin » Flioridzin ¢ Naringenin ¢ Baicalein ¢ Rutin ¢ Daidzein
s Peonidin » Kalkonaringenin » Eriodiktiyol ¢ Rpoifolin ¢ Morin » Glisitein
» Hesperidin * Kamferol ¢ Daidzin

Sekil 2.9: Flavonoidlere ait olan gruplar ve bu gruba dahil olan bazi molekiiller (Panche ve dig.,
2016).

Flavonoidlerin organizma i¢in en 6énemli fonksiyonlar1 oksidatif hasarlara kars1 korumak, bazi

enzimlerin aktivasyonunu saglamaktir (Middleton ve Kandaswami, 1992).
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D. Tokoferoller (E Vitamini)

E vitamini dordi tokoferol, dordii tokotrienol olmak {izere sekiz farkli bilesik i¢in ortak
kullanilan bir isimdir (Pennock ve dig., 1965). I¢clerinden en aktif olan1 a-tokoferoldiir. Bu
bilesik yagda ¢6ziinen bir bilesiktir ve hiicre membranina gomiilii halde bulunur (Kozarski ve
dig., 2015). Tokoferol ve tokotrienollerin kimyasal yapis1 asagida gosterilmistir (Abidi, 2000)
(Sekil 2.10).

HO CH;  CHy  CHsy
R" OWCH:,
CHy M3 o R'=CHs, R" = CHs
Tokoferoller B: R'= CHs, R" = H
RI
7. R'=H,R"=CH;
HO CHy CH;  CHs (RSP St
& R'=HR"=H
R ) = # #\CH,
CHs CHs
ToKkotrienoller

Sekil 2.10: Tokoferol ve tokotrienollerin kimyasal yapis1 (Abidi, 2000).
Tokoferollerin yapilarinda, reaktif tiirlerle tepkimeye giren ve onlart indirgeyebilen hidroksil
grubu bulunur. Tokoferoller, antioksidan etkilerini radikal reaksiyonu sirasinda zincir kirici

etkisiyle gosterir (Antmen, 2005).

E vitamini neredeyse tiim besinlerde bulunur. En fazla E vitaminine sahip gidalar bitkisel
yaglar, tahil, findik ve tohumlardir (Godbout ve dig., 2004).

E. Gallik Asit

Hidroksibenzoik asit sinifinda olan gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit; C7HsOs), tanin adi
verilen bilesiklerin asit veya alkali ile hidrolizi ile meydana gelir. Bitkilerden elde edilen gallik
asit en fazla yesil cayda bulunmaktadir. Ilag, gida ve kozmetikte iiriinlerin bozulmalarimni
onlemek amaciyla kullanilmaktadir (Curcio ve dig., 2009). Ayn1 zamanda gallik asidin mikrop
tiremesine kars1 etkisi bulundugundan gidalarda katki maddeleri gallik asit olan yeni {irlinler

aragtirilmaktadir (Strlic ve dig., 2002) (Sekil 2.11).
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COOH

HO OH
OH

Sekil 2.11: Gallik asidin kimyasal yapis1 (Strlic ve dig., 2002).

F. Kuersetin
Kuersetin [2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-4H-kromen-4-on; C15H1007] en iyi bilinen
flavonol tiirevi olan antioksidandir. Hiicreyi oksidatif strese ve ROT hasarina karst korur

(Sakanashi ve dig., 2008) (Sekil 2.12). Kuersetin en fazla sogan, elma, lahana ve ¢ayda bulunur.

OH O
Sekil 2.12: Kuersetinin kimyasal yapisi (Sakanashi ve dig., 2008).

G. Epikatesin
Epikatesin, kanser ve obeziteye kars1 biiyiik aktivite gdsteren flavanol tiirevi bir antioksidandir.

En fazla bulundugu gida yesil ¢caydir (Schroeder ve dig., 2001) (Sekil 2.13).
OH
2 OH

OH
Sekil 2.13: Epikatesinin kimyasal yapist (Schroeder ve dig., 2001).
2.5.2. Sentetik Antioksidanlar
Son yillarda yapilan c¢alismalarda biyolojik sistemi oksidatif hasara karsi koruyan,

organizmanin kendi sentezledigi ya da disardan aldigi antioksidanlara olan ilgi giderek 6nem

kazanmaktadir. Arastirmacilarin ¢ogu organizmaya zarari olmayacak tiirden sentetik
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antioksidan arayisindadir. 1940’11 yillardan bu yana c¢ok fazla sentetik antioksidan madde
sentezlenmistir. Ancak, giiniimiizde sentezlenen bu antioksidanlarin ¢ok kiigiik bir kisminin
kullanimina devam edilmektedir. Sentetik antioksidanlar da tipki dogal antioksidanlar gibi etki
edecek sekilde gelistirilirler (Eken, 2007).

Besinler alindiktan sonra organizmada olusacak serbest radikallere karsi gidalarda bulunan
antioksidanlar biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle besinlerde bulunmasi gereken temel
ozellikler;

o Kiiclik miktarlarda kullanilmali bu sekilde maliyeti artmamis olmali,

e Insan saghigina zararli etkisi bulunmamals,

e Besinin kokusu, tad1 ve goriiniisii bozuk olmamali,

e (oziinecegi madde i¢inde iyice ¢oziinmeli ve karigmali,

e Yiiksek sicakliklarda etkisini yitirmemelidir (Sezgin, 2006).
2.5.2.1. Biitillenmis Hidroksianisol (BHA)

BHA, beyaz mumsu parcaciklar halinde bulunan ve 3-tersiyerbiitil- ve 2-tersiyerbiitil-4-
hidroksianisol izomerlerinin karigimi olan bir sentetik antioksidandir (Uguzlar, 2009) (Sekil
2.14). Suda ¢6ziinmez, hayvansal ve bitkisel yaglarda ¢oziiniir. BHA nin besin maddlerinde
koruyucu olarak ilave edilmesine ilk defa 1948 yilinda izin verilmistir. Kati ve siv1 yaglarda

antioksidan olarak kullanimina halen devam etmektedir (Eken, 2007).

- CH. OoH
———"GH
- ™
|
R CH,
. :
l CH,
HE=0 H.o——0 CH,

F-terziverbitil-4-hidroksiznizol (3683 I-tersiverbitil-d-hidrolesiznizol (3613)

Sekil 2.14:BHA nin izomerleri (Uguzlar, 2009).
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2.5.2.2. Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT)

Biitillenmis hidroksitoluen ilk olarak soya yagiin otoksidasyonunda bozunma iirlinlerinin
tayininde kesfedilmistir (Sekil 2.15). BHT, yaglarin oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan peroksit
radikallerinin sebep oldugu zarar1 ortadan kaldirir (C6lld, 2007).

CH, OH  CH,

Ny e
C C
H3C/ \CH3

HaC CH,

CH,

Sekil 2.15: BHT nin kimyasal yapis1 (Colli, 2007).

BHT de, BHA gibi 1s1ya dayanikli bir antioksidandir. Bu nedenle kizartmalarda kullanilarak
gidanin dayanikliligini saglar (Yanishlieva, 2001; Uguzlar, 2009).

2.5.2.3. Propil Gallat (PG)

Hayvansal ve bitkisel kaynaklardan elde edilen yaglarin korunmasi amaciyla en fazla tercih
edilen, gallik asidin esteri olan ve beyaz renkte kristaller halinde bulunan antioksidandir
(Gokalp ve Cakmake1, 1992; Uguzlar, 2009). Propil gallat, sitrik asit ile birlikte kullanilir. Bu
sayede, sitrik asit, demir ve bakir iyonlarinin katalizledigi prooksidatif tepkimeleri
snlemektedir (Ozyiirek, 2005) (Sekil 2.16).

o OCH,CH,CH
A 2 2 3

HO OH
OH

Sekil 2.16: PG’1n kimyasal yapisi (Ozyiirek, 2005).
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2.5.2.4. Tersiyer Biitil Hidrokinon (TBHQ)

Bitkisel ve hayvansal yaglarda koruyucu olarak kullanilan TBHQ (2-(1,1-Dimetiletil)-1,4-
benzendiol), giiglii bir antioksidan 6zellik gosterir (Wanasundara ve Shadidi, 1998) (Sekil
2.17).

OH
CH,

CH;
OH

Sekil 2.17: TBHQ’nun kimyasal yapis1 (Wanasundara ve Shadidi, 1998).

2.5.2.5. Nordihidroguayeretik Asit (NDGA)

Grimsi bir madde olan NDGA, yaprak dokmeyen ¢6l calis1 olan ve Larrea divaricata olarak
isimlendirilen bitkinin yapraklarinda ve dallarinda bulunan bir fenolik antioksidandir (Rahman
ve dig., 2011) (Sekil 2.18). Bu bitkiden ekstrakte edilebildigi gibi sentetik olarak da elde
edilmektedir. Yerli Amerikalilar ve Meksikalilar tarafindan uzun siiredir geleneksel tibbi
kullanim 6ykiisii vardir. 1950'lerde bir gida koruyucusu olarak ve dogal lifleri korumak i¢in
yaygin olarak kullanilmigsa da, 1960'larin basinda uzun siireli kullanilmasinin bilim insanlar1
tarafindan hem renal hem de karaciger toksisitesine neden oldugunun bildirilmesi ile kullanim1
yasaklanmistir. Her ne kadar kullanimi tartigmali olsa da kisirlik, romatizma, artrit, diyabet,
safra kesesi ve bobrek taslari, agr1 ve iltihap gibi ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilir

(Arteaga ve dig., 2005).
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HO
CHj
HO

CH
3 OH

OH

Sekil 2.18: NDGA’nin kimyasal yapisi (Rahman ve dig., 2011).

2.6. SULFUR

Siilfiir, 16 atom numarasina sahip, 32.064 atom agirliginda olan bir elementtir. Siilfiir
elementinin, mikroorganizmalar, bitkisel ve hayvansal organizmalar ile yeryiiziindeki en
gelismis canli olan insanlar i¢in elzem olmasinin nedeni, biyolojik katalizorler olan enzimlerin,
proteinlerin, baz1 vitaminlerin ve diger bir¢ok biyokimyasal acidan dnemli molekiiliin yapisina
katilmasidir (Parcell, 2002; Komarnisky ve dig., 2003). Cogu kaynak, gidalarda bulunan siilfiir
elementinin kaynag: olarak siilfiir iceren amino asitler (SIAA’lar) oldugu konusunda ortak

diistincededir.
2.6.1. Siilfiir iceren Amino Asitler

SIAA'lar, siilthidril grubu igeren bir tiir amino asitlerdir. SIAA'lar arasinda, metiyonin ve
sistein, birincil SIAA'lar olarak kabul edilir. Metiyonin memelilerde biiyiime ve gelismenin
stirdiiriilmesi i¢in yeterli miktarda sentezlenemediginden vazgegilmez (esansiyel) bir amino
asittir. Bununla birlikte, sistein, memelilerde metiyonin metabolizmas sirasinda iiretilebildigi
icin yari-esansiyel bir amino asittir. Bu nedenle, SIAA'larm, memelilerin diyetindeki

gerekliligini temsil ettigi diisiiniilmektedir (Bin ve dig., 2017).

Diyetsel SIAA’larm organizmadaki déngiisii metiyonin, sistein, homosistein ve taurin amino
asitleridir (Hermes-Lima ve dig., 1991; Atmaca, 2004; Townsend ve dig., 2004) (Sekil 2.19).
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Sistatyonin Folat Metabolizmasi

©

Sistein

Ami::‘b;u:;rat ‘ @

Sistein silfinik asit

' N\

Hipotaurin Sisteik asit
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Sekil 2.19: Diyetsel SIAA’larin organizmadaki dongiisii (Hermes-Lima ve dig., 1991; Atmaca, 2004;
Townsend ve dig., 2004).

