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SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI

Ala - Alanin

AlaDH . L-alanin dehidrojenaz

ADP : Adenozin difosfat

Arg - Arginin

AgGSH : Glutatyon ile modifiye edilmis giimiis nanoparcaciklari
AFM : Atomik gii¢ mikroskobu

Asp - Aspartik asit

ATR : Azaltilmis toplam yansima

BSA : S181r serum albumini

CK : Kreatin kinaz

cm : Santimetre

Cys - Sistein

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dk : Dakika

dm : Desimetre

ESR : Elektron spin rezonans

FTIR : Fourier transform infrared spektrofotometresi
g : Gram

GC : Gaz kromatografisi

GEPD . Grafit-teflon

Glu > Glutamik asit

GlIn : Glutamin

Gly - Glisin

GPTFE : Grafit-etilen-propilen-dien

His - Histidin

HPLC . Yiiksek basingli s1vi kromatografisi
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LC
Leu
Lys
LZ

Mb
Met
mg
mL
mM
mmol
MS
NADH
NADPH
ng

nm
nM
pH
Phe

pl

pK
PLS
Pro
PyOD
RNA
Ser
SHL
SPR
Thr

: Infrared

: Izolbsin

. Litre

: S1v1 kromatografisi

: Losin

> Lisin

: Lizozim

: Molar

: Miyoglobin

: Metiyonin

: Miligram

> Mililitre

: Milimolar

: Milimol

: Kiitle spektrometresi

: Nikotinamid adenin diniikleotid’in indirgenmis hali
: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
: Nanogram

: Nanometre

: Nanomolar

: Hidrojen iyonu konsantrasyonun eksi logaritmasi
: Fenilalanin

: [zoelektronik nokta

: Denge sabitinin negatif logaritmasi
: Kismi en kiiciik kareler yontemi

: Prolin

: Piruvat oksidaz

: Riboniikleik asit

> Serin

: Salisilat hidroksilaz

: Yiizey plazma rezonansi

: Treonin



Trp
TRY
Tyr

uv
Val
VIS
a-LA
ng

pum

pmol

%T

: Triptofan

- Tripsin

: Tirozin

: Unite

- Ultraviyole

> Valin

: GOriiniir bolge
- Alfa laktalbumin
: Mikrogram

: Mikrometre

: Mikrolitre

: Mikromol

: Yiizde gegirgenlik
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OZET

Anahtar kelimeler: Amino asit, nanopargacik, protein, enzim, UV, FTIR, AFM

Giimiis nanoparcaciklar sahip olduklart {istiin optik O6zelliklerinden dolayr bilim
diinyasinda sik¢a kullanilmaya baglanmistir. Cesitli organik molekiilleri ile modifiye
edilebilmeleri kullanim alanlarmi genisletmistir. Bir tripeptid olan glutatyon,
modifiye araglarindan  biridir. Glutatyon ile modifiye edilmis glimis
nanopargaciklarinin UV-Vis spektroskopisi ile tayin edilebilmesi kolay, hizli ve ucuz
tayin metotlarinin gelistirilmesine olanak saglamaktadir.

Bu tezde sentezlenen glimiis nanopargaciklari glutatyon ile modifiye edilerek metal
iyonu bulunan ortamda amino asit, protein ve enzim tayinlerinde kullanilabilirligi
arastirilmistir. Bu amagla Ag’, cd?**, co®*, cu®, Fe*, ng+, Ni%*, Pb?*, Zn** metal
iyonlart kullanilarak 20 temel amino asit, 3 protein ve 3 enzim iizerinde arastirmalar
yapilmistir. Olumlu sonu¢ alinan maddelerin UV spektroskopisi ile kantitatif tayin
limitleri belirlenerek FTIR spektroskopisi ile etkilesim yapilart incelenmis, atomik
giic mikroskopu ile de modifiye glimiis nanoparcaciklart ve olusan son yapilarin
topografik goriintiileri elde edilmistir.
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PRODUCTION OF SILVER NANOMATERIALS AND USE FOR
QUANTITATIVE ANALYSIS OF SOME BIOLOGICAL
SUBSTANCES

SUMMARY

Key Words: Amino acid, nanoparticle, protein, enzyme, UV, FTIR, AFM

With their unique facile surface chemistry and optical properties, silver nanoparticles
have been used frequently in the scientific world. Nanoparticles can be modified
with various organic molecules to facilitate their applications in different fields.
Glutathione is a molecular tripeptide has been utilized for the surface modification of
nanoparticles. Glutathione modified silver nanoparticles can be determined by UV-
Vis spectroscopy which could be applied to the development of easy, fast and
inexpensive detection techniques.

In this thesis synthesized silver nanoparticles has been modified with glutathione. In
the presence of modified nanoparticles and metal ions, amino acid, protein and
enzyme determinations were investigated. For this purpose, Ag®, Cd**, Co*", Cu®,
Fe**, Hg”*, Ni?*, Pb?*, Zn®" metal ions used and 20 basic amino acids, 3 enzymes and
3 proteins were carried out. Limits of quantifications identified by UV spectroscopy
and interaction structures were predicted by FTIR spectroscopy. Topographic images
of the modified silver nanoparticles and resulting structures were obtained by atomic
force microscopy.
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BOLUM 1. GIRIS

Nano boyutlu parcaciklar gelecegin teknolojisi olarak goriilmekte ve pek ¢ok alanda
uygulanabilirligi arastirilmaktadir. Nano boyut kavrami ilk olarak Nobel 6diillii bilim
adami1 Richard Feynman tarafindan kuramsal olarak ortaya atilmistir. 1959 yilinda
Amerikan Fizik Toplulugunun toplantisinda yaptigi “Asagida Daha Cok Yer Var
(There’s Plenty of Room at the Botom)” adli konusmasinda 24 cilt ansiklopedinin bir
toplu igne basi kadar yere ni¢in yazilamadigini sorgulayip, minyatiirlestirme ve
elektron mikroskoplarinin gelistirilmesi gerekliliginden bahsetmistir. Bu konusmasi
1960 yilinda Engineering and Science Magazine dergisinde yaymlanmistir [1].
Nanoteknoloji terimi ise ilk kez Norio Taniguchi tarafindan kullanilmigtir. Taniguchi
1974 yilinda yazdig1 makalesinde [2] “nanoteknoloji temel olarak malzemelerin bir
tek atom ya da molekiil tarafindan iglenmesini, ayristirilmasini, saglamlastirilmasini
ve deformasyona ugramasini kapsamaktadir” seklinde nanoteknolojinin tanimini
yapmistir. Kim Eric Drexler’in 1981 yilinda molekiiler mekanik, protein dizayni,
sentetik kimya, hesaplama, doku karakterizasyonu iizerine yazdigi makale [3] ve
1986 yilinda yazdigi “Yaklasan Nanoteknoloji Cagi (The Coming Era of
Nanotechnology)” adli kitab1 [4] ile nanoteknolojik ¢aligmalar ivme kazanmustir.
1986 nobel fizik odiiliine layik goriilen Gerd Binnig ve Heinrich Rohrer taramali
tinellemeli mikroskopi teknigini 1981 yilinda gelistirmislerdir [5]. Bu gelisme
nanoteknoloji alaninin yap1 taslarindan biri olarak kabul edilmektedir. Sumio lijima
tarafindan 1991 yilinda karbon nanotiiplerinin kesfi [6] nanoteknoloji alanindaki son

biiyiik bulus olarak goriilmektedir.

Biyosferde var olan tiim organizmalar yasamin devami i¢in bir¢cok 6nemli bilesige
ihtiyag duymaktadir. Organizmalar i¢in elzem olan bu bilesikler, bilimsel
gelismelerin 1s18inda pek ¢ok yapay iiriin yapiminda da kullanilmaktadir. Amino
asitler, proteinler ve enzimler ii¢ 6nemli biyolojik madde grubudur. Bu ii¢ grup

fonksiyonlar1 acisindan farklilik gosterse de yapilar1 agisindan biiylik benzerlikler



icermektedir. Amino asitler protein sentezinde kullanilmaktayken enzimler ise
katalizor proteinler olarak adlandirilabilmektedir. Bu bilesiklerin kalitatif ve
kantitatif tayinleri i¢in pek ¢ok arastirma ve uygulama yapilmistir. Temel
enstrimantal tekniklerin disinda yapilan arastirmalar yapilacak analizin hizliligi,

basitligi, ucuzlugu ve segiciligi lizerinde yogunlagmistir.

Bu tezin konusu bu ii¢ 6nemli biyolojik madde grubundan se¢ilmis bazi bilesenlerin
yeni bir yontem ile tayininin arastirilmasi ilizerinedir. Bu amagla gelismekte ve
uygulama alani artmakta olan nanoteknolojik arastirmalar {izerine yogunlasilmistir.
Yapilan literatiir ¢alismalar1 sonunda nanopargaciklar ile yapilan tayin metotlarina
ulasilmistir. Bu ¢aligmalar baz alinarak nanopargacik modifikasyonu yoluna gidilmis
ve glimiis nanoparcaciklar bir peptid olan glutatyon molekiilii ile modifiye edilmistir.
Sentezlenen modifiye glimiis nanopargaciklart kullanilarak 20 amino asit, 3 protein
ve 3 enzimin tayini arastirilmistir. Tez konusu ve ¢alisma planlariin yapildigi zaman
diliminde, arastirilmasi diisiiniilen kimyasallarin uygulanan metot ile analizi
konusunda literatiirde detayli bir bilgiye rastlanmamistir. Bu eksikligin giderilmesi
amacityla modifiye giimlis nanopargaciklari (AgGSH) hazirlanarak analiz

yontemlerine eklenebilecek yeni ve orijinal bir metot gelistirilmeye ¢alisilmstir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Amino Asitler

Amino asitler proteinlerin yapi taslar1 olup protein sentezinde ortak kullanilan toplam
20 ¢esit amino asit mevcuttur. Tablo 2.1°de amino asitlerin uluslararas1 kullanimda
kabul goren li¢ harf ve tek harf gosterimleri ile pKi, pKy, pKgr ve pl degerleri
gosterilmektedir. Bahsedilen amino asitlere ilaveten protein {izerinde sonradan
olusan tiirev amino asitler de mevcuttur. Amino asitler renksiz ve suda ¢oziinebilen
bilesiklerdir. Uzerlerinde hem —NH, hem de —COOH grubu tasimalariyla amfoter
ozellik gostermektedirler. Her ne kadar ¢ogu yerdeki gosterimi yiiksiiz seklinde olsa
da amino ve karboksil gruplarinin birbirleri ile etkilesmeleri sonucunda kati ve sulu
cozeltilerinde yiiklii konumda bulunurlar. Zwitter iyon halindeki bu yap1 Sekil 2.1°de
gosterilmis olup karboksil grubunun hidrojenini amino grubuna sunmasiyla
gerceklesir. Olusan i¢ tuz yapist amino asitlerin yiiksek derecelerde erimesine ve

suda 1yi ¢oziinebilmelerine olanak saglamaktadir.

H
R—C——COO"

NH3+
Sekil 2.1. Amino asitlerin genel gosterimi

Ortamin pH’min degismesi ile zwitter iyon yapist bozunmaktadir. Diisik pH

degerlerinde karboksilat grubu protonlanarak karboksilli asit haline gelir;



| |
R—C—COO" + H;0" > R (|: COOH + H,0
NH;* NH;*

Sekil 2.2. Asidik ortamda amino asitlerin genel yapisi

Yiiksek pH’larda ise amonyum katyonu proton kopmasi sonucu amino haline gelir;

| |
R—C—COO" + OH > R T COO" + H,0
NH;* NH,

Sekil 2.3. Bazik ortamda amino asitlerin genel yapisi

Iki durumda da amino asit suda ¢oziiniir durumdadir. Asit ve bazi notralize etmesi ile

de tampon ¢ozelti 6zelligi tasimaktadirlar; [7]

H H H
OH | OH-
R—C—COOH == R—C—COO" R—C—COO"
| H,0 | H,0" |
NH,* NH,* NH,

Sekil 2.4. Amino asitlerin tampon 6zelligi

Tirozin, triptofan ve fenilalanin disindaki amino asitler goriiniir bolge 11811
absorplamazlar. 220 nm’den daha diisiik dalga boylarinda absorpsiyon vermeleri ve

bu bolgede hava absorpsiyonunun olmasi tayinlerini zorlastirmaktadir.

Amino asitler kirmizi et [8-14], balik eti [15-22], tavuk [23-26], siit [27-30], peynir
[31-36], yumurta [37, 38], yengeg [39, 40], gibi hayvansal iiriinlerde bulunabildigi
gibi soya [41-46], piring [47-50], findik, kestane [51-53], patates [54-56], tiitiin [57],

misir, arpa, bugday, ¢avdar ve bazi tohumlarda [58-64], elma, iiziim, mandalina,



hurma [65-68] gibi meyvelerde, brokoli, sarimsak, yesil ¢ay, salgam [69-72] gibi
bitkisel tirtinlerde ve mantarlarda [73, 74] dogal olarak bulunabilmektedir.

Tablo 2.1. Protein yapilarini olusturan 20 ¢esit amino asit [75-77]

. K1 K, Kg

fsim 3Harf | 1Hart | 8 R | ey | P!
Alanin Ala A 2,34 9,69 6,01
Arginin Arg R 2,17 9,04 12,48 10,76
Asparagin Asn N 2,02 8,80 5,41
Aspartik asit Asp D 1,88 9,60 3,65 2,77
Fenilalanin Phe F 1,83 9,13 5,48
Glutamik asit Glu E 2,19 9,67 4,25 3,22
Glutamin GIn Q 2,17 9,13 5,65
Glisin Gly G 2,34 9,60 5,97
Histidin His H 1,82 9,17 6,00 7,59
[zolosin lle I 2,36 9,68 6,02
L3sin Leu L 2,36 9,60 5,98
Lisin Lys K 2,18 8,95 10,53 9,74
Metiyonin Met M 2,28 9,21 5,74
Prolin Pro P 1,99 10,96 6,48
Serin Ser S 2,21 9,15 5,68
Sistein Cys C 1,96 10,28 8,18 5,07
Treonin Thr T 2,11 9,62 5,87
Triptofan Trp W 2,38 9,39 5,88
Tirozin Tyr Y 2,20 9,11 10,07 5,66
Valin Val V 2,32 9,62 5,97

2.1.1. Cahismalarda kullamlan amino asitler ve literatiir calismalari

Bu kisimda ¢aligmalarda kullanilan amino asitlerin yapilari, gérevleri, 6zellikleri, yer
aldiklar1 ilag bilesimleri ve literatiirde bulunan bazi farkli tayin c¢aligmalari
anlatilacaktir.

2.1.1.1. L-alanin (2-aminopropanoik asit)

L-alanin polar olamayan alifatik R grubuna sahip amino asitler igindedir. Sekil

2.5’de goriildiigii gibi R grubu yerinde bir adet —CHj3 grubu igerir.



