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OZET

Biyolojik sistemlerde ¢esitli nedenlerle asir1 miktarlarda iiretilen serbest radikaller ile
bu radikallerin detoksifikasyonundan sorumlu antioksidanlar arasinda hassas bir denge
mevcuttur. Bu denge oksidatif stres olusturacak sekilde oksidanlar yoniine kayabilir. Oksidatif
stres pek ¢ok hastaligin etyopatogenezinde onemli rol oynar. Bu noktada hem biyolojik
materyallerdeki endojen hem gidalardaki ekzojen antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi

Onemlidir.

Bugiine kadar pek ¢ok farkli teknikle in vitro ve in vivo antioksidan dl¢iim yontemleri
gelistirilmistir ve uygulanmaktadir. Bu calismada antioksidan kapasiteyi direkt Slgen dort
fotometrik yontem, ferrik iyonu indirgeyici giic (FRAP), total antioksidan durum (TAS), total
antioksidan yanit (TAR), total tiyol (TTL) analitik performans karakteristikleri ve aralarindaki

iligki analiz edilerek degerlendirilmistir.

Elde edilen verilere gore FRAP yontemi her ne kadar tiyol bilesiklerini 6lgmede yetersiz
kalsa da yontemin basit, ucuz oldugu ve 6zel ekipmanlar gerektirmedigi goriildi. TAR
yonteminin tekrarlanabilirliginin diger {ic yonteme gore daha diisiik oldugu, iirik asidi 6lgmede
yetersiz kaldig1 ancak diger yontemlere gore daha yiiksek lineariteye sahip oldugu goriildii.
Hemoliz interferansindan en az etkilenen TAS ydnteminin ise basit ve uygulamasinin kolay
olmasindan dolay1 birgok arastirma laboratuvarinda kullanilabilecegi kanaatine varildi. TTL
yonteminin ise  gozlenebilirlik smirimin  en  disiik, sensitivitesinin  yiiksek ve

tekrarlanabilirliginin oldukca iyi oldugu izlendi.

Sonu¢ olarak, antioksidan kapasiteyi degerlendirmek i¢in bir¢ok yoOntem
kullanilmaktadir. Her birinin teknigi farkli ilkelere dayanir. Total antioksidan kapasiteyi
degerlendirirken sonuglar genellikle benzer egilimleri yansitsa da nadir olarak farkli sonuglara
yol acgabilirler. Bir bilesigin antioksidan aktivitesini tayin etmek i¢in standart bir metod yoktur
bu nedenle antioksidan kapasitenin degerlendirilmesinde farkli yontemlerin kullanilmasi ve

sonuglarin birlikte degerlendirilmesi daha uygun olacaktir.

Anahtar kelimeler: antioksidan kapasite, FRAP, TAS, TAR, TTL



ABSTRACT

In biological systems there is a sensitive balance between free radicals produced in
excessive amounts by various reasons and antioxidants that are responsible for detoxification
of these radicals. This balance may shift to oxidant side with forming oxidative stress. Oxidative
stress plays an important role in the ethiopathogenesis of several diseases. Therefore, it is
important to assess exogenous and endogenous antioxidant activities in the food and biological

materials.

So far, in vitro and in vivo antioxidant measurement methods using several different
techniques have been developed and implemented. In this study, four photometric methods
directly measuring the antioxidant capacity; ferric ion reducing power (FRAP), total
antioxidant status (TAS), total antioxidant response (TAR), total thiol (TTL), have been
evaluated by analyzing the analytical performance characteristics and the relationships

between them.

According to data obtained, FRAP method was inadequate for measuring the thiol
compounds, although it was observed as a simple and cheap method that did not require any
special equipment. It was found that repeatability of TAR method was worse than the other
three methods and it was inadequate to measure the uric acid but it had a higher linearity
than the other methods. TAS method was the least affected by the hemolysis interference. It
was concluded that the TAS method could be used in research laboratories due to its simple
and easy application. TTL method with the lowest limit of detection and high sensitivity and

repeatability was found to be quite efficient.

In conclusion, many methods are in use to assess the antioxidant capacity. Each
technique is based on different principles. Evaluating the total antioxidant capacity, the results
can often lead to similar trends and rarely reflect the different results. There is no standard
method to determine the antioxidant activity of a compound. Therefore, the use of different
methods and assessing the results together will be more convenient for evaluating the

antioxidant capacity.

Key words: antioxidant capacity, FRAP, TAS, TAR, TTL
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Total tiyol



1.GENEL BILGILER
1.1 Serbest radikaller

Atom ve molekiillerin yapisinda elektronlar genellikle eslesmis halde bulunur. Serbest
radikaller bir ya da daha fazla eslesmemis elektrona sahip atom ya da molekiillerdir [1]. Bundan
dolay1 biyolojik serbest radikaller g¢esitli organik substratlarla reaksiyona girebilen stabil
olmayan molekiillerdir. En basit serbest radikal bir proton ve eslesmemis bir elektrona sahip
hidrojen atomudur. Serbest radikaller daha ¢ok elektron transferi sonucu meydana gelir. En
onemli radikaller serbest oksijen radikalleri olmakla birlikte karbon, azot ve kiikiirt tiirevi olan
radikaller de mevcuttur [2]. Tablo 1.1°de gesitli serbest radikal ve non-radikal reaktif tiirleri

goriilmektedir.

Iki serbest radikal karsilastiginda eslesmemis elektronlarini ortaklasa kullanarak kovalent
bag olustururlar. Radikaller radikal olmayan molekiiller ile reaksiyona girdiginde (katilma
reaksiyonu, elektron vererek, elektron alarak veya hidrojen atomu transferi ) ise yeni radikaller
olusur [3]. Bundan dolay1 reaktif tiirlerinin in vivo olusumu serbest radikal zincir

reaksiyonlarinin baslatilmasi gibidir.

1.1.2 Serbest oksijen radikalleri

Molekiiler oksijen iki eslesmemis elektrona sahip oldugu icin biradikaldir. Oksijen,
metabolizmasinda bu eslesmemis iki elektronu ortaklasa kullanarak radikal olusturur.
Molekiiler oksijenin major metabolizmasi onun tamamen suya rediiksiyonunu igerir. Bununla
birlikte bir elektronun rediiksiyonuyla ¢esitli radikal tiirleri ve H2O2 asagidaki reaksiyonlarla
olusabilir [4]:

O,+e—» 0;° stiperoksit radikali
02+ H0 —» HO2* + OH™  hidroperoksil radikali
HO2+e ™+ H — H202 hidrojen peroksit

H,O2+e™ —» *OH + OH™ hidroksil radikali



Serbest oksijen radikalleri kisa omiirlii ve gii¢lii oksidan ozelliklere sahip oksijen

metabolitleridir [5] (Tablo 1.1.2).

Tablo 1.1: Serbest radikaller ve radikal olmayan reaktif tiirleri [6]

A) Hidrojen merkezli Hidrojen atomu H*
serbest radikaller
B) Oksijen merkezli Siiperoksit radikali 0:*
serbest radikaller Hidroksil radikali OH*
Alkoksil radikali RO*®
Peroksil radikali ROO*
C) Karbon merkezli Triklorometil CCls*
serbest radikaller
D) Nitrojen merkezli Nitroz oksit N20
serbest radikaller Nitrozil katyonu NO*
Peroksinitrit OONO™
Nitrojen dioksit NO.*
Peroksinitroz asit ONOOH
Dinitrojen trioksit N203
Nitroksil anyonu NO™
Nitroz asit HNO:>
Nitril klorid NOCI
E) Kiikiirt merkezli Tiyil RS*
serbest radikaller
F) Radikal olmayan Peroksinitrit ONOO™
reaktif tiirleri Hipokloroz asit HOCI
Hidrojen peroksit H202
Singlet (tekil) oksijen 10,
Ozon O3
Lipid peroksit LOOH



Tablo 1.1.2: Serbest oksijen radikallerinin bazi karakteristik 6zellikleri [7]

Tir Sembol | Yar1 émiir,s | Ozellik

Siiperoksit radikali | O2° 1x10® Iyi rediiktan, zayif oksidan

Hidroksil radikali | OH® 1x107° Cok reaktif

Perhidroksil HOy* Stiperoksite gore daha giiglii oksidan, lipid
peroksidasyonunu baslatabilir.

Alkoksil radikali RO* 1x10® Reaktivitesi peroksil ve hidroksil radikali
arasindadir.

Peroksil radikali ROO®* | 1x10? Hidroksile gore diisiik oksitleyicidir ancak iyi

dagilim gosterir.

Hidrojen peroksit | H20O> Oksidandir fakat organik substratlarla
reaksiyonu yavastir. Yiiksek difiizyon

yetenegi vardir.

Singlet oksijen 10, 1x10 Giiglii oksitleyici ajan

1.1.2.1 Siiperoksit radikali

Oksijenin bir elektron alarak rediiklenmesi sonucu siiperoksit radikali olusur. Oksijen
toksisitesinin ana nedenidir [8]. Tiyoller, katekolaminler, tetrahidrofolatlar gibi molekiillerin
otooksidayonu sonucu siiperoksit meydana gelir. Alfa, beta, gama gibi yiiksek enerjili dalgalar
oksijenden siiperoksit olusumuna neden olur [9]. Notrofil, makrofaj gibi aktive olmus fagositik
hiicreler ¢ok miktarda siiperoksit iiretirler. Rediiklenmis gecis metallerinin otoksidayonu da
stiperoksit olusturabilir [10]. Siiperoksit radikali aktivitesi diisiik ancak en kolay ve en gok

olusan radikaldir. Bununla birlikte diger radikallerin olusumuna yol agmasi agisindan énemlidir

[6].

1.1.2.2 Hidrojen perosit

Hidrojen peroksit, oksijene 2 elektron eklenmesiyle veya siiperoksite bir elektron

eklenmesiyle olusur. Eslesmemis elektron icermedigi igin gergek bir radikal degildir [11].
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0O, +2e +2HY —»H-0,
0,*+e ™+ 2HY —» H,0,

20, °® + 2H" —» H,0»

Hidrojen peroksit radikal olmadigi halde serbest radikal olusumu ag¢isindan énemlidir.
Hidrojen peroksit ve ferro demir (Fe*?) fenton reaksiyonu ile hidroksil radikaline doniisiir ve

bir seri radikal reaksiyonuna yol agarlar [12]:

1) Fe*?2+H,0, —» Fe**+*OH + OH" (Fenton reaksiyonu)
2) Fe*® +H0, —» Fe*?+ 0y +H

3) *OH +H0, —» H0+H + Oz

4) O +Fe™ — 5 Fe2+0;

5) *OH+Fe*2__, Fe™+OH"

Hidrojen peroksitin direkt siiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda da hidroksil
radikali olusur [13]. Haber Weiss reaksiyonu olarak da bilinen bu reaksiyon Fenton

reaksiyonuna gore oldukca yavastir.

02 +H,02 —>» 02+ OH +*OH

1.1.2.3 Hidroksil radikali

Hidroksil radikali en aktif ve toksik radikal tiiriidiir. Fenton ve Haber Weiss reaksiyonlari
sonucunda olusur [14]. Yar1 6mrii ¢ok kisa olmasina ragmen molekiillerde biiyiik hasara neden
olur. Yag asitleri ve tiyoller gibi ¢esitli molekiillerden bir proton alarak yeni radikallerin

olugsmasina neden olur [4].



1.2 Serbest radikallerin kaynaklari

Endojen kaynaklar:

>

Ksantin oksidaz, aminoasit oksidaz, triptofan dioksijenaz gibi bazi enzimlerin katalitik
dongiileri sirasinda serbest radikaller olusur [15].

Mitokondriyal elektron transportu hiicrelerdeki en biiyiik reaktif oksijen tiirleri
kaynagidir. Bu sistemdeki elektron kagagi stiperoksit radikali tiretebilir [1].

Tiyoller, katekolaminler, flavinler, hidrokinonlar gibi oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarinda rol alabilen kii¢iik molekiiller serbest radikal olusturabilir.
Endoplazmik retikulum ve niikleer membranlara bagli sitokromlarin oksidasyonundan
kaynaklanan serbest radikal tiretimi olur [16].

Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinda yer alan demir, bakir gibi gegis metalleri
serbest radikal reaksiyonlarini katalizler.

Plazma membraninda yer alan siklooksijenaz, lipooksijenaz, protein kinaz gibi
enzimlerin aktivasyonuyla serbest kalan arasidonik asidin oksidasyonu sonucu serbest
radikaller olusur [17].

Aktive olmus fagositer hiicrelerde (makrofaj, nétrofil vb.) solunumsal patlama sirasinda
stiperoksit anyonu, hidroksil radikali, hidrojen peroksit ve hipoklorik asit gibi cesitli
reaktif oksijen tiirleri olusur [5].

Travma, yanik, iskemi gibi oksidatif stres olusturan durumlar da serbest radikal

kaynagidir.

Ekzojen kaynaklar:

>

Hava kirliligi, sigara dumani, solventler, pestisidler, aromatik hidrokarbonlar gibi
cevresel ajanlar

Radyasyon

Stresle katekolaminlerin sentezi uyarilir, katekolaminlerin oksidasyonu ise serbest

radikal olusumuna neden olur.



1.3 Serbest radikallerin etkileri
1.3.1 Serbest radikallerin proteinlere etkisi

Aminoasit igerigine gore proteinlerin serbest radikallerden etkilenme derecesi degisir.
Sistein, metionin gibi kiikiirt igeren aminoasitler serbest radikallerden daha kolay etkilenir [18].
Pek cok reaktif oksijen tiirleri —SH gruplarini okside edebilir. Bunun sonucunda siilfiir
radikalleri olusur. Fazla sayida disiilfid bag1 igeren molekiillerin yapis1 bozulur. Oksitlenmis
metionin kalintilar1 metionin siilfoksit rediiktaz tarafindan onarilabilir. Diger hasar gérmiis

proteinler de ya onarilir ya da hiicresel proteazlar tarafindan ortadan kaldirilir [19].

1.3.2 Serbest radikallerin lipidlere etkisi

Lipidler serbest radikal tiirlerinin etkilerine karsi en duyarli olan molekiillerdir. Lipid
peroksidasyonu hiicre membraninda bulunan glikolipid, fosfolipid gibi lipidlerin yapisinda yer
alan ¢oklu doymamis yag asitlerinin reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyona girerek peroksit,
aldehid, hidroksi yag asitleri gibi ¢esitli iiriinlerin olusmasidir [5]. Membranda ya da serbest
yag asitlerinde lipid peroksidasyonu reaktif tiirlerin yag asitlerindeki ¢ift baglardan bir H atomu
cikarmasiyla baglar. Bu C atomunda eslesmemis bir elektron birakir. Coklu doymamis yag
asitlerindeki bu karbon radikallerinden molekiiler diizenleme ile daha kararli konjuge dienler
olusturulur. Konjuge dienin molekiiler oksijenle hizla reaksiyonu sonucu hidroperoksi
radikalleri (lipidperoksi radikalleri) olusur. Lipidhidroperoksi radikali diger lipidlerden H

atomu alir ve lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonu devam eder [4].

Lipid-H + *OH — Lipid®+ H20
Lipid®+ O,—* Lipid-O2*

Lipid-O2* + Lipid-H— Lipid-OH + Lipid®



Redoksu katalizleyen ge¢is metal iyonlarinin varliginda lipid peroksidasyonunun
yayilimi artar. Zincir kirict antioksidanlar, peroksil radikallerinin zincir yayilimmi ve
fosfolipidhidroperoksitlerini yok eder. Glutatyon peroksidaz da membrandaki peroksitleri

ortadan kaldirir [13]. Normal membran dongiisii de hasar gormiis lipidleri salar.

1.3.3 Serbest radikallerin niikleik asitlere ve DNA’ya etkileri

Serbest radikaller, niikleotidler ve DNA ile reaksiyona girerek baz modifikasyonlarina ve
DNA zincirinde kirilmalara yol agabilir [6]. Hidroksil radikali DNA’nin tiim komponentlerine
saldirabilirken singlet Oz daha ¢ok guanini tercih eder. *OH radikalinin etkisiyle piirin ve
pirimidin bazlarinda 5-hidroksi sitozin, timin glikol, 8-hidroksi adenin, 8-hidroksi guanin gibi

yeni triinler olusur [20].

W' 8-hidroksiguanin (mutajenik lezyon)
Guanin + *OH —* [Guanin-OH]*

Rediiksiyon Halkas1 a¢ilmig guanin

(DNA replikasyonunu durdurur)

Pek cok enzim DNA’daki anormallikleri tanir; onlar1 eksizyon, yeniden sentaz ya da

DNA dizisine tekrar birlestirerek ortadan kaldirir [21, 22].

1.3.4 Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisi

Serbest reaktif tiirleri karbonhidratlarda monosakkarit otooksidasyonu ve polisakkarit

depolarizasyonu gibi reaksiyonlara neden olur. Bu reaksiyonlar sonucu olusan oksaldehitlerin

DNA, RNA ve proteinlere de baglanabilme 6zellikleri vardir [23, 24].



1.4 Antioksidan sistem
Antioksidanlar

Serbest radikallerin potansiyel zararli etkilerini noétralize eden maddeler antioksidan
savunma sistemi i¢inde gruplanmigtir. Antioksidan sistem oksidatif strese karsi hiicresel
korumadan sorumludur. Maksimum koruma saglamak i¢in hiicreler, lipid peroksit ve organik
karbon merkezli radikaller gibi farkli serbest radikal tiirlerini yakalama yetenegine sahip cesitli
maddeler igerirler. Bu maddelerin jenerik isimleri antioksidanlar olsa da serbest radikal
yakalayicilari, zincir yok ediciler ya da rediiktanlar olarak da bilinirler. Halliwell ve arkadaslari
antioksidanin daha kapsamli bir tanimini su sekilde yapmislardir [25]: Oksitlenebilir substratla
karsilastirildiginda diisiik konsantrasyonlarda bulunan herhangi bir madde o substratin
oksidasyonunu 6nler ya da geciktirir. Bu tanimlamaya gore bir kimyasal reaksiyonda yer alan
tiim rediiktanlar antioksidan degildir. Sadece biyolojik hedefi koruyabilme kapasitesine sahip
bilesikler bu kriteri karsilar. Antioksidanlarin oksidatif reaksiyonlara etkisi farkli sekilllerde
olabilir [5, 26]:

e Metal iyonlarini selatlayarak radikal olusumunu 6nleyebilirler.

e Daha zayif yeni bir molekiile doniistiirebilirler (siipiirme aktivitesi).

e Radikalleri yakalayip baglayarak nétralize edebilirler (zincir kirma
reaksiyonlart).

e Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive edebilirler (sondiirme etkisi).

e Oksidatif hasar gormiis molekiilleri onarabilirler.

e Gergek antioksidanlarin aktivitesini arttirabilirler (sinerjistler).

Antioksidan molekiilden serbest radikale elektron transferi Sekil 1.4’te goriillmektedir.
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Sekil 1.4: Antioksidandan serbest radikale elektron transferi

1.5 Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Serbest radikal yakalayicilari maksimum koruma saglayabilmek i¢in hiicre iginde
boliimlere ayrilmistir. Lokalizasyonlarina gore intraseliiler ve ekstraseliiler olmak tizere iki
grupta yer alirlar [27]. Omegin siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz sadece
sitozolde dagilmayip hiicre i¢inde en fazla serbest radikalin iiretildigi mitokondride de lokalize
olmuslardir. Hiicre i¢i sitozolik savunmanin entagrasyonunun yani sira plazmadaki cesitli
antioksidanlarin etkilesimi ekstraseliiler kompartimandaki serbest radikal reaksiyonlarinin
baskilanmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. En 6nemli biyolojik ekstraseliiler antioksidanlar, glutatyon, E

vitamini, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz ve seruloplazmindir.

Antioksidan savunma sistemleri geleneksel olarak antioksidanlarin siipiiriicli eylemlerini
belirlemek i¢in primer ve sekonder olarak isimlendirilir [28]. Primer savunma direkt O>‘den
tiireyen serbest radikallerle etkilesir. Sekonder savunma ise O2°* ‘nin dismutasyonuyla olusan
radikalleri yakalar. Bazi arastimacilar c¢esitli kimyasal antioksidanlari primer savunma
komponenti, siipiiriicli enzimleri ise sekonder olarak siniflamislardir. Tablo 1.5’te gortildiigii

gibi antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan seklinde de siniflandirilirlar.



Tablo 1.5: Antioksidan savunma sistemleri [29]

Enzimatik antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz
Katalaz

Glutatyon peroksidaz
Glutatyon-S-transferaz

Glutatyon rediiktaz

Enzimatik olmayan
radikal yakalayici
antioksidanlar

Suda ¢oziinenler

C vitamini
Urik asit
Sistein

Glutatyon

Yagda ¢oziinenler

E vitamini
Bilirubin

B karoten
Flavanoidler

Lipoik asit

1.5.1 Enzimatik olmayan antioksidanlar

1.5.1.1 E vitamini

Hem bitkilerde hem hayvanlarda dogada en yaygin bulunan antioksidandir. Jenerik terim
olan E vitamini tokoferoliin en az sekiz cesit yapisal izomeridir. En az etkili olan tokoferol
gama- tokoferoldiir. a- tokoferol en iyi bilinen ve en potent antioksidan aktiviteye sahip
izomerdir [30] (Sekil 1.5.1.1). Tokoferol molekiiliiniin lipofilik 6zelliginden dolayi E vitamini,

plazma lipoproteinleri gibi lipofilik ¢evrede en temel serbest radikal zincir yok edicisidir [31].