[1] Metiyonin adenosil-transferaz (MAT); [2] Glisin N-metiltransferaz (GNMT); [3] Sistatiyonin (3-sentaz
(CBS); [4] y-sistatiyonin (y-CYS); [5] Sistein siilfinik asit dekarboksilaz (CDO); [6] Betain homosistein
metiltransferaz (BHMT); [7] Metiyonin sentaz (MS); [8] 5,10 metilen tetrahidrofolat dehidrojenaz (MTHFD);
[9] 5,10 metilen tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR).

Calismamizda SIAA’lar arasindan metiyonin, sistin ve taurin’in antioksidan aktiviteleri

incelendigi i¢in, yalnizca bu amino asitler hakkinda bilgi verilmistir.
2.6.1.1. Metiyonin

Organizmanin temel siilfiir kaynagindan biri olan metiyonin, insanlarda ve hayvansal
organizmalarda de novo olarak sentezlenemedigi i¢in disaridan besinler yoluyla alinmasi

gereken esansiyel bir amino asittir (Sekil 2.20).

Sekil 2.20: Metiyonin’in kimyasal yapis1 (Fong ve dig., 1981).
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Metiyonin beyaz parlak kristaller halinde kendine has kokusu olan bir amino asittir. Bazik
¢oOzeltilerde, su ve mineral asitlerinde ¢oziinebilirken, eterde ¢6ziinmez. Laboratuvar sartlarinda
metiyonin, fermantasyon yoluyla iiretilmektedir. Metiyonin D ve L formlar1 da bulunmaktadir,
rasemik karigim olan bu formlarin iiretimi ise kimyasal prosesler ile gerceklesir (Fong ve dig.,

1981). Meyveler, sebzeler, etler ve baklagiller metiyonin a¢isindan zengin besin kaynaklaridir.

Protein metabolizmasinda metiyonin, S-adenosil metiyonin (SAM) molekiilii vasitasi ile metil
grubu vericisi olarak gorev alir (Parcell, 2002; Atmaca, 2004). SAM, metiyonin kiikiirtiine
baglanmis bir adenosil molekiiliinden olusur, bu nedenle onu bir siilfonyum katyonu yapar.
Metiyonin’in yapisindaki siilfiir atomunun organizmada oksidasyona ugramasi ile metiyonin,
metiyonin siilfokside dontistiiriiliir. Olusan metiyonin siilfoksit de metiyonin siilfoksit rediiktaz
enziminin katalitik etkisi ile tekrar metiyonin’e indirgenir. Bu redoks dongiisii ile metiyonin,
enzimatik antioksidan savunma sisteminde oksidasyona neden olan tiirlerin giderilmesinde
onemli bir rol oynar. Metiyonin ayrica, transsiilfiirasyon tepkimelerindeki sistein, karnitin ve
taurin biyosentezinde gorev alir. Buna ilave olarak, lesitinin ve diger fosfolipidlerin
biyosentezinde de gorevlidir. Proteinlerdeki polipeptit zincirinde bulunan metiyonin kalintilari,
protein stabilitesine 6nemli 6lgiide katkida bulunan aromatik kalintilarla baglar olusturur. Bu
onemli fonksiyonlar goz Oniine alindiginda, proteinlerdeki metiyonin-metiyonin stilfoksit
dengesinin degismesi, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere hastalik

stiregleriyle iligkilendirilmistir (Rubin ve dig., 2007; Lim ve dig., 2019).

Genetik bilginin aktarilmasinda 6nemli bir role sahip olan metiyonin, protein sentezindeki
translasyon asamasinda baslatict kodon olan AUG kodonu olusturur. Bagka bir ifade ile,
ribozomlarin mRNA'dan protein sentezini gergeklestirebilmesi i¢in baslangi¢ sinyali gérevi
gortir. Bu nedenle, 6karyotlarda ve arkea tipi bakterilerde proteinlerin N-terminal ucundaki ilk
amino asit her zaman metiyonindir. Metiyonin iceren ilk kisim, daha sonra sentezlenen
proteinden posttranslasyonel modifikasyon islemleri ile ayrilir. Metiyonin diger amino asitler
gibi proteinlerdeki peptit zincirinin farkli kisimlarinda da bulunabilmektedir, fakat protein

sentezi sirasinda ilk eklenen amino asit metiyonindir (Muramatsu ve dig., 1988).
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2.6.1.2. Sistin

Sistin, iki sistein kalintisinin birbirlerine distilfit bagi ile baglanmis formudur. Disiilfit baginin

olusumu ve sistinin kimyasal yapis1 Sekil 2.21de gosterilmistir (Kalatzis ve dig., 2001).

Disiilfid Bag Olusumu

(I‘,=o I?TH
H——(]‘,——CHZ—.\'H + HS CHZ—CI‘,—H
NH cl‘,=o
Sistein (O] Sistein
H.,O
I‘ . e - - |
C=0 (disiilfid bagi NH
I —— I
H—C—CHy,—£S— SV CH,—C—H
| ~ -_ I. l
tYE SISTIN (f=o

Sekil 2.21: Sistein’den sistin olusumu ve sistin’in kimyasal yapis1 (Kalatzis ve dig., 2001).

Sistein ile kiyaslandiginda, sistinin sudaki ¢oziiniirliigii oldukca azdir. Sistin’in bu 6zelligi,
tiriner sistemde ciddi sikintilar olusturabilir. Eger genetik bir faktdr varsa, nadir goriilen ve
sistiniiri ile karakterize kalitsal bir hastalik olan sistinozis durumu gelisir. Bobreklerin
proksimal tiibiiler kisminda sistin kristallerinin birikerek ¢okmesi sonucunda, bobreklerde
olusan taglarin % 1-2’lik kismini1 teskil eden sistin taglar1 meydana gelir. Sistinozisli bireylerde
genellikle geng yasta tas baslangici goriilmektedir ve tedavi i¢in nispeten az segenek vardir.
Artan siv1 tiiketimi, diyet ile alinan hayvansal protein ve sodyum miktarinin kisitlanmasi ve

idrar alkalinizasyonu onleyici tedavilerin ilk asamasini olusturur (Sumorok ve Goldfarb, 2013).

Alifatik amino asit olan sistein, keratinin yapisinda dogal olarak bulunmaktadir. Keratinden
zengin kilin yapisinda % 16 civarinda Sistin bulunmaktadir. Sigara kullanimi nedeniyle
DNA’da meydana gelen hasarlara bagli olarak, epidermisteki kil olusumunda rol alan
enzimlerin de aktivitelerinde degisimler meydana gelir (Freiman ve dig., 2004). Bunun
sonucunda da alopesi ad1 verilen sag¢ kaybi (sa¢ kiran) durumlari goriiliir ve bunun tedavisinde
sistin igeren formiilasyonlar kullanilmaktadir. Be vitamini ve sistin kombinasyonun, fareler
tizerinde olusturulan deneysel modelde sigaraya bagli sa¢ kayiplar1 iizerine koruyucu etkisi

oldugu gozlenmistir. Arastirmalar kil gelisiminde sistinin 6nemli bir payr oldugunu ve
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epidermisin temel hiicrelerini uyardigini ortaya koymustur (Obrigkeit ve dig., 2006; D’ Agostini
ve dig., 2007).

2.6.1.5. Taurin

Taurin renksiz, suda ¢oziinebilen, molekiil agirligi 125 dalton (Da) olan esansiyel olmayan bir
amino asittir (Sekil 2.21). Ik defa 1968 yilinda 6kiiz safrasindan izole edilmis ve Jacobsen ve
Smith (1968) tarafindan yapis1 tanimlanmustir. Fizyolojik pH sinirinda tam olarak iyonize halde
bulunan taurin yiiksek asidite 6zellik tasir (Jacobsen ve Smith, 1968).

C,HNO;S

Sekil 2.22: Taurin’in kimyasal yapisi (Jacobsen ve Smith, 1968).

Taurin’in viicuttaki seviyelerine iki 6nemli kaynak katkida bulunmaktadir. Bunlardan ilki diyet
yolu ile alinan besinsel kaynaklardir. Digeri ise metiyonin ve sistein gibi amino asitlerin
metabolizmasindan meydana gelir. Sentezlendigi yerler beyin ve karacigerdir (Lambert ve
Hansen, 2011).
Taurin’in organizmada;

e Safra asidi sentezini sinirlama,

e Osmoregiilator olarak gorev yapma,

e Enerji verici ve noroinhibitor olarak gorev alma,

e Antiinflamatuvar etki,

e Insiilin direncini hafifleterek, glukoz metabolizmasimi diizenlemek yolu ile metabolik

sendromu iyilestirmek gibi pek ¢cok fonksiyonlar: bulunmaktadir (Chen ve dig., 2016).

Taurin’in diyetle fazla alinmasi durumunda kaslarda harabiyet meydana gelir. Taurin’in

viicuttan atilimi ise idrarla gergeklesir (Jacobsen ve Smith, 1968).
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Taurin’in en fazla bulundugu dokular oksidatif hasara maruz kalan dokulardir. Taurin’in
membran lipit peroksidayonuna engel olmasi lizerine serbest radikallere karsi kalp kas1 ve beyni

korudugu one siiriilmiistiir (Hochacka, 1986; Tseng ve dig., 1990).

Taurin’in organizmada antioksidan etkileri;
e Membranin denatiire olmasini engeller,
e Membrani transport degisikliklerine kars1 korur,
e Dogrudan antioksidan etkisi ile lipit peroksidasyonunu engeller,
e Siilfonik asit grubu ve serbest metal iyonlar1 ile kompleks olusturarak dolayli olarak da

antioksidan etki gosterir (Tractman ve dig., 1992; Chen ve dig., 2016).

Organizmada bulunan toplam taurin miktar1 12-18 g civarindadir. Bunun organlar iizerindeki
dagilimi Tablo 2.6’da verilmistir (Sturman, 1988).

Son yillarda yapilan gesitli calismalarda, % 0.7-5 oraninda diyetsel taurin’in obez hayvanlarin
lipit ve glukoz metabolizmalarini hizlandirdig, lipit digiiriicii etki gosterdigi ve karacigeri
korudugu gosterilmistir. Ayrica taurin’in, enerji metabolizmasinda hayati bir rol oynadig,
taurin eksikliginde enerji metabolizmasi islev bozuklugu meydana geldigi, diyetteki takviyesi
ile kas performansi, kalp fonksiyonu, karaciger aktivitesi ve yag dokusundaki enerji

metabolizmasini giiglendirebildigi bildirilmistir (Chen ve dig., 2019).

Tablo 2.5: Cesitli organlarda bulunan taurin miktarlari (Sturman, 1988).

o gy

Kalp 30
Timus 11
Orta beyin 3
Kaslar 15
Akciger 13
Karaciger 2
Bobrek 11
Ince bagirsak 15
Kalin bagirsak 12
Mide 9

Dalak 16
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2.7. ORGANOSULFUR BILESIKLERI

Organosiilfiir bilesikleri gidalarda yayilim gostermektedir. Bu bilesiklerin biyoaktif 6zellikleri
yiizyillar boyunca halk arasinda ve geleneksel tipta kullanilmistir (Petropoulos ve dig., 2019).
Bitkilerde bulunan organosiilfiir bilesikleri, genis bir biyolojik aktivite spektrumunu kapsayan
temel fitokimyasal gruplardan birini temsil eder. Bitkisel gidalarda siilfiir igeren bilesiklerin iki
ana kaynagi vardir. Bunlardan ilki sarimsak, sogan (arpacik sogani, Frenk sogan1 vb.) ve pirasa
gibi Allium tiirleri iken; brokoli, lahana ve karnabahar gibi sebzeler de diger grubu olusturur.
Bunlar arasinda sarimsak, temel olarak tiiketimine atfedilen saglik arttirici etkileri nedeniyle en
cok tiiketilen tiirdiir. Bu 6zelliklerin ¢ogu ise igerdikleri organosiilfiir bilesiklerine atfedilmistir

(Daniela ve dig., 2017).