COO
H,;"N—C—H

CH;
Sekil 2.5. L-alanin amino asidinin yapist

L-alanin insan viicudu tarafindan sentezlenebilen amino asitler igerisindedir. Kas
dokulari, merkezi sinir sistemi ve beyin i¢in Onemli enerji kaynaklarindandir.
Antikor liretimine katilmas1 ile de bagisiklik sistemini gili¢lendirme etkisi mevcuttur.
Kandaki miktar1 hipoglisemi belirteci olarak goriilmektedir [78]. Hipogliseminin
artmasi ile de Sheehan sendromuna [79] ve hipopituitarizme [80] neden olmaktadir.
Cevresel agidan cift kabuklu yumusakcalarin hiicre i¢i ozmolaritesini bozmaktadir
[81]. Yemek endiistrisinde ise fermantasyon prosesinin izlenmesinde
kullanilmaktadir [82]. ilag sektdriinde kullanim alanlar arastirildiginda kas gelistirici
(L-Alanin powder-NutraBio) [83], kanser tedavisi (Elitek) [84], stres diizenleyiciler
(Aminosyn electrolytes) [85] gibi ilaglarin bilesiminde bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Zhang ve Sun [86] misel elektrokinetik kromatografi yontemini ve
floresans detektdr kullanarak alanin tayini yapmugslardir. Calismada amino asit
naftelen-2,3-dikarboksialdehit kullanilarak tiirevlendirilmistir. Tayin limiti 1,0X10'8
M olarak belirtilmistir. Borges ve Reis [87] akis enjeksiyon prosediirii ile
kemiluminesans vasitasiyla tayin ger¢eklestirmiglerdir. Amino asit L-amino oksidaz
enzimi vasitasiyla oksidasyona tabi tutulmustur. Olusan hidrojen peroksit luminol
katalizli hegzasiyanoferrat (III) ile reaksiyona sokularak kemiluminesans ol¢iimii
yapilmigtir. Tayin araligi 0,5 — 25,0 mmol/L olarak belirtilmistir. Kwan ve
arkadaglar1 [88] amperometrik biosensor gelistirmislerdir. L-alanin dehidrojenaz
(AlaDH), salisilat hidroksilaz (SHL) ve piruvat oksidaz (PyOD) enzimlerini i¢eren
elektrot dizayn edilmistir. AlaDH’in alaninin spesifik dehidrojenasyonunu
katalizlemesi sonucu iiriin olarak NADH ve piruvat olusmaktadir. SHL olusan
NADH ve oksijen varliginda, salisilatin geri doniisiimsiiz dekarboksilasyon ve

hidroksilasyonunu katalizlemektedir. PyOD oksijen ve fosfat varliginda piruvatin



dekarboksilasyonunu katalizlemektedir. Son iki enzimatik reaksiyonda oksijen
harcanmasina bagli olarak 6l¢lim yapilmaktadir. Tayin araligi 10 — 800 uM olarak
belirtilmistir. Cavani ve arkadaslar1 [89] kapiler elektroforez kullanilarak tayin
gergeklestirmislerdir. Toprak zenginlestirme i¢in kullanilan hidrolize protein
katkilarinda alanin analizi yapilmistir. 77 — 323 uM araliginda serbest L ve D-alanin
icerigi saptamislardir. Janasek ve Spohn [90] enzimatik tayin i¢in akis enjeksiyon
analiz prosediiriinii  kullanmiglardir. L-Alanin AlaDH vasitasiyla piruvata
doniismekte ve L-glutamat olusmaktadir. L-glutamat, glutamat oksidaz ile
katalizlenerek hidrojen peroksit iretmektedir. Hidrojen peroksit de luminolii
oksitlemekte ve kemiluminesans olusmaktadir. Son agsama Co(Il) iyonlar ile
katalizlenmektedir. Kemiluminesans ol¢limii ile tayin yapilmaktadir. Belirtilen tayin
araligi 2 — 1000 uM arasindadir. Serra ve arkadaslar1 [91] AlaDH ile *C isaretli L-
alanini piruvik asit 2,4-dinitro-fenilhidrozon tiirevine ¢evirmislerdir. Olusan {irliniin
amberlite XAD-7 kolonunda tutulmast ve elue edilmesi ile radyoaktif sayim

yapilmistir.

Tez calismasi kapsaminda uygulanan tayin yoOntemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.

2.1.1.2. L-arginin (2-amino-5-guanidinopentanoik asit)

L-arginin pozitif yiikli ve bazik R grubuna sahip amino asitler igindedir. Yapis1 Sekil
2.6’da gosterilmistir. Insan viicudu tarafindan sentezlenebilen L-arginin, kreatin
sentezinde ve spermin, spermidin, agmatin gibi poliaminlerin sentezinde gorev
almaktadir. Viicutta biyoregiilator olarak genis bir kullanim alanina sahip olan azot
monoksitin  Onciisi  olmasi Onemini arttirmaktadir [92]. Ayrica plasenta
biliylimesinde, plasentaya kan akisinda ve anneden fetusa besin aktariminda 6énemli
gorevleri mevcuttur [93]. Doku tamiri, hiicre kopyalanmasi, kollajen sentezi [94],
yaralarin iyilesmesi, amonyak uzaklastirilmasi, hormon salimimi [95] gorevleri
mevcuttur. Kandaki miktarinin artmasi kanser [96], kardiyovaskiiler hastaliklar [97],
akut hidrosefali [98], septisemi, travma ve hipertansiyon [99] gibi hastaliklarin
varhigiyla iliskilendirilmektedir. {lag sektdriinde kullanim alanlar1 arastirildiginda kas

gelistirici (L-Arginine-NutraBio) [100], merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, iiriner



bolge enfeksiyonlar1 gibi organizma enfeksiyonlart (Ceptaz) [101], dogustan
fibrinojen eksigi eksikligi olan insanlara digaridan fibrinojen destegi (Riastap) [102],
stres diizenleyiciler (Aminosyn RF 5.2% sulfite free) [103] gibi gibi ilaglarin

bilesiminde ve ayrica sampuanlarda (Loreal elseve) [104] bulunmaktadir.

COO”

NH

C
=
H,'NZ \NH2

Sekil 2.6. L-arginin amino asidinin yapisi

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi calismalar asagida
Ozetlenmistir. Shen ve arkadaglar1 [105] erimis slika doldurulmus kapiler kullanarak
elektroforez ile tayin yapmuglardir. UV dedektorii kullanilarak 195 nm’de 6lgtim
yapilmistir. Tayin limiti 47,9 — 3195,2 ug/mL arasi olarak belirtilmistir. Chen ve
arkadaglar1 [106] erimis slika doldurulmus kapiler kullandiklar1 misel elektrokinetik
kromatografi yontemi ile 240 nm’de tayin gergeklestirmislerdir. Tayin limiti 5 — 100
pg/mL olarak belirtilmistir. Huang ve arkadaglar1 [107] yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) — kiitle spektrometresi sistemini kullanarak insan kaninda
tayin gerceklestirmislerdir. Tayin limiti 1 pmol/L olarak belirtilmistir. Wang ve
arkadaglar1 [108] arginin nikel kompleksini kullanarak voltametrik olarak tayin
gerceklestirmislerdir. Calismada civa elektrot kullanilmis ve tayin limit aralig
1,0x10® — 1,0x10° mol/dm® olarak belirlenmistir. Miura ve arkadaslar1 [109]
fluorometrik ydntemle tayin yapmislardir. Ilk asamada serum &rnegini perklorik asit
ile deproteinizasyona tabi tutulmus ikinci agamada tiyol bilesikleri N-etilmalemid ile

bloke edilmis son asamada ise beta-siklodekstrin varliginda 2,3-naftelendikarbeldehit



ile floresans reaksiyonu gerceklestirilmistir. Orduna [110] enzimatik reaksiyon
vasitasiyla kantitatif analiz ger¢eklestirmistir. L-arginin, arginaz enzimi vasitasiyla
ireye, iire lireaz enzimi vasitastyla amonyuma, amonyum alfa-ketoglutarat ve NADH
varliginda glutamat dehidrojenaz enzimi vasitasiyla L-glutamat’a doniismektedir.
NADH konsantrasyon azalmasia gore tayin gergeklestirilmektedir. Geri kazanim
oranlart % 98,3 - % 104,4 arasindadir. Koncki ve arkadaslarinin [111] yaptig
enzimatik tayinde ise amonyum segici elektrot kullanilarak potansiyometri
kullanilmistir. Ureaz ve arginaz enzimleri bir dnceki ¢alismaya benzer sekilde
reaksiyona sokulup olusan amonyum iyonlarin1 O6l¢meye dayali bir metot

uygulamiglardir. Tayin araligi 0,1 — 30,0 mM olarak belirtilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin edilmistir.

2.1.1.3. L-asparagin (2-amino-3-karbamoilpropanoik asit)

L-asparagin polar ve yiiksiiz R grubuna sahip amino asitler igindedir. Yapis1 Sekil
2.7°de gosterilmistir.
COoOr
H;'N—C—H

CH,

NH,

Sekil 2.7. L-asparagin amino asidinin yapisi

Insan viicudu tarafindan sentezlenebilen L-asparaginin sinir sistemi diizenleyicisi
olarak gorev yapmaktadir ve antioksidan 6zellik gostermektedir [112]. Asparaginaz
enzimi, ¢ocuklarda akut 16semi tedavisinde 6nemli role sahiptir. Enzim, antitimor
aktivite gostererek asparaginin aspartik asit ve amonyaga donlismesinde
kullanilmaktadir. Asparaginin azalmasi sonucu 16semili hiicrelerde protein sentezinin

gerceklesmemesi, 16semili hiicrelerin 6liimiine neden olmaktadir [113]. Ilag
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sektoriinde kullanim alanlar1 arastirilldiginda sadece kalp damar tikanikliginin

tedavisinde kullanilan ila¢ (Tnkase) [114] bilesiminde bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi caligmalar asagida
Ozetlenmistir. Plata-Guerrero ve arkadaglar1 [115] asparagin amino asidinin glukoz,
fruktoz gibi seker bulunan ortamlarda yiliksek sicakliklarda akrilamide doniistiiglini
belirterek patates igerisinde glukoz ve fruktoz sekerleri ile asparagin varligini
arastirmislardir. Asparagin o-fitaldialdehit ile tiirevlendirilerek floresans dedektorii
kullanilan HPLC ile analizi yapilmistir. Jung ve arkadaslart [116] bir mikrobial
kiiltiiriin gelismesinde asparaginin etkisi incelemis ve ESR ydntemi ile asparagin
tayini yapmislardir. Asparaginin bakir (II) ile yaptigi kompleks miktar1 6l¢iilerek
tayin gerceklestirilmistir. Stein ve arkadaglar1 [117] akis enjeksiyon sistemi
kullanarak spektrometrik ve potansiyometrik olarak tayin gerceklestirmiglerdir.
Asparaginaz enzimi sisteme tutturulmus ve asparagin hidrolizi ile olusan amonyagin
asit-baz indikatorii kullanilarak spektrometrik, pH elektrodu kullanilarak da
potansiyometrik Ol¢iimleri yapilmistir. Spektrometrik metodun tayin araligi 0,2 — 2,3
mmol/L, potansiyometrik metodun tayin araligi 0,1 — 4,0 mmol/L oldugu
belirtilmistir. Fatibello-Filho ve arkadaslari [118] aspartaz enzimini amonyak gazi
duyarl proba sabitleyerek potansiyometrik tayin yapmuslardir. Tayin araligi 1,6x107
— 1,5x10®° M olarak belirilmistir. Brassat ve arkadaslar [119] gaz kromatografisi
kullanarak tayin gerceklestirmislerdir. Nikolelis [120] asparaginaz enzimi vasitasiyla
asparaginin hidrolizi ve olusan amonyagin anyonyak gaz sensorii ile Olciilmesine

dayal1 bir metot gelistirmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.
2.1.1.4. L-aspartik asit (aminobutandoik asit)
L-aspartik asit asidik amino asitler igerisinde gosterilse de iyonlagmis hali olan

aspartat negatif yiiklii R grubuna sahip amino asitler igerisine girer. Asit yapisi ve

iyonlasmis yapis1 Sekil 2.8’de gosterilmektedir.
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a) COOr b) COOr

H,;"N—C—H H;'N—C—H
CH, CH,
COO—H COOr

Sekil 2.8. L-aspartik asit amino asidinin (a) asit ve (b) aspartat yapisi

Insan viicudu tarafindan sentezlenebilen L-aspartik asit beyin, sinir sistemi hiicreleri
ve karacigerde bulunmaktadir [121]. Beyincik, testis, plazma ve idrarda varlig: tespit
edilmistir [122]. Viicut igerisinde salimiminin artmasi viicut i¢i veya disindaki
agrilarin  algilanmas1 ile iligkilendirilmektedir [123]. Potasyum tuzu, kalp
rahatsizliklarinin  tedavisi, karaciger hastaliklar1 ve diyabet tedavisinde
kullanilmaktadir [124]. Alzaymirli hastalarin beyinlerinde normal insanlara goére
daha fazla bulundugu tespit edilmistir [125]. Ilag sektdriinde kullanim alanlari
arastirlldiginda kas gelistirici (L-Aspartic acid-NutraBio) [126], {ilser (Famotidine
injection) [127], gida takviyesi (Trophamine) [128] gibi ilaglarin bilesiminde

bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi calismalar asagida
Ozetlenmistir. Das ve arkadaglar1 [129] floresent prob kullanarak tayin yapmislardir.
2-(2-piridil) benzimidazol ve Cu(ll) kompleksi ile etkilestirildiginde aspartik asit
ligand ile yer degistirmekte ve giiclii bir floresans sinyali elde edilmektedir. Tayin
araligi 10 — 1000 uM olarak belirtilmistir. Benesova ve arkadaglari [130] dentin
tabakasindaki aspartik asidi HPLC ile tayin etmis ve sonucglart GC verileri ile
karsilagtirmiglardir. Gao ve arkadaslar1 [131] hidrojen peroksit ve sodyum
tiyosiyanatin alkali ortamda Cu(Il) katalizi ile olusan osilasyon reaksiyonuna
dayanarak tayin yapmislardir. Aspartik asit artis1 ile osilasyon siddeti degismektedir.
Tayin araligi 1,17x10° — 7,10x10® mol/L olarak belirtilmistir. Lee ve arkadaslari
[132] tris (2,2’-bipiridil)ruthenyum(I)-Ce(IV) sistemine aspartik asidin ilave
edilmesi ile kemiluminesansin artmasina dayanarak tayin gergeklestirmislerdir.
Aspartik asit, Ce(IV) ile radikal amine déniismekte ve Ru(biby)s>* ile reaksiyonu

sonucu Ru(biby)s?* olusarak kemiluminesans olusmaktadur. Tayin aralig1 2,0x107 —



12

1,3x10° M olarak belirtilmistir. Zhao ve arkadaslar1 [133] kapiler elektroforez ve
floresans dedektor kullanarak fare beyinlerinde tayin gergeklestirmislerdir. Aspartik

asit naftelen-2,3-dialdehit ile tiirevlendirildikten sonra islemler uygulanmustir.

Tez calismast kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.

2.1.1.5. L-fenilalanin (2-amino-3-fenilpropionik asit)

L-fenilalanin aromatik R grubuna sahip amino asitler i¢indedir. Yapisi1 Sekil 2.9’da

gosterilmistir.

Sekil 2.9. L-fenilalanin amino asidinin yapist

L-fenilalanin insan viicudu tarafindan sentezlenememektedir. Metabolizmada
fenilalanin diizensizliginin olmasi fenilketoniire [134] ve hiperfenilalanin [135]
hastaliklar1  ile iliskilendirilmektedir. Ilag  sektdriinde kullamim  alanlar
arastirlldiginda  kas  gelistirici  (L-Phenylalanine-NutraBio) [136], karaciger
rahatsizliklarinda besin takviyesi (Aminosyn HBC 7% Sulfite Free) [137], iiremi
hastaliginin tedavisinde besin destegi (Hepatamine) [138], viicutta azot eksikli

tedavisi (Travasol) [139] gibi ilaglarin bilesiminde bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi caligsmalar asagida

Ozetlenmistir. Zhang ve arkadaglari [140] floresansa dayali bir metot
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gelistirmislerdir. Ninhidrin ve Eu®* iyonunu filtre kagidina tutturup fenilalanin ile
reksiyona sokulmasi sonucunda artan floresans siddetlerini 6lgmiislerdir. Tayin
aralig 5,0x10° — 2,0x10° mol/L olarak belirtilmistir. Li ve arkadaglari [141]
floresansin artmasma gore degil azalmasina gore bir yontem gelistirmislerdir.
Kukurbit[7]uril varliginda palmatin hidroklorit floresansinin fenilalanin ilavesi ile
azaldigini  kesfetmislerdir. Tayin araligi 3,63x10° - 9,68x10° mol/L olarak
belirtilmistir. Hu ve arkadaslar1 [142] [-siklodekstrin ile karbon nanotiip
bilesiminden yapilmis polianalin ile modifiye edilmis elektrot kullanarak
elektrokimyasal olarak tayin gerceklestirmislerdir. Fenilalanini jele tutturup dlgiim
almuslardir. Tayin arahg 5,0x107 — 1,0x10™ mol/L olarak belirtilmistir. Tarhan ve
Ayar-Kayali [143] dietilaminoetil-seliiloz reginesini 2-amino-4,6-dikloro-s-triazin
sonrasinda hegzametilendiamin ve glutaraldehit ile modifiye etmislerdir. Bu yapi
tizerine fenilalanin dehidrojenaz enzimini tutturarak akis enjeksiyon sistemi
vasitasiyla HPLC analizi gergeklestirmislerdir. Shen ve arkadaslar1 [144] fenilalanin
oksidaz gorevi goren “taklitci” madde sentezleyerek fenilalanin katalizini
gergeklestirmislerdir. Hidrojen peroksit igerisinde beta-siklodekstrin ve m-karboksil
benzensiilfonil klorit, demir(l1l) klorit beraberinde reaksiyona sokulmustur ve taklitgi
enzim sentezlenmistir. Fenilalanin taklitgi enzim ile katalizlenerek fenil-purivik aside
bu yapidan da hidrojen peroksit yardimiyla fenilasetik aside doniismektedir ve 292
nm de absorbans 6l¢iimii yapilmaktadir. Tayin araligi 0 — 0,8233 mmol/L olarak
belirtilmistir. Wibrand [145] fenilalanin amonyak-liyaz enzimi kullanarak
fenilalanini sinnamat’a c¢evirmis ve UV absorbansina dayanarak tayin
gergeklestirmistir. Tayin araligit 100 — 1469 pmol/L olarak belirtilmistir. Deng ve
Deng [146] kan orneklerindeki fenilalanini gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi
ile tayin etmislerdir. Sasaki ve arkadaslar1 [147] iyon segici elektrot gelistirmislerdir.
PVC membran, trifloroasetofenon tiirevleri kullanilarak hazirlanmistir. Fenilalanin,
amino ve karboksilat gruplarn ile trifloroasetofenon molekiillerine baglanmaktadir.
Tayin araligi 1,0x10™ — 1,0x10% M olarak belirtilmistir. Huang ve arkadaslari [148]
karbon elektrodu salisilat hidroksilaz, tirosinaz ve fenilalanin dehidrojenaz enzimleri
ile modifiye etmislerdir. Salisilat hidroksilaz, salisilati oksijen ve NADH varliginda
katekole ¢evirmektedir. Tirozinaz ise katekolii o-kuinona yiikseltgemekte ve elektrot
yiizeyinde o-quinon tekrar katekole indirgenmektedir. Fenilalanin dehidrojenaz,

salisilatin ~ katekole ~doiiniisiimii  sirasinda ortaya ¢ikan NAD"”y1 NADH
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doniistiiriirken fenilalanini de fenilpiruvata doniistiirmektedir. Olusan NADH karbon
elektrot ile tayin edilmektedir. Fenilalanin igin tayin araligt 20 — 150 uM olarak
belirtilmistir.