Antioksidan aktivitesi yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halkadan
kaynaklanir. Fenolik hidrojen atomunu lipid peroksil radikaline transfer eder. Olusan
tokoferoksi radikali yeni bir serbest lipid peroksil radikali ile reaksiyona girer. Sonugta o

tokoferol serbest olmayan radikal iiriiniine okside olur. Bu oksidasyon {irlinii, glukronik asit ile

konjugasyona ugrayarak safra yolu ile atilir.
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Adrenal bez, kalp, karaciger gibi dokularda tokoferol yiiksek diizeylerde bulunur. Hiicre
icinde E vitamini mitokondri, endoplazmk retikulum gibi lipidden zengin membranlarla
iliskilidir. Bundan dolay1 tokoferoliin antioksidan aktivitesinin lipid peroksil ve alkoksil
radikalleri ile olusan lipid peroksidasyonuna kars1 membranlar1 korumada yiiksek etkiye sahip
olmasi beklenir [5]. Coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna karsi ilk defans
mekanizmasin1  olusturur. Boylece membranlarin stabilitesini arttirir. Diisiik  dansiteli

lipoproteinin daha yiiksek riskli oksitlenmis haline dontismesini E vitamini inhibe eder.

Sekil 1.5.1.1 : Alfa-tokoferoliin kimyasal yapisi

1.5.1.2 C vitamini

E vitaminin tersine C vitamini hidrofiliktir ve akoz ¢evrede E vitaminine gore daha iyi
fonksiyon goriir [32]. Kimyasal yapist Sekil 1.5.1.2°de goriilmektedir. Antioksidan olarak rolii
serbest radikal yakalamaktir. Rediiktan ve antioksidan ajan olarak siiperoksit, hidroksil radikali
ve cesitli lipid hidroperoksitlerle direkt reaksiyona girer [33, 34]. Ayrica okside E vitaminin

antioksidan ozelliklerini restore edebilir [32].

C vitamini pek ¢cok dokuda dagilmasina karsin adrenal ve hipofiz bezlerde goreceli olarak
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Daha diisiik miktarlarda ise karaciger, dalak, pankreas ve
beyinde bulunur. Diger suda ¢dzilinen antioksidanlarla karsilastirildiginda C vitamini plazma
lipid peroksidasyonuna karsi en etkili koruma saglar [35]. C vitamini hem antioksidan hem
prooksidandir [36]. Antioksidan olarak E vitamini ve selenyumun antioksidan aktiviteleri ile
beraber koruyucu etkisi vardir. Ancak asir1 miktarlarda (~1 mM) gecis elementleri varliginda
prooksidan olarak aktivite gosterebilir. Yapilan ¢alismalarda askorbatin lipid peroksidasyonunu

+30s

indiikleyen prooksidan aktivitesi onun Fe*®’ii Fe*?’ye indirgeyebilmesine bagli oldugu

gosterilmistir [37].

11



Askorbik asitin pKa’s1 4,5 oldugu igin fizyolojik pH’da bulunan predominant form
askorbat anyonudur. Askorbat geri doniisiimlii bir oksidasyonla dihidroaskorbik asite doniistir.
Dihidroaskorbik asit de askorbata benzer sekilde antioksidan ve prooksidan 6zelliklere sahiptir

[38].

Sekil 1.5.1.2: C vitamininin kimyasal yapis1

1.5.1.3 A vitamini

Karotenoidler serbest radikalleri yakalama kapasitelerinden dolay1 antioksidan olarak
bilinirler [39, 40]. Karotenoidler serbest radikalleri ve diger reaktif oksijen tiirlerini sondiirerek
lipidleri prooksidasyona karsi korurlar. - karoten, ksantin oksidaz sistemi tarafindan
indiiklenmis lipid peroksidasyonu inhibe ederek biyolojik radikal yakalayici antioksidan
aktivite sergiler [40]. B- karotenin uzun zinciri ve konjuge ¢ift baglariyla yapisal diizenlemesi

reaktif serbest radikaller i¢in mitkemmel yakalayici olacagini gosterir [41] (Sekil 1.5.1.3).

- karoten de C vitamini gibi hem antioksidan hem prooksidan fonksiyon goriir. Diisiik
oksijen parsiyel basinci altinda - karoten radikal yakalayici aktivite gosterirken yiiksek oksijen
parsiyel basincinda serbest radikal yakalama kapasitesi antioksidan aktivite kaybi ile beraber

otokatalitik prooksidan etki gosterir [42].
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Sekil 1.5.1.3 : Beta-karotenin kimyasal yapisi

1.5.1.4 Glutatyon

Rediikte glutatyon, gama glutamil-sistein-glisin, tiim memeli hiicre sistemlerinde en fazla
bulunan diisiik molekiil agirlikli tiyoldiir (Sekil 1.5.1.4). Hiicre i¢i konsantrasyonu genelde ~0,5
mM’dir ancak bazen 10 mM’a kadar ulastig1 olur [43]. Rediikte glutatyonu peptidaz ataklarina
kars1 direngli yapan tiyol gruplart ve y- glutamil baglaridir. Onun ¢ok yonliligii kimyasal
ozelliklerinden kaynaklanir. H2O2, O2° ve OH® radikali gibi ¢esitli elektrofilik ve okside edici
bilesiklerle etkilesimle hem niikleofil hem de etkili rediiktan olarak islev goriir. Efektif rediiktan
olarak cesitli detoksifikasyon siireclerinde dnemli rol alir [44]. Rediikte glutatyon hidrojen
atomu vererek serbest radikallerle 6zellikle hidroksil ve karbon radikalleriyle etkilesime girer.
Bu reaksiyonlar serbest radikal hasarinda temel radikal olarak bilinen reaktif hidroksil

radikalini nétralize ederek koruma saglayabilir [45].

Cogu antioksidan savunmada oldugu gibi lipid peroksidasyon artisinin eslik ettigi
yaglanma gibi fizyolojik durumlarda ve bazi neoplastik hastaliklarda glutatyon diizeyi
dalgalanir. Yasa bagl glutatyon diizeylerinde azalma yasla iliskili artmis oksidasyon hizi veya
total glutatyon biyosentezinde azalma ya da artmis degradasyonun sonucu olarak glutatyon
dongiistinde azalma ile iligkili olabilir [46, 47]. Bilesenindeki aminoasitlerden glutatyon sentezi
glutamilsistein sentaz ve glutatyon sentaz tarafindan katalizlenir. Ciinkdi y-glutamiltransferaz
plazma membraninda bulunur ve aktif merkezi ekstraseliiler alana bakar. Glutatyonun artmis
ithtiyac1 yasla birlikte artan peroksitlerle artar. Bundan dolayr yaslanma siirecinde toksik
maddelerin birikimi glutatyon transferaz ve peroksidaz gibi enzim aktivitelerini artirir. Bu da

intraseliiler glutatyonun tiikkenmesine yol acar.

13



SH
O 0 0O
H
N
HO H OH
NH2 O

Sekil 1.5.1.4 : Glutatyonun kimyasal yapisi

1.5.1.5 Urik asit

Urik asit piirin metabolizmasinda son iiriin olmakla birlikte biyolojik antioksidan
fonksiyonu goriir. Kimyasal yapis1 Sekil 1.5.1.5°te goriilmektedir. Urat tarafindan OH®
radikalinin yakalanmasi 1960 yilinda Howell ve Wyngarden tarafindan bulunmustur [48].
Oksidan hasara karsi korumasiyla antioksidan aktivitesi dogrulanmistir [49]. Urik asidin
plazmada askorbik asidi stabilize etme fonksiyonu direk antioksidan aktivitesinden daha 6nemli
bulunmaktadir [50].

ZT

NH

Sekil 1.5.1.5 : Urik asitin kimyasal yapis1

1.5.1.6 Lipoik asit

Alfa lipoik asit baz1 yiyeceklerde bulunan ve ayn1 zamanda viicutta sentezlenen dogal bir
maddedir [51]. Serbest radikal hasarini 6nleyen lipoik asit yagda ve suda ¢oziinebilmesi

acisindan antioksidanlar arasinda tektir.
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Insanlarda lipoik asit enerji olusumunu igeren cesitli 2-oksoasit dehidrogenazlarm bir
pargasidir. Okside lipoik asit ve rediikte lipoik asit olarak 2 formu bulunmaktadir. Rediikte
lipoik aside dihidrolipoik asit de denmektedir. Dihidrolipoik asit biyolojik olarak daha aktiftir
[52].

Lipoik asit mitokondride oktanoik asit ve bir siilfiir kaynagindan sentez edilmektedir.
Lipoik asit oral verildiginde % 93’den fazlas1 barsaktan emilir, karacigerde metabolizmayla %
20-30 ilk gecis etkisine ugrar [53]. a-lipoik asidin insanlardaki primer metabolik yolu S-
metilasyon B-oksidasyondur. Lipoik asit a¢il tasiyici olup iki elektron tasimakla gorevlidir. a-
ketoglutarat dehidrogenaz ile piriivat dehidrogenaz enzim kompleksleri i¢inde bulunur.

Lipoik asit piriivatin oksidatif dekarboksilasyonunda koenzim olarak gorev yapmaktadir.
Lipoik asidin serbest radikal hasarini uzaklagtiran E vitamini ve C vitaminini rejenere ettigi
gosterilmistir [54]. Sekil 1.5.1.6’da goriildiigi gibi R-lipoik asit, E ve C vitamini ve rediikte
formlarinda geri doniisiim yaparken dihidrolipoik asit mitokondri iginde gii¢lii antioksidan

olarak aktivite gosterir.

Vitamin E
BOO NADH . — T_Tbj:l{:incun
( HADPH Floenzim Q10
ROCH Aksinat L\\_b Uhikinol
Dehidroaskorbat
Dihidrolipod: & eit o
Chatatyon Vitamin C
o ] Askorhat
&0fa-Lipoik A sit
Glutatyon Disalfit
Vitamin E
Radikal

Sekil 1.5.1.6: Antioksidan rejenerasyon yolu [55]

1.5.1.7 Bilirubin

Plazmanin temel antioksidanlarindan biri olan bilirubin HEM metabolizmasinin son

iriinlerinden biridir (Sekil 1.5.1.7). Askorbat gibi suda ¢Oziinen peroksitlere karst koruma
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saglamada etkilidir [56]. Diisiik konsantrasyonlarda lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi in

vitro olarak gosterilmistir [57].

HO,C
N
- / \
Z H
0=y NT CHz
H H

Sekil 1.5.1.7: Bilirubinin kimyasal yapisi

1.5.1.8 Fenolik bilesikler

Bitkilerdeki fenolik bilesiklerden gidalarin yapilarinda yer alan fenolik asitler ve

flavonoidler 6nem tagimaktadir [58].

1.5.1.8.1 Fenolik asitler

Fenolik asitler; hidroksisinamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak tizere iki gruba
ayrilir [59].

Fenolik asit bakimindan zengin besinlerin Karaciger {izerinde koruyucu etkileri olamkla
birlikte bu besinler antioksidan, antibakteriyel, antiinflamatuar, antiallerjik, antiviral 6zellik
gosterirler [60]. Kanser, kardiovaskiiler hastaliklar, diyabet, hipertansiyon gibi kronik
hastaliklarda da polifenoller hafifletici 6zelliklere sahiptir [61].

Hidroksisinamik asitler

Hidroksisinamik asitler bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunurlar ve fenilpropan

halkasina baglanan hidroksil grubunun konumu ve sayisina gore farkli 6zellik gosterirler.
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Bunlar arasinda ferulik asit, kafeik asit, o-kumarik asit ve p-kumarik asit dnem tasimaktadir
[62].

Hidroksisinamik asitler ¢ogunlukla asit tiirevleri halindedirler, ¢cok az miktarlarda serbest
halde bulunurlar, Hidroksisinamik asit glikozidleri ve amidleri de bir¢ok bitkide bulunmaktadir.

Hidroksisinamik asitin esterleri de gidalarda ¢ok yaygindir.

Hidroksibenzoik asitler

Hidroksibenzoik asitler ise bitkisel gidalarin yapisinda ¢ok az miktarlarda (10 ppm kadar)
bulunur veya hi¢ bulunmayabilirler. Bunlar arasinda salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, p-

hidroksibenzoik asit, gallik ve vanilik asit gibi asitler sayilabilir [63].

Gallik asit

Gallik asit kimya, besin ve boya endiistrilerini gibi cok genis bir alanda gesitli amaglarda
kullanilan bir organik asittir (Sekil 1.5.1.8.1). Hidroliz olabilen tanenlerden (gallotanen) elde
edilir. Gallik asit, anti mantar, antioksidan ve anti viral etkilere sahiptir. Kanser hiicreleri

tizerinde sitotoksik etki gosterir [64].

HO
OH

HO
OH

Sekil 1.5.1.8.1 : Gallik asitin kimyasal yapisi
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1.5.1.8.2 Flavonoidler

Flavonoidler C6-C3-C6 difenilpropan yapisindadir ve fenil gruplar1 arasindaki tiglii
karbon kopriisii, oksijenle halka olusturmaktadir (flavan halkasi). Flavonoidler, yapisal olarak
alt1 gruba ayrilirlar (Sekil 1.5.1.8.2):

v’ antosiyanidinler,
flavonoller,
flavonlar
flavanonlar,

katesinler (flavanoller),

AN N NN

izoflavonoidler.

Flavon Flavonol Flavanon
(apigenin) (kersetin) (hesperetin)

Flavanonol Isoflavon
(Taxifolin) (genistein)

flavan-3-ol
(kategin)

Sekil 1.5.1.8.2: Flavonoidlerin kimyasal yapilari
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Flavonoidler antitoksidan 6zelliklerini gosterebilmek icin serbest radikallerle reaksiyona
girerek onlar etkisiz hale getirirler. Flavonoidler, lipid peroksil zincirini kirarlar, stiperoksit
radikali, hidroksil radikali gibi radikalleri temizlerler ve demir ve bakir gibi ge¢is metallerini

selatlarlar.

Katesin

Katesinler, renksiz bilesiklerdir. Hemen her meyvede bulunan katesinler, flavonoid
biyosentezinde ara iiriin olarak yer alirlar. Gidalarda en yaygin olarak bulunan flavonoid
grubunu olustururlar [65].

Katesinler biyomolekiillere zarar veren serbest radikalleri ortamdan uzaklastirdiklarindan
antioksidan aktiviteye sahiptirler bu sayede DNA’y1 ve diger biyomolekiilleri serbest
radikallerin zararli etkilerinden korurlar [66]. Ayrica Katesinlerin antimikrobiyal, antifungal,
antiallerjik ve antitiimor 6zellikleri de vardir [67]. Katesinler hiicreleri DNA hasarina ve timor
olusumuna kars1 korurlar, serum kolesterol seviyesini azaltirlar, hipertansiyonu disiiriirler
ayrica antimutajenik etkiye sahiptirler [68]. Katesinlerin lipid metabolizmasi tizerine de etkileri
vardir, total kolesterol ve trigliserit miktarini azaltirlar, karacigerdeki yag birikimini inhibe

ederler, karacigerdeki lipid katabolizmasini stimiile ederler ve enerji tiiketimi arttirirlar [69].
1.5.2 Enzimatik antioksidanlar

1.5.2.1 Siiperoksit dismutaz

Stiperoksit radikalinin siliperoksit dismutaz (SOD) tarafindan hidrojen peroksite
dismutasyonu primer savunma olarak bilinir ¢linkii bu enzim daha ileri serbest radikal
iiretilmesini 6nler. SOD’un katalitik fonksiyonu McCord ve Fridovich tarafindan bulunmustur
[70]. O2 solunumu yapan tiim organizmalarda bulunur ve temel fonksiyonu dismutatik
reaksiyonu Kkatalizlemektir. Dismutasyon orani kimyasal dismutasyondan ~ 10% kat fazladir
[71].

02°"+ 02* "+ 2H"_SOD, H202+ 02
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SOD’un igerdigi metal iyonuna bagh olarak 3 tipi bulunmaktadir. Sitozolde bulunan
dimerik, Cu ve Zn igeren CuZnSOD, mitokondride bulunan tetramerik, Mn igeren MnSOD ve
hiicredis1 sivilarda bulunan Cu ve Zn i¢ceren ECSOD. SOD’un ektraselliiler aktivitesi ¢ok
digiiktiir. SOD’un aktivitesi dokular arasinda degisir. En yiiksek diizeyleri karaciger, bobrek
istli bezi, bobrek ve dalakta goriiliir [72]. SOD’un katalizledigi reaksiyon sonucu H2O>
olustugu i¢in H202’yi metabolize eden enzimlerle birlikte ¢alisir [6].

1.5.2.2 Katalaz

Primer antioksidan savunma komponenti olan bir hem proteindir. Hidrojen peroksitin
suya dekompozisyonunu katalizler ve bu gorevi glutatyon peroksidazla (GSH-Px) paylasir [73].
Bu enzimler farkli substrat aktivitelerine sahiptir. Diisiik H,O» diizeylerinde organik peroksitler
peroksidazlar tarafindan katalizlenir. Ancak yiiksek H202 konsantrasyonlarinda katalaz
tarafindan metabolize edilirler. SOD gibi katalazin doku dagilimi genistir. Aktivitenin diizeyi
sadece dokular arasinda degismez hiicrede de degisir. Karaciger, bobrek ve kirmizi kan
hiicreleri yliksek miktarda katalaza sahiptir. Hepatositlerde peroksizomlar yiiksek katalaz

aktivitesi sergiler. Ayrica aktivite mikrozomlarda ve sitozolde de bulunmustur [74].

H20, KQIQEZ' H.O + 0O

1.5.2.3 Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz intraseliiler sitozolde ve mitokondri matriksinde lokalizedir. H20:

ve organik peroksitlerin rediiksiyonunu katalizler [75].

2GSH + H202 GSH-Px GSSG +2H20

2GSH + ROOH GSH-Px GSSG + H20 + ROH
—_—>
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Selenyuma bagimli ve bagimsiz olan iki tipi vardir. Selenyuma bagimli olan; hem H202,
hem lipid hidroperoksitlerini, selenyumdan bagimsiz olan; sadece lipid hidroperoksitlerini
metabolize edebilmektedir [76]. Hiicrelerde ayrica sitozolik olan fosfolipid hidroperoksit
glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) enzimi de vardir. Membran fosfolipid hidroperoksitlerini
alkollere indirger. Reaksiyonlar sonucunda oksitlenmis glutatyon (GSSG) olusur. Antioksidan
savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi i¢in oksitlenmis glutatyonun tekrar indirgenmis sekle
(GSH) doniismesi gerekir. GSSG konsantrasyonundaki artig oksidatif stresin bir gostergesidir.
GSH-Px’in hidrojen peroksid ve hidroperoksidleri indirgemesi glutatyon rediiktaz ve NADPH
mevcudiyetine baglidir. Glutatyon rediiktaz glutatyonunu okside formunun rediiksiyonundan

sorumludur [77].

1.5.2.4 Glutatyon rediiktaz (GSH-RX)
Hiicre i¢inde sitozol ve mitokondride bulunur. Prostetik grubu flavin adenin diniikleotid

(FAD)’tir. Oksitlenmis glutatyonun rediiksiyonunu NADPH varliginda katalizler [6].

GSSG + NADPH + H" _GSH-Rx , 2GSH + NAP*

1.5.2.5 Glutatyon-S-transferaz (GST)

Arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri gibi lipid peroksitlere kars1 selenyumdan

bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosterirler.

2GSH+ROOH GST . GSSG + H,0O + ROH
—_—

1.6 Oksidatif stres

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ve antioksidan savunmanin aktivitesi in vivo

denge halindedir. Ancak denge ROS tarafina kayabilir (Sekil 1.6). Oksidatif olarak hasar
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gbérmiis molekiillerle miicadele i¢in onarim sistemlerine ihtiyag olusur. Ancak ROS lehine daha
biiyiik bir dengesizlik olusursa oksidatif stres meydana gelir [78]. Cogu aerob organizma hafif
oksidatif stresi tolere edebilir. Ekstra antioksidan savunma sentezini indiikleyerek karsilik
verebilirler. Bununla birlikte ciddi oksidatif stres hiicre hasarina ve 6liimiine yol agabilir [79].
Memeli hiicrelerinde oksidatif stres hiicre i¢inde protein hasari yaparak serbest kalsiyum ve
demir artisina neden olur [80]. Demir iyonu salinimi OH® radikali {iretimine neden olur.
Intraseliiler serbest Ca’nin asir1 artis1 endoniikleazlar1 aktive eder ve DNA fragmantasyonuna
yol agar [81]. Bundan dolay1 oksidatif stres lipid, protein, DNA ve karbonhidratlarda hasarla
sonuglanir [82]. Farkli hedef molekiillerde olusan hasarin 6nemi oksidatif stresin derecesi,

mekanizmasi ve siiresiyle iliskilidir.

Equnllbrlum
(AOX = ROS)
AOX
Oxidative stress
(Excess ROS) /

Oxidative stress

(Depleted AOX)
ROS

Antioxidants Oxidants

Sekil 1.6 : Antioksidan-oksidan sistem arasindaki denge
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1.7 Antioksidan kapasite tayininde kullanilan yontemler

Bugiine kadar pek ¢ok farkli teknikle in vitro ve in vivo antioksidan 6l¢iim yontemleri
gelistirilmistir ve uygulanmaktadir [83, 84]. Antioksidan kapasiteyi tanimlamak i¢in “kapasite”

2 <6 29 ¢

veya “etkinlik”, “gii¢”, “parametre”, “potansiyel”, “potens” ve “aktivite” gibi farkli terimlerin
kullanildig1 goriiliir. Antioksidan aktivite ve antioksidan kapasite terimleri birbiri yerine
kullanilirlar. Fakat farkli anlamlara sahiptirler. Aktivite, spesifik bir antioksidan ve oksidan
arasindaki reaksiyonun hiz sabitini kapsar. Kapasite, bir numune tarafindan siipiiriilen belirli
bir serbest radikalin miktarinin dl¢isiidiir [85].