Alliaceae familyasinin sebzelerinde tiirlere gore farkli yapilara sahip organosiilfiir bilesikleri
bulunmaktadir. Taze sarimsagin yapisinda 33 adet organosiilfiir bilesiginin oldugu bildirilmistir
(Kalra ve dig., 2006). Allium tiirlerinin sitoplazmalarinda en fazla bulunan organosiilfiir
bilesikleri, S-allil-sistein siilfoksit (alliin), S-metil-sistein siilfoksit (metiin) ve y-glutamil-L-
sisteindir. Daha az miktarda ise S-propenil-sistein siilfoksit (izoalliin) ve S-etil-sistein (etiin)
bulunmaktadir. Soganin igerisinde tespit edilen en énemli organosiilfiir bilesikleri izoalilin (%
49), metiin (% 34), propiin (% 6), etiin (% 5) ve alliin (% 5) iken, sarimsakta ise alliin (% 92),
metiin (% 8) ve eser miktarda etiin, propiin ve isoalliin bulunmaktadir (Thomas ve Parkin,
1994; Yoo ve Pike, 1998; Kubec ve dig., 1999; Rose ve dig., 2005).

Allium tiiri sebzelerin tiiketiminin ¢esitli kanser tiirlerinin biiylimesini geciktirdigi
bildirilmistir. Bazi epidemiyolojik ¢alismalar, Allium tiirii sebzelerin, 6zellikle sogan ve
sarimsaklarin tiikketimi ile kanser oraninin azalmasi arasinda ters bir iliski oldugunu

gostermektedir (Dias, 2019; Lv ve dig., 2019).

Yapilan pekgok c¢alismada Allium tiirlerinin antiaterojenik (Efendy ve dig., 1997),
antibakteriyel (Houshmand ve dig., 2013), antiinflamatuvar (Zhu ve dig., 2017), antifungal ve
antimikrobiyal (Fratianni ve dig., 2016), antioksidan (Locatelli ve dig., 2017) ve
kardiyoprotektif (Bradley ve dig., 2016) 6zelliklere sahip oldugu gdsterilmistir.
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Allium tiirlerinde bulunan organosiilfiir bilesiklerinin bir¢ok faydali 6zelligi bulunmaktadir.
Yapilan literatliir taramasinda sistein bilesikleri olarak seg¢tigimiz bazi organosiilfiir
bilesiklerinin antioksidan etkilerinin olup olmadigi konusunda herhangi bir calismaya
rastlanmamustir. Bu nedenle ¢calismamizda, S-benzil-sistein, S-fenil-sistein, S-metil-sistein ile
metiyonin, sistin ve taurin’in in vitro kosullarda antioksidan aktivitelerinin hem dogal hem de

bazi sentetik antioksidan maddelerle arastirilmasi amaglanmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEYLERDE KULLANILAN ALETLER

Buzdolab1

Calkalayicili Su Banyosu
Derin Dondurucu

Distile Su Cihazi

Etiiv

Mikro Plate Okuyucu Florometre
pH Metre

Santrifiij Cihaza
Sonikator
Spektrofotometre

Su Banyosu

Terazi

Terazi

Vorteks

: Argelik

: Memmert WNB 14

: Beko

: Brand MonoDest 3000

: Memmert UNB 500

: BioTek FLx800

: Hanna pH/ORP Meter HI 2211

: Denley BS400

: Bandelin Sonorex Super RK 255/H

: Shimadzu UV-Visible Mini UV-1240
: Bibby Waterbath RE100B

: Radwag XA 60/220/X Hassas Terazi
: Radwag AS 220/C/2 Hassas Terazi

: Fisons Whirlimixer

3.2. DENEYLERDE KULLANILAN KiIMYASAL MADDELER

Calismamizda, antioksidan aktivitelerini tayin etmek amaci ile sistein bilesikleri olarak S-
benzil-L-sistein (S-benzil-Cys; Aldrich B19800), S-fenil-L-sistein (S-fenil-Cys; Aldrich
530190), S-metil-L-sistein (S-metil-Cys; Aldrich 855472), DL-metiyonin (Sigma-Aldrich M-
9500), L-sistin (Sigma C-8755) ve taurin (Sigma T-0625) kullanildi.

Indirgeme giicii deneyinde sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2PO4.2H.0, Merck 106345)
ve disodyum monohidrojen fosfat (Na2HPO4.2H20, Merck 106573) ¢ozeltileri ile 0.2 M fosfat
tamponu hazirlandi. Daha sonra bu tayinde kullanilmak {izere potasyum ferrisiyaniir
(Ks3[Fe(CN)s], Riedel de Héen 12643), trikloroasetik asit (TCA, Merck 100807), demir-3-kloriir
(FeClz.6H20 Merck 3948) ve standart madde olarak biitillenmis hidroksianisol (BHA,
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C11H1602, Sigma B1253) ve 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Troloks,
Aldrich 23881-3) kullanildi.

ABTS radikal giderme aktivitesi tayininde 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
(ABTS, Fluka 11557), potasyum peroksodisiilfat (K2S20g, Merck 5090), metanol (CH3OH,
Merck 106009) ve standart madde olarak Troloks (Aldrich 23881-3), biitillenmis hidroksi
toluen (BHT, C15H240, Fluka 34750) ve a-tokoferol (C2oHs002, Merck 8283) kullanild:.

DPPH radikal giderme aktivitesi tayininde 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH, Sigma D-9132)
ve metanol (CH3OH, Merck 106009) kullanildi. Standart olarak BHA (C11H1602, Sigma B-
1253) ve Troloks (Aldrich 23881-3) kullanild.

DMPD radikal giderme aktivitesi tayininde N,N-dimetil-1,4-fenilen diamonyum dikloriir
(DMPD, Merck 103067), demir-3-kloriir (FeCls.6H2O, Merck 3946) ve sodyum asetat
(CH3COONa.3H20, Merck 6265) kullanildi. Standart olarak ise L-askorbik asit (CsHgOs,
Merck 100127) ve Troloks (Aldrich 23881-3) kullanild:.

Ferri iyonu indirgeyici antioksidan parametre (FRAP) tayininde, 2,4,6-tri(2-piridil)-S-triazin
(TPTZ, Merck 110208), hidroklorik asit (HCI, Merck 100314), demir-3-kloriir (FeCl36H-0,
Merck 3946), sodyum asetat (CH3COONa.3H.0, Merck 6265), glasiyel asetik asit (CH;COOH,
Merck 100056) ve demir-2-siilfat (FeSO4.7H20, Merck 3965) kullanilarak deneyler yapildi.
Standart olarak L-askorbik asit (CeHgOs, Merck 100127) ve Troloks (Aldrich 23881-3)
kullanilda.

Metal kelatlama aktivitesinin tayininde demir-2-kloriir (FeCl2.4H20, Merck 103861) ve
ferrozin [3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazin-4',4"-disiilfonik asit sodyum tuzu, Fluka 82950]
kullanildi. Standart olarak etilendiamin tetra asetik asit (EDTA, Merck 8421) kullanild:.

Nitrit giderme aktivitesi tayininde sodyum sitrat (CeHsNazO7.2H20, Merck 6447) ve sitrik asit
(CsHgO7, Sigma C-7254) ¢ozeltileri ile 0.2 M sitrat tamponu hazirlandi. Deneylerin yapilmasi
icin sodyum nitrit (NaNO2, Merck 6544), glasiyel asetik asit (CHsCOOH, Merck 100056),
siilfanilik asid (Merck 685) ve naftilamin (Merck 6245) c¢o6zeltilerinin esit hacimde
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karistirilmasi ile hazirlanan Griess reaktifi kullanildi. Standart madde olarak kuersetin’den
(C15H1007, Fluka 83370) yararlanildi.

Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) tayininde potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa,
Riedel-de Haen 04243) ve dipotasyum monohidrojen fosfat dihidrat (K:HPO4.2H20, Merck
105101) ¢6zeltileri ile 75 mM fosfat tamponu hazirlandi. Floresein (Merck 3990) ve 2,2'-azobis
(2-metilpropionamidin) dihidrokloriir (AAPH, Aldrich 440914) kullanildi. Standart madde
olarak da Troloks (Aldrich 23881-3) yararlanildu.

3.3. SISTEIN BILESIKLERININ ANTIiOKSIDAN AKTIVITE TAYIN
YONTEMLERI

3.3.1. Indirgeme Giicii Yontemi

Bu metotta sistein bilesiklerinin indirgeme giicii tayini Oyaizu metoduna gore yapildi (Oyaizu,
1986). Hem dogal hem de sentetik antioksidanlarin indirgeme giiclerinin ortaya konulmasinda,
bu molekiillerin ferri demiri (Fe3*) ferro demire (Fe?") indirgeyebilme yetenekleri esas
alimmaktadir. S6z konusu indirgeme giicii, antioksidan 6zellik gosteren ve/veya gosterdigi
diisiiniilen bilesiklerin ferri demire elektron veya hidrojen atomu vermesi ile iligkilidir (Shen ve
dig., 2019). Yontemde ferri siyaniiriin ferro siyaniire indirgenmesi ile olusan mavi renkli
kompleksin (Prusya mavisi) daha sonra spektrofotometrede 700 nm’de kore kars1 absorbans
degeri ol¢iiliir. Mavi rengin siddeti, 6rnegin indirgeme giicii ile direkt olarak orantilidir (Gupta,

2015).

Sistein bilesikleri ve standartlarin degisik konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlandi. Standart
olarak BHA ve Troloks kullanildi. Hazirlanan ¢ozeltilerden 1 mL alinarak tizerine pH’s1 6.6
olan 0.2 M fosfat tamponundan 2.5 mL eklendi. Tampon ilavesinden sonra % 1°lik K3[Fe(CN)e]
den 2.5 mL ilave edilerek hazirlanan karisim 50°C’deki su banyosunda 20 dakika inkiibe edildi.
Daha sonra karisimlara % 10’luk TCA ¢ozeltisinden 2.5 mL eklenerek tiipler karistirildi ve
3000 rpm’de 10 dakika santrifiije edildi. Daha sonra 2.5 mL ¢ozeltinin {ist fazindan alindi,
tizerine ayn1 hacimde distile su ve % 0.1°1lik FeCls ¢ozeltisinden 0.5 mL konuldu ve 10 dakika
bekletildi. 700 nm’de spektrofotometrede kore karsi absorbans degeri Ol¢iildii. Deneyde
kullandigimiz maddeler DMSO’da ¢oziildiigii i¢in koriin hazirlanmasinda 5 mL DMSO



37

kullanilarak tizerine 0.5 mL FeCls ilave edildi ve hem 6rnek hem de standart maddelerle ayni

deney kosullarinda tutuldu (Gupta, 2015).
3.3.2. ABTS Radikal Giderme Aktivitesi Yontemi

ABTS radikal giderme aktivitesinin belirlenmesinde 2,2'-azino-bis (3-etilbenzenotiyazolin-6-
siilfonik asit) diamonyum tuzu kullanildi. Antioksidan molekiiller tarafindan dayanikli bir
katyon radikali olan ABTS radikalinin (ABTS+*) mavi-yesil renkli karakteristik renginin
giderilmesi yontemin temelini olusturur (Biyiiktuncel, 2013; Du ve dig., 2019).