Tez calismasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.
2.1.1.6. L-glutamik asit (2-aminopentandioik asit)
L-glutamik asit asidik amino asitler igerisinde gosterilse de iyonlasmis hali olan

glutamat negatif yiiklii R grubuna sahip amino asitler igerisine girer. Asit yapisi ve

iyonlasmis yapist Sekil 2.10°da gosterilmektedir.

a) COO b) COOr

H,"N—C—H H,"N—C—H
CH, CH,
CH, CH,
COO—H COOr

Sekil 2.10. L-glutamik asit amino asidinin (a) asit ve (b) glutamat yapisi

Insan viicudu tarafindan sentezlenebilmektedir. Glutamik asit merkezi sinir
sisteminde en ¢ok bulunan nerotransmiterlerdendir. Beynin 6grenme ve hatirlama
gibi fonsiyonlarda gérev aldigina inanilmaktadir [149]. Kandaki miktarinin artmasi
akut iskemik inme hastaligina neden olmaktadir [150]. Kanda asir1 miktarda
bulunmasi glokom goz hastaliklart ile iliskilendirilmektedir [151]. Merkezi sinir
sisteminin travmatik veya iskemik hasar1 sonrasinda glutamik asidin hiicre disi
stvilara  salimimi, retina ganglion hiicrelerinin  bozulmasina neden oldugu
diisiiniilmektedir [152]. Ayrica viicut icerisinde saliniminin artmasi viicut i¢i veya
disindaki agrilarin  algilanmast ile de iliskilendirilmektedir [153]. Beyin

yaralanmalarinda asir1 salintmi gergeklesir ki bu da sinir hiicrelerinin enerji bosalimi
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yoluyla 6lmesine neden olmaktadir [154]. filag sektdriinde kullanim alanlar
arastirildiginda kas gelistirici (L-Glutamic acid-NutraBio) [155], iireme organlari
iltihab1 tedavisi (Dienestrol) [156], multiple skleroz (MS) hastalig1 tedavisi
(Copaxone) [157], agr1 kesiciler (Darvon compound) [158], azot destegi ve
dengelemesi (Aminosyn Il in dextrose) [159] gibi ilaglarin bilesiminde

bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Gao ve arkadaglar1 [160] hidrojen peroksit ve sodyum tiyosiyanatin
alkali ortamda Cu(Il) katalizi ile olusan osilasyon reaksiyonuna dayanarak tayin
yapmuglardir. Glutamik asit artis1 ile osilasyon siddeti azalmaktadir. Tayin aralig
2,5x10° — 3,2x10* mol/L olarak belirtilmistir. Qu ve arkadaslar1 [161] sivi
kromatografisi-kiitle  spektrometresi-kiitle ~ spektrometresi tandem  sistemiyle
fermantasyon ortamlarinda herhangi bir amino asit tiirevlendirmesi yapmadan bu
amino asidin tayinini gergeklestirmislerdir. Tayin araligt 1 — 1000 pug/mL olarak
belirtilmistir. Beljaars ve arkadaslari [162] yaptiklart HPLC analizinde glutamik asidi
N,N-dimetil-2-merkapto-etil-amonyum klorit ve o-fitaldialdehit ile muamele ederek
kararli floresans yapan kompleks elde etmislerdir. Ballesteros ve arkadaslari [163]
akis enjeksiyon sistemi kullanarak tiirbidimetrik bir tayin metodu gelistirmislerdir.
Glutamik asit, histidin ve 2-propanol ile birlestirilerek sisteme verilmistir. Glutamik
asit miktarina bagli olarak histidin kristalizasyonunun 550 nm’de absorbansinin
Olglilmesi ile dolaylt bir tayin gergeklestirilmistir. Tayin araligi 1 — 40 mg/L olarak
belirtilmistir. Mulchandani ve Bassi [164] modifiye enzim elektrot kullanarak tayin
gergeklestirmislerdir. Glutamat oksidaz enzimi, triton-x ile muamele edilmis
tetratiyafulvalen  modifiyeli karbon elektrot {izerine tutturularak tayin
gergeklestirilmistir. Hattula ve Wallin [165] enzimatik tayin gergeklestirmislerdir.
Glutamat dehidrojenaz varliginda glutamik asit nikotinamit adenin diniikleotit ile
yiikseltgenerek deaminasyona ugratilmis ve 2-oksoglutarat’a doniistiiriilmiistiir.
Diaforez katalizinde gergeklesen reaksiyonda ise olusan NADH, 2-(p-iyodofenil)-3-
(p-nitrofenil)-5-feniltetrazolyum klorit’i 492 nm de absorbansi o6lgiilebilen

formazan’a doniistiirmektedir.
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Tez calismast kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.

2.1.1.7. L-glutamin (2,5-diamino-5-oksopentanoik asit)

L-glutamin polar ve yiiksiiz R grubuna sahip amino asitler igindedir. Yapis1 Sekil

2.11’de gosterilmistir.

COO”

H,"N—C—H

Sekil 2.11. L-glutamin amino asidinin yapisi

Insan viicudu tarafindan sentezlenebilen L-glutamin, entrosit ve aktive edilmis
limposit gibi hizli tireyen hiicrelerin ana enerji kaynagidir [166]. Bagisiklik sistemine
destek olmaktadir. Musin sentezini artirarak bagirsak mukoza yapisinin korunmasini
saglamaktadir. Bakteri saldirilarina  karst epitel bariyeri saglamlagtirarak
bagirsaklarda bulunan mikroflora olgunlasmasina destek olur [167]. Enfeksiyon ve
yaralanma gibi enfeksiyonlu durumlarda glutamin destegi Onerilmektedir [168].
Antrasiklin tabanli kemoterapi siiresince glutamin desteginin mukoza iltihabinin
goriilme sikligimi azalttigi gézlenmistir [169]. Hayvanlarda bakterial translokasyonu
diistirdiigiic sonucuna varilmistir [170]. Sarilik ile iliskili olan endotoksemia’nin
glutamin destegiyle bastirildig1 gézlenmistir [171]. Glutamin desteginin tavuklarda
bliyiime performansin1 gelistirdigi ve bagirsak fonsiyonlarini  diizenledigi
gozlenmistir [172]. Ayrica bagirsak hastaliklarinda da yatistiric1 6zellik gosterdigi
belirtilmektedir [173]. Bébrekte bikarbonat iiretimini desteklemektedir [174]. ince
bagirsagin ana metabolik yakitidir [175]. Oral yolla alindiginda biiylime hormonu

salinimin1 artirmaktadir [176]. Ilag sektdriinde kullanim alanlari arastirildiginda kas
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gelistirici (L-Glutamine-NutraBio) [177], mide ve bagirsak iltihabina neden olan rota

viriisline kars1 (Rotarix) [178] gibi ilaglarin bilesiminde bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi1 ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Liu ve arkadaglari [179] akis enjeksiyon sistemi kullanilarak
kemiluminesans Ol¢iimii yapmislardir. NayB4O7 ¢ozeltisi igerisinde luminol-H,0,-
CuSQO, sisteminin kemiluminesans sinyalini glutaminin azalttigi goriilmiistiir.
Bakirin glutamin ile yaptifi kompleks sonucu azalmanin oldugu sonucuna
varmislardir. Tayin araligi 5,0x107 — 2,5x10°® olarak belirtilmistir. Khuhawar ve
Rajper [180] HPLC ile tayin gerceklestirmislerdir. Glutamin, 2-hidroksinaftaldehit
ile tirevlendirilmistir. Kato ve arkadaslar1 [181] HPLC ve kapiler elektroforezin
birlestirilmesi ile olusturulan kapiler elektrokromatografi metodu ile tayin
gerceklestirmislerdir. Kullanilan kolonlardan biri dimetiloktadesilklorosilan ile digeri
dimetiloktadesilklorosilan ve klorotrimetilsilan ile modifiye edilmistir. Amino asit
ise 4-floro-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol ile tiirevlendirilmistir. Dattelbaum ve
Lakowicz [182] genetigi diizenlenmis glutamin baglama proteini kullanarak
floresansa dayali bir tayin metodu gelistirmislerdir. Floresans ajani olan akrilodan ve
2-(4-(iyodoasetamido)anilino)naftalen-6-sulfonik asit, mutant glutamin baglama
proteinine ayr1 ayri tutturulmuslardir. Glutamin eklenmesiyle floresans sinyalininin
azaldigin goézlemlemislerdir. Tayin araligr 100 — 300 M olarak belirtilmistir. Huang
ve arkadaglari [183] akis enjeksiyon ve amperometrik yontemlerin birlestirilmesi ile
tayin gerceklestirmislerdir. Kolon sistemi glutaminaz/glutamin oksidaz enzimleri ile
modifiye edilmistir. Bu enzimler vasitasiyla glutamin hidrojen perokside
donistirilip amperometrik olarak tayin gergeklestirilmistir. Ayni  enzimler
kullanilan benzer bir ¢aligma Villarta ve arkadaglar1 [184] tarafindan yapilmis olup
enzimler membran iizerine tutturulmustur. Tayin araligi 1,0x10° — 7,5x10™ M olarak
belirtilmistir. Ayn1 enzimler Cattaneo ve arkadaslar1 [185] tarafindan kullanilmis ve
olusan hidrojen peroksidin luminol ile gerceklesen reaksiyonuna bagl olarak degisen
kemiluminesans siddetleri dlgiilerek tayin gergeklestirilmistir. Tayin aralig 1,0x10°®

— 1,010 M olarak belirtilmistir.

Tez caligmasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.
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2.1.1.8. Glisin (aminosetik asit)

Glisin polar olamayan ve yiiksiiz R grubuna sahip amino asitler igindedir. Sekil

2.12°de gosterildigi gibi R grubu yerinde bir adet —H igerir.

COO”

Hy;'N—C—H

H

Sekil 2.12. Glisin amino asidinin yapisi

Insan viicudu tarafindan sentezlenebilen glisin’in doku yaralanmalarina kars1 koruma
gorevi vardir [186]. Sinir sisteminde nerotransmiter olarak gorev yapmaktadir [187].
Pek ¢ok zararli fenolik bilesigi zararsiz forma doniistiirebilmektedir. Glikoneojenezin
kontroliinde gdrevi mevcuttur. Ayrica diger amino asitlerin iiretiminde kullanilan
onemli bir azot kaynagidir. DNA, RNA ve hemoglobin iretiminde de
kullanilmaktadir. Iskelet kasi, dokularmn gelistirilmesi ve kalitesinin olusmasinda
onemli gorevleri bulunmaktadir [188]. llag sektoriinde kullanim alanlari
arastirlldiginda kas gelistirici (L-Glycine powder-NutraBio) [189], bagisiklik
sisteminin antikor liretemedigi durumlarda disaridan antikor destegi (Gamunex)
[190], yetersiz biiyiime hormonu salgilanan ¢ocuklarin tedavisi (Genotropin) [191],
multivitamin destegi (Cernevit) [192], analjezik (Ultiva) [193], organ nakillerindeki
akut organ reddi hastaliginin tedavisi (Simulect) [194], kuduz tedavisi (Bayrab)
[195], tetenoz sonrasi olusan yaralanmalarin engellenmesi (Baytet) [196], akciger
atardamar hipertensiyonu tedavisi (Flolan) [197], turner sendromu tedavisi
(Humatrope) [198], azot destegi (Procalamine) [199], kronik sedef hastaliginin
tedavisi (Amevive) [200], dogustan antitrombin eksikligi bulunan hastalarin
trembeombolik  hastaligindan  korunmasit  (Atryn) [201], solunum sistemi
enfeksiyonlariin tedavisi (Augmentin chewable tablets) [202], hepatit A (Baygam)
[203] ve B (Bayhep B) [204]’den korunma veya tedavisi, kalitsal anjioddem
ataklarindan korunma (Berinert) [205], hipertansiyon hastaliginin tedavisi (Dyazide)
[206], diyabet hastaligi tedavisi (Exubera) [207], hemofili A hastalig1 tedavisi
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(Alphanate) [208], bakteri kaynakli akut ve kronik iiriner bolge enfeksiyonlarinin
tedavisi (Geocillin) [209], gecikmis alerjen duyarliligi testi (Mumps skin test
antigen) [210], morfin gibi ilaglarin olusturdugu kabizligin tedavisi (Relistor) [211],
sizofreni tedavisi (Risperdal) [212], migren tedavisi (Maxalt) [213], akromegali
hastaliginin tedavisi (Somavert) [214], Parkinson tedavisi (Zelapar) [215], epilepsi
hastalarinda meydana gelebilecek anemi ve karaciger rahatsizliklarinin 6nlenmesi
(Felbatol) [216], alzaymir tedavisi (Namenda) [217] gibi ilaglarin bilesiminde

bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Wilson ve arkadaglar1 [218] LC-MS/MS sistemi kullanarak tayin
gerceklestirmiglerdir. Glisin fenilizotiyosiyanat ile tiirevlendirilmistir. Tayin araligi
50 — 10000 ng/mL olarak verilmistir. Pakhomova ve arkadaslar1 [219] hidrofilik
¢oziicii n-butanol-etil asetat-aseton kullanarak glisini sudan ekstrakte edip kapiler
elektroforez ile tayinini gergeklestirmislerdir. Zyablov ve arkadaslar1 [220]
gelistirdikleri ~ piozosensorde  1,2,4,5-benzoltetrakarbonik  asit ve  4,4-
diaminodifenikoksit kullanilarak olusturulan polimer ile glisin etkilesimi sonucu
degisen osilasyon frekansini 6l¢miislerdir. Tayin araligi 1,010 — 1,0x10™ M olarak
belirtilmistir. Mitic ve arkadaslar1 [188] 1,2,4-trihidroksiantrakuinon bilesiginin
hidrojen peroksit ile ylikseltgenmesine iliskin reaksiyonda kobaltin katalitik
aktivitesinin glisin varliginda azalmasindan yararlanarak tayin ger¢eklestirmislerdir.
Tayin aralig1 7,5 — 75,0 ng/mL olarak belirtilmistir. Peinhardt [221] glisin ¢6zeltisini
hipoklorit ile muamele ederek formaldehit ve glioksilik asit tiriinlerini elde etmistir.
Asitlestirme ve formaldehitin kaynatilarak uzaklastirilmasi sonrasinda glioksilik asit
resorsinol ile reaksiyona tutularak bir lakton olan bis-2,4-dihidroksifenil asetik asit
olusturulmustur. Bazik kosullar altinda lakton violet oksonol anyonuna doniismekte
ve ardindan olusan hidroliz reaksiyonu ile floresans yapan karboksilat anyonuna
doniismektedir. Floresans siddeti Olgiilerek tayin gerceklestirilmistir. Mateo ve
Calatayud [222] bakir (II) karbonati fiziksel olarak poliester igerisine
hapsetmislerdir. Olusan kati regineyi akis enjeksiyon sisteminde kullanmislardir.
Glisinin olusan yapi ile reaksiyonu sonucunda bakir (II) iyonlari serbest kalmis ve bu
iyonlarin atomik absorpsiyon spektrometresi ile Olciilmesi ile de dolayli yoldan

glisinin tayini gerceklestirilmistir. Tayin arahigit 1,2 — 35,0 pg/mL olarak
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belirtilmistir. Qu ve arkadaslar1 [223] o-fitaldehit-tert-butiltiyol ile kolon Oncesi
tirevlendirme yaparak camsi karbon elektrot kullanilan elektrokimyasal detektore
sahip HPLC ile tayin gerceklestirmislerdir. Tayin araligt 1 — 20 uM aras1 olarak
belirtilmistir. Zhou ve Chen [224] glisini N-bromosuksinamit ile amonyaga
yiikseltgemislerdir. Olusan amonyak da N-bromosuksinamit ile uyarilarak azota
yiikseltgenmektedir. Azotun floresein ile raksiyona girmesi ile de floresein
uyarilmakta ve durulurken de kemiluminesans yapmaktadir. Kemiluminesans

siddetinin Gl¢iilmesi ile de glisin tayini ger¢eklestirilmektedir.