Antioksidan kapasite Ol¢limleri, 6rnegin toplam siiplirme kabiliyetini belirleyen,
heterojen bir antioksidan karisiminin miktarini verir. Her bir bilesenin antioksidan kapasitesini
0lgmez [86]. Farkli antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki reaksiyonlar farkli hiz sabitlerine
sahiptir ve bu yiizden drnegin antioksidan kapasitesi farkli oksidanlarla degisir [87]. Ol¢iimde
kullanilan analitik metotlar ve analizin olustugu kosullar da ayni 6rnek igin farkli sonuglara
neden olabilir.

Reaksiyon mekanizmalarina gore antioksidan kapasite tayinleri baslica iki gruba

ayrilabilir [88] (Tablo 1.7):

1. Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT)

2. Tek elektron transferine dayanan reaksiyonlar (ET)

HAT temelli yontemlerin bir¢ogu azobilesiklerin bozulmasi ile olusan peroksil radikalleri
icin antioksidan ve substratin rekabetine dayanan yarismaci reaksiyonlari kullanmaktadir.
HAT- esasli yontemler genellikle bir sentetik serbest radikal olusturucu, bir oksitlenebilen prob
ve bir antioksidandan olusur. HAT-temelli metodlarda peroksil radikali (ROQO¢) iiretmek {izere
bir radikal baslatic1 kullanilir. Eklenen antioksidan radikaller i¢in ortamdaki substrat ile yarisir.
ROO- tercihen antioksidandan bir hidrojen atomu alir. Sonug¢ta ROOe« ve hedef molekiil
arasindaki reaksiyon inhibe edilir veya geciktirilir [88, 89].

ET temelli yontemler ise antioksidanin oksidani indirgeme yetenegini renk degisimi ile
Olger. Renk degisiminin derecesi drneklerin antioksidan konsantrasyonu ile alakalidir [84].

HAT ve ET esash yontemler bir 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine

radikal (veya oksidan) siiptiriicli kapasitesini 6lgmeye dontiktiir.
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Tablo 1.7: Antioksidan kapasite 6l¢iimiinde kullanilan yontemler

Toplam radikal tuzaklayici antioksidan parametre yontemi (TRAP)
Oksijen radikal absorbans kapasitesi yontemi (ORAC)

HAT esasl Toplam oksiradikal siipirme kapasitesi yontemi (TOSC)
yontemler Diklorofloresin-diasetat yontemi (DCFH-DA)
Fikoeritrin esasli yontem (PE)
Krosin yontemi
Troloks esdegeri antioksidan kapasite / ABTS yontemi (TEAC)
Total antioksidan durum (TAS)
ET esasli Total antioksidan yanit (TAR)
yontemler Demir(III) iyonu indirgeyici antioksidan giicii yontemi (FRAP)

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil radikal siipiirme kapasitesi yontemi (DPPH)
Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik bilesik tayini (FCR)
Cu(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC)

1.7.1 Toplam radikal tuzaklayici antioksidan parametre yontemi (TRAP)

Toplam radikal yakalayici parametre (TRAP) yontemi ilk defa Wayner ve ark. [90]

tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem, bir azo bilesiginin termal bozunmasiyla indiiklenen

kontrollii bir lipid peroksidasyon reaksiyonu esnasinda oksijen tiiketiminin 6lgiilmesi temeline

dayanir.

Bu yontemde serbest radikal iiretimini baslatici olarak 2,2-azobis-(2-amidinopropan)

dihidroklorid (AAPH) tarafindan iiretilen peroksil radikalleri kullanilmaktadir [8]. Plazmaya

AAPH eklendikten sonra okside olabilen materyalin oksidasyonu, reaksiyon siiresince tiiketilen

oksijen yoluyla izlenir. Bu oksidasyon plazmada bulunan antioksidan tarafindan engellenir.

Sonuglar Troloks C’nin sonuglart ile kiyaslanir [86, 91, 92].
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Coziinmiis oksijen tiiketimi, lipid peroksidasyon hizinin bir gdstergesidir ve bundan
dolay1 plazmanin bu reaksiyonu engelleme kabiliyetinin dolayli olarak 6l¢iilmesidir. Plazmanin
oksijen tiikketimi {izerine geciktirme etkisi, bilinen miktarda troloksun geciktirme etkisiyle
karsilagtirilir. Bu metot zaman alic1 bir metotdur (6rnek basina 2 saat) ve dolayisiyla glinliik
calisilacak o6rnek sayist siirhidir. Bu yontemde karsilasilan problemlerden biri oksijen
elektrotunun gereken zaman boyunca stabilitesinin saglanamamasidir. TRAP metodunda daha
onemli bir problem, plazmanin yiiksek oranda seyreltilmesinden kaynaklanir. Bu seyreltme yag
asitleri arasindaki reaksiyonun ilerlemesini zorlastirir [93]. Bu durumda TRAP degeri
seyreltmeyle orantili olarak artar. Reaksiyon karisimina kiiciik bir miktar linoleik asit
eklenmesiyle problemin iistesinden gelinmistir. DeLange ve arkadaslari, antioksidan kapasiteyi
6lgmek i¢in bir dis prob kullanmay1 6nermislerdir [94]. Bu metot R-fikoeritrini (R-PE) floresan
prob olarak kullanmistir. AAPH eklenmesiyle R-PE floresansi1 dogrusal olarak azalir. Plazma
veya tek antioksidan eklenmesi, eklenen antioksidan miktarina bagl olarak, floresansdaki
azalmay1 geciktirir. R-PE ile AAPH reaksiyonunun ilerleyisi florimetrik olarak izlenir
(Auyarma= 495 nm ve Aemisyon= 575 nm).

Valkonen ve Kuusi, TRAP metodunu molekiiler prob olarak diklorofloresin diasetat
(DCFH-DA) uygulayarak modifiye etmislerdir [95]. AAPH varliginda olusan peroksil
radikalleri ile DCFH-DA okside olur ve diklorofloreseine (DCF) donisiir. DCF yiiksek
floresans 0zellik gosteren bir bilesiktir (Auyarma= 480 nm ve Aemisyon= 526 nm) ve 504 nm’de
absorbansa da sahiptir. Bu ylizden meydana gelen DCF ya florimetrik olarak ya da
spektrofotometrik olarak izlenebilir [96].

Glutatyon, bilirubin, {irik asit ve askorbik asit gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin
stipliriicti aktivitesini olgtiiglinden dolayr serum veya plasma gibi biyolojik materyallerde
antioksidan kapasite Olgtimleri i¢in kullanilabilir olmasi yontemin avantajidir [88]. Yiiksek
derecede uzmanlik ve deneyim gerektirmesi, karigik ve zaman alict bir yontem olmasi ise

dezavantajidir.

1.7.2 Oksijen radikal absorbans kapasitesi yontemi (ORAC)

Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) yontemi fitokimyasallarin, bitkisel
maddelerin, diger biyolojik 6rneklerin ve gidalarin antioksidan kapasitesinin dl¢iilmesinde ¢ok
fazla kullanilan bir yontemdir [86, 97, 98]. Cao ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir [99].
ORAC peroksil radikalinin antioksidan inhibisyonunu 6lger. Bu yontemde peroksil radikali

floresans o6zellik gosteren bir molekiille (prob) floresans olmayan bir iirlin olusturmak {izere
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reaksiyona girer. Peroksil radikalleri ile oksitlenen bir hedef molekiiliin bir antioksidan
tarafindan ne kadar korundugu, hedef molekiiliin bozunmasi floresans takibi ile izlenerek,

bozunma kinetigi egrisinin altinda kalan alanin degisimi ile 6lgiiliir.

Antioksidanin koruyucu etkisinin hesaplanmasi, floresans bozunma egrisinin altindaki

integre edilmis net alandan yapilir (AUC) (Sekil 1.7.2).

[Alan antioksidan- Alan kor (antioksidan olmayan)]

ROS/RNS
(ROO0, HOo, ONOOQ)
Oksidasyon / \Dksidasynn
Floresans prob Floresans prob
+ +
Kér Hidrofilik veya Lipofilik
Antioksidan
. l
Floresansta azalma Floresansta azalma
integrasyon lintegrasyon
A J
Alan (kér) Alan (Antioksidan)

Antioksidan Kapasite = Alan (Antioksidan) - Alan (kor)

Sekil 1.7.2: ORAC metodunun prensibinin sematik gosterimi [100].

2,2-azobis-(2-amidinopropan) dihidroklorid (AAPH) gibi azo-bilesiklerin sicaklikla
bozulmasi sonucu peroksil radikalleri olusmaktadir [92]. Orjinal yontemde prob olarak
Porphyridium cruentum’dan izole edilen floresan bir protein olan B-fikoeritrin (B-PE)
kullanilmaktadir. B-PE’nin floresan bozulmasi onun peroksil radikalleri ile reaksiyonunun

gostergesidir. B-PE, yiiksek floresans verimi, ROS’a hassasiyeti ve suda ¢oziiniirliigii nedeniyle
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tercih edilmektedir [86]. Ancak ¢ok fazla gesitlilige sahiptir, oda kosullarinda 1sik ile rengi
degismektedir. Ayn1 zamanda spesifik olmayan proteinik baglardan dolay1 polifenoller ile
iliskiye girmektedir ve boylece radikal tiretici eklenmeden bile floresans kayiplari olmaktadir.
Bu nedenle sonuglar tekrarlanabilir degildir [86, 88]. Bu dezavantajlarindan dolay1 prob olarak
B-PE yerine floresein (FL) (3,6’-dihidroksi-spiro [isobenzofuran- 1 [3H], 9°[9H]-xanthen]-3-
one) kullanilmaktadir [89]. FL sentetik protein yapida olmayan bir probtur ve BPE’nin
sinirlamalarint gidermektedir. FL kesin, saglam ve dogru sonuglar vermektedir. Fakat FL probu

pahali ve pH duyarlidir. Bu nedenle reaksiyon pH’1 dikkatlice izlenmelidir [86].

ORAC degerleri genellikle Troloks esdeger olarak rapor edilir. Farkli derisimdeki
Troloks standartlar1 kullanilarak kalibrasyon egrisi elde edilir [101]. Numunenin Troloks
esdegeri, Troloks derisimi (Y)(uM) ve floresans bozunma egrisi altindaki net alan (Alan smex —
Alan piank) arasindaki dogrusal veya ikinci dereceden iliski kullanilarak hesaplanir (Y=a+bX,

dogrusal veya Y=a+bX +cX?, ikinci dereceden).

ORAC yontemi hem lipofilik hem de hidrofilik ekstrelerin antioksidan kapasitesinin
olglilmesini miimkiin kilar. Ayni1 zamanda farkli radikal kaynaklar kullanilabilir [102]. ORAC
yontemi kolayca otomatiklestirilir. 96 veya 48 kuyucuklu floresans mikroplaka okuyucu sistem
ile birlestirilen robotik sekiz kanalli s1v1 isleme sistemi kullanilarak, miikkemmel sonuglar elde
edilmistir [100]. ORAC reaksiyonu sicakliga duyarli bir reaksiyon oldugundan, plaka boyunca
sicaklik kontrolii 6nemlidir. Kiigiik sicaklik farkliliklar tekrar iiretilebilirligi azaltir. AAPH
eklenmeden once reaksiyonun 37 °C’de inkiibasyonu giin-i¢i degiskenligi azaltir [103]. Uzun

analiz zamani (~1 saat) dnemli bir elestiri olmustur.

Hem fikoeritrin hem de floresein ile yapilan ORAC 6l¢iimleri floresans spektrofotometre
gerektirmektedir. Ayrica test edilen bilesigin antioksidan aktivitesinin yiliksek olmasi
durumunda kesin kinetik veri elde etmek zorlagsmaktadir. Bu nedenle bu reaktiflerin yerine
renkli bir reaktif olan pirogallol red (PGR)’in kullanilmasi 6nerilmistir [104]. Pirogallol red
kullanilarak elde edilen ORAC degerlerinin antioksidanlarin peroksil radikallerine karsi
reaktivitesini daha dogru gésterdigi de rapor edilmistir [105]. Pirogallol red kullanilarak ORAC
yontemi ile antioksidan tayini saf antioksidan maddeler ve kompleks antioksidan karigimlart
icin denenmis ve sonuglarin test edilen bilesiklerin reaktivitesi ile daha iyi korelasyon gosterdigi

ve goriiniir spektroskopi uygulanmasinin daha kolay oldugu sonucuna varilmistir [104].
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1.7.3 Krosin yontemi

Krosin dogal bir karotenoid tiirevidir. Karotenoidlerin otooksidasyon yoluyla renkleri
acilir. Oksidasyon 151k veya 1s1 yoluyla [106] veya peroksil radikalleri ile (6rnegin AAPH veya
yiikseltgeyici lipitler) baslatilir [107]. Bu renk agilmasi radikallere hidrojen atomu veren klasik

antioksidanlar tarafindan 6nlenebilir veya azaltilabilir.

Deneysel olarak reaksiyon krosin igeren fosfat tamponu ve bilinen miktarda antioksidan
ile gergeklestirilir. Reaksiyon AAPH eklenmesi ile baslatilir ve krosin beyazlamasi 443 nm
dalga boyunda spektrofotometre ile izlenmektedir. Beyazlama oran1 AAPH ilavesinden sonra
10 dak boyunca izlenir [86, 88]. AAPH ecklendikten sonra krosinin agarma hizi yaklagik 1
dakika dogrusaldir. Antioksidanlar agarmaya engel olur. Baslangi¢ krosin agarma hizlar

antioksidan varliginda (V) ve yoklugundaki (Vo) kinetik egrilerden elde edilir [108].

Krosin yontemi kullanilarak analiz edilen askorbik asitin antioksidan kapasitesi 7.7

troloks esiti olarak kaydedilmistir ki diger yontemlerden elde edilen degerlerden ¢ok daha
yiiksektir (ORAC degeri 0.95°dir) [88, 91].

Krosin agartma teknigi, mikroplakalar gibi yiiksek islem hacimli metodolojilere
kolaylikla adapte edilebilir. Bununla birlikte sicaklik kontrolii kritiktir [109]. Krosin agartma
tekniginin, gida Orneklerinde uygulamalari sinirlidir. ROOe ve fitokimyasallar arasindaki
reaksiyon hiz sabitleri biiyiik 6l¢iide degisebilir. Bazi fitokimyasallarin reaksiyon hizlar
krosine benzerdir. Bu durumda, inhibe edilmis agartma hizlarn ¢ok kiicliktiir ve metot
antioksidanlardaki konsantrasyon degisimine duyarli degildir. Krosin 450 nm’de absorbans
yapar ve karotenoid gibi pek ¢ok meyve pigmenti 15181 ayn1 dalgaboyunda absorplar. Her bir
ornege girisimi dnlemek i¢in, yalnizca gida 6rnegi ve AAPH igeren bir karigim ayni1 zamanda
denenmelidir [88]. Krosin safrondan ekstrakte edilen bir dogal pigment karigimidir ve gok
cesitlilik gosterir. Bu yiizden partiler arasi (inter-batch) farklilik fazladir. Bu problemler

metodun giivenirligini ve kantitatif endiistriyel uygulamalarda kullanimini kisitlar [86].

1.7.4 Troloks esdegeri antioksidan kapasite / ABTS yontemi (TEAC)

TEAC yontemi ilk defa Miller ve ark. [110] tarafindan gelistirilmistir. Daha sonra, Re ve
ark. [111] tarafindan degistirilmistir. Kromojenik bir redoks radikali olan ABTS [2,2-azinobis
(3-etilbenzotiyazolin 6-siilfonat)] ayn1 zamanda kararli bir radikaldir (Sekil 1.7.4.1). ABTS,
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660, 734 ve 820 nm’de maksimum olan karakteristik uzun dalga boylu absorpsiyon spektrumu
gosterir. Hem suda hem organik ¢oziiciilerde ¢oziindiiglinden hem hidrofilik hem de hidrofobik
antioksidan aktivite tayininde kullanilabilmektedir. TEAC yoOntemi, antioksidan varliginda
¢ozeltideki ABTS. radikalinin absorbansindaki azalmanin 6l¢iilmesine dayanmaktadir [111,

112].
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Sekil 1.7.4.1: ABTS molekiiliiniin yapisi

Orijinal yontemde ABTS radikal katyonu, H20 ile metilmiyoglobinin reaksiyona
girmesiyle olusan ferrilmiyoglobin ile ABTS arasindaki etkilesimden olusmaktadir. Orijinal
TEAC yonteminde analiz edilen maddenin (antioksidanin) ABTS radikalini indirgeme yetenegi
Olglilmektedir. Ancak bu madde ferrilmiyoglobini de indirgeyebilir. Re ve arkadagslar1 [111]
tarafindan modifiye edilen TEAC yonteminde, ABTS nin potasyum persiilfat ile oksidasyonu
sonucu ABTS.+ radikal katyonu olugsmaktadir (Sekil 1.7.4.2). Yani sisteme antioksidan ilave
edilmeden 6nce radikal katyonu olusturulmaktadir. Orijinal metotta ise antioksidan varliginda
radikal meydana gelmektedir [113]. Olusan radikal katyonu oda sicakliginda ve karanlik
ortamda 2 giin dayaniklidir. Gelistirilen metodun orijinal metottan farki hem lipofilik hem
hidrofilik antioksidanlara uygulanabilmesi ve bir dekolorizasyon (renk giderimi) yontemi

olmasidir.
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Sekil 1.7.4.2: ABTS’nin persiilfatla oksidasyonu

TEAC metodunun diger bir modifikasyonu Van der Berg [113] tarafindan
gelistirilmistir. Bu ¢alismada bir azo bilesigi olan 2,2’-azobis-(2-amidinopropan)HCI (ABTS)
kullanilarak ABTS-¢ radikal anyonu olusturulmustur. Yontemde antioksidanlar radikalin
olugsmasindan Once eklenmektedir. Boylece radikal olusumuna etki edecek bilesiklerin
girisimini 6nlemektedir. Bu yontemde de hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidan kapasitesi
olgtilebilmektedir. Diger bir yenilik Arnao ve ark. [114] tarafindan ortaya konulmustur. Burada
ABTS radikalinin olusumunda horse radish peroxidase (HRP) enzimi kullanilmistir. ABTS/
H202/ HRP enzimatik sistemi kullanilarak hidrofilik ve lipofilik antioksidan aktivitesi
olgtilebilmektedir [59, 114].

1.7.5 Daha stabil ABTS radikali ile total antioksidan durum él¢iimii (TAS)

Rediikte 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit ) (ABTS) molekiilii asidik
ortamda ( 30 mM asetat tamponu pH 3,6) hidrojen peroksit ile ABTS*"'ye oksitlenir. Asetat
tamponunda ABTS** molekiilleri (koyu yesil renkte) uzun siire stabil kalir. Erel tarafindan
gelistirilen yontemde [115] daha konsantre yiiksek pH’ta asetat tamponuyla (400 mM pH 5,8)
diliie edilirse renk spontan yavas yavas acilir. Ornekte var olan antioksidanlar kendi
konsantrasyonlariyla orantili olarak rengi ag¢ilmasimni hizlandirirlar. Bu  reaksiyon
spektrofotometrede takip edilir. Rengin agilma oran1 6rnegin total antioksidan kapasitesiyle ters

iliskilidir. Reaksiyon Troloks’la kalibre edilir. Sonuglar mM Troloks Eq/L olarak verilir.
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1.7.6 Potent serbest radikal reaksiyonlarina karsi total antioksidan yanit (TAR)

Erel tarafindan gelistirilen bu yontemde Fe*?— o-dianizidin kompleksi hidrojen peroksitle
reaksiyona girer ve OH® radikali olusur [116]. Bu gii¢lii radikal diisiik pH’ta o-dianizidin
molekiillerini sari-kahverengi renkli dianizidil radikallerine oksitler. Renk olusumu ileri
oksidasyon reaksiyonlariyla artar. Ornekteki antioksidanlar oksidasyon reaksiyonlarini ve renk
olusumunu baskilar. Bu reaksiyon spektrofotometre ile takip edilir. Renk olusumunun
baskilanmasi Troloks’la kalibre edilir. Sonuglar mM Troloks Eq/L olarak verilir.

Reaksiyon kinetigi 3 faza ayrilabilir. Ilk fazda o-dianizidin oksitlenir ve absorbans lineer
olarak artar. Bundan sonraki fazda oksidasyon tamamlanir ve grafik plato ¢izer. Bu alanda renk
yogunlugu en yiiksek noktaya ulasir. En son fazda renk kahverengiden siyaha doner ve

¢coziinmeyen presipatlar olusur.

1.7.7 Demir(III) iyonu indirgeyici antioksidan giicii yontemi (FRAP)

Benzie ve ark. tarafindan gelistirilen bu metotta diisik pH’da ferik tripiridiltriazin
kompleksi (Fe*3-TPTZ) antioksidanlarin etkisiyle ferréz kompleksine (Fe*2-TPTZ) indirgenir
(Sekil 1.7.7.2). Olusan kompleksin 593 nm’de absorbansi olgiiliir [117]. Boylece elektron
vermenin antioksidanlarin toplam indirgeme kapasitesiyle lineer oldugu varsayilir. TPTZ
molekiiliiniin yapis1 Sekil 1.7.7.1°de goriilmektedir.