Sistein bilesikleri ve standart maddelerin ABTS radikal giderme aktiviteleri Arnao ve dig.,
(2001) metoduna gore tayin edildi. 7.4 mM ABTS ve 2.6 mM K2S20s ¢ozeltilerinden esit
hacimde (1'er mL) karigtirilarak 12-16 saat oda sicakliginda ve karanlikta bekletildi. Boylece
ABTS-" ¢ozeltisi elde edilmis oldu (Biiyiiktuncel, 2013) (Sekil 3.1).

N :< U '\ntiol». 1dan
CQH5
CgH5 S S0y

ABTS*" (A=734 nm) \O: >:
Csz.

.'.‘5

ABTS (renksiz)

Sekil 3.1: ABTS’nin K>S;0s ile yiikseltgenmesi (Biiyiiktuncel, 2013).

Hazirlanan karisimdan 1 mL alindiktan sonra iizerine 60 mL metanol eklenerek ABTSe*
¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin 734 nm’de spektrofotometrede metanole karsi
absorbans degeri 0.7 + 0.02 olmalidir. Her tayin i¢in ABTSe" ¢ozeltisi taze olarak hazirlandi.
Hazirlanan ABTS ¢ozeltisinden 2.85 mL alinarak {izerine 150 pL sistein bilesiklerinden
konuldu. Iyice karistirildiktan sonra oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat bekletildi. Bekleme
stiresinin ardindan, spektrofotometrede 734 nm’de metanole karsi absorbans degeri dlgildi.
Standart olarak Troloks, BHT ve a-tokoferol, kontrol olarak da numune yerine metanol i¢eren

reaksiyon karigimi kullanildi. Absorbans degerinin azalmasi ile reaksiyon ortamindan giderilen
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ABTS radikalinin arasinda ters orant1 vardir. Ornek ve standartlarin ABTS radikal giderme

aktivitesi (%) asagidaki formiile gore hesaplanda.

(%) ABTS Radikal Giderme Aktivitesi = [ (Ao — A1) / Ao ] x 100
Ao = Kontrol absorbans degeri

A1 = Ornek veya standardin absorbans degeri
3.3.3. DPPH Radikal Giderme Aktivitesi Yontemi

2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal giderme aktivitesi Brand-Williams (1995)
metoduna gore yapildi. Kararli bir organik azot radikali olan DPPH radikalinin, ortamdaki

antioksidan madde ile etkilestiginde hidrazine indirgenmesinden yararlanildi.

Kararlt bir serbest radikal olan DPPH mor renklidir ve hem dogal hem de sentetik
antioksidanlarin serbest radikal giderme yeteneklerinin belirlenmesinde en sik tercih edilen ve
hizli sonug veren bir molekiildiir (Kandi ve Charles, 2019). Bu mor renk (Molyneux, 2004) ile
karakterize edilen DPPH ¢6zeltisinin absorpsiyon degeri 520 nm de 6lgiiliir (Kedare ve Singh,
2011). Antioksidan molekiil ile radikal arasinda gergeklesen reaksiyon Sekil 3.2°de verilmistir
(Kandi ve Charles, 2019).

PN 7NN
/ \

A AL l{ N
| A-H A N
NO; » > NO: \ .
NO: NO:

DPPH (Mor) DPPH-H (Renksiz)

Sekil 3.2: DPPH’1n antioksidan bilesikler ile arasinda ger¢eklesen reaksiyon (AH:
Antioksidan) (Kandi ve Charles, 2019).

DPPH radikalinin 20 mg/L olacak sekilde taze hazirlanmis metanoldeki ¢ozeltisinden 1.5 mL
alind1. Uzerine degisik konsantrasyonlarda hazirlanan sistein bilesiklerinden 0.75 mL eklenerek
karanlikta ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra absorbans degeri kore kars1 517
nm’de spektrofotometrede okundu. Kontrol olarak 0.75 mL metanol ve 1.5 mL DPPH ¢6zeltisi,

kor olarak ise sadece metanol kullanildi. Standart madde olarak ise Troloks ve BHA’dan
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yararlanildi. Ornek konsantrasyonunun artmast DPPH serbest radikalinin absorbansinin

azalmasina ve mor rengin sariya donmesine neden olur.

(%) DPPH radikal giderme aktivitesi asagidaki formiil yardimi ile hesaplandi:
(%) DPPH Radikal Giderme Aktivitesi = [ (Ao-A1) / Ag] x 100
Ao=Kontrol absorbans degeri

A:=Ornek veya standardin absorbans degeri
3.3.4. DMPD Radikal Giderme Yo6ntemi

DMPD radikal giderme aktivitesi tayini Fogliano ve dig., (1999) gelistirdikleri yonteme gore
yapildi. Yontemin prensibi, asidik pH ve FeCls igeren reaksiyon ortaminda, N,N-dimetil-1,4-
fenilendiaminin (DMPD) kararli ve mor renge sahip bir radikal katyonu (DMPD-")
olusturmasina dayanmaktadir. Meydana gelen DMPD+*, 505 nm dalga boyunda maksimum
absorpsiyon verir (Sripakdee ve dig., 2015). DMPD+*’nin antioksidan molekiilden bir hidrojen
atomu almasi sonucunda, bu katyon radikalinin mor rengi agilir (Giider, 2016) (Sekil 3.3).
Rengin agilmasi, antioksidan derisimi ile orantili olarak gergeklesir. Antioksidatif 6zelligin bir

gostergesi olarak kabul edilen bu reaksiyon stabil olarak ve hizla ilerler (Gupta, 2015).

HaC CH 4 H,
e 3 C\ /_,.C
N N
N NH,
pMmPD DMPD
Mor renkli Renksiz

Sekil 3.3: DMPD radikalinin indirgenmesi (AH: Antioksidan) (Giider, 2016).

100 mM derisimde DMPD+" hazirlamak i¢in, 209 mg DMPD, metal iyonlar1 igermeyen 10 mL
saf suda ¢oziilerek, iginden 1 mL alind1 ve 0.1 M Na(CH3COQ) tamponu (pH: 5.30) ile son
hacmi 100 mL’ye tamamlandi. Bidistile su ile hazirlanan 0.05 M FeCls ¢ozeltisinden 0.2 mL
ilave edilmesi ile mor renkli DMPD radikal katyonu elde edildi. Bu karisim kararliligim1 en
fazla 12 saate kadar korudugundan taze olarak hazirlandi. Hazirlanan karisimin ilk andaki

absorbansi 0.9 + 0.1 olmalidir. Bu karistmin 1 mL’si, degisik derisimlerde hazirlanan 6rnek
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(veya standart) ¢ozeltisinin 0.5 mL’sine ilave edildi, tiipler vorteks ile iyice karistirnldiktan
sonra 10 dakika karanlikta ve oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 505 nm’deki absorbanslari
tampon ¢ozelti igeren kore karst okundu. Deneyde standart madde olarak L-askorbik asit ve
Troloks kullanildi. Sonuglar DMPD radikal giderme aktivitesi (%) olarak ifade edildi. Elde

edilen sonuclar asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi:

(%) DMPD Radikal Giderme Aktivitesi = [ (Ao-A1)/Ao] x100
Ao= DMPD ¢ozeltisinin baglangi¢ absorbansi

A= Ornek veya standardin absorbansi
3.3.5. Ferri Iyonu Rediikleyici Antioksidan Parametre (FRAP) Yéntemi

Sistein bilesiklerinin ferri iyonu rediikleyici antioksidan parametre (FRAP) degerlerinin
tayininde, Benzie ve Strain (1996) metodu kullanildi. Bu metotta, oksidan olarak FeCls.6H20
tuzlar1 kullanildi. Metodun prensibi, Fe(IlI)'iin kisa adi TPTZ olan 2,4,6-tri(2-piridil)-S-triazin
ile reaksiyonunda olusan kompleksin [Fe (II)-(TPTZ),]*" asidik ortamda (pH: 3.6) Fe (I1)'ye
[Fe (II)-(TPTZ)2]*" indirgenmesi ile meydana gelen koyu mavi rengin 593 nm'de verdigi

maksimum absorbansin 6l¢iilmesi temeline dayanir (Biiyiiktuncel, 2013) (Sekil 3.4).

OO\VT <N\/“;N\ﬁ

—N =
Fe (III) + antmks]dm Fe (1) Y

N /\ B\ — N,/\ ~ \
A 9 Q Q \®
[PE(HI) TPTZ))] FE'(H (TPTZ) 7 (ha—=393 nm)

Sekil 3.4: Fe (I11)-TPTZ kompleksinin Fe (11)-TPTZ kompleksine rediiksiyonu (Biiyiiktuncel, 2013).

FRAP tayininde, 40 mM derisimdeki HCI ¢6zeltisine 10 mM 2.5 mL TPTZ ilave edildikten
sonra, bu karisima 6 mol kristal suyu olan 20 mM FeCls ¢6zeltisinden 2.5 mL ve 0.3 M asetik
asit-sodyum asetat tamponundan (pH: 3.6) 25 mL eklenmesi ile FRAP ayiraci hazirlandi. Buna
gore, bu ayiractaki Fe (III)'iin son konsantrasyonu 1.67 mM, TPTZ 'nin son konsantrasyonu ise
0.83 mM olacak sekilde ayarlandi. Deneyin yapilacagi giin taze olarak hazirlanan FRAP
ayiract, 37°C'deki su banyosunda 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 0.9 mL FRAP ayiraci,
0.09 mL distile su ve 0.03 mL sistein bilesiklerinin ¢ozeltileri ile muamele edildi. Standart
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grafik elde etmek amaci ile 100-1000 uM konsantrasyon aralifinda FeSO4.7H>0O kullanildi.

Elde edilen dogru denkleminden yararlanilarak sonuglar pM Fe?* cinsinden hesaplandi.

Deneyde standart madde olarak L-askorbik asit ve Troloks kullanildi.
3.3.6. Metal Kelatlama Aktivitesi Yontemi

Biyolojik sistemlerde bulunan demir iyonlar1 serbest radikallerin indiiksiyonunda ve buna bagh
olarak gelisen oksidatif hasarin olusumunda 6nemli rol oynarlar (Wong ve dig., 2014). Metal
kelatlama aktivitesi, lipit peroksidasyonuna sebep olabilen ge¢is metallerini indirgedigi igin
onemlidir (Rival ve dig., 2001). Calismamizda sistein bilesiklerinin ve standart maddenin metal
kelatlama aktivitesi Decker ve Welch (1990) yontemine gore yapildi. Yontemin prensibi,
ferrozin gibi kelatlayici ajanlarin ortamdaki demir iyonlarini kelatlamasi sonucu mor-menekse
renkteki azalmaya dayanmaktadir. Metal kelatlama aktivitesi yonteminde kullanilan kelatlayici
molekiiller redoks potansiyelini azaltarak metal iyonlariin yiikseltgenmesini stabilize ederler
(Mathew ve Abraham, 2006).

Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan sistein bilesikleri (10-150 uM) ve standart madde olarak
kullanilan EDTA’dan (25-150 uM) 1 mL alinarak iizerine 3.7 mL metal iyonlar1 icermeyen
bidistile su ve 0.1 mL 2 mM FeCl; eklendi. Hazirlanan karisim 60 dakika oda sicakliginda ve
karanlikta bekletildi. Reaksiyon 5 mM ferrozin igeren ¢ozeltinin 0.2 mL eklenmesi ile
baslatildi. Karigim vortekste iyice karistirilarak oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Daha
sonra bu ¢ozeltilerin 562 nm’de absorbansi, metal iyonlar1 igermeyen bidistile suya karsi
oOl¢iildii. Kontrol olarak 4.7 mL distile su alindi ve iizerine ferrozin ¢6zeltisinden 0.2 mL ve
FeCly ¢ozeltisinden 0.1 mL eklendi. islem yukarida belirtilen sekilde yapildi. Metal kelatlama

aktivitesi (%) asagidaki formiile gore hesaplandi:

(%) Metal Kelatlama Aktivitesi = [ (Ao-A1) / Ao] x 100

Ao=Kontrol absorbans degeri

A:=Ornek veya standardin absorbans degeri
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3.3.7. Nitrit Giderme Aktivitesi Yontemi

Nitrit giderme aktivitesi tayini, Liu ve dig. (2011) metodunun modifiye edildigi yonteme gore
yapildi. Asidik pH’ta ortamda bulunan nitritten olusan nitrozolayici reaktif tiir, Griess reaktifi
ile (siilfanilik asit ve naftilamin) renkli azo boyar maddesi olusturur. Fusya-koyu pembe
tonundaki bu kromofor maddenin, spektrofotometrik olarak 520 nm’de absorbansinin tayin
edilmesi yontemin esasidir (Ricart-Jané ve dig., 2002). Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan
sistein bilesiklerinin 1 mL’sine 1 mL NaNO:> ¢ozeltisi ve 5 mL sitrat tamponundan ilave edildi
(pH: 2.0, 0.2 M). Hazirlanan karisim 37°C’deki su banyosunda 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra her karigim igerisinden 1 mL alinarak iizerine 5 mL % 2 asetik asid ve
0.4 mL Griess reaktifi (% 1 siilfanilik asid; % 30 asetik asid igerisinde ve % 1 naftilamin % 30
asetik asid icerisinde 1:1 oraninda) ilave edilerek 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ornek
yerine standart olarak kuersetin kullanildi ve yukarida belirtilen sartlarda reaksiyon

gerceklestirildi. Daha sonra 520 nm’de kore karsi biitiin tliplerin absorbans degerleri dl¢iildii.

(%) Nitrit giderme aktivitesi hesab1 asagidaki formiile gore yapildi.
(%) Nitrit Giderme Aktivitesi = [1- (A1 / Ao) ] x 100
Ao=Kontrol absorbans degeri

A1=Ornek veya standardin absorbans degeri
3.3.8. Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi

Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) metodu ilk defa Glazer (1990) tarafindan
onerilmistir. Daha sonralar1 Cao ve dig., (1993) bu yontemi modifiye etmislerdir. Yontemin
temelinde, 2,2'-azobis (2-metilpropionamidin) dihidrokloriirin  (AAPH) termal olarak
bozunmasi sonucunda olusan peroksil radikalleri ile oksitlenebilen ve floresans 6zellik gosteren
hedef bir molekiiliin, antioksidan madde ile nasil korundugu ve bu molekiiliin florometrik
olarak Olgiilerek bozunma kinetigi egrisinin altinda kalan alan degisiminin belirlenmesi

temeline dayanmaktadir (Sekil 3.5).

Floresans 1s1mas1 yapan hedef molekiil olarak ilk baslarda fikoeritrin kullanilmissa da (Glazer,
1990) daha sonra bu molekiil yerini floreseine birakmistir (Ou ve dig., 2002; Alarcon ve dig.,
2008).
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CH;4 CH; NH, CH;
HyN— C — C —N=—N—C— C— NH, _':(']" 2 H,N—C — C —00°%+ N,
NH, CH; CH,4 NH, CH;
AAFH Termal bozunma sonucu

olusan peroksil radikali

Sekil 3.5: AAPH’1n termal bozunmasi ve peroksil radikalinin antioksidan bilesik ile reaksiyonu (AH:
Antioksidan) (Cao ve dig., 1993).

Calisgmamizda ORAC tayini, Huang ve dig., (2002) tarafindan gelistirilen yontemin modifiye
edilmesiyle yapildi. Bu amagla, primer ve sekonder fosfat (KH2PO4 ve KoHPO4) kullanilarak
75 mM pH’s1t 7.4 olan fosfat tamponu hazirlandi. Bu tampon ¢o6zelti kullanilarak 10 mL
hacmine 4.19x10° mM floresein stok ¢dzeltisi hazirlandi. Deney aninda bu stok ¢ozelti,
8.16x10™ mM olacak sekilde fosfat tamponu ile seyreltilerek floresein ¢alisma ¢ozeltisi elde
edilmis oldu. Floresein’in hem stok hem de calisma c¢ozeltileri, hazirlanir hazirlanmaz
karanlikta ve +4°C’de saklandi. Peroksil radikali olusturmasi i¢in kullanilan AAPH’1n 153
mM’lik ve 10 mL hacmindeki ¢6zeltisini hazirlamak i¢in yine fosfat tamponundan yararlanildi.
150 pL floresein ¢alisma ¢ozeltisi ve 25 pL farkli derisimlerde hazirlanan sistein bilesikleri,
siyah renkli 96 kuyucuklu florometrik mikroplate 6l¢iim kabina ilave edildi ve 37°C’de 10
dakika inkiibe edildi. Kontrol denemesi igin 6rnek yerine 6rnek hacmi kadar tampon ¢ozelti,
kor deneme igin de yalmzca tampon ¢ozelti kullanildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, kér harig
tim kuyucuklara 25’er pL taze hazirlanmis AAPH ilave edildi. Eksitasyon dalga boyu olarak
485 nm ve emisyon dalga boyu i¢in de 528 nm’ye ayarlanmig mikropleyt floresans okuyucu
cihazinda, 37°C’de ve 35 dakika siire boyunca dakikada bir floresans 1g1malar1 (intensiteleri)
kaydedildi. Standart bilesik olarak Troloks (12.5-50 uM) kullanildi ve ayn1 deney sartlarinda
Olctim alindi. ORAC degerlerinin hesaplanmasinda asagidaki formiilden yararlanildi ve

sonuglar % inhibisyon degeri olarak verildi.
(%) ORAC Degeri = [ (I2 - 1)/ (lo- 12) ] x 100

lo=Floresein’in baslangi¢ floresans intensite degeri
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I1=Ornek veya standart yoklugunda inkiibasyon ortaminda bozunmadan kalan floresein’in

floresans intensite degeri
I,=Ornek veya standart varhginda inkiibasyon ortaminda bozunmadan kalan floresein’in

floresans intensite degeri
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Calismamizda, sistein bilesiklerinin ve standart olarak kullanilan BHA ile Troloks’un

indirgeme giigleri spektrofotometrede ve 700 nm dalga boyunda Fe*"'ii Fe?"'ye indirgemeleri

esasina gore yapildi. Sistein bilesiklerinin indirgeme giigleri Tablo 4.1°de, standart maddelerin

indirgeme giigleri Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 4.1: Sistein bilesiklerinin indirgeme giigleri.

1 0.013+£0.001 0.031+0.007 0.012+0.001 0.002+0.002 0.020+0.002 0.003 +0.002
10 0.014 £0.002 0.041+0.009 0.013+0.001 0.004+0.002 0.028+0.008 0.002 +0.004
100 0.015+0.001 0.051+£0.011 0.014+0.001 0.026+0.002 0.035+0.009 0.005+0.005
250 0.023+0.012 0.068+0.012 0.026+ 0.013 0.070+0.003 0.049+0.006 0.008 £ 0.004
500 0.026 £0.014 0.094+0.013 0.032+0.018 0.125+0.003 0.061+0.006 0.013 +0.008

*Ortalama * standart sapma

Tablo 4.2: Standart maddelerin indirgeme giigleri.

1 0.272 £ 0.00 0.269 £ 0.000
10 0.289 + 0.008 0.279 £ 0.001
100 0.371 £ 0.004 0.367 £ 0.002
250 0.510 £ 0.004 0.489 £ 0.001
500 0.687 £ 0.005 0.671 £ 0.006

*Ortalama + standart sapma

Calismamizda, sistein bilesiklerininin ve BHA ile Troloks’un indirgeme gii¢lerinin 700

nm’deki absorbans degerlerinin 0.002-0.687 arasinda oldugu tespit edildi. Sistein bilesikleri

arasinda en yiiksek indirgeme giiciine sahip olan bilesigin ise 500uM konsantrasyonda 0.125 +

0.003 absorbans degeri ile metiyonin oldugu bulundu (Tablo 4.1). Sistein bilesiklerinin

indirgeme

giicleri

BHA>Troloks>metiyonin>S-fenil-Cys>sistin>S-metil-Cys>S-benzil -

Cys>taurin seklinde azalmaktadir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2). Standart maddeler kendi aralarinda
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karsilastirildiginda ise en fazla indirgeme giicii gosteren standardin BHAda oldugu belirlendi

(Sekil 4.1).
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m Troloks

Sekil 4.1: Sistein bilesiklerininin ve standart maddelerin indirgeme giigleri.

4.2. ABTS RADIKAL GIDERME AKTIVITESI

Calismamizda, sistein bilesiklerinin ve standart maddelerin ABTS radikal giderme aktiviteleri

Sekil 4.2°de gosterilmistir.

ABTS Radikal Giderme Aktivitesi (%)
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Sekil 4.2: Sistein bilegiklerinin ve standart maddelerin ABTS radikal giderme aktiviteleri.
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Sistein bilesiklerinin ve standart maddelerin ABTS radikal giderme aktivitelerinin
karsilastirilabilmesi i¢in 1Cso degerleri hesaplandi ve sonuglar Tablo 4.3’te gosterildi. Diisiik

ICs0 degeri, yiiksek antioksidan aktivitenin en iyi gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Tablo 4.3: Sistein bilesiklerinin ve standart maddelerin ABTS radikal giderme aktivitelerine ait 1Cso

degerleri.

S-Benzil-Cys 8099.15 + 726.43
S-Fenil-Cys 5199.90 + 25.67
S-Metil-Cys 6337.68 £ 75.21
Metiyonin 5325.61 + 229.40
Sistin 2029.67 = 106.54
Taurin 10350.25 + 569.48
BHT 444.88 +9.02
a-Tokoferol 446.49 + 20.26
Troloks 515.41 +2.02

*Ortalama + standart sapma

Tablo 4.3’e gore, sistein bilesikleri arasinda en yiiksek ABTS radikal giderme aktivitesi
sistin’de (2029.67 + 106.54 uM) goriiliirken, en diisik ABTS radikal giderme aktivitesinin ise
taurin’de (10350.25 + 569.48 uM) oldugu belirlendi. Buna gore, sistein bilesiklerininin ABTS
radikal giderme aktiviteleri sistin>S-fenil-Cys>metiyonin>S-metil-Cys>S-benzil-Cys>taurin
seklinde siralanmaktadir (Tablo 4.3). BHT nin ICso degeri a-tokoferol ile birbirine ¢ok yakin
bir degerdedir.

BHT, a-tokoferol ve Troloks’un ABTS radikal giderme aktivitelerinin ise sistein
bilesiklerininden daha yiiksek oldugu, standart maddeler arasinda bir mukayese yapilmasi
durumunda ise degerlerin birbirlerine yakin bulundugu ve BHT>a-tokoferol>Troloks seklinde

azaldig tespit edildi (Tablo 4.3).
4.3. DPPH RADIKAL GiDERME AKTIVITESI

DPPH radikal giderme aktivitesi, merkezinde azot atomu ihtiva eden 2,2'-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikali kullanilarak tayin edildi.
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Calismamizda, sistein bilesiklerininin serbest radikal giderme aktiviteleri Sekil 4.3°te ve

standart maddelerin serbest radikal giderme aktiviteleri de Sekil 4.4 *te goriilmektedir.
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Sekil 4.3: Sistein bilesiklerininin serbest radikal giderme aktiviteleri.