Tez calismast kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.

2.1.1.9. L-histidin (2-amino-3-(4-imidazolil)propiyonik asit)

L-histidin pozitif yiiklii R grubuna sahip amino asitler i¢indedir. Yapist Sekil 2.13°de

gosterilmistir.

CH,
H/C:C
H+N\ /NH

Sekil 2.13. L-histidin amino asidinin yapisi

Insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen L-histidin biyolojik sistemlerde metal
elementlerin aktariminda gorevlidir [225]. Memelilerin merkezi sinir sisteminde
nerotransmiter olarak gorev yapmaktadir [226]. Beyin ve sinir sisteminin ana
nerotransmiteri olan histamine doniisebilmesi agisindan da 6nemli bir amino asittir.

Doku biiylimesi ve tamiri i¢in elzemdir, karacigerde glikoz depolanmasina yardimci
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olur [227]. Kan, idrar ve serebrospinal sividaki artig1 histidinemia hastaliginin ana
belirtecidir [228]. ilag sektdriinde kullanim alanlar arastirildiginda kas gelistirici (L-
Histidine-NutraBio) [229], sedef hastaliginin tedavisi (Stelara injection) [230],
iltihapli doku yaralanmalarinin tedavisi (llaris) [231], astim tedavisi (Xolair) [232],
kanda trombosit miktarinin azhig1 tedavisi (Nplate) [233], gogiis kanseri tedavisine
yardimc1 (Herceptin) [234], hemofili A (Bioclate) [235] ve B (Benefix) [236]
tedavisi, solunum sistemi rahatsizliklarinin tedavisi (Synagis) [237], romatizma
rahatsizliklariin tedavisi (Simponi injection) [238], yumurtalik kanseri tedavisi
(Doxil) [239], mukoza iltihab1 tedavisi (Kepivance) [240], biiyiime hormonu salinimi
eksikligi tedavisi (Norditropin) [241] gibi ilaglarin bilesiminde bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi calismalar asagida
Ozetlenmistir. Zhou ve arkadaslar1 [242] mikrodalga ile hizlandirilmis tiirevlendirme
reaksiyonu gergeklestirmislerdir. Tirevlendirme islemi floresein izotiyosiyanat
floresesans ajani ile gerceklestirilmistir. Tiirevlendirilen histidin kapiler elektroforez
ile tayini gerceklestirilmistir. Tayin limiti 0,023 ng/mL olarak belirtilmistir.
Kurzatkowska ve arkadaglar1 [243] amperometrik tayin gerceklestirmislerdir. Altin
elektrot bir metaloporfirin olan 5-(4-palmitoiloksifenil)-10,15,20-tris[3,5-di-tert-
butil-4 hidroksifenil]porfirinato demir(lll) klorit ile modifiye edilmistir. Histidin
porfirinin merkezinde bulunan demir(l11) ile etkilesime girmektedir. Tayin araligi 1 —
100 nM olarak belirtilmistir. Pam ve arkadaslar1 [244] gerceklestirdikleri voltametrik
tayinde histidin-bakir kompleksini civa film elektrot iizerine biriktirmislerdir. Tayin
araligi 0,02 — 0,12 ppm olarak belirtilmistir. Gao ve Fan [245] ardisik enjeksiyon
metodu ile kemiluminesans Ol¢timiinden faydalanarak tayin gergeklestirmislerdir.
Mangan(ll) katalizinde luminol-hidrojen peroksit sisteminin kemiluminesansinin
histidin konsantrasyonuna bagli olarak degistigini gézlemlemislerdir. Histitidin
mangan(Il)’nin katalitik aktivitesini artirmaktadir. Tayin araligi 5,0x10” — 1,0x10
M olarak belirtilmistir. Kiba ve arkadaslar1 [246] tresil klorit ile muamele edilmis
poli(vinil alkol) polimerine histidin oksidaz enzimi tutturmuslardir. Histidin,
imidazol piruvat, amonyak ve hidrojen peroksite doniismekte olusan hidrojen
peroksit de liminol ile reaksiyona sokulmaktadir. Olusturulan akis enjeksiyon sistemi
ile kemiluminesans 6l¢iimii yapilarak histidin tayini yapilmaktadir. Tayin araligi 0,05

— 5,00 mM olarak belirtilmistir. Yoshida ve arkadaglar1 [247] yaptiklart HPLC
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tayininde histidini piren ile tiirevlendirerek floresans ol¢limiine dayali bir tayin
gerceklestirmiglerdir. Tayin araligi 20 — 20000 nM olarak belirtilmistir. Elbrashy ve
Alghannam [248] histidinin civa(ll) ve demir(Ill) ile yaptiklar1 kompleklerin
¢okmesinden yararlanmislardir. Santrifiij sonras1 kalan ¢ozelti atomik absorpsiyon

spektrometresi ile dlgiilerek tayin gerceklestirilmistir.

Tez calismasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin edilmistir.

2.1.1.10. L-izolosin (2-amino-3-metilpentanoik asit)

L-izol6sin polar olamayan ve alifatik R grubuna sahip amino asitler igindedir. Yapisi
Sekil 2.14’°de gosterilmistir.
COOr
Hy"N—C—H

H,C—C—H

CH,
Sekil 2.14. L-izol6sin amino asidinin yapisi

Insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen L-izolosin iskelet kaslarinin glukoz
kullanimimi diizenleyerek kandaki glukoz miktarini azaltir [249]. Karin boslugunda
iretilen s1vida miktariin degismesi karaciger rahatsizliklar ile iliskilendirilmektedir
[250]. Karaciger nakillerinde de miktarinin degistigi gozlenmistir [251]. Ilag
sektoriinde kullanim alanlar1 arastirildiginda kas gelistirici (L-Isoleucine-NutraBio)
[252], karaciger iltihabinin neden oldugu hepatik koma durumunun tedavisi
(Aminosyn HF 8%) [253], besin destegi (Nephramine) [254] gibi ilaglarin

bilesiminde bulunmaktadir.
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Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi caligsmalar asagida
Ozetlenmistir. Xue ve arkadaglar1 [255] gaz kromatorgrafisi-kiitle spektrometresi
sistemini kullanarak kanda tayin gerceklestirmislerdir. 1zoldsin, mikrodalga
kullanilarak N-metil-N-trimetilsililtrifloroasetamid ile tiirevlendirilmistir. Samy ve
arkadaglar1 [256] orman atmosferinde bulunan izolésin miktarini sivi kromatografisi-
kiitle spektrometresi sistemi ile tayin etmislerdir. Chen ve arkadaslar1 [257] kolza
tohumu ile yapilan yemeklerde yakin-infrared reflektans spektroskopisi ile tayin
gerceklestirmislerdir. Chang ve arkadaslar1 [258] kapiler elektroforez ve floresans
dedektor kullanarak tayin gergeklestirmislerdir. Naftelen-2,3-dikarboksialdehit ile
izolosin tiirevlendirilmigtir. Tayin araligit 50 — 250 puM olarak belirtilmistir.
Rigebello-Masini ve arkadaslar1 [259] ardisik ekstraksiyon yontemi kullanmiglardir.
Amino asit, floresans ajani olan o-ftaldialdehit ile tiirevlendirilmistir. Tayin aralig
0,5 — 10,0 umol/L olarak belirtilmistir. Chino ve arkadaslar1 [260] izolosin baglayict
proteini, akrilodan floresans ajani ile modifiye ederek tayin gergeklestirmislerdir.
Tayin araligit 1 — 4 uM olarak belirtilmistir. Fang ve Liu [261] amino asitlerin
ninhidrin ile belirlenmesinde absorpsiyon spektrumlarinin ¢akigsmasi nedeniyle PLS
yontemini kullanarak tayin ger¢eklestirmislerdir. Tayin araligi 0 — 2,48x10°® mol/L
olarak belirtilmistir. Lee ve Huh [262] L-amino asit oksidaz enzimini naylon
membran iizerine sabitleyerek 1zoldsin ile olan reaksiyonu sonucu olusan amonyum
iyonunun elektrot yardimi ile dl¢lilmesine dayali tayin gerceklestirmiglerdir. Tayin
araligt 0,05 — 10,00 mM olarak belirtilmistir. Kiba ve arkadaslar1 [263] 16sin
dehidrogenaz, NADH oksidaz ve peroksidaz enzimlerini vinil polimer taneleri
iizerine tutturarak tayin gerceklestirmislerdir. izolosin 18sin dehidrogenaz enzimi
katalizi ile NAD" beraberinde NADH ve 2-0kso-4-metilvalerat olusturmaktadir.
Olusan NADH, NADH oksidaz enzimi vasitastyla NAD" ve H,0;’ye doniismektedir.
Olusan hidrojen peroksitin peroksidaz enzimi katalizliginde luminol ile reaksiyona
sokulmasiyla 3-aminoftalat ve emisyon 15181 olugsmaktadir. Emisyon siddeti dlgiilerek

tayin gerceklestirilmistir. Tayin araligi 30 nM — 5 pM olarak belirtilmistir.

Tez calismast kapsaminda uygulanan tayin yoOntemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.
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2.1.1.11. L-16sin (2-amino-4-metilpentanoik asit)

L-16sin polar olamayan ve alifatik R grubuna sahip amino asitler i¢indedir. Yapisi
Sekil 2.15’de gosterilmistir.

COO”

H,"N—C—H

Sekil 2.15. L-l6sin amino asidinin yapisi

Insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen L-16sin rapamisin hedefi yolu vasitasiyla
protein sentezinde lider rol istlenmektedir [264]. Amino asit uyarimli glikojen
sentezi artis1 rapamisin tarafindan durdurulmaktadir. Losin glikojen sentaz enzimini
rapamisin hedefi yolu vasitasiyla aktive ederek iskelet kaslarinda glukoz alimini
etkiler. Bu islem 16sinin glukoz metabolizmasi ile ilgili enzimlerin fosforilasyonunu
diizenledigi izlenimini dogurmaktadir [265]. Losin bir pentapeptid olan enkephalinin
bir pargasidir ve bu peptid beyinde dogal olarak bulunan bir agr1 kesicidir. Ayrica
hamilelerde dogum sancisini ve siit akigini tetikleyen oksitosin hormonunun da bir
parcasidir [266]. Ilag sektoriinde kullanim alanlar1 arastirildiginda kas gelistirici (L-
Leucine powder-NutraBio) [267], prolaktin hormonunun kanda fazla bulunmasi ile
ortaya ¢ikan hiperprolaktinemik hastaliginin tedavisi (Dostinex) [268], azot destegi
(Aminosyn 11 3.5% in 25% dextrose) [269] gibi ilaglarin bilesiminde bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi1 ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Rezaei ve Zare [270] karbon nanotiip ile modifiye edilmis camsi
karbon elektrot ile voltametrik olarak tayin ger¢eklestirmislerdir. Karbon nanotiipler,
16sin oksidasyonuna dogru elektrokatalitik aktiviteyi arttirmistir. Tayin aralig
9,OX10'6 - 1,5X10'3 mol/L olarak belirtilmistir. Stefan van Staden ve arkadaslar

[271] L-amino asit oksidaz enzimi kullanilarak amperometrik tayin
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gerceklestirmislerdir. Enzim, 10sin amino asidini ketoasidine ve hidrojen perokside
dontistirmektedir.  Hidrojen  peroksidin  Olgiilmesiyle dolayli  bir tayin
gerceklestirilmektedir. Tayin araligi1 4,0 — 80,0 nm/L olarak belirtilmistir. Mitome ve
arkadaslar1 [272] 16sin dehidrogenaz enzimi ile modifiye edilmis kolon ile akis
enjeksiyon sistemi vasitasiyla tayin gerceklestirmislerdir. Tayin araligir 0,8 — 18,4
mg/dL olarak belirtilmistir. Schweer ve arkadaglari [273] 16sin amino asidini N-
heptaflorobutiril izobutil ester ile tiirevlendirerek kanda GC/MS/MS sistemi ile tayin
gerceklestirmiglerdir. Kiba ve arkadaslart [274] 16sin dehidrogenaz ve NADH
oksidaz enzimi immobolize edilmis aminlenmis poli(vinil alkol) taneleri kullanarak
akis enjeksiyon sistemi ile tayin gergeklestirmislerdir. Olusan hidrojen peroksit ve
luminol — hegzasiyonaferrat(l11) reaksiyonu ile olusan kemiluminesans Olgiilerek

tayin gerceklestirmislerdir. Tayin araligi 5,0x107 — 6,0x10™ M olarak belirtilmistir.

Tez calismast kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.

2.1.1.12. L-lisin (2,6-diamino kaproik asit)

L-lisin pozitif yiiklii ve bazik R grubuna sahip amino asitler i¢indedir. Yapist Sekil
2.16’da gosterilmistir. Insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen L-lisin cocuk
gelisimi acisindan 6nemli bir amino asittir. Yag asitlerinin enerjiye doniistiiriilmesi
ve kolestroliin diisiiriilmesine yardimci olan karnitin maddesinin iiretilmesinde gorev
almaktadir. Kalsiyumun viicutta absorblanmasi ve saklanmasina yardimeidir.
Kollajen iiretiminde gorev almaktadir. Viicut direncini artirmak amaciyla besin
takviyesi olarak kullanilir. Tlaglarda kullanimiyla etkin maddelerin absorblanmasini
ve biyoalinabilirligini artirmaktadir [275]. Dogustan gelen hiperlisinemia hastaligi
lisin katabolizmasindaki hatalardan kaynaklanmaktadir [276]. Viicutta lisin eksikligi
olmasi, bitkinlik, bas agrisi, goz damarlarinda bozulma, sa¢ kaybi, kas kiitlesinde
azalma, kalsiyum eksikligi, virlis enfeksiyonlarina bagisiklik sisteminin cevabinda
azalma, anemi ve iireme fonksiyonlarmda bozukluga neden olmaktadir [277]. ilag
sektoriinde kullanim alanlar1 arastirildiginda kas gelistirici (L-Lysine-NutraBio)
[278], diyabetik iilser (Regranex) [279], sistik fibrosis tedavisi (Cayston) [280],
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dogustan kalp damar hastaligi tedavisi (Neoprofen) [281] gibi ilaglarin bilesiminde

bulunmaktadir.