Sonuglar troloks esiti olarak ifade edilir. Orijinal yontemde absorbans 4 dak izlenir. Fakat
bu zamanda reaksiyon tamamlanmaz. Bu nedenle izleme zamaninin 30 dakikaya uzatilmasi

tavsiye edilmektedir [118].
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Sekil 1.7.7.1: TPTZ molekiiliiniin yapis1
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Sekil 1.7.7.2: Fe(l11)-TPTZ kompleksinin, Fe(ll) formuna indirgenmesi

1.7.8 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil radikal siipiirme kapasitesi yontemi (DPPH)

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen stabil organik nitrojen
radikalidir. DPPH radikallerinin antioksidan molekiillerin tayininde kullanilabilecegini ilk kez

Blois 6nermistir [119]. Brand-Williams ve arkadaslar1 yontemi gelistirmislerdir [120].

DPPH radikali koyu menekse (mor) renklidir ve 515 nm’de maksimum absorbans verir.
Antioksidan tarafindan DPPH serbest radikaline proton transferi reaksiyonu 515 nm’de
absorbansin azalmasina neden olur (Sekil 1.7.8). Bu siire¢ goriiniir alanda spektrofotometre ile
absorbans sabitlenene kadar takip edilir. Kalan DPPH yiizdesi antioksidan derisimiyle dogru
orantihidir. Baglangic DPPHe derisiminde %50 azalmaya neden olan derisim ECso olarak
tanimlanir. ECsp denge derisimine ulasmasi i¢in gerekli olan zaman, kinetik egrilerden
hesaplanir ve Tecso olarak tanimlanir. Antioksidan kapasiteyi ifade etmek i¢in, antiradikal verim
(AE) denilen baska bir parametre tanimlamislardir. Antiradikal verim asagidaki sekilde

bulunur:

AE=(1/ECs0) Tecso
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N-N(Ph), H-N-N(Ph),

NO, NO, NO, NO,

+ A-H

NO, NO,

DPPH DPPH

Sekil 1.7.8: DPPH yonteminin sematik gosterimi

Teknik olarak basit ve hizli bir yontemdir. Fakat uygulamasini sinirlandiran bazi
dezavantajlara sahiptir. Uzun 6miirlii nitrojen radikali olan DPPH, lipit peroksidasyonu ile
iliskili olan reaktif ve kisa Omiirlii peroksil radikallerine benzerlik géstermez. Peroksil
radikalleri ile hizla reaksiyona giren bir¢ok antioksidan DPPH ile yavas reaksiyona girebilir,
hatta hi¢ reaksiyona girmeyebilir [84, 88]. DPPH yalnizca organik ortamda c¢oziilebilir
(6zellikle alkol ortaminda), sulu ortamda ¢oziinmez. Bu hidrofilik antioksidanlarin roliiniin
yorumlanmasinda Onemli bir sinirlamadir. Fenolik bilesiklerin ve gidalarin antioksidan
kapasitesini 6lgmek ve karsilastirmak i¢in genis Olc¢lide kullanilmaktadir, fakat Olglimlerde
1518 etkisi géz ardir edilmemelidir. Metanol ve aseton i¢indeki DPPH’in 515 nm’deki
absorbansi 151k altinda, 120 dakikalik siire boyunca %20 ve %35 azalmaktadir. Karanlikta ise
150 dakika siire boyunca énemli bir degisme olmadig1 bulunmustur [121].

1.7.9 Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik bilesik tayini (FCR)

Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol Reaktifi veya Folin-Denis reaktifi) fosfomolibdat ve
fosfotungstat karisimi bir reaktif olup fenolik ve polifenolik antioksidanlarin kolorimetrik
tayininde kullanilir. ik olarak Singleton ve Rossi tarafindan onerilmis [122] ve daha sonra
farkli uygulayicilar tarafindan gelistirilmistir. Varsayilan aktif merkezi Molibdenyum (VI) dir.
Fenolik antioksidanlarin varliginda ayragtaki Mo(VI)’nin indirgenmesiyle renk saridan maviye

doner ve 760 nm’de absorbans dlg¢iiliir.
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Mo(VI)(sar1) + e-(antioksidan) — Mo(V)(mavi)

Standart bilesik olarak genellikle gallik asit kullanilir ve sonuglar gallik asit esiti (mg/L)
olarak verilir. FC aywraci fenolik bilesikler i¢in spesifik degildir. Fenolik olmayan bir ¢ok
bilesik (aromatik aminler, siilfiir dioksit, askorbik asit, Cu (I) ve Fe (II) gibi) tarafindan
indirgenebilir. Bu nedenle “toplam fenolik madde” belirlenmesi i¢in uygun degildir. FC metodu

gercekte bir 6rnegin indirgeme kapasitesini 6lger [84].

FC yontemi ile diger elektron transferine dayanan metotlar arasinda (6rnek olarak, TEAC
ve DPPH¢) miikemmel dogrusal korelasyon oldugu belirlenmistir [109]. FC metodu ve ORAC
metoduyla elde edilen antioksidan kapasite 6lgtimleri arasindaki iliski genellikle iyidir [84]. Bu
korelasyonlar, gida orneklerinde antioksidan kapasitenin degerlendirilmesi i¢in, FC toplam
indirgeyici kapasitesinin yararliligini dogrulamaktadir. FCR’nin tanimlanmamig kimyasal

yapisina ragmen, FC yontemi ile toplam fenol tayini giivenilir, basit ve tekrarlanabilirdir [88].

Cok sayida makale onerilen gallik asit referans standardi yerine katesin esdegeri [123],
klorogenik asit esdegeri [124], kafeik asit esdegeri [125] ve vanilik asit esdegerini [126]
kullanarak hesaplama yapmiglardir. Metotlarin standardizasyon eksikligi tayin edilen
fenollerde farkli degerler elde edilmesine neden olmaktadir. Son absorbans degerleri genellikle
reaksiyona giren fenolik hidroksil gruplarinin sayisiyla orantilidir ve molekiiliin yapisina
baglidir. Eger kalibrasyon icin kullanilan standart madde yiiksek reaktiflikte ise ve yliksek bir
absorbans veriyorsa, Olciilen numune degerleri diisiik olacaktir. Yontemin zaman almasi, rutin
analizler i¢in uygulanmasini zorlastirmaktadir. Ayni zamanda sulu fazda gerceklestirildigi i¢in,

lipofilik bilesikler i¢in uygulanamamaktadir.

1.7.10 Cu(II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC)

Apak ve arkadaslarmin [127] gelistirdigi bu yontem, bir numunedeki antioksidanlar
tarafindan Cu(Il)’nin Cu(I)’e indirgenmesi temeline dayanir (Sekil 1.7.10). Yontemde 2,9-
dimetil-1,10- fenantrolin (Neokuproin veya Nc)’in Cu(Il) ile olusturdugu bakir(Il)-neokuproin
kompleksinin (Cu(l1)-Nc), 450 nm’de maksimum absorbans veren bakir(I) neokuproin [Cu(I)-
Nc] selatina indirgenme yeteneginden yararlanarak antioksidan kapasite hesaplanmaktadir.

Ornek basina sadece 10 dak gereken ¢ok hizli bir yontem olmasi avantajdir. Askorbik

asit, tirik asit, gallik asit ve kersetin icin CUPRAC ydntemi birka¢ dakikada tamamlanirken
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daha kompleks molekiiller igin 30-60 dak gerekmektedir [84]. Yo6ntemde kullanilan ayiraglar

oldukga ucuzdur, yontem ¢ok fazla uzmanlik gerektirmez. Bakir reaksiyon Kinetikleri demirden
daha hizlidr.

2+ +

Antioxidant Reduces
Cu(l1) to Cu(l)

>

Cu(ll)Nc Cu(l)Nc

Sekil 1.7.10: Cu (II)’nin Cu (I)’e indirgenmesi

1.7.11 Total tiyol (siilfhidril gruplari) élciim yontemi (TTL)

Plazma tiyol igerigi Ellman tarafindan tanimlannmig [128]ve Hu tarafindan modifiye
edilmis yontem ile 6l¢iiliir [129]. 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic) acid (DTNB) molekiilii serbest
tiyoller tarafindan rediiklenerek disiilfid ve bir molekiil 5-tiyonitrobenzoik asit olusturur. Bu
reaksiyon spektrofotometrede 412 nm’de gozlenir. Renk olusumu merkaptoetanol ile kalibre
edilir. Sonuglar umol/L olarak verilir. 4’4-ditiyodipiridin (4-DPS), DTNB’ye alternatif bir
reaktiftir. 4-DPS’nin rediiksiyonu 4-tiyopiridon’a yol agar ve 324 nm’de 6l¢iilebilir. Ancak bu

dalga boyu klinik kimya laboratuvarlarinda bulunan otomatik analizérlerde kullanilamaz.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Materyal

2.1.1 Kullanilan ekipmanlar

Sogutmali santrifiij : Niive NF80OR (Tiirkiye)

-80°C derin dondurucu : Sanyo (Japonya)

Hassas terazi : Mettler Toledo ML204-a (Amerika)
Vorteks : Genie 2 (Amerika)

Isitic1 ve mantetik karigtirict : IKA rct basic (Almanya)

pH metre : Inolab WTW pH 730 (Almanya)
Spektrofotometre : Schimadzu UV 1800 (Japonya)
Otomatik pipetler : Socorex (Isvigre), Nichipet (Japonya)
Otoanalizor : Roche Hitachi cobas 501(Almanya)

2.1.2 Kullanilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik reaktif ayar (Analytical reagent grade-
ACS) saflikta olup, Sigma -Aldrich’den satin alindu.

FRAP tayini icin [117]:

e Sodyum asetat

o Asetik asit

e TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine)
e Hidroklorik asit

e Demir (III) kloriir
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TAS tayini icin [115]:

e Sodyum asetat
e Asetik asit

e ABTS

e H202

TAR tayini i¢in [116]:

e Potasyum kloriir

e Hidroklorik asit

e Ortodianizidin dihidroklorid
e Demir(Il) amonyumstilfat

e Hy02

TTL tayini icin [128, 129]:

e DTNB
e Metanol
e EDTA
o Tris

e HCI

2.1.3 Kullanilan kimyasal ¢ozeltiler
FRAP tayini icin:

300 mM asetat tamponu (pH 3,6) : 24,6 g CH3COONa tartilarak distile suda ¢6ziindii ve 1000
ml’ye tamamlandi. 1,705 ml glasiyal asetik asit 1000 ml distile suya tamamlandi. 75 ml sodyum
asetat sollisyonu 925 ml asetik asit soliisyonu ile pH metre altinda pH 3,6 olacak sekilde

karistirildu.

10 mM TPTZ ¢ozeltisi: 0,31 g TPTZ tartilarak balon jojede 100 ml 40 mM HCl i¢inde ¢6ziildi.
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20 mM FeCls gozeltisi: 0,32 g FeCls tartilarak distile suda ¢oziindii ve balon jojede 100 ml’ye

tamamlanda.

Calisma soliisyonu (working reagent): 10 v asetat tamponu + 1 v TPTZ ¢ozeltisi + 1 v FeCls

cozeltisi olacak sekilde giinliik hazirlandu.

TAS tayini icin:
Reaktif 1:

400 mM asetat tamponu (pH 5,8) : 32,8 g CH3COONa tartilarak distile suda ¢6ziindii ve 1000
ml’ye tamamland1. 22,8 ml glasiyal asetik asit 1000 ml distile suya tamamlandi. 940 ml sodyum
asetat soliisyonu 60 ml asetik asit soliisyonu ile pH metre altinda pH 5,8 olacak sekilde

karistirildi.
Reaktif 2:

300 mM asetat tamponu (pH 3,6) : 24,6 g CH3COONa tartilarak distile suda ¢6ziindii ve 1000
ml’ye tamamlandi. 1,705 ml glasiyal asetik asit 1000 ml distile suya tamamlandi. 75 ml sodyum
asetat sollisyonu 925 ml asetik asit soliisyonu ile pH metre altinda pH 3,6 olacak sekilde

karigtirildu.
2 mM HO2 (278 ul) soliisyonu (%35) 1000 ml tampon soliisyonuna tamamlandi.
10 mM (0,549 g) ABTS hazirlanmis 100 ml soliisyonda ¢6ziildii.

Reaktif 2 kullanilmasi i¢in 24 saat oda 1sisinda bekletildi.

TAR tayini icin:

Reaktif 1:

75 mM Clark ve Lubs soliisyonu (pH 1,8) : 5,591 g KCl tartilarak distile suda ¢6zilindii ve 1000
ml’ye tamamlandi. 6,41 ml HCI (%36,5) 1000 ml distile suya tamamlandi. 800 ml KCl
soltisyonu 200 ml HCI soliisyonu ile pH metre altinda pH 1,8 olacak sekilde karistirildi. 10 mM

(3,17 g) ortodianizidin dihidroklorid bu soliisyonda ¢6ziildi. 45 uM (0,01764)
Fe(NH4)2(S04)2:6H20 tartilarak hazirlanan soliisyonda ¢oziildii.
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Reaktif 2:

7,5 mM H20; soliisyonu: 0,641 ml H202 soliisyonu ( %35) 1000 ml Clark ve Lubs soliisyonuna

tamamlanda.

TTL tayini icin:

Reaktif 1:

10 mM EDTA (3,8 g) tartilarak 1000 ml 100 mM Tris tamponunda (pH 8,2 ) ¢oziildii.
Reaktif 2:

10 mM DTNB c¢ozeltisi: 3,963 DTNB 1000 ml metanolde ¢o6ziildii. Reaktif taze olarak

hazirlanip kullanildi.

2.2 Metod
2.2.1 FRAP tayini

Demir(IIl) iyonu indirgeyici antioksidan giicii yonteminin prensibi Benzie ve ark.larinin
gelistirdigi metoda dayanmaktadir [117]. Bu metotta diisiik pH’da ferik tripiridiltriazin
kompleksi (Fe*3-TPTZ) antioksidanlarin etkisiyle ferroz kompleksine (Fe*2-TPTZ) indirgenir.
Olusan kompleksin 593 nm’de absorbansi dl¢iiliir. Boylece elektron vermenin antioksidanlarin
toplam indirgeme kapasitesiyle lineer oldugu varsayilir.

Deneyin yapilist: 300 pl calisma soliisyonuna (10 hacim asetat tamponu + 1 hacim TPTZ
cozeltisi + 1 hacim FeCls ¢ozeltisi olacak sekilde giinliik hazirland1). 10 pl numune ve 30 pl
H20 eklendi. Reaksiyon ortamindaki numunenin en son diliisyonu 1/34’tiir. Final absorbans ile

reaktif korii arasindaki absorbans degisimi her bir numune i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi.
Otomatik analizor i¢in 6l¢iim prosediirii:
Numune hacmi: 10 pl numune ve 30 pl H20 karigiminindan 20 pl

Reaktif hacmi: 150 pl (10 hacim asetat tamponu + 1 hacim TPTZ ¢ozeltisi + 1 hacim FeCls

cozeltisi)
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Dalga boyu: 593 nm
Okuma noktast:

Reaksiyon Troloks’la kalibre edildi. Sonu¢lar mM Troloks Eq/L olarak verildi.

2.2.2 TAS tayini

Daha stabil ABTS radikali ile total antioksidan kapasite Ol¢limiiniin prensibi Erel’in
gelistirdigi metoda dayanmaktadir [115]. Rediikte ABTS molekiilii asidik ortamda hidrojen
peroksit ile ABTS*"ye oksitlenir. Asetat tamponunda ABTS** molekiilleri (koyu yesil renkte)
uzun siire stabil kalir. Ornekte var olan antioksidanlar kendi konsantrasyonlariyla orantili olarak
rengi a¢ilmasini hizlandirirlar. Rengin agilma orani 6rnegin total antioksidan kapasitesiyle ters
iliskilidir.

Otomatik analizor i¢in 6l¢iim prosediirii:

Numune hacmi: 6 pl numune

Reaktif 1 hacmi: 100 pl (400 mM pH 5,8 asetat tamponu)

Reaktif 2 hacmi: 10 pl (30 mM pH3,6 asetat tamponu igerisinde ABTS®")

Dalga boyu: 660 nm

Okuma noktast: Ilk absorbans R1 ve R2 karisimmdan énce son absorbans inkiibasyon

periodunun sonunda alind1 (10 dk).

Reaksiyon Troloks’la kalibre edildi. Sonuglar mM Troloks Eq/L olarak verildi.

2.2.3 TAR tayini

Erel tarafindan gelistirilen bu yontemde Fe*? — o-dianizidin kompleksi hidrojen
peroksitle reaksiyona girer ve OH® radikali olusur [116]. Bu gii¢lii radikal diisiikk pH’ta o-
dianizidin molekiillerini sari-kahverengi renkli dianizidil radikallerine oksitler. Renk olusumu
ileri oksidasyon reaksiyonlariyla artar. Ornekteki antioksidanlar oksidasyon reaksiyonlarmi ve

renk olusumunu baskilar.
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Otomatik analizor i¢in 6l¢iim prosediirii:
Numune hacmi: 4,5 ul numune

Reaktif 1 hacmi: 180 pul (75 mM pH 1,8 Clark ve Lubs soliisyonu igerisinde 10 mM o-dianizidin
ve 45 uM ferr6z iyon)

Reaktif 2 hacmi: 10 pl (Clark ve Lubs soliisyonunda 7,5 mM H203)
Dalga boyu: 450 nm

Okuma noktast: ilk absorbans R1 ve R2 karisimidan &nce son absorbans reaksiyon trasesi

platoya eristiginde alindi (10 dk).

Reaksiyon Troloks’la kalibre edildi. Sonuglar mM Troloks Eq/L olarak verildi.

2.2.4 TTL tayini

Ellman tarafindan tanimlanmis ve Hu tarafindan modifiye edilmis yontem ile olgiiliir [128,
129]. Yontemin prensibi 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic) acid (DTNB) molekiiliiniin serbest
tiyoller tarafindan rediiklenerek disiilfid ve bir molekiil 5-tiyonitrobenzoik asit olusturmasina
dayanur.

Otomatik analizor i¢in 6l¢iim prosediirii:

Numune hacmi: 10 pl numune

Reaktif 1 hacmi: 110 pl (100 mM pH 8,2 Tris tamponu igerisinde 10 mM EDTA)

Reaktif 2 hacmi: 10 pul (Metanolde 10 mM DTNB ¢ozeltisi)

Dalga boyu: 412 nm

Okuma noktast: Ik absorbans R1 ve R2 karisimindan &nce son absorbans reaksiyon trasesi

platoya eristiginde alind1 (10 dk).

Reaksiyon merkaptoetanol ile kalibre edildi. Sonuglar pmol/L olarak verildi.
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2.3 Yontemlerin performans degerlendirmeleri

2.3.1 Dogrusallik (linearite) calismasi

Her bir yontemde kullanilan kalibratoriin seri diliisyonuyla yapildi. x eksenine beklenen
degerler y eksenine bulunan degerlerin girilmesiyle dagilim grafikleri ¢izildi. Regresyon
analizleri yapildi. Regresyon denklemleri bulundu. Korelasyon katsayilari, egim (slope), kesim

(intercept) ve standart hatalar1 gosterildi.

2.3.2 Analitik sensitivite calismasi
Sensitivitenin gostergesi olan kalibrasyon egrilerinin egimlerine goére yontemlerin analitik

sensitiviteleri tanimlandi.

2.3.3 Geri kazanim (recovery) calismasi

FRAP, TAS ve TAR yontemlerinin geri kazanimi deneylerinde 2 mmol C vitamini kullanilirken
TTL yonteminde 200 umol GSH kullanildi. Bazal numune i¢in 1 ml serum havuzuna 0,1 ml
distile su eklendi. Test numunesi i¢in 1 ml serum havuzuna 0,1 ml hazirlanan standarttan
eklendi. Geri kazananimin hesaplanmasinda asagidaki formiiller kullanildi.

Eklenen konsantrasyon =standart konsantrasyonu x [standart ml’si / (standart ml + serum ml)]
Geri elde konsantrasyonu = Konsantrasyon test- konsantrasyon bazal

% geri elde = (Geri elde konsantrasyonu / eklenen konsantrasyon) x 100

2.3.4 Gozlenebilirlik simir1 calismasi (limit of detection)
0 kalibrator (kor) her bir yontemde 10 kez oOlgiildii. Koriin ortalamasi ve standart sapmasi

hesaplandi. Yontemlerin gozlenebilirlik sinirlart asagidaki formiille belirlendi.

Gozlenebilirlik siniri= kor dl¢limlerinin ortalamasit + 3 x kor dl¢limlerinin standart sapmasi

2.3.5 Tekrarlanabilirlik caliymasi

Tekrarlanabilirlik ¢alismasi i¢in her bir yontemde 3 farkli diizey belirlendi. Her bir diizey
giinliik iki caligma her ¢alismada iki tekrar olacak sekilde 20 giin boyunca 6lg¢iildii. Elde edilen
degerlerden her bir yontemin calisma i¢i, giinler arasi, ¢aligsmalar arast ve toplam CV’leri

hesaplandi.
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2.3.6 interferans calismalari
2.3.6.1 Hemoliz interferansi
Hemoliz interferansi deneyleri i¢cin hemoglobin standardi kullanildi. Serum havuzuna uygun
oranlarda eklenerek hemoglobin konsantrasyonu 20, 40, 60, 80, 100, 200, 400, 600, 800,1000

mg/dl olan test serumlari elde edildi. Her bir yontem i¢in % interferans degerleri hesaplandi.

2.3.6.2 Bilirubin interferansi

Bilirubin interferans: deneyleri igin bilirubin standardi kullanildi. Serum havuzuna uygun
oranlarda eklenerek bilirubin konsantrasyonu 2,5, 5, 7,5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 mg/dl olan test
serumlari elde edildi. Bazal ve test 6l¢iim numuneleri asagidaki sekilde hazirlandi.

