DENEYNO:8 o
POTANSIYEL ANTIOKSIDAN MADDE TAYiNi (DPPH, Glutatyon)

A) Antioksidan Aktivite Tayini

Serbest radikaller ile olugabilecek hasarlarin engellenmesinde antioksidan bilegikler dnemli
rol almaktadirlar. Bu amacgla dodal ve sentetik kaynakl antioksidan bilesikler
kullaniimaktadir. Antioksidan etkiye sahip dogal kaynakli ve sentetik kaynakl bilesiklerin
kesfi icin, in vitro olarak yapilan cesitli test sistemleri kullaniimaktadir. Bu test sistemlerinden

birisi de DPPH radikalini stipdiriicii etki tayini yoéntemidir.

DPPH Radikalini Siipiriici Etki Tayini

Sentetik ya da dogal bilesiklerin DPPH radikalini stpuricu etkileri 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
stabil radikalinin menekse/mor rengini giderme yetenekleri ile olgllecektir. Bu maddelerin
DPPH ile olusturduklari rengin 517 nm’de élgiimiine ve standart madde ile karsilastiriimasina

dayanmaktadir.

DPPH c¢dzeltisi, bir hidrojen atomu verebilecek bir madde ile karistirildiginda, mor-menekse
rengin kaybolmasi ile birlikte indirgenmis forma dontusmektedir. DPPH radikali Z° ile ve donor

molekul AH ile gosterilirse, primer reaksiyon su sekilde gergeklesir:

Z°+AH — ZH+A°

ZH, indirgenmis formu ve A°, ilkk basamakta olusan serbest radikali gostermektedir.
Bu radikal, daha sonra tum stokiyometriyi kontrol eden yani, indirgeyici bir molekul tarafindan
indirgenen (rengi giderilen) DPPH molekdllerinin sayisi kadar reaksiyona girecektir. Ustteki
reaksiyon bu nedenle bir lipidin veya doymamis bir maddenin otooksidasyonu gibi okside
edici bir sistem icinde gerceklesen reaksiyonlar icin bir temel olusturmaktadir. DPPH
molekilli Z°, sistem igindeki aktiviteleri AH tarafindan baskilanan serbest radikalleri temsil

etmektedir.

Reaksiyon ortami: 100 uM DPPH (metanolde) ve degisik konsantrasyonlarda madde igerir.

Oda sicakliginda 30 dakika inklibasyonun ardindan 517 nm’de absorbans O&lgulur ve
supurucu etki, radikal rediksiyonunun yuzdesi olarak hesaplanir. Her deney 2-4 dlgumun

ortalamasi olarak verilir.



Deneyin Yapilisi:

1) Reaksiyon ortamindaki konsantrasyonu 0.001M olacak sekilde hazirlanan 6rnek
¢ozeltilerinden 0.5 ml alinir.

2) 100 puM konsantrasyonda %70’lik metanol iginde hazirlanmis olan DPPH ¢dzeltisinin
3ml'si Uzerine ilave edilir; vortekste 30 saniye karistirilarak oda sicakliginda ve
karanlkta 30 dakika bekletilir.

3) Sdre sonunda UV Spektrofotometresi'nde 517 nm de absorbansi okunur. Kullanilan
bilesiklerin radikal stpurtcul etkileri kontrol olarak kullanilan DPPH ¢o6zeltisine oranla
okunan absorbans dederlerine gére asagidaki esitlikten hesaplanir.

Kontrol Coézelti: Herhangi bir kimyasal ilave edilmeden ve sadece kimyasal bilesiklerin
¢bzicusunun ilave edildigi 100 uM DPPH c¢dzeltisi kontrol ¢dzelti olarak alinmaktadir

% Radikal supurtct etki=(Kontrol absorbans-Bilesiklerin absorbans degerleri) X Kontrol absorbans X 100

Deneyde standart olarak antioksidan etkinligi bilinen butilhidroksi toluen(BHT) c¢ozeltisinin
degisik konsantrasyonlari kullanilacaktir.