COO”

H,'N—C—H

Sekil 2.16. L-lisin amino asidinin yapisi

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi calismalar asagida
Ozetlenmistir. Matsuda ve Asano [282] L-lisin-g-oksidaz enzimi kullanarak tayin
gerceklestirmiglerdir. Lisinin enzim ile reaksiyonu sonucu olusan hidrojen proksit,
yaban turbu peroksidaz enzimi katalizliginde fenol ve 4-aminoantipirinin oksidatif
birlesmesine neden olmaktadir. Olusan {iriin 500 nm’de absorbans vermektedir. Lisin
miktart arttik¢a olusan peroksit ve dolayisiyla nihai {irtin miktarinin artisina bagh
olarak tayin gerceklestirilmistir. Tayin aralig1 0 — 0,5 mM olarak belirtilmistir. Wang
ve arkadaslar1 [283] akis enjeksiyon sistemi kullanmiglardir. Lisin amino asidinin
tris(2,2-bipridil)rutenyum(Il) ile reaksiyonu sonucu olusan floresansin Olgiimii
yapilmistir.  Reaksiyon indiyum kalay oksit camsit ylizeyi {izerinde
gergeklestirilmistir. Tayin araligi 1,0x10® — 1,0x10™ g/mL olarak belirtilmistir.
Hasani ve arkadaglar1 [284] yapay sinir aglari sistemini kullanarak tayin
gerceklestirmiglerdir. Lisin ve glisin amino asitlerinin 1,2-naftaquinon molekiilii ile
verdikleri reaksiyon sonucu olusan absorbsiyon spektrumlarinin ¢akigmasi {izerine
yapay sinir aglar1 sistemi ile simultane tayin gerceklestirmislerdir. Tayin arahigi 1 —
19 pg/mL olarak belirtilmistir. Vega ve Aranda [285] lisin amino asidini 1-floro-2,4,-

dinitrobenzen ile tiirevlendirdikten sonra yiiksek basingli ince tabaka kromatografisi
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ile ayrimint gerceklestirmislerdir. Kantitatif tayin ise densitometri ile 360 nm’deki
absorbans dlgiilerek yapilmistir. Tayin araligr 25 — 125 ng/band olarak verilmistir.
Tabi ve arkadaglar1 [286] kapiler elektroforez ve lazer uyarimh floresans dedektorii
kullanilarak tayin gergeklestirmislerdir. Lisin amino asidinin lisin dekarboksilaz
enzimi ile katalizlenmesi ile olusan kadeverin bilesiginin 4-floro-7-nitrobenz-2-oksa-
1,3-diazol ile tiirevlendirilmesi sonrasi laser uyarimli floresanas dedektor ile 6lglim
yapilmistir. Tayin araligit 1 — 50 umol/L olarak belirtilmistir. Garcia-Villar ve
arkadaglar1 [287] lisinin, lisin oksidaz enzimi ile gergeklesen reaksiyonu sonucu
olusan amonyum iyonunun amonyum se¢ici elektrot ile ol¢iilmesine dayali tayin
gerceklestirmiglerdir. Tayin araligi 5,0x10™ — 7,0x10° M olarak belirtilmistir. Mitic
ve arkadaglar1 [288] kobalt iyonunun Kkatalitik aktivitesi vasitasiyla 1,2,4-
trihidroksiantrakinon bilesiginin hidojen peroksit ile oksitlenme reaksiyonunu
kullanmiglardir. Ortamda lisin bulundugu zaman kobalt iyonu ile kompleks
olusturmakta ve oksitleme {rliniiniin  verimini  dolayisiyla  absorbansini

diisiirmektedir. Tayin aralig1 0,118 — 1,470 pg/cm3 olarak belirtilmistir.
Tez galigmasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin edilmistir.
2.1.1.13. L-metiyonin (2-amino-4-(metiltiyo)butanoik asit)

L-metiyonin yiiksiiz ve alifatik R grubuna sahip amino asitler i¢indedir. Yapist Sekil
2.17°de gosterilmistir. Insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen L-metiyonin,
protein sentezinin yaninda transmetilasyon reaksiyonlarina da katilmaktadir. Sistein
ve homosistein sentezinde kullanilmaktadir. Cesitli damar hastaliklarina neden olan
hiperhomosisteinemia hastalifinin belirlenmesinde kandaki metiyonin miktarina
bakilmaktadir [289]. Siilfiir kaynag1 olmasiyla sag, deri ve tirnaklardaki bozukluklari
onlemektedir. Ayrica karacigerde lesitin {iretimini artirarak  kolestroliin
diisiiriilmesine yardime1 olur [290]. ilag sektdriinde kullanim alanlar1 arastirildiginda
kas gelistirici (L-Methionine-NutraBio) [291], parkinson hastaliginin tedavisi
(Permax) [292], damarlarda kan pihtilasmasin1i  engelleyici veya tedavisi
(Argatroban) [293], dogum kontrol haplari (Depo-SubQ Provera) [294], kisirlik
tedavisi (Follistim AQ cartridge) [295], akut bobrek hastaliklarinin tedavisine
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yardimc1 besin destegi (Aminosyn RF 5.2% sulfite free) [296] gibi ilaglarin

bilesiminde bulunmaktadir.

Sekil 2.17. L-metiyonin amino asidinin yapisi

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi calismalar asagida
Ozetlenmistir. Ramautar ve arkadaslart [297] kapiler elektroforez-kiitle
spektrometresi sistemi kullanarak tayin gergeklestirmislerdir. Silika bazli sol-jel
kapiler kolon kullanilmigtir. Tayin aralig1 62,5 — 1000,0 ng/mL olarak belirtilmistir.
Pedrero ve arkadaslar1 [298] yaptiklar1 amperometrik tayinde rutenyum ve rutenyum
dioksit ile modifiye edilmis grafit-etilen/propilen/dien (GEPD) ve grafit-teflon
(GPTFE) komposit elektrotlarini1 kullanmiglardir. Tayin araliklar1 Ru-GPTFE igin
2x107° — 30x10° mol/L, RuO,-GPTFE i¢in 6x10°° — 30x10° mol/L, Ru-GEPD icin
0,20x10° — 8,00x10° mol/L, RuO,-GEPD i¢in 0,1x10° — 10,0x10° mol/L olarak
belirtilmistir. Blasco ve arkadaslar1 [299] akis enjeksiyon sistemi dizayn etmislerdir.
Yapilan UV tayininde amino asit o-ftaldehit-N-asetil-L-sistein molekiilii ile
tiirevlendirilerek absorbans dlciilmiistiir. Ilag icerisinde bulunan diger bilesenlerin
absorpsiyonu ile hedef bilesigin absorpsiyonu ortiistiigli i¢in kantitatif tayin i¢in PLS
kemometrik metodu kullanilmigtir. Tayin aralig 1,OX10'4 — 5,OX10'4 M olarak
belirtilmistir. Henrique ve arkadaslart [300] metiyonin amino asidinin
pentasiyanoferrat(Il) ile verdigi tersinir redox reaksiyonu vasitasiyla voltametrik
tayin gergeklestirmislerdir. Khan ve Igbal [301] elektrokimyasal dedektor ile
eslestirilmis HPLC teknigi kullanmislardir. Metiyonin amino asidi cihaza verilmeden

once trifloroasetikasit ¢ozeltisi icerisinde tris(2-karboksietil) fosfin ile muamele
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edilmistir. Tayin araligit 0,2 — 10000,0 ng/mL olarak belirtilmigtir. Yang ve
arkadaglar1 [302] mayada bulunan metiyonin amino asidini GS-MS kullanarak tayin
etmislerdir. Kalibrasyon ¢o6zeltilerinin hazirlanmasinda izotop seyreltme teknigi

kullanilmastir.
Tez calismas1 kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin edilmistir.
2.1.1.14. L-prolin (pirolidin-2-karboksilik asit)

L-prolin polar olamayan alifatik R grubuna sahip amino asitler i¢indedir. Yapisi

Sekil 2.18’de gosterilmistir.

COO
H,'N—C—H

H,C CH,

N

Sekil 2.18. L-prolin amino asidinin yapisi

Insan viicudu tarafindan sentezlenebilen L-prolinin sinir hiicrelerini tahrip eden bir
etki gosterdigi bulunmustur. Tavuklar ile yapilan deneylerde hafiza kaybina neden
oldugu saptanmistir. Ayrica stres uyarimlt dopamin ve seretonin metabolizmasini
etkileyerek yatistirict etkisini tetikledigi sonucuna varilmistir [303]. Biyolojik
stvilarda prolin Ol¢iimii ile kemik rahatsizliklari, tiimdrler ve kronik tiremi hakkinda
bilgi edinilebilmektedir [304]. Viicut sivilarinda fazla bulunmasi bobrek
yetersizliginin belirteglerindendir [305]. Sinirsel rahatsizliklar, felg, hafiza geriligi
gibi sonuglara yol agan hiperprolinemia, prolinin metabolizmal dongiisiinde meydana
gelen bozukluklar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Merkezi sinir sisteminde kisitlayici
nerotransmiter olarak gorev yapmaktadir. Beyin korteksinde oksidatif stresi uyarir,
antikonviilzan gibi davranir, bitkilerde su ve tuzda kaynaklanan strese karst dokulari
korur, hipertansiyon ve kalp rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilan anjitensin

cevirici enziminin ana pargasidir [306]. lilag sektdriinde kullanim alanlari
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arastirlldiginda kas gelistirici [307], bagisiklik sistemi hastaliklarinin tedavisi
(Privigen) [308], besin destegi (Aminosyn Il 3.5% in 5% dextrose) [309] gibi

ilaglarin bilesiminde bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Zhang ve arkadaglar1 [310] CdTe kuantum noktalar1 kullanarak anodik
elektrokemiluminesans Ol¢iimiine dayali tayin gergeklestirmislerdir. Kuantum
noktalar1 tiyoglikolik asit ile modifiye edilmistir. Modifiye CdTe kuantum noktalar
ve prolin bulunan hiicreye potansiyel uygulandiginda meydana gelen floresans prolin
miktart arttikca artmistir. Tayin araligi 1,0x10°® — 1,0x10™ g/mL olarak belirtilmistir.
Saito ve arkadaslar1 [311] bal igerisinde bulunan prolini tayin etmek igin sivi
kromatografisi teknigi kullanmislardir. Bal igerisinde bulunan diger tiirler o-ftaldehit
kullanarak tiirevlendirilmis ve prolinden ayirilmistir. Ayirim sonrast prolin
florenilmetil kloroformat ile tiirevlendirilerek UV dedektorii vasitasiyla olglilmiistiir.
Tayin edilen konsantrasyon araligi 369 — 1930 pg/g bulunmustur. Sun ve arkadaglar
[312] kapiler elektroforez sisteminde silika kapiler ile ayrim yaparak
elektrokemiluminesans  Ol¢iimii  yapmisladir. Kemiluminesans ajani1  olarak
Ru(bpy)s®* kullamlmustir.  Elektrot yiizeyinde olusan Ru(bpy)s®*  prolini
yiikseltgerken kendisi Ru(bpy)s” haline gelmektedir. Olusan Ru(bpy)s*, Ru(bpy)s**
ile reaksiyon vermesi ile de uyarilmis hal Ru(bpy)32+* olugsmaktadir. Tayin araligi
0,1-80 pg/mL olarak belirtilmistir. Davydova ve arkadaglari [313] prolinin halkali
yapisinin UV absorpsiyonu vermesinden dolay1 direkt olarak absorbans 6l¢iimlerine
dayanarak tayin gerceklestirmislerdir. Tayin aralizi 0,3x10° — 1,5x10° M olarak
belirilmistir. Evgenev ve Evgeneva [314] amino asidin dinitrobenz-2,1,3-oksadiazol
ile reaksiyonu sonucu olusan tiirevin absorbans dl¢limlerine dayanarak segici tayin
metodu gelistirmislerdir. Tayin aralifi 1 — 40 pg/mL olarak belirtilmistir. Simonian
ve arkadaslar1 [315] gelistirdikleri biyosensorde Pseudomonas sp. hiicrelerinin
oksijen tiiketerek prolini segici olarak yiikseltgemesinden faydalanmislardir. Degisen
oksijen konsantrasyonu, oksijen membran elektrodu kullanilarak &lgiilmiistiir. Bu
hiicrelerin polivinil alkol jeli igerisine hapsedilmesiyle biyosensor olusturulmustur.

Tayin araligi 1,0x10™ — 1x10" mol/L olarak belirtilmistir.
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Tez calismast kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.

2.1.1.15. L-serin (2-amino-3-hidroksipropiyonik asit)

L-serin polar olamayan ve yiiksiiz R grubuna sahip amino asitler i¢indedir. Yapisi
Sekil 2.19°da gosterilmistir.
COO”

H,"N—C—H

CH,

OH

Sekil 2.19. L-serin amino asidinin yapisi

Insan viicudu tarafindan sentezlenebilen L-serin biyosentez ve fosforilasyon gibi
birgok biyolojik prosese katilir. Orne@in serin proteas enziminin enzimatik
reaksiyonu serinin hidroksil grubunun niikleofilik atagi ile baslar [316]. Homokiral
demet olusturma egilimi gostermesi nedeniyle enantiyoselektif yer degistirme
reaksiyonlarina maruz kalmasi, prebiyotik kimyasal reaksiyonlarmin anahtar
oyuncusu yapar [317]. Noronal sag kalma ve farklilastirmada ana rol oynar. Serin
eklenmis ortamda noronal sag kalma, dendritogenesis, sinaptogenesis ve
matiirasyonun elektrofizyolojik o6zellikleri norotrphin bulunan ortama goére daha
iyidir [318]. Fosfatidilserin ve seramid gibi yaglarin olusumuna katilir. Serin
biyosentezinde dogustan meydana gelen hatalar c¢esitli rahatsizliklara neden
olabilmektedir. Serin eksikligi sendromu bulunan hastalarda mikrosefali, felg,
psikomotor tepkilerde yavaslama, kanda serin ve glisin miktarinda distkliik,
serebrospinal sivinin ¢ok diisiik olmast gibi noérolojik rahatsizliklar ortaya
cikmaktadir [319]. Ila¢ sektoriinde kullanim alanlar1 arastirildiginda sadece azot
destegi veya azot dengelenmesinde kullanilan ila¢ (Aminosyn II 4.25% in 25%

dextrose) [320] bilesiminde bulunmaktadir.
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Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Yaqoob ve Nabi [321] hazirladiklar akis enjeksiyon sisteminde cam
kiireler {lizerine serin dehidrataz enzimi tutturarak bir kolon hazirlamislardir. Enzimin
amino asit ile gergeklesen reaksiyonu sonucu olusan amonyum, hipoklorit varliginda
fenol ile reaksiyona sokulmaktadir. Olusan iirliniin mavi rengi kullanilarak absorbans
Olciimleri yapilmistir. Tayin araligi 0,2 — 1,0 mM olarak belirtilmistir. Kato ve
arkadaslar1 [322] kapiler elektrokromatografi yonteminde kullandiklar: silika kolonu
dimetiloktadesilklorosilan ile modifiye etmislerdir. Floresans o&lgiimleri igin ise
amino asit 4-floro-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol ile tiirevlendirilmistir. Tayin araligi
0,025 — 2,000 puM olarak belirtilmistir. Hasegawa ve arkadaslari [323] gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi kullanarak tayin gergeklestirmislerdir. Serin
ucucu olmamasi nedeniyle N,O-di-(+)-a-metoksi-a-triflorometilfenilasetil metil
esteri ile tiirevlendirilmistir. Tayin aralig1 1,1 — 22,0 nmol/mL olarak belirtilmistir.
Fukushima ve arkadaslari [324] floresans Ol¢iimiine dayali HPLC teknigini
kullanmiglardir. Amino asit oktadesilslika kolona verilmeden 6nce 4-floro-7-nitro-
2,1,3-benzoksadiazol ile tiirevlendirilmistir. Tayin araligt 0 — 7,5 uM olarak

belirtilmistir.

Tez calismasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.

2.1.1.16. L-sistein (2-amino-3-merkaptopropiyonik asit)

L-sistein polar ve yiiksiiz R grubuna sahip amino asitler icindedir. Yapist Sekil
2.20°de gosterilmistir. Insan viicudu tarafindan sentezlenebilen L-sistein siilfiir igeren
amino asitlerdendir. Heprain, biotin, lipoid asit, koenzim A gibi pek c¢ok
biyokimyasalin metabolizmasina katilmaktadir. Yemek ve ila¢ sektoriinde
antioksidan ve biyolojik isaretleyici olarak kullanilmaktadir. Viicutta diisiik
miktarlarda bulunmasi ¢ocuk gelisiminde yavaslama, sacta depigmentasyon, 6dem,
uyusukluk, karaciger rahatsizliklar, kilo ve kas kaybi, deri lezyonlar1 ve zayiflik gibi
hastaliklara neden olabilmektedir [325]. Kandaki miktarinin fazla olmasi durumunda
ise kalp ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar, parkinson, alzaymir gibi hastaliklar igin

risk faktorii olusturdugu belirtilmektedir [326]. Ila¢ sektdriinde kullanim alanlart
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arastirlldiginda pankreasa ait salgi uyarimi ile panreatik ekzokrin fonksiyon
bozuklugunun belirlenmesi (Chirhostim) [327], sigaray1 biraktirma (Zyban) [328],
koroner arter rahatsizliklarinin belirlenmesinde miyokardiyel perfiizyon ajam
(Cardiolite) [329], cushing sendromu hastalarinda hipofiz ve ektopik
adrenakortikotropik hormononunun iiretimini ayirt etme (Acthrel) [330], mamografi
ile birlikte hastalarda doku bozulmasimnin degerlendirilmesi (Miraluma) [331],
depresif hastaliklarin tedavisi (Wellbutrin SR) [332] gibi ilaglarin bilesiminde

bulunmaktadir.