Bazal numune = 0,9 mL serum + 0,1 mL distile su

Test numunesi = 0,9 mL serum + 0,1 mL bilirubin standard:

2.3.6.3 Lipemi interferansi

Lipemi interferans1 deneyleri igin %20’lik Clinoleic lipid emiilsiyonu (Eczacibasi, Baxter)
kullanildi. Lipemi kaynakli tiirbiditeyi taklit etmek i¢in serum havuzuna on farkli oranda
%20’lik lipid emiilsiyonu eklendi. Bu amagla serum havuzu ikiye ayrildi. Bunlardan birine 1/20
oraninda lipid emiilsiyonu katildi. Lipid emiilsiyonundan kaynaklanan seyreltmeyi gidermek
i¢in serum havuzlarinin diger yarisina ayni oranda (1/20) deiyonize su eklendi. En yiiksek lipid
emiilsiyonu i¢eren serum havuzunun trigliserit konsantrasyonu ortalama 2000 g/L idi. Bu
sekilde hazirlanan toplam 10 serum havuzunda FRAP, TAS, TAR ve TTL testleri galisildu.

2.3.7 Yontemlerin diliisyon sensitivitesi calismalar:
Farkli serum dilisyonlarinda yontemlerin sensitiviteleri degerlendirildi. Beklenen degerlere

kars1 bulunan degerlerin grafikleri ¢izildi. Regresyon analizleri yapildi.

2.3.8 Yontemlerin karsilastirilmasi

Yontem karsilagtirma deneyi i¢in BD vacutainer markali silikajelli 10 mL’lik vakumlu

tiiplere alinmis vendz kanlar 1600 g’de 10 dk santrifiij edildi ve serumlar ¢alisma giiniine kadar
-80°C’de saklandi. Caligma giinii 100’er numunede FRAP, TAS, TAR ve TTL testleri analiz

edildi. Korelasyon analizleri yapildi ve regresyon grafikleri ¢izildi.
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3. BULGULAR
3.1 Spektral analizler
3.1.1 FRAP yonteminin spektral analizi

Fe*2-TPTZ kompleksinin spektral absorbansi sekil 3.1.1°de goriilmektedir. Maksimal
absorbans sekilde goriildiigii gibi 593 nm’dir.

Sekil 3.1.1: Fe*2-TPTZ kompleksinin absorbans spektrumu

3.1.2 TAS yonteminin spektral analizi

ABTS radikalinin spektral absorbanslar1 sekil 3.1.2°de goriildiigii gibi 420, 660 ve 740

nm’dir.
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Sekil 3.1.2: ABTS radikalinin absorbans spektrumu
3.1.3 TAR yonteminin spektral analizi

0-dianizidil radikalinin spektral absorbansi sekil 3.1.3°te goriilmektedir. Maksimal

absorbans sekilde goriildiigii gibi 444 nm’dir.

Sekil 3.1.3: o-dianizidil radikalinin absorbans spektrumu
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3.1.4 TTL yonteminin spektral analizi

DTNB radikalinin spektral absorbansi sekil 3.1.4’te goriilmektedir. Maksimal
absorbans sekilde goriildiigii gibi 412 nm’dir.

Sekil 3.1.4: DTNB radikalinin absorbans spektrumu

3.2 Cesitli serum orneklerinin ve koriin reaksiyon kinetikleri

Otomatik analizorde FRAP, TAR, TAS VE TTL yontemleriyle calisilan cesitli
hastaliklara ait Ornekler, serum havuzu ve koriin reaksiyon kinetikleri sekil 3.2.1-8’de
goriilmektedir. Meme kanserli hastaya ait serum 6rneginin antioksidan kapasitesi over ve mide
kanserli hastalara ait serumlara gore her dort yontemde de en yiiksek bulundu (Sekil 3.2.1-4).
Mide kanserli hastaya ait serum 6rneginin antioksidan kapasitesi ise her dort yontemle de diger

kanserli serum o6rneklerine kiyasla en diisiik 6l¢iildi (Sekil 3.2.1-4).
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Absorbans, 593 nm

Absorbans, 660 nm
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Sekil 3.2.1: FRAP yontemiyle 6l¢iilen gesitli serumlarin reaksiyon Kinetikleri
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Sekil 3.2.2: TAS yontemiyle Slgiilen ¢esitli serumlarin reaksiyon kinetikleri
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Absorbans, 412 nm

Absorbans, 444 nm
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Sekil 3.2.3: TAR yontemiyle 6l¢iilen ¢esitli serumlarin reaksiyon kinetikleri
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Sekil 3.2.4: TTL yontemiyle Ol¢iilen ¢esitli serumlarin reaksiyon kinetikleri
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Miyokard infarktiislii hastaya ait serum 6rneginin antioksidan kapasitesi TAS ve FRAP

yontemleriyle diyabetes mellituslu ve hipertansiyonlu hastalarin érneklerine gore en yiiksek

bulunurken TAR ve TTL yontemleriyle en disik bulundu (Sekil 3.2.5-8). Ayrica

hipertansiyonlu hastaya ait Ornegin antioksidan kapasitesi

diger hasta gruplaryla

karsilagtirildiginda TAR ve TTL yontemleriyle en yiiksek bulunurken, TAS ve FRAP

yontemleriyle orta diizeyde elde edildi (Sekil 3.2.5-8).
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Sekil 3.2.5: FRAP yontemiyle dlgiilen gesitli serumlarin reaksiyon kinetikleri
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Sekil 3.2.6: TAS yontemiyle 6l¢iilen gesitli serumlarin reaksiyon kinetikleri
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Sekil 3.2.7: TAR yontemiyle 6l¢iilen ¢esitli serumlarin reaksiyon kinetikleri
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Sekil 3.2.8: TTL yontemiyle Olciilen ¢esitli serumlarin reaksiyon kinetikleri

3.3 Saf antioksidanlarin reaksiyon kinetikleri
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Troloks, E ve C vitamini, bilirubin, {irik asit, rediikte glutatyon, DTT, gallik asit ve

katesinin reaksiyon kinetikleri belirlendi.

50



3.3.1 FRAP yontemi ile olciilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin reaksiyon

kinetikleri

Sekil 3.3.1-A’da goriildiigi gibi C vitamini, troloks, katesin ve alfa-tokoferoliin

antioksidan etkileri hizliydi ve reaksiyonun baslangicinda tamamlandi. Ayrica DTT nin

antioksidan etkisi digerlerine gdre daha diisiiktii ve daha ge¢ tamamlanmist1. Urik asitin

antioksidan etkisi yok denecek kadar azdi. Beta-karoten ve GSH’1n antioksidan etkileri

birbirine yakin olmakla birlikte diger gii¢lii antioksidanlara gore daha zayifti. (Sekil 3.3.1-B).

Gallik asit ve bilirubinin antioksidan etkileri ise ¢ vitamini, troloks gibi antioksidanlara gore

¢ok daha fazla bulundu (Sekil 3.3.1-C).
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Absorbans, 593 nm
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Sekil 3.3.1-A-B-C: FRAP yontemi ile dlgiilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin

reaksiyon Kinetikleri

3.3.2 TAS yontemi ile ol¢iilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin reaksiyon kinetikleri

C vitamini, troloks, DTT ve bilirubinin antioksidan etkileri hizliydi ve reaksiyonun

baslangicinda gergeklesti. Urik asit, alfa-tokoferol ve GSH’m etkileri diger antioksidanlara gore

daha ge¢ olustu. Ozellikle iirik asitin etkisi en ge¢ olustu. Gallik asit ve katesinin etkileri

saniyeler igerisinde reaksiyonun baslangicinda gerceklesti ve diger antioksidanlara gére daha

giicliilerdi (Sekil 3.3.2-A-B-C).
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Sekil 3.3.2-A-B-C- : TAS yontemi ile dlgiilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin

reaksiyon Kinetikleri

3.3.3 TAR yontemi ile ol¢iilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin reaksiyon kinetikleri

Sekil 3.3.3-A-B-C’de goriildiigii gibi C vitamininin antioksidan etkisi DTT, iirik asit ve
GSH’a gore daha yavasti. Beta-karotenin antioksidan etkisi ise troloks, alfa-tokoferol, gallik
asit ve katesinden daha hizlidiydi. Tiim antioksidanlar icerisinde gallik asit en gec etkiye sahip

oland1. Bilirubin ise en hizli ve en yiiksek etkiye sahip olan olarak goriildi.
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Sekil 3.3.3-A-B-C : TAR yontemi ile dlciilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin reaksiyon

kinetikleri
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3.3.4 TTL yontemi ile ol¢iilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin reaksiyon kinetikleri

DTT, GSH’a gore daha yiiksek antioksidan etkiye sahipti (Sekil 3.3.4-A).
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Sekil 3.3.4-A: TTL yontemi ile olciilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin reaksiyon

kinetikleri

3.4 Saf antioksidanlarin doz bagimh karakteristikleri

3.4.1 FRAP yontemi ile dl¢iilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin doz bagimh

karakteristikleri

Gallik asit, C vitamini, troloks, alfa-tokoferol ve DTT’ye gore ¢ok hizli antoksidan etki
gosterdi ve Immol/L’ye kadar dogrusaldi (sekil 3.4.1-A). Katesin ve bilirubin de diger
antioksidanlara gore olduk¢a hizli etki gosterirken dogrusalliklar her ikisinin de 0,5 mmol/L’ye

kadard1 (Sekil 3.4.1-B).
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Sekil 3.4.1 A-B: FRAP yontemi ile dl¢iilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin doz bagiml

karakteristikleri
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3.4.2 TAS yontemi ile dl¢iilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin doz bagimh

karakteristikleri

Sekil 3.4.2-A’da goriildiigii gibi C vitamini, DTT, GSH, firik asit ve troloks 1
mmol/L’ye kadar dogrusaldi. Bilirubin ve gallik asit 0,25 mmol/L’ye kadar, katesin 0,125

mmol/L’ye kadar, alfa-tokoferol 1mmol/L’ye beta-karoten ise 3 mmol/L’ye kadar dogrusaldi.
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4 1
L ® Cvitamini
(2]
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~ 06 ——GSH
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Sekil 3.4.2-A-B: TAS yontemi ile dlgiilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin doz

bagimli karakteristikleri
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3.4.3 TAR yontemi ile ol¢giilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin doz bagimh

karakteristikleri

C vitamini, DTT, GSH, iirik asit ve troloks sekil 3.4.3-A’da goriildiigii gibi 5 mmol/L’ye
kadar dogrusaldi. Sekil 3.4.3-B’de goriildiigii gibi 1 mmol/L’ye kadar dogrusaldi. Katesin
sigmoidal bir egri sergilerken, bilirubin 0,5 mmol/L’de kirilma gostererek 0,875 mmol/L’ye
kadar dogrusaldi. Alfa-tokoferol ise 1 mmol/L’ye kadar dogrusallik gostermese de 1-4 mmol/L

arasinda dogrusaldu.
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< 2 —@— Alfa-tokoferol
<
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Konsantrasyon, mmol/L

Sekil 3.4.3-A-B: TAR yontemi ile dlgiilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin doz bagiml

karakteristikleri
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3.4.4 TTL yontemi ile ol¢iilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin doz bagimh

karakteristikleri

Sekil 3.4.4’te gorildigi gibi DTT 4 mmol/L’ye kadar GSH ise 5 mmol/L’ye kadar
dogrusaldi.
6000
5000
4000

3000
——DTT

TTL, pmol/L

2000 —@— GSH

1000

0 1 2 3 4 5 6

Konsantrasyon, mmol/L

Sekil 3.4.4: TTL yontemi ile 6l¢iilen endojen ve ekzojen antioksidanlarin doz bagiml

karakteristikleri

3.4 Yontemlerin lineariteleri
3.4.1 FRAP yonteminin linearitesi

Troloks soliisyonun seri diliisyonuyla yapildi. FRAP yonteminde linearitenin ist limiti
4 mmol Troloks Eq/L bulundu. Regresyon analizinde r degeri 0,99 (p < 0,001, Sy/x = 0,147),
slope 0,94 (p < 0,001, Sy/x =0,037) ve intercept 0,07 (p = 0,334, Sy/x = 0,064) idi.

3.4.2 TAS yonteminin linearitesi

Troloks soliisyonun seri diliisyonuyla yapildi. TAS yonteminde linearitenin {ist limiti 2
mmol Troloks Eq/L bulundu. Regresyon analizinde r degeri 0,99 (p < 0,001, Sy/x = 0,028),
slope 0,97 (p < 0,001, Sy/x = 0,036) ve intercept -0,004 (p = 0,863, Sy/x = 0,023)’ tii.
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3.4.3 TAR yonteminin linearitesi

Troloks soliisyonun seri diliisyonuyla yapildi. TAR yonteminde linearitenin iist limiti 5
mmol Troloks Eq/L bulundu. Regresyon analizinde r degeri 0,99 (p < 0,001, Sy/x = 0,136),
slope 1,248 (p < 0,001, Sy/x = 0,025) ve intercept -0,401 (p < 0,001, Sy/x = 0,055)" di.

3.4.4 TTL yonteminin linearitesi

DTT soliisyonun seri diliisyonuyla yapildi. TTL yonteminde linearitenin {ist limiti 4
mmol/L bulundu. Regresyon analizinde r degeri 0,99 (p < 0,001, Sy/x = 79,5), slope 1203 (p <
0,001, Sy/x = 20,12) ve intercept 75,21 (p = 0,057, Sy/x = 34,42)’ di.

3.5 Yontemlerin analitik sensitiviteleri
3.5.1 FRAP yonteminin sensitivitesi

Kalibrasyon egrisinin slope’si olarak FRAP yonteminin sensitivitesi 8,7 X 107

Absorbans/ Miktar, [A x (mM)?] olarak bulunmustur.

3.5.2 TAS yonteminin sensitivitesi

Kalibrasyon egrisinin slope’si olarak TAS y&nteminin sensitivitesi 1,05 x 107

Absorbans/ Miktar, [A x (mM)™?] olarak bulunmustur.

3.5.3 TAR yonteminin sensitivitesi

Kalibrasyon egrisinin slope’si olarak TAR yonteminin sensitivitesi 6,67 x 107

Absorbans/ Miktar, [A x (mM)™?] olarak bulunmustur.
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3.5.4 TTL yonteminin sensitivitesi

Kalibrasyon egrisinin slope’si olarak TTL yonteminin sensitivitesi 1,96 x 10%

Absorbans/ Miktar, [A x (uM)?] olarak bulunmustur.

3.6 Yontemlerin analitik geri kazanimlari
3.6.1 FRAP yonteminin analitik geri kazaninm

FRAP yonteminin yiizde geri kazanimi serumlara 2 mmol/L C vitamini eklenerek tespit

edildi. Yiizde geri kazanimin ortalamasi % 136-141 olarak bulundu.

3.6.2 TAS yonteminin analitik geri kazanim

TAS yonteminin yiizde geri kazanimi serumlara 2 mmol C vitamini eklenerek tespit

edildi. Yiizde geri kazanimin ortalamasi1 % 110-114 olarak bulundu.

3.6.3 TAR yonteminin analitik geri kazanimi

TAR yonteminin yiizde geri kazanimi serumlara 2 mmol C vitamini eklenerek tespit

edildi. Yiizde geri kazanimin ortalamasi1 % 128-132 olarak bulundu.

3.6.4 TTL yonteminin analitik geri kazanimi

TTL yonteminin yiizde geri kazanimi serumlara 200 umol GSH eklenerek tespit edildi.

Yiizde geri kazanimin ortalamas1 % 97-102 olarak bulundu.

3.7 Yontemlerin gozlenebilirlik simirlar: (limit of detection)
3.7.1 FRAP yonteminin gozlenebilirlik sinir1

Sifir kalibratér degerlerinin ortalamasi + 3 standart sapma seklinde tanimlanan

deteksiyon limiti FRAP yontemi i¢in 0,070 mmol Troloks Eq/L’dir.
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3.7.2 TAS yonteminin gozlenebilirlik sinir1

Sifir kalibratér degerlerinin ortalamasi + 3 standart sapma seklinde tanimlanan

deteksiyon limiti TAS yontemi i¢in 0,091 mmol Troloks Eq/L’dir.

3.7.3 TAR yonteminin gozlenebilirlik sinir1

Sifir kalibratér degerlerinin ortalamasi + 3 standart sapma seklinde tanimlanan

deteksiyon limiti TAR y6ntemi i¢in 0,184 mmol Troloks Eq/L’dir.

3.7.4 TTL yonteminin gozlenebilirlik siniri

Sifir kalibratdr degerlerinin ortalamasi1 + 3 standart sapma seklinde tanimlanan

deteksiyon limiti TTL yontemi i¢in 3,92 pmol/L’dir.

3.8 Yontemlerin tekrarlanabilirlikleri

3.8.1 FRAP yonteminin tekrarlanabilirligi

A) FRAP Diizey 1

Serum havuzlariyla olusturulmus diizeylerden 1. diizeyin FRAP yontemi ile 20 giin
boyunca 6l¢iilen sonuglari tablo 3.8.1-A1 ve sekil 3.8.1-A’da goriilmektedir. Yontemin ¢aligma
ici CV’si 2,74, giinler aras1 2,16, calismalar arast 3,53 ve toplam CV’si 4,96 olarak bulundu
(Tablo 3.8.1-A2).
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Tablo 3.8.1-A1:1. diizeyin FRAP yontemiyle 20 giinliik sonuglari

Run 1 Run 2 Total
Giinler 11. 6lciim | 12.6lciim Ortalama [PARGIEIFZRINiILE Ortalama Ortalama
1 0,409 0,407 0,408 0,4 0,387 0,3935 0,397125
2 0,423 0,405 I 0,414 0,387 0,387 0,387 0,387
3 0,398 0,409 f 0,4035 0,41 0,393 0,4015 0,39725
4 0,411 0,408 I 0,4095 0,397 0,391 0,394 0,3925
5 0,429 0,404 I 0,4165 0,378 0,382 0,38 0,381
6 0,404 0,402 I 0,403 0,362 0,398 0,38 0,389
7 0,388 0,391 r 0,3895 0,359 0,369 0,364 0,3665
8 0,392 0,395 r 0,3935 0,359 0,373 0,366 0,3695
9 0,384 0,377 I 0,3805 0,367 0,385 0,376 0,3805
10 0,383 0,409 I 0,396 0,374 0,401 0,3875 0,39425
11 0,425 0,453 I 0,439 0,396 0,408 0,402 0,405
12 0,42 0,42 r 0,42 0,404 0,404 0,404 0,404
13 0,45 0,412 r 0,431 0,402 0,405 0,4035 0,40425
14 0,426 0,418 I 0,422 0,407 0,397 0,402 0,3995
15 0,42 0,425 I 0,4225 0,401 0,399 0,4 0,3995
16 0,425 0,432 r 0,4285 0,4 0,404 0,402 0,403
17 0,456 0,43 I 0,443 0,404 0,415 0,4095 0,41225
18 0,432 0,427 I 0,4295 0,426 0,413 0,4195 0,41625
19 0,43 0,424 I 0,427 0,399 0,427 0,413 0,42
20 0,418 0,422 f 0,42 0,404 0,406 0,405 0,4055
Ortalama 0,416 0,414 0,415 0,392 0,397 0,395 0,396
SS 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01
%CV 4,85 4,05 4,04 482 3,58 3,83 3,58

Tablo 3.8.1-A2: FRAP yo6nteminin 1.diizey CV sonuglari

Cahsma ici 2,74
Giinler arasi1 % CV 2,16
Calismalar arasi (giin ici) 20CV 3,53
Toplam %CV 4,96
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Sekil 3.8.1-A: 1.diizeyin FRAP yontemiyle 20 giinliik 6l¢iim sonuglarinin grafiksel gosterimi
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B) FRAP Diizey 2

Serum havuzlariyla olusturulmus diizeylerden 2. diizeyin FRAP yontemi ile 20 giin
boyunca 6l¢iilen sonuglari tablo 3.8.1-B1 ve sekil 3.8.1-B’de goriilmektedir. Yontemin ¢aligma
ici CV’si 2,71, giinler aras1 3,21, ¢alismalar arasi 3,14 ve toplam CV’si 5,25 olarak bulundu
(Tablo 3.8.1-B2).