Deney protokolii geregi, reaksiyon karisiminda bulunan sistein bilesikleri DPPH serbest
radikalinin metanoldeki ¢6zeltisi ile muamele edildiginde, 517 nm dalga boyunda karigimin
rengi mordan sartya dogru agilmaktadir. Dolayisi ile renk ac¢ilmasi ne kadar fazla ise 6rneklerin
serbest radikali giderme aktiviteleri de o kadar yiiksektir. Sekil 4.3 te goriildiigli gibi, sistein
bilesikleri arasinda serbest radikal giderme aktivitesi en yliksek olan bilesigin metiyonin oldugu
bulundu. Serbest radikal giderme aktiviteleri yiiksekten diisiige dogru ise
metiyonin>sistin>taurin>S-metil-Cys>S-fenil-Cys>S-benzil-Cys seklinde siraland1 (Sekil 4.3).
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Sekil 4.4: Standart maddelerin serbest radikal giderme aktiviteleri.
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Standart maddelerin serbest radikal giderme aktivitelerine bakildiginda, 50 uM derisimde
Troloks’un % 80 oraninda inhibisyon gdsterdigi, BHA nin ise ayni derisimde % 28.95 oraninda

serbest radikali giderdigi goriilmektedir (Sekil 4.4).

Hem sistein bilesiklerininin hem de standart maddelerin serbest radikal giderme aktivitelerinin

diger bir gostergesi olan ICso degerleri hesaplandi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: Sistein bilesiklerinin ve standart maddelerin DPPH radikal giderme aktivitelerine ait ICso

degerleri.

WS tcansia
S-Benzil-Cys 5516.57 *+ 263.37
S-Fenil-Cys 3512.74 £ 200.51
S-Metil-Cys 2959.77 = 25.47
Metiyonin 318.43+17.31
Sistin 495,51 +31.85
Taurin 756.11+1.75
BHA 76.97 +1.68
Troloks 27.28 £0.76

*Ortalama + standart sapma

Calismamizda kullandigimiz tiim maddeler karsilastirildiginda ise ICso degerlerinin 27.28 ile
5516.57 uM arasinda degisim gosterdigi bulunmustur. Sistein bilesiklerininin ve standart
maddelerin  1Cso degerleri Troloks>BHA>metiyonin>sistin>taurin>S-metil-Cys>S-fenil-
Cys>S-benzil-Cys seklinde azalmaktadir (Tablo 4.4).

4.4, DMPD RADIKAL GIDERME AKTIVITESI

DMPD radikal giderme aktivitesinin tayininde N,N-dimetil-1,4-fenilendiaminin (DMPD)
kararli ve mor renge sahip bir radikal katyonu (DMPD+") kullanildi. Calismamizda test edilen
tiim maddelerin DMPD radikal giderme aktiviteleri Sekil 4.5’te ve standart maddelerin DMPD
radikal giderme aktiviteleri ise Sekil 4.6’da gosterildi.
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Sekil 4.5: Sistein bilesiklerinin DMPD radikal giderme aktiviteleri.
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Sekil 4.6: Standart maddelerin DMPD radikal giderme aktiviteleri.

Sistein bilegikleri ve standart maddelerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanmasi ile yapilan
denemelerde, test edilen biitiin maddelerin konsantrasyonu ile DMPD radikalini giderme

aktivitelerinin arttig1 tespit edildi (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

Calisilan biitiin maddelerin % inhibisyon degerleri ile konsantrasyonlari arasinda ¢izilen
grafiklerden elde edilen dogru denklemleri ile ICsp degerleri hesaplandi ve sonuglar Tablo

4.5’te verildi.
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Tablo 4.5: Sistein bilesiklerinin ve standart maddelerin DMPD radikal giderme aktivitelerine ait 1Cso

degerleri.
S-Benzil-Cys 9.66 £ 0.04
S-Fenil-Cys 1.14 £0.02
S-Metil-Cys 9.56 +0.13
Metiyonin 8.75+ 0.03
Sistin 9.82 £0.01
Taurin 9.32 £0.05
Askorbik Asit 0.737 £ 0.001
Troloks 0.875 + 0.007

*Ortalama + standart sapma

Sistein bilesikleri arasinda en diisiik ICso degerinin 1.14 £ 0.02 uM ile S-fenil-Cys’e ait oldugu
goriildii. Bunun disinda kalan sistein bilesiklerinin ICso degerleri ise birbirine ¢ok yakin ve
8.75-9.82 uM arasinda bulundu (Tablo 4.5). Standart maddelerin sistein bilesiklerine goére
DMPD radikalini daha iyi giderdigi, askorbik asit ile Troloks karsilastirildiginda ise askorbik
asidin Troloks’a gore DMPD radikalini daha iyi yakaladigi ve ICso degerlerinin askorbik
asit>Troloks seklinde azaldig1 belirlendi (Tablo 4.5).

4.5. FERRI iYONU REDUKLEYICi ANTIOKSIDAN PARAMETRE DENEYi

FRAP deneyi, Fe (III) iyonunun ¢oziiniirliigini artirmak igin asidik pH degerinde (pH: 3.6)
gerceklestirildi. Renksiz Fe (IIT) kompleksi (Fe3*-tripiridil-S-triazin), antioksidan molekiil
varhiginda mavi renkli Fe(IT) kompleksine (Fe?*-tripiridil-S-triazin) indirgendi. Bu indirgenme
olayr antioksidan molekiiliin ferri iyonuna bir elektron transfer etmesi ile gerceklesti. Test
edilen biitiin maddelerin FRAP degerleri, FeSO4.7H20 ile elde edilen dogru denklemi (Sekil
4.7) kullanilarak pM Fe?* cinsinden hesaplandh.

£ 06 y = 0,0004x + 0,0262

S 05 R2=0,9922

3 04

2 0,3

S 02

201 -

< 0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

pM FeSO,.7H,0

Sekil 4.7: FeS04.7H,0 kullanilarak elde edilen standart grafigi.
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Calismamizda, bu yontemle sistein bilesiklerininin ve standart maddelerin FRAP degerleri
belirlendi. Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan S-benzil-Cys, S-fenil-Cys, S-metil-Cys,
metiyonin, sistin ve taurin’e ait FRAP degerleri uM Fe?* cinsinden Tablo 4.6°da, standart

maddelerin FRAP degerleri ise uM Fe?* cinsinden Tablo 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.6: S-benzil-Cys, S-fenil-Cys, S-metil-Cys, metiyonin ve taurin’e ait FRAP degerleri.

300 - - - - 35.40 £3.92 -

350 - = P - 39.68 £0.71 -

400 = - - = 46.23+1.42 -

500 - = = - 57.81+£0.71 -

750 - - - - - -

1000 - 23.57£2.82 = - - -

1250 4472+4.45 33.89+204 25.08+285 1.66%0.36 4.94 +0.00

1500 5126 £8.43 43.71+584 32.88x1.07 2.92+£0.00 - 16.01+1.42

1750 7191+£7.75 46.73+£210 39.93+320 8.21+0.36 - 19.04 £ 0.00

2000 75.69 £ 1.95 - 53.03+1.07 18.53+£285 - 21.80£0.36

*Ortalama + standart sapma

Calismamizda, sistein bilesiklerininin ve standart maddelerin konsantrasyonlarinin artmasi ile
ferri iyonunu indirgeme kapasitelerinin arttigi goriildii. S-benzil-Cys, S-metil-Cys ve
metiyonin’in 1250-2000 uM araliginda FRAP degerleri hesaplanabilirken, S-fenil-Cys’nin
1000-1750 uM araliginda ve sistin’in de 300-500 pM derisimlerinde FRAP degerleri tespit
edildi (Tablo 4.6). Sistein bilesiklerininin FRAP degerlerinin en diisiik 1.66 + 0.36 uM Fe?* ile
1250 uM konsantrasyonda metiyonine ait oldugu goriiliirken, en yiiksek ferri iyonu indirgeyici
ozellikte olanm ise 500 uM konsantrasyonda sistin’e (57.81 + 0.71 uM Fe?") ait oldugu
belirlendi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.7: Standart maddelerin FRAP degerleri.

250 107.92 £ 0.36 130.83 £2.85
500 194.28 +1.42 211.15+5.34
750 231.80+2.50 236.33+3.20
1000 246.15+2.14 242,88 £0.36

*Ortalama = standart sapma

Standart maddelerin  FRAP degerleri, 250-1000 puM derisim araliginda hesaplandi.
Standartlarin bu degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu, Troloks i¢in ferri iyonunu indirgeme
giiciiniin en yiiksek 242.88 +0.36 uM Fe?* ve askorbik asidin de 246.15 +2.14 uM Fe?* oldugu
tespit edildi (Tablo 4.7).

4.6. METAL KELATLAMA AKTIiVITESI

Metal kelatlama aktivitesinin tayini, biyolojik sistemlerdeki hiicre membranlarinin ana
bilesenlerinden olan lipitlerin oksidasyonuna, bir baska ifade ile lipit peroksidasyonuna, sebep
olabilen gecis metallerini tutukladigi ig¢in 6nem arz etmektedir (Rival ve dig., 2001).
Calismamizda, sistein bilesiklerininin ve standart metal kelatlayici olan EDTA’nin metal
kelatlama aktiviteleri, Decker ve Welch (1990) tarafindan ortaya koyulan yonteme gore yapildi
ve sonuglar % metal kelatlama aktivitesi ile konsantrasyon arasinda ¢izilen grafik iizerinde

gosterildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: Sistein bilesiklerininin ve standart maddenin metal kelatlama aktiviteleri.
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Sistein bilesikleri ve EDTA kullanmak sureti ile degisik derisimlerde hazirlanan 6rneklerle
yapilan denemelerde, 6rneklerin derigimlerinin artmasi ile metal kelatlama aktivitelerinin de
arttig1 goriildi. S-fenil-Cys’nin, standart da dahil olmak iizere ¢alismamizda kullanilan biitiin
maddeler arasinda en yiiksek metal kelatlama aktivitesine sahip oldugu bulundu (Sekil 4.8). S-
fenil-Cys’den sonraki siralama ise EDTA>S-benzil-Cys>sistin>metiyonin>S-metil-Cys>taurin
seklinde azald1 (Sekil 4.8).

Sistein bilesiklerininin ve EDTA’nin gdstermis oldugu metal kelatlama degerlerinden elde

edilen sonuglar ayrica ICso degeri cinsinden de Tablo 4.8de verildi.

Tablo 4.8: Sistein bilesiklerininin ve standart maddenin metal kelatlama aktivitelerine ait 1Cso

degerleri.
S-Benzil-Cys 94.82 £ 0.33
S-Fenil-Cys 21.93£3.29
S-Metil-Cys 154.18 + 2.00
Metiyonin 140.45+1.29
Sistin 105.73 £ 4.02
Taurin 181.54 £+ 7.37
EDTA 60.00 £ 6.47

*Ortalama =+ standart sapma

Tablo 4.8’e gore, en diisik ICso degerinin 21.93 + 3.29 uM ile S-fenil-Cys’ye ait oldugu
goriiliirken, en yliksek ICso degeri ise taurin i¢in 181.54 + 7.37 uM olarak hesaplandi.

4.7. NITRIT GIDERME AKTIiVITESI

Calismamizda kullanmis oldugumuz tiim maddelerin nitrit giderme aktiviteleri, asidik pH’ta
Griess reaktifi (stilfanilik asit ve naftilamin) ve nitrit kullanilarak 520 nm dalga boyunda
spektrofotometrede tayin edildi. Sistein bilesiklerinin ve standart olarak kullanilan kuersetin’in

nitrit giderme aktiviteleri (%) Sekil 4.9°da verildi.
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Sekil 4.9: Sistein bilesiklerinin ve standart olarak kullanilan kuersetin’in nitrit giderme aktiviteleri.