COOr

H,;"N—C—H

SH

Sekil 2.20. L-sistein amino asidinin yapist

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi1 ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Jia ve arkadslart [333] Ni(OH), nanopargaciklari ile hazirlanan
Ni(OH), ultra ince film ile modifiye edilmis elektrot kullanarak segici tayin
yapmuglardir. Elektrot ylizeyinde gergeklesen redoks reaksiyonu sonucu olusan
NiOOH sistein ile reaksiyona girmektedir. Bu reaksiyon sonucu Ni(OH), olusmakta
ve yiikseltgenme akimi Ni(OH), miktar arttik¢a artmaktadir. Tayin araligi 10 uM — 1
mM olarak belirtilmistir. Yoshitake ve arkadaslar1 [334] floresans Ol¢iimiine dayali
S1V1 kromatografisi yontemi kullanmiglardir. 7-dietilamino-3-[{4’-
(iyodoasetil)amino}fenil]-4-metilkumarin ile yapilan ilk tiirevlendirmeyle amino
asidin stilfihidril grubu, 4-floro-7-nitrobenz-2-okso-1,3-diazol kullanilarak yapilan
ikinci tiirevlendirmeyle amino asidin amino grubu reaksiyona sokulmustur. Bu iki
grubun enerji transferi ile olugan floresans ol¢iilmiistiir. Tayin aralig1 0,8 — 80,0 uM
olarak verilmistir. Lu ve arkadaslar1 [335] boron diprometen diflorit bazli floresans
yapan prob gelistirmiglerdir. Fenol ile tiirevlendirilmis boron diprometen diflorit
molekiiliiniin 2,4-dinitrobenzensiilfonil ile yaptig1 reaksiyon sonucu diisiik floresans

sinyali olugsmaktadir. Ortama sistein eklenmesiyle gerceklesen niikleofilik aromatik
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yer degistirme reaksiyonu sonucu floresans sinyalinin arttigi gézlenmistir. Tayin
araligt 2 — 12 uM olarak belirtilmistir. Wei ve arkadaglar1 [336] karboksimetil
seliloz ile modifiye edilmis altin nanopargaciklar1 ile sistein etkilesiminden
yararlanarak tayin ger¢eklestirmislerdir. Modifiye nanopargaciklar iizerine NaCl
bulunan ortamda sistein eklendiginde agregasyon meydana gelmektedir. Bunun
sonucu olarak da ¢ozeltinin rengi ve dolayisiyla absorbansi degismektedir. Tayin
aralig1 10 — 100 uM olarak belirtilmistir. Li ve arkadaslar1 [337] floresans yapabilen
5-(3-(2-(naftalen-3-iloksi)asetil)tiyoiireido)-1,3,4-tiyadiazol-2-kaboksilik asit organik
molekiil nanopargaciklarint sentezleyerek sistein etkilesimi vasitasiyla tayin
gerceklestirmiglerdir.  Sisteinin  baglanmasi ile nanopargacik agregasyonunun
olusmasi sonucu floresans sinyali kirmiziya kayma gostermistir. Tayin araligi 0 —
100 uM olarak belirtilmistir. Yang ve arkadaslar1 [338] altin katalizi ile gerceklesen
luminol — hidrojen peroksit kemiluminesans sinyalinin ortama sistein eklenmesi ile
azalmasindan yararlanilarak tayin gergeklestirmislerdir. Sisteinin altin koloitlerine
baglanmasi ile altinin kataliz etkisinin azalmasi sonucu kemiluminesans sinyali
azalmistir. Tayin aralii 1,0X10'9 — 7,0X10'6 mol/L olarak belirtilmistir. Naik ve
arkadaslar1 [339] hekzasiyanoferrat(I]) bilesigi igerisindeki siyaniir grubunun nitroso-
R-tuzu vasitasi ve civa(Il) katalizi ile yer degistirme reaksiyonunun sistein eklenmesi
ile inhibe edilmesinden faydalanmislardir. Sistein civa(Il) ile etkileserek katalizor
konsantrasyonunu ve dolayisiyla gergeklesen reaksiyon miktarini diisiirmektedir.
Reaksiyon sonucu olusan yesil renkli iiriiniin absorbansi dlgiilerek dolayli sistein
tayini yapilmistir. Tayin araligi 1,0x10” — 5,0x107 M olarak belirtilmistir. Kargosha
ve arkadaslar1 [340] sistein ¢Ozeltisi igerisine potasyum iyodat ¢ozeltisi ekleyerek
sisteini okside etmis ve ortaya ¢ikan karbon monoksit gazini azot gazi vasitasiyla
infrared gaz hiicresine géndermislerdir. Toplanan karbon monoksit gazinin 2170 cm”
! deki absorpsiyonu kullamlarak tayin gerceklestirilmistir. Tayin araligi 6 — 300
mg/L olarak belirtilmistir. Ruiz-Diaz ve arkadaslar1 [341] yaban turbu peroksidaz
enzimi ile hidrojen peroksit katalizorliigiinde katekol molekiiliinii yiikseltgeyerek
elektrokimyasal indirgenme akiminin camsi karbon elektrot ile 6lgmesine dayali bir
metot gelistirmislerdir. Ortama eklenen sistein katekol ile reaksiyon vermekte ve
olusan elektrokimyasal akim sinyalini diigiirmektedir. Tayin aralig1 0,05 — 90,00 uM
olarak belirtilmistir. Li ve arkadaglart [342] altin nanoparcaciklari ile sistein

etkilesiminin rezonans 151k sacilma siddetinin degistirmesinden faydalanmislardir.
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Etkilesim sonucu olusan ag sinyal siddetini arttirmaktadir. Tayin araligi 0,01 - 0,25
pg/mL olarak belirtilmistir.

Tez calismasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin edilmistir.

2.1.1.17. L-treonin (2-amino-3-hidroksibutirik asit)

L-treonin polar ve yiiksiiz R grubuna sahip amino asitler igindedir. Yapis1 Sekil
2.21°de gosterilmistir.
COO”
H,'N—C—H

H—C—OH

CH,

Sekil 2.21. L-treonin amino asidinin yapisi

Insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen L-treonin, yara bandajlarinda deri onarimi
ve yaranin iyilegsmesini hizlandirict etkisi nedeniyle kullanilmaktadir [343].
Viicuttaki azot dengesini diizenlemeye yardimci olur. Kardiyovaskiiler, karaciger,
merkezi sinir sistemi, bagirsak ve bagisiklik sistemi fonksiyonlarini destekler. Kanda
fazla bulunmasi sitrullinemi (iire dogiisiinde bozukluk), sepsis, azot dengesizligi gibi
hastaliklarin belirtecidir [344]. Ilag sektoriinde kullanim alanlar1 arastirildiginda kas
gelistirici (L-threonine-NutraBio) [345], anjiyoddem tedavisi (Cinryze) [346], beyin
timorti  tedavisinde radyoterapiye ilave olarak (Temodar) [347], azot destegi

(Aminosyn 1l 8,5%) [348] gibi ilaglarin bilesiminde bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi1 ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Marrubini ver arkadaslar1 [343] fenilizotiyosiyanat ile kolon 6ncesi
tirevlendirme yapip UV detektorii ile HPLC analizi yapmislardir. Ueatrongchit ve
Asano [344] enzimatik tayin gerceklestirmislerdir. Threonin, NAD" bulunan ortamda

L-treonin 3-dehidrogenaz enzimi vasitasiyla 2-amino-3-oksobutirat molekiiliine
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yiikseltgenmektedir ve kendiliginden dekarboksilasyona ugrayarak aminoaseton ve
karbondioksit olusmaktadir. Olusan {iriiniin absorbansinin oSlgiilmesi ile tayin
gerceklestirilmigtir. Tayin araligt 10 — 3000 puM olarak belirtilmistir. Oka ve
arkadaslar1 [349] gaz kromatografisi kullanarak tayin gerceklestirmislerdir. Threonin
periyodik asit ile asetaldehite yiikseltgenmekte ve 2.4-dinitrofenilhidrazin ile
hidrazona cevrilmektedir. Hidrazon n-heptan ile ekstrakte eilmekte ve gaz
kromatografisi ile analiz edilmektedir. Zhao ve arkadaslari [350] uyguladiklart
HPLC metodunda threonini kolona vermeden oOnce 4-floro-7-nitro-2,1,3-
benzoksadiazol ile floresans yapan tiirevine doniistiirmiiglerdir. Tayin aralig1 0,05 —

50,00 pmol olarak belirtilmistir.

Tez c¢alismasi1 kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.

2.1.1.18. L-triptofan (2-amino-3-(3-indolil)propiyonik asit)

L-triptofan aromatik R grubuna sahip amino asitler i¢indedir. Yapis1 Sekil 2.22°de

gosterilmistir.

Sekil 2.22. L-triptofan amino asidinin yapisi

Insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen L-triptofan bir nerotransmiter olan
seretoninin Onciisiidiir ve miktarinin artmasi ile seretonin iiretimi arttigindan

antidepresan etki gostermektedir [351]. Giiniimiizde psikolojik rahatsizliklar,
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uykusuzluk, bagimlilik, obezite gibi pek ¢ok rahatsizlikta regeteye yazilan bir ilag
olarak kullanilmaktadir [352]. Metabolizmasinda meydana gelen bozukluklar sonucu
beyinde, haliisinasyon, sizofreni gibi durumlarin muhtemel nedeni olan toksik
maddeler {retilir. Sizofreni, hipertansiyon gibi hastaliklarin tedavisinde de
kullanilmaktadir. Insan sagindaki miktarmnin sa¢ pigmentine etki ettigi saptanmustir
[353]. Ilag sektériinde kullanim alanlar1 arastirildiginda kas gelistirici (L-tryptophan-
NutraBio) [354], azot destegi (Aminosyn Il 5% in 25% dextrose) [355] gibi ilaglarin

bilesiminde bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Ensafi ve arkadaslari [356] N-(3,4-Dihidroksifeniletil)-3,5-
dinitrobenzamit ile modifiye edilmis karbon nanotiip pasta elektrodu kullanarak tayin
gerceklestirmiglerdir. Hazirlanan bu elektrot ile triptofanin elektrokatalitik
oksidasyonu gergeklestirilmistir. Tayin araligit 0,7 — 270,0 pmol/L olarak
belirtilmistir. Lizuka ve arkadaslari [357] triptofani R(—)-4-(3-
isottiyosiyanatopirolidin-1-il)-7-(N,N-dimetilaminosulfonil)-2,1,3-benzoksadiazol ile
kolon dncesi tiirevlendirdikten sonra floresans dedektorii kullanilan s1vi kromatografi
ile tayin gergeklestirmislerdir. Huang ve arkadaslari [358] infrared dlglimiine dayali
optik sensor gelistirmislerdir. Poli(vinilbenzil klorit) polimeri L-prolin ile modifiye
edildikten sonra ortama nikel iyonu ilave edilerek kompleks bir yap1 elde edilmistir.
Daha sonra eklenen triptofan nikel ile etkileserek alt1 kordinasyonlu kompleks yapiya
doniismektedir ve yapinin FTIR spektrumu degismektedir. Tayin araligi 10 — 600
uM olarak belirtilmistir. Wu ve arkadaslart [359] 3,4-difenilsinnolin, iridyum ve
N,N"-bivinilester-'H,"H-[2,2] bibenzimidazol kompleks yapisinin Ce(IV) ile verdigi
reaksiyonun kemiluminesans yaptigint kesfetmiglerdir. Bu sisteme eklenen
triptofanin Ce(IV) ile etkileserek ylikseltgenmesi meydana gelen floresans sinyalinin
azalmasina neden olmaktadir. Tayin araligi 5,0x107 — 2,0x10° mol/L olarak
belirtilmistir. Gao ve arkadaslar1 [360] Belousov-Zhabotinskii osilasyon kimyasal
sistemini kullanarak tayin gerceklestirmiglerdir. KBrOs, CH2(COOH),, H,SO, ve
Ce(S0Oy), den olusan sisteme triptofan eklendiginde osilasyon diizeninin, triptofanin
sistem reaksiyonlar1 sonucu olusan Br;, ile reaksiyon vermesi neticesinde degistigi
gozlenmistir. Periyot ve genislik degisimleri analitik sinyal olarak kabul edilmistir.

Tayin aralig1 6,44x107 — 2,55x10™ M olarak belirtilmistir. Chuang ve Chen [361]
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giimiis nanoparcaciklart iizerine adsorbe olan triptofan amino asitlerinin yilizey
artirimli raman sagilma sinyalini degistirmesinden faydalanarak kalitatif tayin
gergeklestirmislerdir. Triptofanin karboksilat ve amino gruplarinin siddetlerinde

meydana gelen degisimler baz alinmistir.

Tez caligmasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.

2.1.1.19. L-tirozin (2-amino-3-(4-hidroksifenil)propiyonik asit)

L-trozin aromatik R grubuna sahip amino asitler igindedir. Yapist Sekil 2.23’de

gosterilmistir.

OH

Sekil 2.23. L-tirozin amino asidinin yapist

Insan viicudu tarafindan sentezlenebilen L-tirozin, memelilerin merkezi sinir
sisteminde bulunan dopamin, tiroksin gibi nerotransmitter maddelerin onciisiidiir.
Azot dengesinin kurulmasinda ve devam ettirilmesinde gereklidir. Tirozin eksikligi
albinism ve alkaptonuria hastaliklarina neden olabilmektedir. Miktarinin artmasi ise
kardes kromatid degisiminin nedeni olarak kabul edilebilmektedir [362]. Parkinson
hastalig1, depresyon ve diger ruhsal bozukluklara sahip hastalarda tirozin miktarinin
fazla oldugu bulunmustur [363]. Memeli merkezi sisteminde bulunan noradrenalinin

ve adrenalin hormonlarinin dnciisiidiir [364, 365]. Ilag sektdriinde kullanim alanlart
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arastirlldiginda  kas gelistirici (L-tyrosine-NutraBio) [366], mide ve bagirsak
iltihabina neden olan rota viriisiine karst (Rotarix) [178], ¢ocuklar i¢in azot destegi

(Aminosyn PF 7% Sulfite Free) [367] gibi ilaglarin bilesiminde bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Fan ve arkadagslar1 [368] nafyon ve TiO,-Grefen nano komposit madde
ile modifiye edilmis camsi karbon elektrot kullanilarak tayin gergeklestirmislerdir.
TiO,-Grefen modifiye elektrot, modifiye olmayan elektroda gore tirozinin
yiikseltgenmesinde elektrokatalitik aktiviteyi arttirmigtir. Tayin araligi 10 — 160 uM
olarak belirtilmistir. Ma ve arkadaslar1 [369] Mn doplanmis CdSe kuantum
noktalarmin ~ olusturdugu  fotoluminesansin  olglimiine  dayali  tayin
gergeklestirmislerdir. Manganin yaban turbu peroksidaz enzimi ile konjuge
edilmesiyle tirozin ve hidrojen peroksit arasindaki reaksiyon katalizlenmistir. Olusan
son sistemde Mn doplanmis CdSe kuantum noktalari ile enzim arasinda elektron
transferi gerceklesmis bunun sonucu olarak da floresans sinyalinde azalma
gergeklesmistir. Tayin araligi 0,05 — 0,55 pg/mL olarak belirtilmistir. Li [370]
tirozinaz enzimi sabitlenmis yumurta kabugu membrani kullanarak absorpsiyon
Olglimiine dayali tayin gerceklestirmistir. Tirozinin enzimatik ytikseltgenmesi sonucu
olusan dopaquinon molekiilii ile 3-metil-2-benzo-tiyazolinon hidrazon bilesigi
arasinda gergeklesen reaksiyon sonucu mavi renk olugsmaktadir. Tayin limiti 5 — 200
uM olarak belirtilmistir. Zhu ve Xu [371] B-siklodekstrin ile Mo(VI)-fenil-floron
floresans bilesigini tiirevlendirmislerdir. Bu yapiya tirozin eklenmesi ile floresans
sinyalinin azaldig1 goriilmiistiir. Tirozin ve B-Siklodekstrin molekiiliiniin olusturdugu
kompleksin genis yapist kalkan gibi davranarak floresans sinyalinin azalmasina
neden olmustur. Tayin araligi 0,3 — 20,0 pg/mL olarak belirtilmigtir. Lin ve
arkadaglar1 [372] asitlendirilmis tris(2-aminoetil)amin, Ni** ve tirozinin olusturdugu
kompleks yapimin infrared spektrumunu alarak tayin gergeklestirmislerdir. C=C cift
bagindan olusan ve 1515 cm™e kaymis olan pik siddetinin tirozin eklenmesi ile
arttig1 goriilmustiir. Tayin araligit 600 — 1000 pM olarak belirtilmistir. Zhang ve
arkadaslar1 [373] floresans dedektorii kullandiklart HPLC analizinde kolon 6ncesi 4-
floro-7-nitrobenzofuran ile tirozini tiirevlendirmislerdir. Tayin araligt 1 — 320 uM

olarak belirtilmistir.
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Tez calismast kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.
2.1.1.20. L-valin (2-amino-3-metilbutanoik asit)

L-valin polar olamayan alifatik R grubuna sahip amino asitler igindedir. Yapist Sekil

2.24’de gosterilmistir.