Tablo 3.8.1-B1: 2. diizeyin FRAP yontemiyle 20 giinliik sonuglari

Run 1 Run 2 Total
Gunler 11. Olciim | 12.6lciim Ortalama ARG My R1 il Ortalama Ortalama
1 0,573 0,558 0,5655 0,538 0,533 0,5355 0,543
2 0,558 0,56 r 0,559 0,559 0,573 0,566 0,5695
3 0,568 0,566 r 0,567 0,547 0,531 0,539 0,535
4 0,582 0,593 I 0,5875 0,534 0,538 0,536 0,537
5 0,557 0,581 I 0,569 0,554 0,542 0,548 0,545
6 0,55 0,535 f 0,5425 0,531 0,514 0,5225 0,51825
7 0,552 0,543 I 0,5475 0,507 0,542 0,5245 0,53325
8 0,536 0,542 r 0,539 0,553 0,511 0,532 0,5215
9 0,542 0,56 I 0,551 0,51 0,524 0,517 0,5205
10 0,526 0,556 I 0,541 0,52 0,509 0,5145 0,51175
11 0,581 0,58 f 0,5805 0,56 0,562 0,561 0,5615
12 0,582 0,609 r 0,5955 0,554 0,585 0,5695 0,57725
13 0,593 0,587 r 0,59 0,569 0,55 0,5595 0,55475
14 0,571 0,59 I 0,5805 0,548 0,581 0,5645 0,57275
15 0,612 0,575 I 0,5935 0,569 0,607 0,588 0,5975
16 0,584 0,601 I 0,5925 0,551 0,574 0,5625 0,56825
17 0,575 0,583 I 0,579 0,603 0,556 0,5795 0,56775
18 0,597 0,609 I 0,603 0,561 0,548 0,5545 0,55125
19 0,59 0,622 I 0,606 0,557 0,555 0,556 0,5555
20 0,589 0,583 f 0,586 0,552 0,568 0,56 0,564
Ortalama 0,571 0,577 0,574 0,549 0,550 0,550 0,550
SS 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02
%CV 3,38 4,16 3,72 3,97 4,79 3,80 413

Tablo 3.8.1-B2: FRAP yonteminin 2.diizey CV sonuglari

Calisma ici 2,71
Giinler arasi1 %CV 3,21
Calismalar arasi (giin ici) %CV 3,14
Toplam %CV 5,25
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Sekil 3.8.1-B: 2.diizeyin FRAP yontemiyle 20 giinliik 6l¢iim sonuglarinin grafiksel gosterimi
C) FRAP Diizey 3

Serum havuzlariyla olusturulmus diizeylerden 3. diizeyin FRAP yontemi ile 20 giin
boyunca 6l¢iilen sonuglari tablo 3.8.1-C1 ve sekil 3.8.1-C’de goriilmektedir. Yontemin ¢aligma
ici CV’si 1,33, giinler aras1 2,05, ¢alismalar arasi 3,57 ve toplam CV’si 4,33 olarak bulundu
(Tablo 3.8.1-C2).

Tablo 3.8.1-C1: 3. diizeyin FRAP yontemiyle 20 giinliik sonuglari

Run 1 Run 2 Total
Gunler 11. Olciim | 12.6lciim Ortalama ARG My X1Jilil Ortalama Ortalama
1 0,93 0,946 0,938 0,892 0,891 0,8915 0,903125
2 0,939 0,932 r 0,9355 0,909 0,899 0,904 0,9015
3 0,971 0,941 r 0,956 0,893 0,926 0,9095 0,91775
4 0,948 0,969 I 0,9585 0,912 0,919 0,9155 0,91725
5! 0,955 0,944 r 0,9495 0,909 0,891 0,9 0,8955
6 0,92 0,924 r 0,922 0,882 0,885 0,8835 0,88425
7 0,917 0,925 r 0,921 0,884 0,866 0,875 0,8705
8 0,9 0,918 I 0,909 0,893 0,87 0,8815 0,87575
9 0,92 0,935 f 0,9275 0,894 0,893 0,8935 0,89325
10 0,912 0,932 r 0,922 0,895 0,874 0,8845 0,87925
11 0,983 0,982 r 0,9825 0,949 0,939 0,944 0,9415
12 0,985 1,005 r 0,995 0,935 0,928 0,9315 0,92975
13 1,009 1,005 r 1,007 0,936 0,948 0,942 0,945
14 0,967 0,979 r 0,973 0,933 0,93 0,9315 0,93075
15 0,986 0,977 r 0,9815 0,934 0,95 0,942 0,946
16 0,983 0,984 r 0,9835 0,967 0,943 0,955 0,949
17 0,999 1,02 I 1,0095 0,953 0,934 0,9435 0,93875
18 0,983 1,006 I 0,9945 0,946 0,976 0,961 0,9685
19 1,037 1,044 r 1,0405 0,937 0,958 0,9475 0,95275
20 1,011 0,981 r 0,996 0,941 0,97 0,9555 0,96275
Ortalama 0,963 0,967 0,965 0,920 0,920 0,920 0,920
SS 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03
% CV 3,97 3,77 3,78 2,84 3,67 3,12 3,32
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Tablo 3.8.1-C2: FRAP yonteminin 3.diizey CV sonuglari

Calisma ici 1,33
Giinler aras1 % CV 2,05
Calismalar arasi (giin ici) %CV 3,57
Toplam %CV 4,33
1
= 1 *11. 6l¢iim
(5]
E * 12.6l¢iim
w2 1 . .
.E ©21. ol¢iim
§. @ 22.6l¢iim
QO 0
0
0
0 12 3 456 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Giinler

Sekil 3.8.1-C: 3.diizeyin FRAP yontemiyle 20 giinliik 6l¢iim sonuglarinin grafiksel gosterimi

3.8.2 TAS yonteminin tekrarlanabilirligi
A) TAS Diizey 1

Serum havuzlariyla olusturulmus diizeylerden 1. diizeyin TAS yontemi ile 20 giin
boyunca dlgiilen sonuglari tablo 3.8.2-A1 ve sekil 3.8.2-A’da gortilmektedir. Y6ntemin ¢galigma
ici CV’si 2,88, giinler arasi 6,24, ¢alismalar arasi 3,58 ve toplam CV’si 7,74 olarak bulundu
(Tablo 3.8.2-A2).
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Tablo 3.8.2-Al: 1. diizeyin TAS yontemiyle 20 giinliik sonuglar1

Run 1 Run 2 Total
Gunler 11. 6lcim | 12.6lciim OIIEIENENE 21. 6lciim | 22.6lcim [KOICIEINERROIgE1EINE
1 0,665 0,648 0,6565 0,653 0,655 0,654 0,654625
2 0,686 0,639 " 0,6625 0,642 0,645 0,6435 0,64425
3 0,648 0,688 " 0,668 0,63 0,657 0,6435 0,65025
4 0,657 0,703 " 0,68 0,628 0,646 0,637 0,6415
5 0,644 0,665 " 0,6545 0,65 0,666 0,658 0,662
6 0,607 0,609 f 0,608 0,605 0,582 0,5935 0,58775
7 0,614 0,623 " 0,6185 0,604 0,595 0,5995 0,59725
8 0,559 0,566 " 0,5625 0,61 0,654 0,632 0,643
9 0,618 0,562 i 0,59 0,618 0,584 0,601 0,5925
10 0,571 0,59 " 0,5805 0,61 0,573 0,5915 0,58225
11 0,711 0,695 " 0,703 0,683 0,684 0,6835 0,68375
12 0,72 0,725 " 0,7225 0,663 0,684 0,6735 0,67875
13 0,624 0,657 f 0,6405 0,728 0,719 0,7235 0,72125
14 0,705 0,684 I 06945 0,699 0,717 0,708 0,7125
15 0,664 0,699 " 0,6815 0,682 0,687 0,6845 0,68575
16 0,648 0,635 " 0,6415 0,737 0,719 0,728 0,7235
17 0,673 0,709 " 0,691 0,706 0,686 0,696 0,691
18 0,694 0,693 f 0,6935 0,656 0,683 0,6695 0,67625
19 0,684 0,678 " 0,681 0,699 0,74 0,7195 0,72975
20 0,71 0,652 r 0,681 0,633 0,649 0,641 0,645
Ortalama 0,655 0,656 0,656 0,657 0,661 0,659 0,660
SS 0,05 0,05 0,04 0,04 0,05 0,04 0,05
%CV 6,96 7.19 6,67 6,31 727 6,58 6,88

Tablo 3.8.2-A2: TAS yonteminin 1.diizey CV sonuglari

Calisma ici 2,88
Giinler aras1 %CV 6,24
Calismalar arasi (giin ici) %CV | 3,58
Toplam %CV 7,74
1
1 I
1 9‘§?2‘
5 1 ¢ 11. ol¢iim
E ¢ 12.61¢ciim
; 0 @21. 6l¢iim
E‘,. 0 @ 22.6l¢ciim
Q
0
0
0
01 23 456 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Giinler

Sekil 3.8.2-A: 1.diizeyin TAS yontemiyle 20 giinliik 6l¢iim sonug¢larinin grafiksel gosterimi
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B) TAS Diizey 2

Serum havuzlariyla olusturulmus diizeylerden 2. diizeyin TAS yontemi ile 20 giin
boyunca dlgiilen sonuglari tablo 3.8.2-B1 ve sekil 3.8.2-B’de goriilmektedir. Y6ntemin galigsma
ici CV’si 2,74, giinler arasi 6,92, ¢alismalar arasi 2,14 ve toplam CV’si 7,74 olarak bulundu
(Tablo 3.8.2-B2).

Tablo 3.8.2-B1: 2. diizeyin TAS yontemiyle 20 giinliik sonuglari

Run 1 Run 2 Total
Ginler 11.6lciim | 12.6Iciim EOIICIEINEEE 21. 6lciim | 22.6lciim |[KeIgeIEERROIsCIEEY
1 0,761 0,783 0,772 0,81 0,784 0,797 0,79075
2 0,826 0,791 " 0,8085 0,787 0,799 0,793 0,796
3 0,827 0,789 " 0,808 0,786 0,772 0,779 0,7755
4 0,824 0,798 " 0,811 0,774 0,742 0,758 0,75
5 0,804 0,757 " 0,7805 0,793 0,796 0,7945 0,79525
6 0,695 0,717 " 0,706 0,71 0,711 0,7105 0,71075
7 0,724 0,718 " 0,721 0,684 0,705 0,6945 0,69975
8 0,732 0,73 " 0,731 0,69 0,677 0,6835 0,68025
9 0,714 0,703 " 0,7085 0,714 0,698 0,706 0,702
10 0,688 0,719 " 0,7035 0,725 0,774 0,7495 0,76175
11 0,817 0,844 " 0,8305 0,842 0,844 0,843 0,8435
12 0,86 0,851 " 0,8555 0,838 0,848 0,843 0,8455
13 0,859 0,781 " 0,82 0,878 0,843 0,8605 0,85175
14 0,849 0,876 " 0,8625 0,849 0,878 0,8635 0,87075
15 0,801 0,781 " 0,791 0,898 0,803 0,8505 0,82675
16 0,831 0,809 " 0,82 0,804 0,86 0,832 0,846
17 0,816 0,837 " 0,8265 0,794 0,778 0,786 0,782
18 0,785 0,786 " 0,7855 0,843 0,814 0,8285 0,82125
19 0,778 0,793 " 0,7855 0,828 0,826 0,827 0,8265
20 0,844 0,842 f 0,843 0,827 0,833 0,83 0,8315
Ortalama 0,792 0,785 0,789 0,794 0,789 0,791 0,790
SS 0,05 0,05 0,05 0,06 0,06 0,06 0,06
%CV 6,93 6,33 6,38 774 732 7,25 7,21

Tablo 3.8.2-B2: TAS yonteminin 2.diizey CV sonuglari

Cahsma ici 2,74
Giinler arasi1 %CV 6,92
Calismalar arasi (giin ici) %CV |214
Toplam %CV 7,74
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Sekil 3.8.2-B: 2.diizeyin TAS yontemiyle 20 giinliik 6l¢iim sonuglarinin grafiksel gosterimi
C)TAS Diizey 3

Serum havuzlariyla olusturulmus diizeylerden 3. diizeyin TAS yontemi ile 20 giin
boyunca dlgiilen sonuglari tablo 3.8.2-C1 ve sekil 3.8.2-C’de goriilmektedir. Y6ntemin galigma
ici CV’si 1,93, giinler aras1 6,13, ¢alismalar arasi 0,73 ve toplam CV’si 6,46 olarak bulundu
(Tablo 3.8.2-C2).

Tablo 3.8.2-C1: 3. diizeyin TAS yontemiyle 20 giinliik sonuglari

Run 1 Run 2 Total
Gunler 11. 6lciim | 12.6lciim Ortalama 21. 6lcim | 22.6lcum [HelgelEIFENelae 1T
1 1,066 1,03 1,048 1,079 1,114 1,0965 1,084375
2 1,051 1,067 i 1,059 1,061 1,098 1,0795 1,08875
8 1,072 1,062 f 1,067 1,05 1,068 1,059 1,0635
4 1,071 1,082 f 1,0765 1,093 1,074 1,0835 1,07875
5 1,075 1,064 f 1,0695 1,055 1,1 1,0775 1,08875
6 1,019 1,032 " 1,0255 1,009 0,986 0,9975 0,99175
7 0,992 1,014 " 1,003 0,966 0,973 0,9695 0,97125
8 0,993 1,012 i 1,0025 0,988 1,019 1,0035 1,01125
9 0,962 1,005 f 0,9835 1,019 0,956 0,9875 0,97175
10 0,979 1,011 f 0,995 1,009 0,979 0,994 0,9865
11 1,077 1,146 " 1,1115 1,138 1,192 1,165 1,1785
12 1,112 1,143 " 1,1275 1,105 1,158 1,1315 1,14475
13 1,12 1,108 " 1,114 1,163 1,152 1,1575 1,15475
14 1,133 1,147 " 1,14 1,143 1,177 1,16 1,1685
15 1,133 1,155 f 1,144 1,155 1,162 1,1585 1,16025
16 1,137 1,137 f 1,137 1,14 1,114 1,127 1,1205
17 1,121 1,102 " 1,1115 1,072 1,099 1,0855 1,09225
18 1,12 1,103 " 1,1115 1,103 1,145 1,124 1,1345
19 1,124 1,137 " 1,1305 1,112 1,125 1,1185 1,12175
20 1,13 1,131 I 1,1305 1,127 1,13 1,1285 1,12925
Ortalama 1,074 1,084 1,079 1,079 1,091 1,085 1,087
SS 0,06 0,05 0,05 0,06 0,07 0,06 0,07
%CV 5,36 491 5,01 5,43 6,63 5,88 6,22
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Tablo 3.8.2-C2: TAS yonteminin 3.diizey CV sonuglari

Calisma ici 1,93
Giinler aras1 % CV 6,13
Calismalar arasi (giin ici) %CV | 0,73
Toplam %CV 6,46
1
1
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Sekil 3.8.2-C: 3.diizeyin TAS yontemiyle 20 giinliik 6l¢lim sonuglarinin grafiksel gosterimi

3.8.3 TAR yonteminin tekrarlanabilirligi
A) TAR Diizey 1

Serum havuzlariyla olusturulmus diizeylerden 1. diizeyin TAR yontemi ile 20 giin
boyunca 6lgiilen sonuglari tablo 3.8.3-A1 ve sekil 3.8.3-A’da gortilmektedir. Yontemin ¢aligma
ici CV’si 20,55, giinler aras1 15,63, ¢alismalar aras1 8,22 ve toplam CV’si 24,47 olarak bulundu
(Tablo 3.8.3-A2).
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Tablo 3.8.3-A1:1. diizeyin TAR yo6ntemiyle 20 giinliik sonuglari

Run 1 Run 2 Total
Gilnler 11.6lciim | 12.6Iciim EOIEIEIEN 21.6lciim | 22.6lcim _|[KelsEIEERReIsCIEE

1 0,733 0,79 0,7615 0,708 0,761 0,7345 0,74125

2 0,728 1,004 " 0,866 0,748 0,736 0,742 0,739

3 0,949 0,755 " 0,852 0,749 0,787 0,768 0,7775

4 0,638 0,928 " 0,783 0,614 0,742 0,678 0,71

5 0,591 0,776 " 0,6835 0,847 0,803 0,825 0,814
6 0,9 0,609 f 0,7545 0,523 0,714 0,6185 0,66625
7 0,298 0,788 " 0,543 0,561 0,924 0,7425 0,83325

8 0,592 0,874 " 0,733 0,891 0,499 0,695 0,597

9 0,579 0,593 i 0,586 0,693 0,473 0,583 0,528
10 0,831 0,802 " 0,8165 0,714 0,723 0,7185 0,72075
11 0,622 1,085 " 0,8535 0,918 0,928 0,923 0,9255
12 0,641 1,033 " 0,837 1,062 0,995 1,0285 1,01175
13 0,831 0,986 f 0,9085 0,702 0,967 0,8345 0,90075
14 0,489 0,847 " 0,668 0,975 0,89 0,9325 0,91125
15 0,883 0,639 " 0,761 0,97 0,981 0,9755 0,97825
16 0,61 0,736 " 0,673 0,91 1,001 0,9555 0,97825
17 0,746 0,943 " 0,8445 0,761 1,156 0,9585 1,05725
18 0,591 0,956 f 0,7735 0,742 0,776 0,759 0,7675
19 0,837 0,872 " 0,8545 0,764 1,019 0,8915 0,95525
20 0,859 0,609 r 0,734 0,898 0,635 0,7665 0,70075
Ortalama 0,697 0,831 0,764 0,788 0,826 0,807 0,816

SS 0,16 0,15 0,10 0,14 0,18 0,13 0,14
%CV 23,15 17,78 12,62 18,15 21,32 15,62 17,77

Tablo 3.8.3-A2: TAR yonteminin 1.diizey CV sonuglari

Calisma ici 20,55
Giinler aras1 % CV 15,63
Calismalar arasi (giin ici) 20CV | 8,22
Toplam %CV 24,47
1
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Sekil 3.8.3-A: 1.diizeyin TAR yontemiyle 20 giinliik 6l¢iim sonuglarinin grafiksel gosterimi
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B) TAR Diizey 2

Serum havuzlariyla olusturulmus diizeylerden 2. diizeyin TAR yontemi ile 20 giin
boyunca dlgiilen sonuglari tablo 3.8.3-B1 ve sekil 3.8.3-B’de goriilmektedir. Y6ntemin galigma
ici CV’si 15,68, giinler aras1 13,92, ¢aligsmalar aras1 7,18 ve toplam CV’si 22,16 olarak bulundu
(Tablo 3.8.3-B2).

Tablo 3.8.3-B1:2. diizeyin TAR yontemiyle 20 giinliik sonuglari

Run 1 Run 2 Total
Gunler 11. 6lciim | 12.6lciim OIIEIENENE 21. 6lciim | 22.6lciim [KeJgeIETERROIg1EIEY
1 0,885 0,704 0,7945 0,619 0,837 0,728 0,744625
2 0,902 0,82 i 0,861 0,862 0,793 0,8275 0,81025
8 0,962 0,602 f 0,782 0,803 0,595 0,699 0,647
4 0,782 0,974 " 0,878 0,717 0,656 0,6865 0,67125
5 0,87 0,697 " 0,7835 0,874 0,942 0,908 0,925
6 0,772 0,819 " 0,7955 0,633 0,641 0,637 0,639
7 0,685 0,824 " 0,7545 0,896 0,793 0,8445 0,81875
8 0,898 0,808 i 0,853 0,588 0,834 0,711 0,7725
9 0,793 0,754 f 0,7735 0,776 0,598 0,687 0,6425
10 0,788 0,743 " 0,7655 0,609 0,891 0,75 0,8205
11 1,049 0,517 " 0,783 0,961 1,138 1,0495 1,09375
12 0,941 1,049 " 0,995 0,961 0,886 0,9235 0,90475
13 0,648 0,928 " 0,788 0,695 0,624 0,6595 0,64175
14 0,711 0,806 " 0,7585 0,969 0,884 0,9265 0,90525
15 1,071 0,916 f 0,9935 1,192 1,032 1,112 1,072
16 0,993 1,003 " 0,998 0,756 0,832 0,794 0,813
17 1,095 0,786 " 0,9405 0,74 0,754 0,747 0,7505
18 1,15 0,97 " 1,06 0,667 0,924 0,7955 0,85975
19 0,897 0,866 " 0,8815 0,787 0,632 0,7095 0,67075
20 0,795 0,739 I 0,767 0,9 0,842 0,871 0,8565
Ortalama 0,884 0,816 0,850 0,800 0,806 0,803 0,803
Ss 0,14 0,13 0,10 0,15 0,15 0,13 0,13
%CV 15,85 16,42 11,40 19,16 18,46 16,13 16,76

Tablo 3.8.3-B2: TAR yonteminin 2.diizey CV sonuglari

Calisma ici 15,68
Giinler aras1 % CV 13,92
Calismalar arasi (giin ici) %0CV | 7,18
Toplam %CV 22,16
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Sekil 3.8.3-B: 2.diizeyin TAR yontemiyle 20 giinliik 61¢iim sonuglarinin grafiksel gésterimi
C) TAR Diizey 3

Serum havuzlariyla olusturulmus diizeylerden 3. diizeyin TAR yontemi ile 20 giin
boyunca 6lgiilen sonuglari tablo 3.8.3-C1 ve sekil 3.8.3-C’de goriilmektedir. Yontemin ¢alisma
ici CV’si 16,15, giinler aras1 12,19, ¢alismalar aras1 8,67 ve toplam CV’si 22,02 olarak bulundu
(Tablo 3.8.3-C2).