Standart olarak kullanilan kuersetin’in nitrit giderme aktivitesi, ¢alismamizda kullandigimiz
sistein bilesiklerinin tlimiiniin nitrit giderme aktivitelerinden daha diisiik degerde bulundu. Bir
baska ifade ile sistein bilesiklerinin, kuersetin’den ¢ok daha fazla nitrit giderme aktivitesi
gosterdigi belirlendi (Sekil 4.9).

Calisilan her maddenin nitrit giderme aktivitesi ile konsantrasyonlar1 arasinda ¢izilen
grafiklerden elde edilen dogru denklemi kullanilarak, ¢alisilan tiim maddelerin ve standartin
ICso degerleri de hesaplandi (Tablo 4.9).

Tablo 4.9: Sistein bilesiklerininin ve kuersetin’in nitrit giderme aktivitelerine ait 1Cso degerleri.

S-Benzil-Cys 2161.96 + 28.65
S-Fenil-Cys 1094.62 + 19.80
S-Metil-Cys 846.34 £ 61.45
Metiyonin 896.27 + 33.30
Sistin 812.78 £41.74
Taurin 1527.11 £ 45.17
Kuersetin 2185.27 + 76.50

*Ortalama + standart sapma
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Calismamizda sistein bilesiklerinin ICso degerleri ile standardinki karsilastirildiginda, 1Cso
degerlerinin 812.78 ile 2185.27 uM arasinda degisim gosterdigi bulundu. En diistik ICso degeri
sistin i¢in hesaplanirken (812.78 + 41.74 uM), en yiiksek ICsg degeri ise standart madde olarak
kullanilan kuersetin i¢in hesaplandi (2185.27 + 76.50 uM) (Tablo 4.9).

4.8. OKSIJEN RADIKALI ABSORBANS KAPASITESI (ORAC)

Calismamizda, ORAC tayini eksitasyon dalga boyu olarak 485 nm ve emisyon dalga boyu igin
528 nm’ye ayarlanmig mikropleyt floresans okuyucu cihazinda ve 37°C’de yapildi. Sistein
bilesiklerinin ve standart maddenin % olarak ORAC degerleri Sekil 4.10’da verildi.
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Sekil 4.10: Sistein bilesiklerinin ve standart maddenin % inhibisyon cinsinden ORAC degerleri.

Sekil 4.10°a gore Troloks’un, ¢alismamizda kullandigimiz sistein bilesiklerinin tamamindan
daha iyi ORAC degerine sahip oldugu belirlendi. Bir baska deyis ile deney protokoliine gore
floreseinin, AAPH’mn termal bozunmasi sonucu aciga cikan peroksil radikalleri ile

oksidasyonunu en 1yi Troloks un 6nledigi tespit edildi (Sekil 4.10).

Calismamizda kullandigimiz tiim bilesiklerin ORAC yontemi ile belirlenen ICsg degerleri de

hesaplandi ve sonuglar Tablo 4.10°da verildi.
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Tablo 4.10: Sistein bilesiklerininin veTroloks’un ORAC yontemi ile belirlenen ait 1Cso degerleri.

S-Benzil-Cys 807.93 £23.92
S-Fenil-Cys 637.31 £ 12.00
S-Metil-Cys 567.94 £12.91
Metiyonin 297.71 £ 28.71
Sistin 680.14 £5.42
Taurin 430.23 £9.77
Troloks 32.77+£0.47

*Ortalama * standart sapma

Standart olarak kullanilan Troloks’un ICso degeri 32.77 + 0.47 pM olarak bulundu. Bu degerin,
sistein bilesiklerinin ICso degerlerinden daha kiigiik oldugu belirlendi (Tablo 4.10). Sistein
bilesikleri kendi aralarinda karsilastirildiginda ise 297.71 + 28.71 uM ICso degeri ile
metiyonin’in digerlerine gore daha kuvvetli peroksil radikali yakalayicisi oldugu tespit edildi.
Buna gore, sistein bilesiklerininin ORAC yontemi ile belirlenen ICso degerleri metiyonin>

taurin>S-metil-Cys>S-fenil-Cys>sistin>S-benzil-Cys seklinde azalmaktadir (Tablo 4.10).
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5. TARTISMA VE SONUC

Serbest radikaller, cok reaktif olan ve meydana geldigi fizyolojik kosullarda diger hiicresel bir
¢ok biyomolekiille etkileserek bu molekiilleri kararsizlagtiran, olduk¢a hizli bir sekilde
radikalik zincir reaksiyonlarina girebilen bir veya daha fazla eslestirilmemis elektron iceren
molekiiller veya molekiiler fragmanlardir (Valko ve dig., 2006). Serbest radikallerin en
onemlilerinden olan ROT’lar, hiicrelerde meydana gelen oksidatif fosforilasyon reaksiyonlari
gibi metabolizma reaksiyonlarinda stirekli iiretilmektedir. Bu iiretim, organizmada bulunan ve
antioksidan savunma sistemi adi verilen 6zellesmis bir kompleks sistem tarafindan dengede
tutulmaktadir. Bu antioksidan savunma mekanizmasi, meydana gelen ROT miktarin1 notralize
edemez hale geldiginde kanser, diyabet gibi dnemli bir¢ok hastaligin patogenezinde rolii oldugu
bilinen ve oksidatif stres adi verilen durum ortaya g¢ikmaktadir (Valko ve dig., 2006).
Antioksidanlar, serbest radikallerin sebep oldugu olumsuz her tiirlii etkiye karsi, organizmada
diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar. Ayrica, substrat oksidasyonunun 6nlenmesine yardimci
olduklart gibi ayn1 zamanda da organizmanin ROT’lara kars1 savunma mekanizmasinda 6nemli
bir rol oynayan maddelerdir (Flora, 2007; Suleman ve dig., 2019). Bir antioksidanin, hedeflenen
molekiillerin  oksidatif hasarin1  geciktirdigi, engelledigi veya ortadan kaldirdig:
bildirilmektedir. Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda bile substratlarin oksidasyonunu
onleyebilmektedir. Hayvansal ve bitkisel organizmalarda radikal temizleyici gorevi gibi

biyolojik roller iistlenmektedirler (Taira ve dig., 2015).

Kiikiirt atomu tiim canli hiicrelerde bulunmakla birlikte, ayn1 zamanda yasam icin gereklidir.
Ayrica, organizmada oldukg¢a 6nemli fonksiyonlara sahip olan bazi amino asitlerin, proteinlerin
ve diger bir¢ok biyomolekiiliin yapisina katilir (Mukwevho ve dig., 2014). Dogada 300’den
fazla amino asit bulunmasina ragmen, bunlardan yalnizca 20 tanesi proteinlerin bilesiminde
bulunur. Bu 20 amino asidin tamami, yapisal olarak a-amino asitler olarak ifade edilir . Kiikiirt
iceren amino asitler metiyonin, sistein, sistin, homosistein, N-asetil sistein ve taurin’dir.
Bunlardan yalnizca metiyonin ve sistein proteinlerin yapisina katilirlar, digerleri proteinlerin
bilesiminde bulunmazlar ve non-proteinojenik amino asitler olarak ifade edilirler (Perta-Kajan
ve dig., 2007). Metiyonin ve sistein proteinlerin yapitaglarindan oldugu i¢in insan saghigi ve
besinsel anlamda da 6nemli bir role sahiptir (Ingenbleek ve Kimura, 2013; Krishnana ve Jezb,

2018).
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Bir molekiiliin antioksidan aktivitesi ile ayn1 molekiiliin indirgeme kabiliyeti arasinda dogrudan
iliski bulunmaktadir. Indirgeme giicii deneyi, bir maddenin antioksidan yetenegini dogrulamak
icin giivenilir bir veri saglar. Indirgenme potansiyeli olan maddeler potasyum ferrisiyanit ile
reaksiyona girerek potasyum ferrosiyaniir olusturur. Olusan potasyum ferrosiyaniir de daha
sonra yogun renkli Prusya mavisi kompleksi olusturmak i¢in FeCls ile reaksiyona girer.
Meydana gelen bu kompleks, 700 nm dalga boyunda maksimum absorpsiyon piki verir. Olusan
kompleks miktari, yani Prusya mavisinin renk yogunlugu, test numunesinin indirgeme
kapasitesi ile dogru orantilidir. Bir bagka ifade ile absorbanstaki bir artis veya reaksiyon
sonucunda olusan Fe?* konsantrasyonunun yiikselmesi, numunenin indirgeme giiciiniin bir
oOlgtisiidiir (Kumar ve dig., 2013). Calismamizda, sistein bilesiklerinin ve standart maddelerin
indirgeme gligleri absorbans cinsinden belirlenmistir. Buna gore, 500 uM konsantrasyonda
indirgeme giicii en yliksek olan bilesigin metiyonin (0.125 + 0.003), en diisiik olanin ise taurin
(0.013 + 0.008) oldugu saptanmistir (Tablo 4.1). Bu degerlerin askorbik asidin ve Troloks’un
indirgeme giiclerinden olduk¢a diisiik olmasi, sistein bilesiklerinin Fe®*’ii indirgeme

yeteneklerinin az oldugunu gostermektedir.

ABTS radikal giderme aktivitesi yontemi, elektron transferi temeline dayanmaktadir ve hem
lipofilik hem de hidrofilik bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Gupta, 2015). Calismamizda, sistein bilesiklerinin ABTS radikal giderme
aktiviteleri belirlenmis ve sonuglar standart maddelerin ABTS radikal giderme aktiviteleri ile
karsilastirilmistir. ICsp degeri ile antioksidan aktivite arasinda ters orant1 oldugu g6z 6niinde
bulunduruldugunda standart maddelerin sistein bilesiklerine goére oldukga diisiik ICso
degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.2). Calismamizda, sistein bilesiklerinin ICsp
degerleri 2029.67 ile 10350.25 uM araligina denk gelen yiiksek konsantrasyonda bulunmustur.
Bu durum, ABTS radikal giderme aktivitesi yonteminin genis pH araliginda ve hem hidrofilik
hem de hidrofobik molekiillere uygulanabilmesi ile agiklanabilir (Osman ve dig., 2006;
Lemanska ve dig., 2001). Ancak, Ripoll ve dig., (2012) tarafindan taurin’in ABTS radikalini
yakalama yeteneginin olmadig: bildirilmis; Kim ve dig., (2018) tarafindan yapilan bir baska
calismada ise metiyonin ve taurin’in ABTS radikal giderme aktivitesi gostermedigi tespit

edilmistir.
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DPPH radikal giderme aktivitesi metodu, gerek dogal gerekse sentetik 6zellikteki maddelerin
antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesinde siklikla kullanilan, tekrarlanabilirligi yiiksek, basit
ve hizli sonug veren bir yontemdir. Bu radikal, merkezinde azot atomu bulunan aromatik bir
yapiya sahiptir ve 517 nm dalga boyundaki 1s1g1 absorblama yetenegi maksimumdur.
Reaksiyon ortaminda karsilastigi antioksidan Ozellikteki bilesik ile tepkimeye girerek, o
bilesige bir proton veya elektron verir ve bunun sonucunda radikalin rengi acilarak agik saridan
renksize kadar gider (Brand-Williams ve dig., 1995; Scalzo, 2008). Test edilen molekiiliin
antioksidan aktivitesi ne kadar yiiksek olursa, DPPH radikalinin rengi de o kadar agik olur.
Calismamizda, DPPH radikalinin metil alkolde hazirlanan koyu mor renkli ¢6zeltisi kullanilmis
ve standart maddelerin DPPH radikalini, sistein bilesiklerinden oldukg¢a iyi yakaladigi
belirlenmistir  (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Sistein bilesikleri ise kendi aralarinda
degerlendirildiginde, DPPH radikal giderme aktivitelerinin metiyonin>sistin>taurin>S-metil-
Cys>S-fenil-Cys>S-benzil-Cys seklinde azaldigi bulunmustur (Sekil 4.3). Yapisinda kiikdirt
iceren amino asitler ile yapilan in vitro antioksidan aktivite ¢alismasinda, metiyonin ve taurin’in
DPPH radikalini yakalama kapasitesinin olmadigi bildirilmistir (Kim ve dig., 2018). Ripoll ve
dig., (2012), dogal substrat olarak sectikleri taurin’in, DPPH radikalini 50 pg/mL
konsantrasyonda (399.57 uM) % 10.84 = 5.12 oraninda inhibe ettigini belirlemislerdir. Bu
deger, calismamizda kullandigimiz taurin’in 300 pM konsantrasyondaki % 22.6 + 0.88
inhibisyon degerinin yaklasik yaris1 kadardir (Sekil 4.3).