COO
H,"N—C—H

CH
H3C/ CH,

Sekil 2.24. L-valin amino asidinin yapis1

Insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen L-valinin kanda bulunma miktarinin siroz
hastalarinda azaldigr goriilmiistiir. Hipoalbuminemia tedavisinde kullanilmaktadir
[374]. Ana olarak kas gibi dokularda enerji kaynagi olarak metabolizlendigine
inanilmaktadir [375]. Insiilin salinimini diizenlenmesinde, merkezi sinir sisteminde
besin almimi ve enerji dengelenmesinde gorev alir [376]. ilag sektoriinde kullanim
alanlar1 aragtirlldiginda kas gelistirici (L-valine-NutraBio) [377], anjiyododem
tedavisi (Cinryze) [346], ¢ocuklar i¢in azot destegi (Aminosyn PF 7% Sulfite Free)
[378] gibi ilaglarin bilesiminde bulunmaktadir.

Literatiirde bu amino asidin tayin edilmesinde kullanilmis bazi caligsmalar asagida
Ozetlenmistir. Gao ve arkadaslari [379] hidrojen peroksit ve sodyum tiyosiyanat
arasinda gerceklesen bakir(ll) katalizli osilasyon reaksiyonunu kullanarak tayin
gergeklestirmislerdir. Valin bir seri reaksiyon sonucu olusan peroksihipotiyosiyanat
iyonu ile yiikseltgenmektedir. Osilasyon diizeninin bozulmasi ile sistemde olusan
tirlin kompleksinin yasam siiresi uzamakta ve osilasyon periyodu valin eklenmesi ile
artmaktadir. Tayin araligi 2,77x10° — 552x10* M olarak belirtilmistir. Liang ve
arkadaslar1 [380] bakir elektrot kullanarak elektrokimyasal olarak tayin
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gerceklestirmislerdir. Bakir elektrot hafif bazik ortamda yiikseltgenerek kendini izole
eden bakir(Il) filmi olusturmaktadir. Ortama eklenen valinin olusan bakir(ll) ile
kompleks yapmasi elektrodun anodik ¢6ziinmesini artirmakta dolayisiyla anodik
akim sinyali amino asit miktar1 arttikca artmaktadir. Tayin araligi 25 — 500 uM
olarak belirtilmistir. Kabelova ve arkadaslar1 [381] floresans dedektor kullandiklar
HPLC metodunda valini kolon o6ncesi 6-aminokuinolil-N-hidroksi-suksunimidil
karbamat ile tiirevlendirmislerdir. Shen ve arkadasalar1 [382] kapiler elektroforez
kullarak tayin gergeklestirmislerdir. Kapiler icerisinde slika dolgu kullanilmustir.
Valin  2,4-dinitroflorobenzen ile tiirevlendirilerek diger bilesenlerden ayrimi
gerceklestirilmistir. Ayirim sonrast UV absorbans ol¢limil yapilmistir. Tayin araligi

10 — 700 uM olarak belirtilmistir.

Tez calismast kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu amino asit tayin

edilememistir.

2.2. Proteinler

Proteinler hiicrelerde en fazla bulunan makromolekiiller olup hiicrelerin kuru
agirliginin yaklasik % 50’sini teskil ederler. Fonksiyonu ve biyolojik aktivitesi ne
olursa olsun, biitiin proteinler 20 standart amino asitten meydana gelmistir. Amino
asitlerin gergek bir biyolojik aktivitesi yoktur. Buna ragmen polipeptit zincirlerine
yap1 tasit olarak girdikten sonra olusturduklari proteinlerin bir kismi enzim
aktivitesine, bir kism1 hormon aktivitesine, bir kism1 antikor aktivitesine sahip olup
bir diger kismi ise yapisal fonksiyon gérmek iizere 6zellesmistir [383]. Cok sayida
degisik proteinin genel kabul goren sabit bir siniflandirmasi yoktur. Arastirmacilar
genellikle organizmadaki gorevlerine gore siniflandirmayi tercih etmektedir. Bu

siiflandirma asagidaki gibi yapilabilir:

-Fibriller yapida olup organizmaya destek veren ve dayaniklilik saglayan yapisal
proteinler.

-Baz1 hiicre ve organizmada yer alan, sekil degistirmeye ve hareket etmeye yardimci
olan hareket sistemi proteinleri.

-Katalitik aktiviteye sahip protein molekiilleri olan enzimler.
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-Kan plazmasinda bulunan bazi spesifik molekiil ve iyonlara baglanarak bunlari bir
organdan digerine tasiyan tasiyici proteinler.

-Karacigerden aldigi lipitleri diger organlara tasiyan lipoproteinler.

-Bitki tohumlarinda embiryonun biiyiimesi i¢in depo edilen besin proteinleri.
-Organizmayi, diger canlilara ve yaralanmalara kars1 koruyan savunma proteinleri.
-Hiicresel ve fizyolojik aktiviteleri diizenleyen, regiilasyon saglayan proteinler veya

hormonlar [383,384].

Proteinler molekiil yapilarina gore ise birincil, ikincil, tiglinciil ve dordiinciil olmak
lizere dort gruba ayrilirlar. Peptid baglariyla birbirine baglanmis amino asitlerin
dogrusal dizisi proteinin birincil yapisit olarak adlandirilir. Sistein amino asitleri
arasindaki kovalent disiilfid baglarinin konumlar1 da birincil yapiya dahildir. Bir
proteindeki ikincil yap1 polipeptid zinciri bolgelerinin diizenli katlanmasiyla ilgilidir.
Ikincil yapmin en yaygm iki tipi a-sarmal ve B-kivrimli tabakadir. o-sarmal,
polipeptid zincirindeki amino asitlerin silindirik ve gubuksu sarmal diizenlenmesidir.
Polipeptid zinciri, sarmal eksene paralel olan hidrojen baglarinca siirdiiriiliir. Bir -
kivrimli tabakada ise polipeptidlerin bitisik boliimleri arasinda hidrojen baglari
olusur. Polipeptidler ayn1 yonde veya zit yonde uzanabilirler. B-dontisler, polipeptid
zincirinin yoniinii ters ¢evirir. Bir proteindeki tciinciil yapi, polipeptid zincirindeki
biitiin amino asitlerin ii¢ boyutlu diizenlenmesi ile ilgilidir. Biyolojik olarak aktif
olan dogal konformasyon, ¢oklu kovalent olmayan baglarla stirdiiriilir. Eger bir
protein, birden fazla polipeptid zincirinden olusmugsa dordiinciil yapiya sahiptir
denir. Bu durum polipeptid alt birimlerinin uzaysal diizenlenmesiyle ve bunlar

arasindaki etkilesimlerin dogasiyla ilgilidir [385].
2.2.1. Cahismalarda kullanilan proteinler ve literatiir calismalari
Bu kisimda ¢alismalarda kullanilan proteinlerin yapilari, gorevleri, 6zellikleri, yer

aldiklar1 ilag bilesimleri ve literatiirde bulunan bazi farkli tayin c¢alismalar

anlatilacaktir.
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2.2.1.1. Sigir serum albumini (BSA)

BSA’nin yapisinda iki polipeptid zinciri bulunmaktadir. A zincirinin kristal yapisi

Sekil 2.25°de [386] gosterilmistir. Yapisinda 583 amino asit bulundurmaktadir.

Sekil 2.25. Sigir serum albumininin A zincirinin ikincil yapist

BSA organizmanin kan dolasim sisteminde en ¢ok bulunan ve suda ¢oziinebilen
proteindir. Yag asitleri, hormonlar, ilag alim1 sonrasi olugsan molekiiller gibi pek ¢ok
endojen ve eksojen maddenin taginmasinda ve biriktirilmesinde gorevler almaktadir
[387, 388]. Ayrica osmotik basincin ve kanin pH’mnin korunmasinda gorev alir [388,
389]. Ilag sektdriinde kullanim alanlar1 arastinildiginda kizamik asis1 (Attenuvax)
[390], kizamik¢ik asisi (Meruvax) [391], kabakulak asis1 (Mumpsvax) [392],
sugigegi asis1 (Proguad) [393], japon ensefalit asis1 (Ixiaro) [394], difteri, tetenos,
bogmaca, ¢ocuk felci asis1 (Pentacel) [395] gibi ilaglarin bilesiminde bulunmaktadir.

Literatiirde BSA’nin tayin edilmesinde kullanilmig bazi c¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Yu ve arkadaglari [396] rezonans rayleigh sagilma metodu kullanarak

tayin gergeklestirmislerdir. Sodyum dodesil siilfat bulunan ortamda 3-(4'-metilfenil)-
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5-(4'-metil-2'-siilfofenilazo) rodanin ve BSA arasinda kompleks olusmasi neticesinde
sacilma sinyalinin arttigi gozlenmistir. Tayin araligi 0,01 — 2,00 pug/mL olarak
belirtilmistir. Peng ve arkadaslar1 [397] resonans 151k sacilimi metodu kullandiklari
caligmalarinda rutenyum nanoparcaciklar1 ile BSA arasindaki etkilesimin
agregasyona yol actig1 ve sacilma sinyalinin arttifini gostermiglerdir. Tayin araligi
0,1 — 4,0 pg/mL olarak belirtilmistir. Li ve arkadaslar1 [398] merkaptoasetik asit ile
modifiye edilmis ZnSe nanoparcgaciklarinin floresansinin, BSA ile etkilesim
sonrasinda arttigin1 gozlemlemislerdir. Tayin araligt 9,6 — 124,8 ug/mL olarak
belirtilmistir. Suznjevic ve arkadaslar1 [399] Cu(Il) ve Hg(ll) iyonu bulunan ortamda
cams1 karbon elektrot kullanarak elektrokimyasal tayin gerceklestirmislerdir. Cu(II)
veya Hg(Il) bulunan ortama BSA eklendiginde akim siddetinde diisme geceklestigi
goriilmiistiir. Ortama eklenen protein ile metal iyonlarinin kompleksi ¢oziinme
akimlarini degistirmistir. Tayin araligi 3,0x10” — 5,0x10”" M olarak belirtilmistir. Yu
ve arkadaslar1 [400] akis enjeksiyon kemiluminesans sensorii gelistirmislerdir.
Metakrilik asit (monomer) ve etilen glikol dimetakrilat (¢apraz baglayici)
kullanilarak olusturulan polimer yapiya BSA adsorbe olmaktadir. Bu sistem
hidroklorik asit berberinde potasyum permanganat ile etkilesime sokuldugunda
floresans sinyali olusmaktadir. Tayin araligi 1,0x10® — 50x10° g/mL olarak
belirtilmistir. Luo ve arkadaslar1 [401] guanidin molekiilii ile modifiye edilmis BSA
molekiiliiniin Co(Il) ile olusturdugu komplekse, potensiyel uygulanmasiyla olusan
indirgenme pikinin 6l¢limiine dayali tayin gergeklestirmislerdir. BSA’nin guanidin
ile modifiye edilmesi ile proteinin uzay konfigiirasyonu ve yiiklii bolgeleri
degismektedir. BSA ie Co(ll) kompleksinin indirgenme potansiyel piki ¢ok kiigiik
iken modifiye BSA ile elde edilen pikin ¢ok belirgin ve keskin oldugu goriilmiistiir.
Tayin aralig1 0,05 — 20,00 mg/L olarak belirtilmistir. Lee ve arkadaslar1 [402] bir
floresans ajani olan nile mavisi katyonik boyasinin, BSA ile etkilesimi sonrasinda
floresans sinyalinin azaldigini gézlemlemislerdir. Tayin araligi 0,5 — 12,0 pg/mL

olarak belirtilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu protein tayin edilmistir.



45

2.2.1.2. Alfa laktalbumin (a-LA)

Alfa laktalbuminin yapisinda bir polipeptid zinciri bulunmaktadir. Zincirin kristal
yapist  Sekil 2.26’da  [403] gosterilmistir.  Yapisinda 123  amino  asit

bulundurmaktadir.

Sekil 2.26. Alfa laktalbumin zincirinin ikincil yapisi

a-LA, metabolizmada aktif olarak laktoz sentezine katilir. Lipid gibi organik
bilesiklerle etkilesim kurabilmektedir. Bu o6zelligi sayesinde, timor hiicrelerinin
cekirdeklerinde protein biriktirilmesi, laktogenesis miktariin diizenlenmesi gibi
biyolojik proseslerde gorev alir. Katlanma ve metal baglama ozellikleri sayesinde
pek ¢ok calismaya konu olmustur [404]. Peynir alt1 suyunda ikinci en ¢ok bulunan
proteindir. Siitte 1,2 g/L konsantrasyonunda bulunmaktadir [405]. Emiilsiyon yapici,
kopiiriicii ve jellestirici 6zellikleri nedeniyle pek ¢cok gida maddesinde bulunmaktadir
[406]. Tlag sektdriinde kullanim alanlari arastirildiginda kas gelistirici (Whey protein
concentrate-NutraBio) [407] ilaglar haricinde herhangi bir ilag bilesiminde varligi

tespit edilmemistir.
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Literatiirde o-LA’nin tayin edilmesinde kullanilmis baz1 ¢aligmalar asagida
Ozetlenmistir. Ren ve arkadaglar1 [408] ultra yiliksek performansli sivi kromatografisi
— kiitle spektrometresi teknigini kullanarak tayin gerceklestirmislerdir. Tayin aralig
0,4 — 60,0 pug/mL olarak belirtilmistir. Biitikofer ve arkadaslar1 [409] UV dedektorii
kullanilan silikajel ile doldurulmus kapiler elektroforez kullanarak tayin
gerceklestirmiglerdir. Billakanti ve arkadaslart [410] molekiiller arast kirilma
indislerinin Ol¢iimlerine dayali bir optik sistem olan ylizey plazmon rezonans
teknigini kullanarak tayin gergeklestirmislerdir. Biyolojik sensor ¢ipi {izerine
kaplanan karboksi alginat monomolekiiler tabakasina kegi-anti-sigir a-laktalbumin
tutturularak o-laktalbumin adsorpsiyonu gergeklestirilmistir. Tayin araligi 0 — 10000
ng/mL olarak beliritilmistir. Marchal ve arkadaslari [411] a-laktalbumin kapli
mikrokiireler ve anti-a-laktalbumin antiserumu arasinda gerceklesen reaksiyon
sonrasinda mikrokiirelerin kabuklarinda meydana gelecek sacilma degisimlerinin
nefelometrik olarak Olgerek tayin gergeklestirmislerdir. Ding ve arkadaglari [412]
fotodiyot dedektor kullanilan sivi kromatografisi ve UV dedektor kullanilan kapiler

elektroforez metotlar1 ile tayin ger¢eklestirmiglerdir.

Tez ¢alismasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu protein tayin edilmistir.

2.2.1.3. Miyoglobin (Mb)

Miyoglobinin yapisinda bir polipeptid zinciri bulunmaktadir. Zincirin kristal yapisi
Sekil 2.27°de [413] gosterilmistir. Yapisinda 154 amino asit bulundurmaktadir. Hem
grubu igeren proteinlerden olan miyoglobinin, azot monoksit tiirleriyle reaksiyon
vermesi memeli metabolizmasindaki pek cok fizyolojik olayda onemli roller
almasina neden olmaktadir. Hipoksi ortaminda (diisiikk oksijenli ortam), nitriti azot
monoksite indirgemesi buna bir Ornektir [414]. Merkeze uzak olan histidin
kisimlarinin, Ns  gibi anyonik ligandlarin  baglanmasinda etkili oldugu
diistintilmektedir [415]. Solunum proteini olarak bilinen ve oksijen deposu olan
miyoglobin, iskelet sisteminde, kalpte ve diiz kaslarda bulunmaktadir. Birincil
gorevi, icerdigi Fe(Il) yiikseltgenme noktasi sayesinde oksijen depolamaktir [416].
Oksijen ve azot monoksit disinda karbon monoksit ve siyaniir ile de tersinir

baglanma yetenegine sahiptir [417]. Koroner hastaliklarin dnceden belirlenmesinde
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duyarli bir belirte¢ gorevi géormektedir [418]. Herhangi bir ila¢ bilesiminde varlig
tespit edilmemistir.