Tablo 3.8.3-C1:3. diizeyin TAR ydntemiyle 20 giinliik sonuglari

Run 1 Run 2 Total
Gunler 11. 6lciim | 12.6lciim Ortalama A ) (3110 M VR[]l Ortalama Ortalama
1 1,066 0,667 0,8665 0,863 1,162 1,0125 0,976
2 0,878 0,833 r 0,8555 0,902 0,819 0,8605 0,83975
8] 0,753 0,938 r 0,8455 0,78 0,798 0,789 0,7935
4 0,915 0,658 r 0,7865 0,941 0,599 0,77 0,6845
5] 1,076 0,447 r 0,7615 1,047 0,874 0,9605 0,91725
6 0,96 0,977 f 0,9685 0,899 0,969 0,934 0,9515
7 0,688 0,986 f 0,837 0,589 0,945 0,767 0,856
8 1,013 0,905 f 0,959 0,672 0,632 0,652 0,642
9 0,852 0,881 f 0,8665 0,814 0,996 0,905 0,9505
10 0,858 0,862 f 0,86 0,733 0,897 0,815 0,856
11 1,216 1,033 f 1,1245 0,964 1,006 0,985 0,9955
12 0,741 0,955 f 0,848 1,145 1,347 1,246 1,2965
13 1,005 1,033 f 1,019 0,806 1,078 0,942 1,01
14 0,8 0,765 r 0,7825 0,8 0,852 0,826 0,839
15 0,772 0,61 r 0,691 0,912 1,231 1,0715 1,15125
16 0,776 0,779 r 0,7775 0,982 0,807 0,8945 0,85075
17 0,902 0,84 r 0,871 0,973 0,865 0,919 0,892
18 0,573 0,748 r 0,6605 0,786 0,972 0,879 0,9255
19 1,135 1,195 r 1,165 0,821 0,892 0,8565 0,87425
20 0,802 0,75 r 0,776 1,051 0,783 0,917 0,85
Ortalama 0,889 0,843 0,866 0,874 0,926 0,900 0,908
SS 0,16 0,17 0,13 0,14 0,18 0,13 0,14
%CV 18,13 20,47 14,83 15,46 19,73 13,99 15,86

73



Tablo 3.8.3-C2: TAR yo6nteminin 3.diizey CV sonuglari

Calisma ici 16,15
Giinler aras1 % CV 12,19
Calismalar arasi (giin ici) %CV 8,67
Toplam %CV 22,02
2
1

®
®
?t ‘ & 11. lgiim

I i S ity
. egeted gty o
:‘éi . ‘ 5@ i ©22.6lgiim
0 *
0
0

012 3 45 6 7 8 9 101112131415 16 17 18 19 20 21 Giinler

Sekil 3.8.3-C: 3.diizeyin TAR yontemiyle 20 giinliik 6l¢tim sonuglarinin grafiksel gosterimi

3.8.4 TTL yonteminin tekrarlanabilirligi
A) TTL Diizey 1

Serum havuzlariyla olusturulmus diizeylerden 1. diizeyin TTL yontemi ile 20 giin
boyunca dl¢iilen sonuglari tablo 3.8.4-A1 ve sekil 3.8.4-A’da gortilmektedir. Y6ntemin ¢galigma
ici CV’si 0,91, giinler aras1 1,35, ¢alismalar arasi 0,15 ve toplam CV’si 1,63 olarak bulundu
(Tablo 3.8.4-A2).
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Tablo 3.8.4-A1:1. diizeyin TTL y6ntemiyle 20 giinliik sonuglar1

Run 1 Run 2 Total
Giinler 11. 6lciim | 12.6lciim Ortalama [PARGIEIFZRINiILE Ortalama Ortalama
1 293,3 295,1 294,2 295,6 294,2 294,9 294,725
2 298,1 295,2 I 296,65 294,2 293,7 293,95 293,825
3 298,2 294,8 f 296,5 293,6 298,2 295,9 297,05
4 299,3 296,4 I 297,85 291,6 294 292,8 293,4
5 293,4 292,7 I 293,05 297,5 297,4 297,45 297,425
6 296,4 294,6 I 295,5 292,1 288,5 290,3 289,4
7 293 291 r 292 294,4 286,7 290,55 288,625
8 297,1 290,5 r 293,8 292 291,9 291,95 291,925
9 295,1 289,5 I 292,3 290,1 296,9 293,5 295,2
10 294,7 301,5 I 298,1 294,5 294,7 294,6 294,65
11 296 296,5 I 296,25 302,4 295,7 299,05 297,375
12 291,6 301,1 r 296,35 299,6 295 297,3 296,15
13 300,1 302,8 r 301,45 298,8 298,9 298,85 298,875
14 295,8 295,1 I 295,45 299,4 299,7 299,55 299,625
15 299,3 301,2 I 300,25 300,9 296,3 298,6 297,45
16 299,7 302 r 300,85 301,9 296,2 299,05 297,625
17 304,1 301,7 I 302,9 299,8 303,7 301,75 302,725
18 305,3 305,9 I 305,6 303,2 304,1 303,65 303,875
19 307,5 304,2 I 305,85 303,4 304,4 303,9 304,15
20 302,8 300,9 f 301,85 297,4 300,8 299,1 299,95
Ortalama 298,0 297.,6 2978 297,1 296,6 296,8 296,7
SS 4,32 4,86 417 418 4,69 3,99 423
%CV 1,45 1,63 1,40 1,41 1,58 1,34 1,43

Tablo 3.8.4-A2: TTL yonteminin 1.dlizey CV sonuglari

Cahsma ici 0,91
Giinler arasi1 % CV 1,35
Calismalar arasi (giin i¢i) %CV 0,15
Toplam %CV 1,63
310
305 a
Q

¢ 11. olgiim
300 r 0

2 J * 12.6lgiim
= .. - ®--- .9 ©21. 6lgiim
295 9, T . ”;f ©22.6l¢iim

B s 0
:

Ol¢iim sonucu
!
[ |

285
0123456 7 8 91011121314 15 16 17 18 19 20 21 Giinler

Sekil 3.8.4-A: 1.diizeyin TTL yontemiyle 20 giinliik 6l¢lim sonuglarinin grafiksel gdsterimi
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B) TTL Diizey 2

Serum havuzlariyla olusturulmus diizeylerden 2. diizeyin TTL yontemi ile 20 giin

boyunca dlgiilen sonuglari tablo 3.8.4-B1 ve sekil 3.8.4-B’de goriilmektedir. Y6ntemin galigma

ici CV’si 0,85, giinler arasi 1,10, ¢alismalar arasi 0,24 ve toplam CV’si 1,37 olarak bulundu

(Tablo 3.8.4-B2).

Tablo 3.8.4-B1:2. diizeyin TTL yontemiyle 20 giinliik sonuglari

Run 1 Run 2 Total
Giinler 11. 6lciim | 12.6lciim Ortalama [IPARGIEIFZRINiILE Ortalama Ortalama
1 365,7 360,4 363,05 364,9 363,7 364,3 363,9875
2 361,4 366,2 I 363,8 362,9 368,4 365,65 367,025
3 363,2 369,9 I 366,55 365,6 364,1 364,85 364,475
4 365,2 365,6 I 365,4 361,1 367,1 364,1 365,6
5 371,4 371,5 I 371,45 361,3 366,1 363,7 364,9
6 369,1 365,5 I 367,3 362,5 359,7 361,1 360,4
7 365,9 361,9 I 363,9 363,6 364,9 364,25 364,575
8 362,5 362,5 I 362,5 361,4 363,9 362,65 363,275
9 362,3 365,4 I 363,85 363 365,9 364,45 365,175
10 366,4 372,3 I 369,35 366,5 368,2 367,35 367,775
11 368,4 364,2 I 366,3 371 365,9 368,45 367,175
12 374,9 372,2 I 373,55 363,9 374,7 369,3 372
13 369,3 372,8 I 371,05 369,5 366,1 367,8 366,95
14 375,6 371,5 I 373,55 374,6 373,4 374 373,7
15 366,8 369,3 I 368,05 365,6 373,1 369,35 371,225
16 368,6 377,2 r 372,9 373,2 373,7 373,45 373,575
17 369,9 376,7 f 373,3 371,4 373,7 372,55 373,125
18 376,2 372,1 I 374,15 369,6 372,9 371,25 372,075
19 377,5 370,2 I 373,85 376,3 374,7 375,5 375,1
20 373,4 375,5 i 374,45 372,3 373 372,65 372,825
Ortalama 368,7 369,1 368,9 367,0 368,7 367,8 368,2
SS 4,88 4,93 431 4,82 457 4,26 4,30
%CV 1,32 1,34 117 1,31 1,24 1,16 1,17

Tablo 3.8.4-B2: TTL yonteminin 2.diizey CV sonuglari

Calisma ici 0,85
Giinler aras1 %CV 1,10
Calismalar arasi (giin ici) %CV 0,24
Toplam %CV 1,37
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Sekil 3.8.4-B: 2.diizeyin TTL yontemiyle 20 glinliik 6l¢iim sonuglarinin grafiksel gdsterimi

C) TTL Diizey 3

Serum havuzlariyla olusturulmus diizeylerden 3. diizeyin TTL yontemi ile 20 giin

boyunca dlgiilen sonuglari tablo 3.8.4-C1 ve sekil 3.8.4-C’de goriilmektedir. Yontemin galigsma

ici CV’si 0,8, giinler aras1 1,03, ¢alismalar aras1 0,48 ve toplam CV’si 1,39 olarak bulundu
(Tablo 3.8.4-C2).

Tablo 3.8.4-C1:3. diizeyin TTL yontemiyle 20 giinliik sonuglari

Run 1 Run 2 Total
Giinler 11. 6lciim | 12.6lciim (O ICIETEE 21. Olciim | 22.6lciim [HOIIEIEERROIsEIEED
1 374,2 373,4 373,8 370 372,9 371,45 372,0375
2 367,1 369,7 r 368,4 374,1 366,4 370,25 368,325
S 372,4 375,1 r 373,75 374 372,6 373,3 372,95
4 380,6 373,3 I 376,95 372,6 371,8 372,2 372
5 373,4 378,8 I 376,1 372,1 373,7 372,9 373,3
6 373,4 372,7 I 373,05 368,9 367,3 368,1 367,7
7 365,8 370,4 I 368,1 371,2 370,8 371 370,9
8 369,7 375,4 I 372,55 366,8 369,1 367,95 368,525
9 374,3 374,2 I 374,25 378,9 371,8 375,35 373,575
10 372,4 369,8 I 371,1 374,9 369,8 372,35 371,075
11 376,8 373,2 I 375 374,6 377,9 376,25 377,075
12 374,4 369,5 I 371,95 376,9 378 377,45 377,725
13 380,2 377,6 I 378,9 374,3 380,4 377,35 378,875
14 376,6 373,9 I 375,25 383,3 377,3 380,3 378,8
15 377,5 373,5 I 375,5 375,3 381,8 378,55 380,175
16 377,2 377,4 r 377,3 377,5 376,3 376,9 376,6
17 381,1 374,7 I 377,9 377,4 385,1 381,25 383,175
18 382,8 388,1 I 385,45 377,3 377,1 377,2 377,15
19 384,3 380,9 I 382,6 374,9 378,1 376,5 377,3
20 385 379,4 f 382,2 374,8 379,9 377,35 378,625
Ortalama 376,0 375,1 375,5 3745 374,9 374,7 374,8
SS 531 446 445 3,70 5,05 3,83 434
%CV 1,41 1,19 1,19 0,99 1,35 1,02 1,16
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Tablo 3.8.4-C2: TTL y6nteminin 3.diizey CV sonuglari

Calisma ici 0,80

Giinler aras1 % CV 1,03

Calismalar arasi (giin ici) %CV 0,48

Toplam %CV 1,39
390
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Sekil 3.8.4-C: 3.diizeyin TTL yontemiyle 20 gilinliik 6l¢iim sonuglarinin grafiksel gésterimi

3.9 interferans calismalar
3.9.1 Hemoliz interferansi
3.9.1.1 FRAP yontemi icin hemoliz interferansi

FRAP yontemi i¢in yapilan hemoliz interferansi ¢aligmasinda 400 mg/dl’nin iizerindeki
hemoglobin konsantrasyonlarinda %10’dan fazla interferans saptandi. Hemoliz interferansi
calismasi i¢in 6l¢iilen test serumu konsantrasyonlari ve % interferans degerleri Tablo 3.9.1.1°de

gosterilmistir.
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Tablo 3.9.1.1: FRAP y6nteminin hemoliz interferans ¢aligmasi

Hb(mg/dL) Olgiilen deger or(t)allcai:::nsl inter:‘/zrans
0 0,567 0,600 0,569 0,579 0

20 0,582 0,586 0,578 0,582 0,5
40 0,554 0,591 0,577 0,574 0,8
60 0,579 0,557 0,587 0,574 0,8
80 0,585 0,622 0,593 0,600 3,6
100 0,618 0,596 0,601 0,605 4,4
200 0,632 0,627 0,611 0,623 7,5
400 0,669 0,699 0,714 0,694 19,8
600 0,762 0,748 0,761 0,757 30,7
800 0,809 0,821 0,822 0,817 41,1
1000 0,859 0,874 0,840 0,858 48,1

3.9.1.2 TAS yontemi icin hemoliz interferansi

TAS yontemi i¢in yapilan hemoliz interferansi ¢alismasinda 800 mg/dl’nin tizerindeki
hemoglobin konsantrasyonlarinda %10°dan fazla interferans saptandi. Hemoliz interferansi
caligsmasi i¢in 6lgiilen test serumu Konsantrasyonlari ve % interferans degerleri Tablo 3.9.1.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 3.9.1.2: TAS yonteminin hemoliz interferans galismasi

Hb(mg/dL) Olgiilen deger or(t)allcal:::nsl inter:‘/zrans
0 0,706 0,744 0,725 0,725 0

20 0,708 0,704 0,721 0,711 19
40 0,756 0,697 0,728 0,727 0,2
60 0,738 0,723 0,758 0,740 2

80 0,682 0,73 0,704 0,705 2,7
100 0,693 0,67 0,647 0,670 7,5
200 0,721 0,653 0,67 0,681 6
400 0,772 0,724 0,787 0,761 4.9
600 0,815 0,791 0,751 0,786 8,4
800 0,828 0,808 0,823 0,820 13,1
1000 0,899 0,855 0,899 0,884 21,9

3.9.1.3 TAR yontemi icin hemoliz interferansi

TAR yontemi i¢in yapilan hemoliz interferansi ¢calismasinda 200 mg/dl’nin tizerindeki
hemoglobin konsantrasyonlarinda %10’dan fazla interferans saptandi. Hemoliz interferansi
caligsmasi i¢in Slgiilen test serumu konsantrasyonlar1 ve % interferans degerleri Tablo 3.9.1.3’te

gosterilmistir.
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Tablo 3.9.1.3: TAR yonteminin hemoliz interferans ¢alismasi

Hb(mg/dL) Olgiilen deger or(t)allcal:::nsl inter:‘/zrans
0 0,959 0,738 0,787 0,828 0

20 0,896 0,75 0,762 0,803 3

40 0,801 0,839 0,785 0,808 3,3
60 0,557 0,948 0,84 0,782 55
80 0,672 0,83 1,048 0,850 2,6
100 0,905 0,635 0,745 0,761 8,9
200 0,641 0,728 0,731 0,700 15,4
400 0,888 0,992 0,979 0,953 15
600 0,891 0,883 1,107 0,960 15,9
800 1,124 0,995 0,875 0,998 20,5
1000 1,273 1,192 1,025 1,163 40,4

3.9.1.4 TTL yontemi icin hemoliz interferansi

TTL yontemi i¢in yapilan hemoliz interferansi ¢alismasinda 200 mg/dl’nin tizerindeki
hemoglobin konsantrasyonlarinda %10°dan fazla interferans saptandi. Hemoliz interferansi
caligsmasi i¢in Glgiilen test serumu konsantrasyonlar1 ve % interferans degerleri Tablo 3.9.1.4’te

gosterilmistir.
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Tablo 3.9.1.4: TTL yonteminin hemoliz interferans ¢alismasi

Hb(mg/dL)

20
40
60
80
100
200
400
600
800
1000

3.9.2 Bilirubin interferansi

3.9.2.1 FRAP yontemi icin bilirubin interferansi

394,3
387,8
388,8
387,2
373,7
374,2
350,8
352,1
339

307,4
313,4

Olgiilen deger

387,8
380,7
389,3
393,6
375

362,5
349,2
342,5
341,8
305,6
298,9

389,5
385,8
388,2
388,9
366,3
360,2
353,1
339

342,6
322,6
334,2

Ol¢iim
ortalamasi

390,5
384,8
388,8
389,9
371,7
365,6
351,0
344,5
341,1
311,9
31575

%
interferans

0
1,4
0,4
01
4,8
6,3
10,11
11,7
12,6
20,1
19,2

FRAP yontemi i¢in yapilan bilirubin interferansi ¢calismasinda 2,5 mg/dl’nin iizerindeki

bilirubin konsantrasyonlarinda %10’dan fazla interferans saptanda.

3.9.2.2 TAS yontemi icin bilirubin interferansi

TAS yontemi i¢in yapilan bilirubin interferansi ¢aligmasinda 5 mg/dl’nin iizerindeki

bilirubin konsantrasyonlarinda %10’dan fazla interferans saptandi.
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3.9.2.3 TAR yontemi icin bilirubin interferansi

TAR yontemi i¢in yapilan bilirubin interferansi ¢calismasinda 7,5 mg/dl’nin iizerindeki

bilirubin konsantrasyonlarinda %10’dan fazla interferans saptandi.

3.9.2.4 TTL yontemi i¢in bilirubin interferansi

TTL yontemi i¢in yapilan bilirubin interferansi ¢calismasinda 20 mg/dI’nin tizerindeki

bilirubin konsantrasyonlarinda %10’dan fazla interferans saptandi.

3.9.3 Lipemi interferansi
3.9.3.1 FRAP yontemi icin lipemi interferansi

FRAP yontemi i¢in yapilan lipemi interferans ¢aligmasinda test sonuglart 500 lipemi

indeksine kadar etkilenmedi.

3.9.3.2 TAS yontemi icin lipemi interferansi

TAS yontemi i¢in yapilan lipemi interferans caligmasinda test sonuglart 1000 lipemi

indeksine kadar etkilenmedi.

3.9.3.3 TAR yontemi icin lipemi interferansi

TAR yontemi i¢in yapilan lipemi interferans ¢alismasinda test sonuglart 500 lipemi

indeksine kadar etkilenmedi.

3.9.3.4 TTL yontemi icin lipemi interferansi

TTL yontemi i¢in yapilan lipemi interferans caligmasinda test sonuglari 500 lipemi

indeksine kadar etkilenmedi.
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3.10 Yontemlerin diliisyon sensitiviteleri

3.10.1 FRAP yonteminin diliisyon sensitivitesi

FRAP yonteminin diliisyon sensitivitesi, farkli serum diliisyonlarinda beklenen degere

kars1 bulunan deger kaydedilerek degerlendirildi. Regresyon analizinde r degeri 0,998 (p <
0,001, Sy/x = 0,01), slope 0,95 (p < 0,001, Sy/x = 0,02) ve intercept 0,01 (p = 0,122, Sy/x =

0,007)’ di (Sekil 3.10.1).
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Sekil 3.10.1: Serumun farkl diliisyonlarindaki FRAP degerleri

3.10.2 TAS yonteminin diliisyon sensitivitesi

TAS yonteminin diliisyon sensitivitesi, farkli serum diliisyonlarinda beklenen degere

kars1 bulunan deger kaydedilerek degerlendirildi. Regresyon analizinde r degeri 0,991 (p <
0,001, Sy/x = 0,03), slope 0,88 (p < 0,001, Sy/x = 0,04) ve intercept 0,1 (p = 0,001, Sy/x =

0,02)" di (Sekil 3.10.2).
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Sekil 3.10.2: Serumun farkli diliisyonlarindaki TAS degerleri

3.10.3 TAR yonteminin diliisyon sensitivitesi

TAR yonteminin diliisyon sensitivitesi, farkli serum dillisyonlarinda beklenen degere
karst bulunan deger kaydedilerek degerlendirildi. Regresyon analizinde r degeri 0,957 (p <
0,001, Sy/x =0,08), slope 0,98 (p < 0,001, Sy/x =0,1) ve intercept 0,02 (p = 0,75, Sy/x =0,05)’
di (Sekil 3.10.3).
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Sekil 3.10.3: Serumun farkl diltisyonlarindaki TAR degerleri

3.10.4 TTL yonteminin diliisyon sensitivitesi

TTL yonteminin diliisyon sensitivitesi, farkli serum diliisyonlarinda beklenen degere
karst bulunan deger kaydedilerek degerlendirildi. Regresyon analizinde r degeri 0,999 (p <
0,001, Sy/x =4,9), slope 0,98 (p < 0,001, Sy/x = 0,01) ve intercept 3,61 (p = 0,316, Sy/x = 3,3)’
di (Sekil 3.10.4).
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Sekil 3.10.4: Serumun farkli diliisyonlarindaki TTL degerleri

3.11 Yontemlerin karsilastirilmasi

Tablo 3.11°de gortildiigii gibi hem TAS yontemi hem de FRAP yontemi serum iirik asit,

bir iliskisi yoktu.