B) Glutatyon

Glutatyon, L-glutamik asit, L-sistein ve o i: o
glisinden, y-glutamilsistein sentetaz ve GSH \\C~NH—6H2—C—NH—CH2—C//

sentetazin  katalizledigi iki basamakh bir ¢H2 o \09
reaksiyonla meydana gelen, hayvan CH,

hicrelerinde oldukga ylksek konsantrasyon- HG - NH,®

larda (0,1-10 mM) bulunan bir tripeptittir. o//c\oe

Sekil 1. indirgenmis glutatyon

Hucredeki nonprotein tiyollerin buylk bir kismi (%90’dan fazlasi), indirgenmis glutatyon
(GSH) formundadir. Glutatyon duzeylerinin, énemli o6lgide azalmasinin, reaktif oksijen
bilesiklerinin toksik etkilerine karsi hlcrenin savunmasini azalttigi; hiicre hasari ve hiicre
6limune yol acabilecedi bildiriimektedir. Oksidatif streste, GSH'In tlkendigi ve okside
glutatyonun (GSSG) arttigi bilinmektedir. GSH, hiicre iginde, en fazla, biyosentezinin
gerceklestigi bolge olan sitozolde bulunur. GSH ve GSSG, ekstraselller olarak da bulunurlar:
Ekstraselller glutatyonun, detoksifikasyon proseslerinde fonksiyonu oldugu ve oksidan
hasara kargi koruma sagladigi distnilmektedir.



Glutatyon (GSH) Diizeylerinin Olgiilmesi

GSH olcimi, Sedlak ve Lindsay (1968)in spektrofotometrik ydntemine gore
gergeklegtirilecektir. Bu yontemin prensibi, reaksiyon ortamina ilave edilen 5,5’-ditiyobis-(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) in sulfidril gruplari tarafindan indirgenmesi sonucu, 1 mol sulfidrile
karsilik 1 mol 2-nitro-5-merkaptobenzoik asit olusumuna dayanmaktadir (Sekil 2). Olusan
nitro-merkaptobenzoik asit, parlak sari renktedir ve sulfidril gruplarinin spektrofotometrik
yontemle dlcimuinde kullanilabilmektedir.
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Sekil 2. Silfidril gruplarinin DTNB ile reaksiyonu

Cozeltilerin Hazirlanmasi:

%10 trikloroasetik asit (TCA): TCA'nin iritan ve korozif oldugu unutulmamali, calisirken
dikkatli olunmalidir. 5g TCA tartilir, distile suda ¢6zilir, toplam hacim 50 mL olacak sekilde
tamamlanir. Protein ¢oktirme amaciyla kullanilacaktir.

0.4M Tris tamponu (pH 8.9): 48.4g Tris(baz) ve 7.4g EDTA (Titriplex) tartilir, yaklasik 800mL
distile suda, manyetik karistirici kullanilarak ¢6zulur. 6M HCI ile pH 8.9’a ayarlanir, toplam
hacim 1L’ye tamamlanir.

10 mM DTNB c¢dzeltisi: 99 mg DTNB tartilir, 25 mL metanolde ¢dzGlUr.

GSH_standart cdzeltileri: 1 mM stok GSH c¢o6zeltisinden hareketle 25, 50, 100 uM
konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanir.

Deneyin Yapiligi:

1) Ornekler Uzerine, doku homojenati ile ayni hacimde (6rn. 0.5 mL) %10’luk
trikloroasetik asit konularak deney tuplnde karistiriir ve tapler, 10-15 dakika sureyle,
buz icinde, ara ara g¢alkalandiktan sonra 3000g’de 15 dakika santrifiijlenir.

2) Elde edilen supernatanttan 0.4 mL alinarak, her bir tip Gizerine;
a. 0.8 mL 0.4M Tris tamponu (pH8.9)

b. 0.02 mL (= 20uL) 10mM DTNB c¢Ozeltisi otomatik pipetle eklenir. Tupler,
vorteksle karistirilir, renk hafifce sariya déner.

3) DTNB’nin eklenmesinden 5 dakika sonra, sari renk siddeti maksimum oldugunda,
absorbans 412 nm’de, reaktif kdrtine karsi okunur.

4) Kalibrasyon grafiginin hazirlanmasinda, standart olarak, indirgenmis glutatyon (GSH)
kullanilir. 1 mM’liIk GSH stok ¢ozeltisinden hareketle, dilisyonla hazirlanan standart
cOzeltileri reaksiyon ortamina ilave edilir; 412 nm’de absorbanslari olgilerek
kalibrasyon grafigine islenir. Absorbansi él¢ilmis olan 6rneklerin konsantrasyonlari,
kalibrasyon denklemi yardimiyla hesaplanir.

5) Hesaplamada, [ (A 412 / m ) x dilusyon faktoru ] formulinden yararlanilr.