Bir bagka antioksidan aktivite tayin yontemi olan DMPD radikal giderme aktivitesi metodu,
pH: 5.30°da demir (III) iyonu ile DMPD’nin reaksiyonu sonucunda elde edilen, mor renkli ve
kararli DMPD+" kullanilarak yapildi. Bu katyon radikali, ¢evresindeki molekiillerden hidrojen
atomu transfer ettiginde, radikalin kararli hale gegmesi sonucunda mor renk agilir (Sripakdee
ve dig., 2015). Mor rengin a¢ilmasi ile buna neden olan molekiiliin antioksidan kapasitesi
arasinda oranti vardir. Calismamizda sistein bilesikleri i¢in 1.14-9.82 uM araliginda ICso degeri
bulunmustur. Standart antioksidanlar olan askorbik asit ve Troloks icin ise ICso degerleri, sirast
ile 0.737 uM + 0.001 ve 0.875 + 0.007 uM olarak hesaplanmigtir. Standart maddelerin sistein
bilesiklerinden daha diisiik DMPD radikal giderme aktivitesine ait ICso degerine sahip olmasi,
ABTS ve DPPH yontemleri ile elde ettigimiz sonuglarla uyum gostermektedir.
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FRAP metodu basit ve ucuz bir yéntem olup, redoks potansiyeli olan bilesiklerin Fe**-TPTZ
komplesine bir elektron vererek yogun mavi renkli bir bilesik olan Fe?*-TPTZ kompleksini
olusturmak tizere antioksidan kapasitelerini 6lgmektedir (Benzie ve Szeto, 1999). Bu nedenle,
redoks potansiyeli Fe3*/Fe?* ¢iftinin redoks potansiyelinden daha az olan herhangi bir bilesik,
Fe(Il)’t Fe(Il)’ye teorik olarak indirgeyebilmektedir (Amin ve dig., 2013). Calismamizda
sistein bilesiklerinin ve standart maddelerin FRAP degerleri pM Fe?* cinsinden hesaplanmistir.
Sistein bilesiklerinin, notrale yakin pH degerinde gerceklesen indirgeme glicii deneyinde
oldugu gibi, asidik ortamda uygulanan FRAP metodunda da askorbik asit ve Troloks’tan daha
diisiik indirgeme ozelligi sergiledigi gorlilmiistiir (Tablo 4.5). Bu durum, biyotiyol olarak
glutatyon ve sistein amino asitlerinin FRAP degerlerinin belirlenmesi amaci ile yapilan bir
calismada, sz konusu biyotiyollerin Fe®* ile yeterince reaksiyona girememelerinden dolayi
tayin edilememesi ile uyusmaktadir. Bunun nedeni Fe (III)’iin yiiksek-spinli ve yar1 dolu d-
orbitalleri olabilir (Demirci-Cekig ve dig., 2009). Ayrica Gorinstein ve dig., (2009), beyaz ve
kirmiz1 sogan ile sarimsakta bulunan biyoaktif tiyol grubu iceren bilesenlerin antioksidan
aktivitelerini tayin etmisler ve bu bilesenlerin FRAP degerlerinin tiyol tipi antioksidanlar i¢in

uygun olmadigmi belirtmislerdir.

Demir (Fe?") ve bakir (Cu®") iyonlar1 gibi bazi gegis metallerinin Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlarinda oldugu gibi hidroksil radikali tiretimine yol agmasi sonucunda 6zellikle hiicre
membranlarinda oksidatif hasar olugmaktadir. Dolayisiyla metal iyonlarinin kelatlanmasi son
derece onemlidir. Bu nedenle, bir molekiiliin metal kelatlama yontemi ile oksidasyona sebep
olan Fe?" iyonunu baglama kapasitesinin dl¢iilmesi énem arz eder ve sdz konusu molekiiliin
antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde etkin bir yontem olarak kullanilir. Bu yontemde
Fe(Il) ile kirmizi renkli kompleks olusturulan Fe (II)- ferrozin kompleksi kullanilir; antioksidan
molekiiliin ferro demiri ferrozinden daha c¢ok kelatlamasi sonucunda rengin acilmas ile
antioksidan kapasite belirlenir (Wang ve dig., 2009; Navanesan ve dig., 2015). Calismamizda,
sistein bilesikleri ve standart madde arasinda en yiiksek metal kelatlama aktivitesi gosteren
bilesik 1Cso degeri 21.93 + 3.29 uM olan S-fenil-Cys’dir. EDTA’dan hemen sonra da 94.82 +
0.33 uM ICsp degeri ile S-benzil-Cys gelmektedir (Tablo 4.6). S-fenil-Cys ile S-benzil-Cys’in,
diger sistein bilesiklerinde daha yiiksek metal kelatlama aktivite gostermesinin sebebi

yapilarindaki aromatik grubun varligir olabilir. Aromatik amino asitler, rezonans yapilari
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sayesinde serbest radikallere kolaylikla elektron verdikleri i¢in etkili birer radikal gidericidirler

(Saito ve dig., 2003; Rajapakse ve dig., 2005; Carrasco-Castilla ve dig., 2012).

Nitrit ve nitrat, protein bakimindan zengin gidalarda, ilaglarda ve iyi yikanmamis bitkiler
yoluyla viicuda girebilen artik pestisitlerdeki sekonder amin gruplar1 ile reaksiyona girerek
nitrozaminleri olusturur. Bu nitrozaminler, et {iriinlerinin renklendirilmesinde, hem yaprak hem
de kok sebzelerinde biiyiik miktarlarda bulunur. Nitrozaminler ise kansizliga sebebiyet vermesi
ve kanser riskini arttirabilen diazoalkanlara, proteinlere ve hiicre i¢i bilesenlere doniistiiriildigi
i¢in dnemlidir (Beckman ve Koppenol, 1996; Cha ve dig., 2009; Ozdestan ve Uren, 2010; Zhan
ve dig., 2016). Bu calismada sistein bilesiklerinin nitrit giderme aktivitelerinin belirlenmesinde,
reaksiyon ortaminda bulunan nitritten asidik pH’ta olusan nitrozolayici reaktif tiiriin, Griess
reaktifi ile fusya renkli azo boyar maddesine doniistiirilmesinden yararlanilmis ve olusan
rengin absorbansi spektrofotometrik olarak 520 nm’de tayin edilmistir. Calismamizda, standart
madde olarak segilen kuersetin’in nitrit giderme aktivitesinin, sistein bilesiklerinin tiimiiniin
nitrit giderme aktivitelerinden daha diisiikk degerde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7). Buna
karsilik, fizyolojik pH degerinde kiikiirt iceren bazi bilesiklerin nitrik oksit giderme
aktivitelerinin arastirildigi ¢alismada, hem disiilfit grubu (-S-S-) hem de S-metil grubu iceren
tiyol bilesiklerinin nitrik oksit radikalini gideremedikleri rapor edilmistir (Vriesman ve dig.,

1997).

Nutrasotik, farmasotik ve gida endiistrisindeki antioksidan aktiviteyi 6l¢gmek i¢in standart bir
metot olan ve yaygin sekilde kabul géren ORAC yonteminde, 2,2'-azobis (2-amidinopropan)
dihidrokloriir (AAPH) gibi azo bilesiklerinin 37°C'deki termal olarak parcalanmasiyla
baglatilan ve bunun sonucunda olusan peroksil radikalllerinin neden oldugu oksidasyonun
inhibisyonu florometrik olarak 6l¢iilmektedir (Huang ve dig., 2002; Gorinstein ve dig., 2009).
Olusan peroksil radikalleri, yontemde florometrik prob olarak kullanilan floresein’in
floresansin1 azaltir (Normah ve Hanapi, 2019). Peroksil radikal olusumuna bagli olarak,
antioksidan molekiil varliginda floresein’in floresans isima yapma yeteneginin azalmasi optik
olarak takip edilir ve antioksidan aktivite, floresantaki intensitenin yavaslamasiyla belirlenir.
Antioksidanlar bu reaksiyonu, floresans sinyalinin oksidatif degradasyonunu inhibe eden bir
hidrojen atomu transfer mekanizmasiyla bastirir. Floresans sinyali 30 dakikadan fazla siire ile

Olciiliir. Test numunesindeki antioksidan konsantrasyonu, test boyunca floresans yogunluguyla
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orantilidir (Gupta, 2015). Calismamizda, sistein bilesiklerinin ORAC degerleri, standart
maddenin degerleri ile karsilastirilmis ve Troloks’un sistein bilesiklerine gore peroksi
radikallerini yakalama giiclinlin daha fazla oldugu sonucuna ulasilmistir (Tablo 4.9). Sistein
bilesiklerinden ise en iyi antioksidan aktiviteye metiyonin’in sahip oldugu tespit edilmistir.
Bazi ROT’larin inhibitor diyagramlarini belirlemek amaci ile yapilan bir ¢alismada, toplam 10
amino asidin ve diger bazi dogal bilesenlerin ORAC degerleri incelenmis ve sistein’in
metiyonin’e gore daha ¢ok ORAC degerine sahip oldugunu belirtilmistir (Nakajima ve dig.,
2016). Cesitli tripeptit kombinasyonlar1 ve 20 amino asit ile yapilan baska bir ¢alismada ise
triptofan ve tirozinden sonra en yiiksek ORAC degerinin metiyonin’a ait oldugu rapor edilmistir

(Ohashi ve dig., 2015).

Diinyada besin sektoriinde, sz konusu gidalarin hem raf Omiirlerinin uzatilmasi hem de
gidalarin ambalajlanmas1 sonrasinda istenmeyen reaksiyonlarin onlenmesi amaci ile bir¢ok
firma tarafindan sentetik antioksidanlarin kullanimi devam etmektedir. Bununla birlikte,
ozellikle sentetik antioksidanlarin kullanimi konusunda baz: iilkeler tarafindan kisitlamalara
gidilmektedir. Dolayist ile tiikketmekte oldugumuz her tiirlii gida vasitastyla organizmaya alinan
sentetik ya da dogal antioksidanlarim in vivo kosullardaki yararli etkilerinin belirlenmesi hususu

bilim insanlarinca arastirilmaya devam etmektedir.

Ozellikle dogal kaynaklardan elde edilen molekiillerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla birbirinden farkli mekanizmalara dayanan, elektron transferi veya hidrojen atomu
transferi temelli antioksidan aktivite tayin yontemleri kullanilmaktadir. Yapilan literatiir
taramasi sonucunda, ¢alismamizda kullandigimiz sistein bilesiklerinin in vitro antioksidan

aktiviteleri hakkinda ¢aligmaya rastlanmamustir.
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