TTL yontemi ise total protein ile yiiksek diizeyde pozitif korelasyon gosterirken ne tirik
asit ne de total bilirubinle anlamli bir iliskisi vardi. TAS yonteminin FRAP ve TAR
yontemleriyle iliskisi istatistiksel acidan anlamliyd: (Sekil 3.11.1-2). TAS ve TTL yontemi
arasinda ise anlamli bir iliski goriilmedi (sekil 3.11.3). FRAP yontemiyle hem TAR hem de
TTL yontemleri arasinda anlamli bir korelasyon goriilmedi (Sekil 3.11.4-5). TAR ve TTL

yontemleri arasinda ise istatistiksel agidan anlamli olan pozitif bir korelasyon vardi (Sekil

3.11.6).
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total protein ve total bilirubinle anlamli korelasyon gosterdi. TAR yontemi ise total protein ve

total bilirubinle pozitif anlamli korelasyon gdsterirken iirik asit ile istatistiksel acidan 6nemli




Tablo 3.11: Toplam antioksidan kapasiteyi Olgen yontemlerin ve serumun antioksidan

bilesenlerinin iliskisi

FRAP TAS TAR TTL Total - .. Total
.. . .. . . . .. . . Urik asit e
yontemi yontemi yontemi yontemi  protein bilirubin

r=0934 r=0129 r=-0,063 r=0,22 r=0952 r=0,265

;Ii:iﬁfmi p<0001 p=0154 p=0485 p=0014 p<0,00l p-=0,003
n=125 n=125 n=125 n=125 n=125 n=125

r=018 r=-0022 r=022 r=0924 r=0.282

;-iﬁl?emi p=0016 p=0810 p=0014 p<000L p=0,001
n=125 n=125 n=125 n=125 n=125

r=0332 r=018 r=0125 r=0,307

;ﬁ?emi p<0001 p=0044 p=0169 p=0,001
n=125 n=125 n=125 n=125

r=0405 r=0053 r=0,074

;If-i;l;ll;emi p<0001 p=0562 p=0416

n=125 n=125 n=125

I = korelasyon katsayis,
p = istatistiksel anlamlilik,

N = numune sayi1si
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FRAP yontemi, mmol Trolox EqiL

TAR ydntemi, mmol Troloks EqiL
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TTL yéntemi, pmoliL

TAR yéntemi, mmol Troloks Eg/L
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Sekil 3.11.3: TAS ve TTL yontemi arasindaki iliski
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TTL yéntemi, pmoliL

TTL yéntemi, pmoliL
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4. TARTISMA

Antioksidanlar, serbest radikal hasarinin zararli etkilerine karsi organizmayi korur.
Toplam antioksidan kapasitesinin Ol¢iimii bir dokunun ya da biyolojik sivinin oksidan
tamponlama potansiyelini gosterir. Toplam antioksidan kapasiteyi dlgmek igin ¢ok sayida
yontem gelistirilmistir [130-133]. Yontemin kimyasi, hedef molekiiller, 6l¢iim kosullarinin
farkliliklar1, pH, dalga boyu, reaksiyonun siiresi gibi metodolojik yonler antioksidan kapasiteyi

6lgen yontemlerin sonuglarinin degerlendirilmesinde 6nemli rol oynar [134, 135].

Antioksidan Kkapasitenin 6l¢iilmesini saglayan yontemlerden bir grup, elektron transfer (ET)
mekanizmasini temel alir [84, 88]. ET temelli yontemler antioksidanin oksidani indirgeme
yetenegini renk degisimi ile Olger. Renk degisiminin derecesi Orneklerin antioksidan
konsantrasyonu ile alakalidir [88]. ET temelli metotlarda reaktivite fonksiyonel gruplarinin
iyonizasyon potansiyeline ve deprotonasyonuna baglidir [84]. Bundan dolay1 ET reaksiyonlari
pH bagimhdir. Genel olarak iyonizayon potansiyeli pH artisiyla azalir, bu durum da
deprotonasyonla birlikte elektron verme kapasitesinde artisa yol agar [88]. Sonug olarak pH
degerleri antioksidan rediikleme kapasitesi iizerine 6nemli bir etkiye sahiptir. Asidik kosullarda
antioksidan bilesiklerdeki protonasyona bagli olarak rediikleme kapasitesi bastirilmis olabilir.
Alkali kosullarda ise proton salinimiyla fenolik bilesiklerin disosiasyonu rediikleme

kapasitesini arttirir [84].

Bu calismada degerlendirilen antioksidan kapasiteyi direkt 6lcen dort fotometrik yontemin
hepsinin prensibi farkli temele dayamr. FRAP yontemi Fe *3-TPTZ kompleksinin
antioksidanlar tarafindan Fe*2-TPTZ’ye rediiklenmesi ve olusan renk degisikliginin
monitorizasyonuna dayanir [117]. TAS yontemi ise ABTS radikalinin ornekte var olan
antioksidanlarin bu radikali rediiklemesiyle orantili olarak rengin agilmasi prensibine dayanir
[115]. TAR yonteminde ise Fe*2— o-dianizidin kompleksi hidrojen peroksitle reaksiyona girer
ve OH® radikali olusur [116]. Bu radikal o-dianizidin molekiillerini sari-kahverengi renkli
dianizidil radikallerine oksitler. Ornekteki antioksidanlarin oksidasyon reaksiyonlarini ve renk
olusumunu baskilamasi spektrofotometre ile takip edilir. TTL yonteminde DTNB molekiiliiniin

ornekte bulunan tiyoller tarafindan rediiklenmesiyle olusan renk degisimi gozlenir [128, 129].

Diisiik, orta ve yiiksek seklinde 3 diizeyde olusan serum havuzlarinda yapilan
tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda TTL yonteminin her 3 diizeyde de ¢alisma igi, giinler arasi,
caligmalar aras1 ve toplam CV’si diger degerlendirilen yontemlere gore oldukga diigiik bulundu.

Diizey 1’de yontemlerin CV siralamasi TTL<FRAP<TAS<TAR seklinde iken orta ve yiiksek
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diizeylerde TAS yonteminin ¢alismalar arasi tekrarlanabilirliginin FRAP yonteminkinden daha
yiiksek oldugu goriildii. Cao ve ark.[136] , FRAP yonteminin ¢alisma i¢i CV’sini 3,5, ¢caligmalar
aras1t CV’sini 5,6 bulurken; Jansen ve ark. [137] ise 11,4 olarak belirtmistir. Bu ¢aligmada FRAP
yonteminin her 3 diizeydeki CV’leri literatiirdekilere gore daha diisiik elde edildi. Erel TAS
yontemini gelistirdigi ¢alismasinda [115] her 3 diizeyde de bu ¢alismada elde edilenden daha
diisiik calisma i¢i ve ¢aligmalar aras1t CV’ler elde etmis olmasina ragmen her iki ¢alismada da
TAS yonteminin CV’lerinin % 4’lin altinda oldugu goriildii. Jansen ve ark. [137] ise TAS
yonteminin CV’sini hem Erel’in ¢alismasina hem de bizim ¢alismamiza gore oldukea yiiksek
bulmustur. Erel, TAR yonteminin her 3 diizeyde de c¢alisma i¢i ve c¢alismalar arasi
tekrarlanabilirliklerini %3’{in altinda oldugunu belirtse de [116] ¢calismamizda tiim seviyelerde
%10’un iizerinde elde edildi (Tablo 3.8.1-4). TAR yonteminin tekrarlanabilirliginin diger
yontemlerden daha diisiik olmasi yontemin prensibinin diger yontemlere gore daha fazla

basamakta gerceklesiyor olmasindan kaynaklanabilir.

FRAP yontemi 400 mg/dl, TAS yontemi 800 mg/dlI’nin iizerindeki hemoglobin
konsantrasyonlarinda %10’dan fazla degisim gosterirken TAR ve TTL yontemi i¢in bu deger
200 mg/dl idi (Tablo 3.9.1.1-4). Erel, TAR yonteminde hemoliz interferansindan bahsetmis
ancak herhangi bir deger vermemistir [116]. TAS yonteminde ise Erel hemolizin interfere
etmedigini  belirtirken [115] bu c¢alismada 800 mg/dl gibi yiikksek hemoglobin
konsantrasyonlarindan sonra %10’dan fazla degisim gozlenmistir. TTL yonteminin hemoliz
interferansindan etkilenmesinin nedeni hemoglobinin spektral absorbansi olabilir ¢iinkii
hemoglobinin 15181 en gliclii absorbladigi karakteristik dalga boyu 415 nm’dir. TTL yontemi ise
412 nm’de spektrofotometrik olarak gdzlenir. Bu bulgularin aksine Erel en son gelistirdigi
modifiye Ellman reaktifi kullanarak tiyolleri dl¢tligli yonteminin hemoliz interferansindan
etkilenmedigini belirtmistir [138]. TAR yonteminin diger degerlendirilen yontemlerden daha
diisiik hemoglobin konsantrasyonlarinda etkilenmesinin nedeni yontemin prensibinde olusan
sari-kahverengi renk olabilir. Yiiksek hemoglobin konsantrasyonlarinda hemoglobin bu rengin

koyulagmasina neden olarak absorbans artisina yol agmais olabilir.

Bilirubin interferans ¢alismalarinda FRAP yontemi icin 2,5 mg/dl, TAS i¢in 5 mg/dl,
TAR icin 7,5 mg/dl ve TTL yontemi icin ise 20 mg/dI’nin {iizerindeki bilirubin
konsantrasyonlarinda %10’dan fazla degisim saptandi. Bu degisimlerin spektral absorbanstan
kaynaklanmadig1 soylenebilir. Ciinkii bilirubin 340-500 nm dalga boylarinda 15181 en iyi
absorblar. Bu caligmadaki yontemlerin prensiplerindeki dalga boylar1 bu iki dalga boyuyla
eslesmemektedir. Bilirubinin rediiktan bir madde olmasindan dolay1 hem FRAP hem TAS hem
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de TAR yontemleri bilirubinle interfere olmus olabilir. Bilirubinin H2O> ile reaksiyona
girebilmesinden dolay1 TAS ve TAR yontemlerinde kimyasal interferansa yol agmis olabilir.
Ayrica serum bilirubin konsantrasyonlari ile FRAP, TAS ve TAR yontemleri arasinda anlaml
iliski oldugu goriildii (Tablo 3.11). TTL yonteminin prensibi elektron transferine dayanmadigi
icin bilirubinin rediiktan madde olmasindan etkilenmemis olabilir ve serum bilirubin

konsantrasyonlariyla TTL yontemi arasinda bir iligki yoktu (Tablo 3.11).

Lipemi interferans ¢calismalarinda FRAP, TAR ve TTL yontemlerinde test sonuglart 500
lipemi indeksine kadar, TAS yonteminde ise 1000 lipemi indeksine kadar etkilenmedi. Lipemi
FRAP, TAS ve TAR yontemlerini pozitif interfere ederken TTL yontemini negatif interfere
etti.

Serum farkli antioksidan molekiilleri igerir. Proteinler serumun ana antioksidan
bilesenidir. Proteinlerin serbest siilfhidril gruplar1 onlarin antioksidan etkilerinden sorumludur
[139]. Calismada karsilastirilan antioksidan kapasiteyi 6lgen yontemlerin tamaminin serum
total protein diizeyi ile istatistiksel agidan anlamli pozitif korelasyonu vardi ancak en yiiksek
iligki TTL yontemi ile goriildii (Tablo 3.11). Literatiirden elde edilen verilere gore serum total
protein igeriginin FRAP, TAS ve TAR yontemlerine tahmini katkis1 sirastyla %10, %52,9 ve
% 48,89’dur [115-117]. FRAP yontemi ferrik rediikleme yetenegini Olger, diger ET temelli
TAS, TAR gibi yontemlerden farklidir ¢linkii yontemde herhangi bir serbest radikal ya da
oksidan yoktur. Bir antioksidanin herhangi bir oksidana kars1 antioksidan kapasitesi ferrik
demiri ferr6z demire rediikleme kabiliyetine uymayabilir. Bundan dolayr FRAP yontemi —SH
iceren molekiillere karsi yeterince cevap olusturamaz [136, 140]. Bu farklilik TAS ve TAR ile
elde edilen sonuclara gére FRAP yontemi ile daha diislik sonuc¢lar bulunmasina yol agt1. Sekil
3.3.1’de goriildigii gibi GSH molekiili FRAP yonteminde nerdeyse sifira yakin
oOlgiilebilmigken DTT molekiilii ise daha fazla —SH icerdigi i¢cin GSH’a gore nispeten daha
yiiksek degerler elde edildi ancak bu DTT degerleri de TAS ve TAR ile 6lgiilenlerden daha
diisiiktii. Ayrica karotenoidlerin de ferrik rediikleme yeteneginin olmadigi bilinmektedir [118].

Beta-karotenin reaksiyon kinetigi GSH ve suyunkine yakin olarak izlendi (Sekil 3.3.1).

Pek cok caligsmada bilirubinin giiclii, fizyolojik bir antioksidan oldugunu, ateroskleroz,
koroner arter hastalig1 ve inflamasyona kars1 koruma saglayabilecegi gosterilmistir [141, 142].
Literatiirden elde edilen verilere gore serum total bilirubin igeriginin FRAP, TAS ve TAR
yontemlerine tahmini katkist sirasiyla %5, %2,4 ve % 1,69 oldugu gorildi [115-117].

Calismada karsilastirilan yontemlerden TTL hari¢ diger 3 yontemin de serum total bilirubin
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diizeyi ile anlamli korelasyonu oldugu goriildii. Bu c¢alismada bilirubinin serbest radikal
reaksiyonlarina karsi giicli bir antioksidan molekiilii oldugu goriildii. Sekil 3.3.1-4’te

goriildiigl gibi bilirubinin antioksidan aktivitesi C vitamini ve trolokstan daha yiiksekti.

Urik asit radikal yakalama ve rediikleme yetenegiyle gii¢lii bir antioksidan gorevi goriir
[87, 143]. Urik asidin plazma konsantrasyonu C, E vitamini gibi diger antioksidanlardan
yaklasik 10 kat daha fazladir [87]. Serum iirik asit konsantrasyonunun FRAP ve TAS
yontemleriyle ¢ok gliclii bir iligkisinin (r = 0,952, r = 924, sirastyla) oldugu goriildii (Tablo
3.11). Ruskovska ve ark. [144] ve Junsen ve ark. da [137] iirik asit ve FRAP ve TAS yontemleri
arasinda bu ¢alismadakine benzer sekilde anlamli ve oldukga giiclii korelasyonlar bulmuslardir.
TAR ve TTL yontemleri ve iirik asit diizeyleri arasinda istatistiksel agidan Onemli bir
korelasyon yoktu. Junsen ve ark. da [137] TTL ve iirik asit arasinda anlamli bir iligkinin
olmadigini gostermistir. Literatiirden elde edilen verilere gore serum iirik asit igeriginin FRAP,
TAS ve TAR yontemlerine tahmini katkis1 sirasiyla %60, %33,1 ve % 3,83 oldugu goriildii
[115-117].

E vitamini dogada en yaygin bulunan antioksidandir. Alfa-tokoferol ise E vitamininin
en iyi bilinen ve en potent antioksidan aktiviteye sahip izomeridir [31]. Tokoferoliin antioksidan
aktivitesinin lipid peroksidayonuna karsi membranlar1 korumada yiiksek etkiye sahip oldugu
bilinmektedir [5]. Literatiirden verilerine gére serum alfa-tokoferol iceriginin FRAP, TAS ve
TAR yontemlerine tahmini katkisi sirasiyla %5, %1,7 ve % 1,88°di [115-117].

Gidalarda ozellikle meyve, sebzelerde, cesitli bitkilerde ve ¢ayda bulunan fenolik
bilegiklerin antioksidan etkileri bilinmektedir [145, 146]. Bir fenolik asit olan gallik asit ile
gidalarda en yaygin bulunan flavonoid olan katesinin antioksidan etkilerinin yani sira
antimikrobiyal etkileri de gézlenmistir [65, 67]. Calismada gallik asit ve katesinin FRAP ve
TAS yontemiyle dlgiilen reaksiyon kinetiklerine ve doz bagimli grafiklerine bakildiginda diger
olgiilen antioksidanlara kiyasla daha gii¢lii ve daha hizli antioksidan etkiye sahip olduklar1 ve

daha erken platoya eristikleri gortildii (Sekil 3.3.1-2, Sekil 3.4.1-2).

Caligma  kapsaminda  degerlendirilen  antioksidan  yontemlerin  sonuglari
karsilastirildiginda tablo 3.11°de listelendigi gibi TAS yontemi FRAP (r = 0,934, p< 0,001) ve
TAR (r = 0,18, p=0,016) yontemleriyle anlamli korelasyon gosterirken TTL yontemi ile
arasinda iligki yoktu (r =-0,022, p=0,81). Benzer sekilde hem Erel hem de Jansen ve arkadaslari
TAS ve FRAP yontemi arasinda giiglii bir iliski bulmuslardir [115, 137]. FRAP ve TAR

yontemi arasinda iliski yokken TAS ve TAR yontemi arasinda zayif fakat anlamli bir iliski
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vardi. Serumun Onemli antioksidan bilesenlerinden olan iirik asidin FRAP ve TAS
yontemleriyle giiclii korelasyonunun olmast ve TAR ve TTL ydntemleriyle korelasyonunun
olmamasi yontemler arasinda bulunan iliskiyi degerlendirmede yardimci olabilir. TAR
yonteminin prensibinden kaynaklanan asidik pH’tan dolayi iirik asit dlgiillememis ya da ¢ok
zayif tespit edilmis olabilir. TTL yontemi ise diger 3 yontemden farkli mekanizmaya sahip,
serbest tiyol gruplarinin varligini yansitan bir antioksidan metottur. TTL yOnteminin iirik asitle
iligkisinin olmamasi bu yontemin hem FRAP hem de TAS yontemiyle korelasyonunun
olmamasimi acgiklayabilir. Ayrica FRAP yontemi —SH igeren molekiilleri 6l¢gmede yetersiz

oldugu i¢in TTL y6ntemi ile korelasyonunun olmamasi beklenmedik bir durum degildir.

FRAP, TAS, TAR ve TTL yontemleri ile ¢alisilan meme, over ve mide kanserli
hastalarin serum Orneklerinde sonuglarin ayni egilimleri yansittigi goriildii. Meme kanserli
hastaya ait serum 6rneginin antioksidan kapasitesi diger kanserli serum 6rneklerine kiyasla her
dort yontemde de en yliksek bulunurken, mide kanserli hastaya ait serum 6rneginin antioksidan
kapasitesi ise en diisiik 6lciildi (Sekil 3.2.1-4). Bu sonuglardan tiimorejenez ve karsinojenez
durumlarinda meydana gelen oksidatif hasarda her dort yontemin de benzer antioksidan
kapasite tayin etkisine sahip oldugu sdylenebilir. Miyokard infarktiislii hastaya ait serum
orneginin antioksidan kapasitesi TAS ve FRAP yontemleriyle diabetes mellituslu ve
hipertansiyonlu hastalarin 6rneklerine gore en yiiksek bulunurken TAR ve TTL yontemleriyle
en disiik bulundu (Sekil 3.2.5-8). Ayrica hipertansiyonlu hastaya ait 6rnegin antioksidan
kapasitesi diger hasta gruplariyla karsilastirildiginda TAR ve TTL yontemleriyle en yiiksek
bulunurken, TAS ve FRAP yontemleriyle orta diizeyde elde edildi (Sekil 3.2.5-8). Miyokard
infarktiisti, diyabetes mellitus ve hipertansiyonun patogenezlerinde yer alan cesitli
mekanizmalardan dolay1 farkli oksidan ve antioksidan molekiillerin diizeyinin degisiminden
dolay1 ayn1 numunelerde farkli sonuglar elde edilmis olabilir. Tiim bu sonuglar géstermektedir
ki aym varligr yani serumdaki total antioksidan diizeyi 6lgmek tasarlanmis olsa da aym

numunelerde yontemler bazen farkli sonuglara yol agabilir.

Ozetle, TAS yontemi genis bir pH araliginda kararlidir. FRAP ve TAR ydntemi ise daha
asidik kosullarda gerceklesirken TTL yontemi ise daha bazik kosullarda uygulanir. FRAP
yontemi sadece demir iyonunu temel aldig1 igin bu reaksiyon spesifik degildir ve glutatyon gibi
tiyol bilesikleri 6l¢gmede yetersizdir. Ayrica in Vivo olarak antioksidan 6zellik gdstermeyen
herhangi bir bilesik bile demiri indirgeyebilir. Bunlara ragmen ydntem basit, ucuzdur ve 6zel
ekipmanlar gerektirmez. TAR yontemi ise pH’indan dolayi {irik asit gibi serumun 6nemli bir

antioksidan bilesenini O6lgmede yetersiz kalmaktadir. Buna ek olarak TAR yonteminin
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tekrarlanabilirligi de diger ii¢ yonteme gore kotlidiir ancak diger yontemlere daha yiiksek
lineariteye sahiptir. TAS yontemi de basit ve uygulamasinin kolay olmasindan dolay1 pek ¢ok
laboratuvarda antioksidan kapasite arastirma c¢alismalarinda kullanilabilir. Hemoliz ve lipemi
interferansindan en az etkilenmesi de bu yontemin bir avantajidir. TTL yontemi ise
gozlenebilirlik st en diisiik, sensitivitesi yiiksek ve tekrarlanabilirligi olduk¢a iyi bir

yontemdir.
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5.SONUC

Sonu¢ olarak, antioksidan kapasiteyi degerlendirmek icin bircok ydntem
kullanilmaktadir. Her birinin teknigi farkli ilkelere dayanir ve bilesiklerin spesifik gruplariin
antioksidan kapasitelerinin belirlenmesini miimkiin kilarlar. Bu calismada degerlendirilen
antioksidan kapasite yontemlerinin sinirlamalari, giiglii taraflari, avantaj ve dezavantajlar
aciklanmistir. Analiz tekniklerinin giicii ve sinirlamalari onlarin en fazla uygulanabilir olduklar
durumlart belirler. Total antioksidan kapasiteyi degerlendirirken sonuglar genellikle benzer
egilimleri yansitsa da nadir olarak farkli sonuclara yol agabilirler. Ayrica in vitro antioksidan
kapasite 6lgme yoOntemlerinin sonuglarindan in vivo’daki durumu tahmin etmek zordur.
Halbuki antioksidan kapasiteyi Ol¢en yoOntemlerin kosullari fizyolojik kosullara miimkiin
oldugu kadar yakin olmalidir ve kullanilan radikal biyolojik sisteme uygun olmalidir. Bir
bilesigin antioksidan aktivitesini tayin etmek i¢in standart bir metod yoktur. Antioksidan
aktivite tayin metodlar1 ¢alisilan sistemdeki substrat, reaksiyon kosullari, konsantrasyonlar ve
analizlenecek bilesigin yapisi, analizin hizi, duyarliligi gibi cesitli parametrelere bagl
oldugundan, antioksidan kapasitenin degerlendirilmesinde farkli yontemlerin kullanilmasi ve

sonuclarin birlikte degerlendirilmesi daha uygun olacaktir.
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