Sekil 2.27. Miyoglobin zincirinin ikincil yapisi

Literatiirde miyoglobinin tayin edilmesinde kullanilmis bazi ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Zheng ve arkadaslari [419] miyoglobinin Katalitik aktivitesini
kullanarak tayin gergeklestirmislerdir. Hidrojen peroksit esliginde o-fenilendiamin
molekiili, miyoglobin vasitastyla 2,3-diamimofenazin molekiiliine
yiikseltgenmektedir. Miyoglobin miktar1 artttkca UV absorpsiyonu yapabilen {iiriin
miktarida artmaktadir. Tayin aralig 1,0x10® — 4,0x10”° mol/L olarak belirtilmistir.
Liang ve arkadasalr1 [420] yiiksek performansli boyut dislama kromatografisi
kullanarak tayin gergeklestirmislerdir. 150 armstrong por ¢apina sahip silika bazl
kolon ve UV dedektorii kullanilmistir. Tayin araligi 0,0156 — 0,5000 pg/uL olarak
belirtilmistir. Yan ve arkadaslar1 [421] oksijen ve hegzadesiltrimetilamonyum bromit

bulunan ortamda camsi karbon elektrot kullanarak -elektrokimyasal indirgeme
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yontemi ile tayin gergeklestirmislerdir. Miyoglobinin oksijen baglama yetenegi
kullanilmistir. Meydana gelen pikin hem grubundaki Fe(IIl)/Fe(Il) rodoks ciftinden
degil oksomiyoglobindeki oksijenin indirgenmesiyle meydana geldigi belirtilmistir.
Miyoglobin miktar arttik¢a pik siddeti de artmistir. Tayin araligi 2,5x10% - 1,0x10°
mol/L olarak belirtilmistir. Long ve arkadaslar1 [422] Fe(Ill)/Fe(Il) rodoks ciftini
kullanarak 6-merkaptopurin ile modifiye edilmis giimiis elektrot vasitasiyla tayin
gerceklestirmiglerdir. Hem grubundaki demir ile 6-merkaptopurin molekiilii arasinda
ger¢eklesen kompleks demirin indirgenmesiyle bozulmaktadir. Tayin araligir 0,2 —
4,0 pg/mL olarak belirtilmistir. Oellingrath ve arkadaslar1 [423] iyon degistirici
kolon kullandiklar1 HPLC tayini gerg¢eklestirmiglerdir. Kitao ve arkadaslar1 [424]
enzim immunotest yontemi kullanmiglardir. Anti-miyoglobin anikoru polistiren
immunetabakalara tuturulmustur. Anitkor ile miyoglobin arasinda ger¢eklesen

reaksiyon sonras1 UV olgtimii yapilmuistir.

Tez c¢alismasi kapsaminda uygulanan tayin yoOntemiyle bu protein tayin

edilememistir.

2.3. Enzimler

Biyokimyasal reaksiyonlari katalizleyen protein yapisina sahip maddelere enzim
denmektedir. Enzimler biiyiik protein molekiilleridir. Bu biiyiik molekiillerin aktif
merkez adi verilen kii¢iik ve 6zel bir kismi katalizde gorev alir [384]. Cok sayida
enzimin amino asit dizisi ve ii¢ boyutlu yapisi aydinlatilmistir. Denatiirasyon halinde
konformasyonlar1 bozulur, bu nedenle amino asit dizisi aynen kalmasina ragmen
katalitik etkinlik kaybolmaktadir. Birgok enzim bir protein kismi ve ona bagl
prostetik gruptan olusmustur. Diger enzimler, bu gruplar1 aktif formlarinda tersinir
bigimde baglarlar [425]. Enzimler yiiksek dercede spesifiktir ve aktiviteleri kontrol
edilir. Aktif bolge bir enzim-substrat kompleksi olusturan ve substrati iiriine
doniistiirmek {izere substrata baglanan enzim bdlgesidir. Aktif bdlge protein
yiizeyinde ¢ogu zaman bir ¢atlak veya oyuk seklinde olan {i¢ boyutlu bir olusumdur
ve substrat buraya c¢oklu zayif etkilesimlerle baglanir. Bir enzimin sustrat 6zgilliigii
aktif bolgeyi olusturan amino asitlerin 6zellikleri ve uzaysal dagilimlari ile belirlenir.

Enzimler katalizledikleri tepkimenin tipine gore alti ana grupta siniflandirilir:
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oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar, ligazlar veya

sentetazlar [385].

2.3.1. Cahsmalarda kullanilan enzimler ve literatiir calismalari

Bu kisimda caligmalarda kullanilan enzimlerin yapilari, gorevleri, ozellikleri, yer
aldiklar1 ilag bilesimleri ve literatiirde bulunan bazi farkli tayin calismalar
anlatilacaktir.

2.3.1.1. Kreatin kinaz (CK)

Kireatin kinazin yapisinda bir polipeptid zinciri bulunmaktadir. Zincirin kristal yapisi

Sekil 2.28de [426] gosterilmistir. Yapisinda 381 amino asit bulundurmaktadir.

Sekil 2.28. Kreatin kinaz zincirinin ikincil yapisi
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Bir katalitik enzim olan kreatin kinaz, fosfokreatin, kreatin ve adenozin difosfatin
adenozin trifosfata tersinir g¢evrimlerinden sorumludur. Ruhsal bozukluklar igin
serum belirteci olarak kullanilabilmektedir [427]. Ayrica serum igerisindeki miktari,
miyokard enfarktiisii ve kas miyopatisi gibi doku yaralanmalar1 durumunda
artigindan teshis icin kullanilmaktadir. Nedeni bilinmeyen bir sekilde siyahi
insanlarin kaninda beyazlara gore daha fazla bulundugu tespit edilmistir [428]. Ug
farkli izoenzim halinde bulunabilmektedir; CK-MM iskelet kaslarinda bulunan, CK-
MB kalpte bulunan ve CK-BB beyinde bulunan izoenzimleri ifade etmektedir [429].

Herhangi bir ilag bilesiminde varlig tespit edilmemistir.

Literatiirde kreatin kinazin tayin edilmesinde kullanilmis bazi ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Liu ve arkadaslar1 [430] gelistirdikleri amperometrik biyosensor ile
tayin gerceklestirmislerdir. Polikarbonat iizerine altin kaplanmis elektrot ylizeyine
platinyum nanopargaciklar1 biriktirildikten sonra olusan elektrot, Os(II/III) igeren
yiiksek aktiviteye sahip redox polimeri ile modifiye edilmistir. Modifiye elektrot
tizerine ise yabanturbu peroksidaz, gliserofosfat oksidaz ve gliserol kinaz enzimleri
tutturulmustur. Kreatin kinaz aktivitesi sonrasi olusan ATP, ADP’ye doniisiirken
gliserol de gliserol kinaz vasitasiyla gliserol-3-fosfata doniismektedir. Gliserol-3-
fosfat gliserofosfat oksidaz vasitasiyla dihidroksiasetona doniisiirken oksijen de
hidrojen perokside doniismektedir. Hidrojen peroksit yabanturbu peroksidaz enzimi
vasitasiyla suya doniisiirken osmiyum yiiksektgenme ve indirgenme reaksiyonu
vererek bir akim olusturmaktadir. Tayin araligi 10,01 — 2748,05 U/L olarak
belirtilmistir. Fujima ve Danielson [431] Kkapiler elektroforez sistemini
kullanmiglardir. Kreatin kinazin substrati olan fosfokreatin ile ADP varliginda
reaksiyonu sonucu olusan ATP’nin UV dedektdr ile dl¢limiine dayanmaktadir. Tayin
araligt 1 — 100 U/L olarak belirtilmistir. Romero ve Castro [432] gozenekli cam
tizerine tutturduklart hekzokinaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimleri
vasitastyla akis enjeksiyon sistemi kullanarak tayin gerceklestirmislerdir. Kreatin
fosfat ADP varlifinda ve kreatin kinaz vasitasiyla kreatine dontigiitken ATP
olugsmaktadir. Olusan ATP, D-glukoz varliginda hekzokinaz enzimi vasitasiyla
ADP’ye ve D-glukoz da D-glukoz-6-fosfat’a dontismektedir. Glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz enzimi ise D-Glukoz-6-fosfat’st  D-glukono-4-lakton-6-fosfat’a
doniistiiriitken NADP"’y1 NADPH’a doniistiirmektedir. NADPH nin floresans ve
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absorbansi 0l¢iilerek kreatin kinaz ile baglanti kurulmustur. Tayin aralig1 absorbans
icin 0,1 — 2,0 U/L, floresans ig¢in 0,01 — 1,00 U/L olarak belirtilmistir. Aminlari ve
Rezaian [433] kreatin fosfat ve ADP arasinda kreatin kinaz katalizliginde
gergeklesen reaksiyon sonucu, kreatin olugmasindan faydalanmiglardir. Kreatin ve
rho-nitrofenilglioksal arasinda hafif bazik sartlar altinda gergeklesen reaksiyon
sonucu olusan renkli kompleksin absorbansinin OSlgiilmesine dayali yontem
gelistirilmistir. Girotti ve Ghini [434] de kreatin olusumuna dayali yontem
gelistirmislerdir. Olusan kreatin ve naylon sarmal {izerine tutturulmus ates bocegi
lusiferaz enziminin reaksiyonu sonucu olusan floresans Olgiimiine dayali tayin

gergeklestirilmistir. Tayin araligi 0,1 — 100,0 U/L olarak belirtilmistir.

Tez galigmasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu enzim tayin edilmistir.

2.3.1.2. Lizozim (LZ)

Lizozimin yapisinda bir polipeptid zinciri bulunmaktadir. Zincirin kristal yapis1 Sekil

2.29°da [435] gosterilmistir. Yapisinda 129 amino asit bulundurmaktadir.

Sekil 2.29. Lizozim zincirinin ikincil yapisi
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Lizozim, yasayan organizmalarda bulunan ve spesifik olmayan bagisiklik sistemi
elemanidir. Alt1 farkli ¢esidi tanimlanmustir; bakteriyel ve bitki tipi yaninda c-tipi
tavuk, g-tipi kaz, i-tipi omurgasiz, T4 bakteriyofaj tipleri mevcuttur. C-tipi lizozim
en ¢ok bulunanidir ve baliktan bir¢ok memeliye kadar genis bir ¢esitlilikte
bulunmaktadir [436]. Yumurta akinda bulunan, en iyi karakterize edilebilen
antimikrobiyal proteinlerden biridir ve yumurta akinda bulunan proteinlerin %
3,5’unu olusturur. Antibakteriyel 6zelliklerini gram pozitif bakterilere gosterebildigi
gibi gram negatif bakterilerin bazilarina da etki gosterebilmektedir. Bu o6zelligi
sayesinde gida, kosmetik ve ila¢ sektorlerinde genis bir kullanim alanina sahiptir
[437]. Son zamanlarda lizozim bulunan iriinlere karsi alerjik reaksiyonlarin
gerceklestifine dair caligmalar yayinlanmakta ve bu c¢alismlara 1s1ginda gida
kanunlarinda lizozim kullanimina iligkin sinirlamalar getirilmeye baslanmigtir [438].
Insanlarda bulunan lizozim ise gdzyasi, tiikiiriik ve siitte bulunabilmektedir. insan
stitiinde bulunmasi ile bakteri, viriis ve mantarlara karsi koruma saglamaktadir [439].

Herhangi bir ilag bilesiminde varligi tespit edilmemistir.

Literatiirde lizozimin tayin edilmesinde kullanilmis bazi c¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Cai ve arkadaglar1 [440] Cd dop edilmis ZnSe kuantum noktalar
kullanarak rezonans rayleigh sacilmasi metodu ile tayin gerceklestirmislerdir.
Hazirlanan kuantum noktalar1 glutatyon ile modifiye edilmistir. Modifiye kuantum
noktalarinin lizozim ile kurduklar1 kompleks GSH {izerinden ger¢eklesmektedir.
Lizozimde bulunan NHs" gruplar1 GSH de bulunan COO" gruplari ile elektrostatik
etkilesime girerek kompleks olusturmaktadir. Bu sayede agregasyon artmakta ve
kompleks boyutu biiyiimekte dolayisiyla da 151k sacilmasi artmaktadir. Tayin aralig
0,08 - 2,00 pug/mL olarak belirtilmistir. Qian ve arkadaslar1 [441] BSA ile modifiye
edilen floresans yapabilen altin naopargiklarini kullanarak bir floresans metodu
gelistirmiglerdir. Lizozim baglanmasi arttikga floresans sinyalinde de artma
gbézlenmistir. Tayin aralifi 2,0x107 — 8,0x10° mol/L olarak belirtilmistir. Li ve
arkadaglar1 [442] elektro olusumlu kemiluminesans aptasensorii gelistirmislerdir.
Lizozim baglayici aptamer altin elektroda tututurulmustur. Elektro olusumlu
kemiluminesans ajan1 olarak Ru(bby)32+ kullanilmigtir.  Sistem  lizozim ve
kemiluminesans ajaninin, aptamerin baglayici bolgelerine yarismali olarak

baglanmasiyla calismaktadir. Aptamer ve Ru(bby)s?* bulunan ortama lizozim
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eklendiginde, lizozim sec¢imli kompleks olusmakta ve dolayisiyla floresans
sinyalinde diisme gerceklesmektedir. Tian ve arkadaslari [443] La**-TiO,-zeolit
mikro kolonu vasitasiyla adsorpsiyon yontemi kullanarak lizozim zenginlestirmesi
yaptiktan sonra absorbans 6l¢timii yapmislardir. Tayin araligi 10 — 100 mg/L olarak
belirtilmistir. Wang ve arkadaslar1 [444] AFM kantileverinin egilmesi sonucu olusan
rezonans degisikliklerini kullanarak tayin gerceklestirmislerdir. Altin kantilever,
dodenkantiyol ile modifiye edildikten sonra lizozim ile etkilestirildiginde lizozimin
adsorbe oldugu goriilmiistiir. Adsorpsiyon sonrasi kantileverin rezonans frekansi
degismektedir. Tayin araligi 10,0 ng/L — 0,1 mg/L olarak belirtilmistir. Sun ve
arkadagslar1 [445] voltametri teknigi kullanmiglardir. Alizerin kirmisi S molekiiliiniin
voltametrik indirgeme pik siddetinin lizozim ilavesi ile azaldigi belirtilmistir. Bu
azalmanin alizerin kirmist S ile lizozim etkilesimi sonras1 olusan biiyiik molekiilden

kaynaklandig belirtilmistir. Tayin araligi 0,8 — 35,0 mg/L olarak belirtilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu enzim tayin edilmistir.

2.3.1.3. Tripsin (TRY)

Tripsinin yapisinda bir polipeptid zinciri bulunmaktadir. Zincirin kristal yapis1 Sekil
2.30°da [446] gosterilmistir. Yapisinda 223 amino asit bulundurmaktadir. Pankreatik
serin proteaz enzimi olan tripsinin substrat segiciligi, pozitif yiiklii lisin ve arginin
yan dallarindan kaynaklanmaktadir. Ester, amit ve peptit baglarin1 hidroliz
edebilmektedir [447]. Pankreastan ince bagirsaga salgilanarak proteinlerin
parcalanmasinda gorev almaktadir [448]. Siit kazeininin hidrolizi, bebek gidalarinin
on Oziitleme islemi, insan insiilininin kismi sentezi, proteomik c¢alismalar1 igin
proteinlerin peptitlere pargalanmasi gibi pek ¢ok uygulamasi mevcuttur [447].
Protein parcalanmasi konusundaki iistliin 6zelligi sayesinde pek ¢ok ¢alismada yer

almaktadir [449]. Herhangi bir ilag bilesiminde varlig1 tespit edilmemistir.
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Sekil 2.30. Tripsin zincirinin ikincil yapist

Literatiirde tripsinin tayin edilmesinde kullanilmis baz1 ¢alismalar asagida
Ozetlenmistir. Hu ve arkadaslari [450] BSA ile modifiye edilmis altin
nanopargaciklarinin floresans o6zelliklerini kullanarak tayin gergeklestirmislerdir.
Ortama katilan tripsinin, nanopargacik ¢evresinde bulunan BSA proteinini
parcalamasi sonucu floresans sinyalinde azalma gozlenmistir. Tayin araligr 0,01 —
100,00 pg/mL olarak belirtilmistir. Neff ve arkadaslar1 [451] silikon bazli tabakanin
direncini 6lgmeye dayali yontem gelistirmiglerdir. Negatif yiiklii silikon oksit ylizey
tizerine pozitif yiikli poli-L-lisin adsorbe edilmistir. Ortama eklenen tripsin ise
adsorbe poli-L-lisini pargalayarak desorpsiyon gerceklestirmektedir. Bu nedenle
yiizey yiikli degismekte, yiizey potansiyeli diismekte ve Olgililen tabaka direnci ise
artmaktadir. Tayin araligi 0,5x10™ - 1,0 mg/mL olarak belirtilmistir. Braca ve
arkadaslar1 [452] hidrofobik etkilesim kromatografisi ve kapiler elektroforez
tekniklerini kullanmiglardir. Hidrofobik etkilesim kromatografisi tekniginde CNBr-
aktiveli sefaroz kolon basit pankreatik tripsin inhibitorii ile modifiye edilmistir.
Inhibitér ile tripsinin olusturdugu kompleksin absorpsiyonun dlgiilmesi ile tayin
gerceklestirilmektedir. Kapiler elektroforez tekniginde ise silika bazli kapiler ve UV
dedektor kullanilmigtir. Tayin araligit 5 — 14 pg/mL olarak belirtilmistir. Seegopaul
ve Rechnitz [453] o-benzoil arginin amit molekiiliiniin tripsin katalizliginde

amonyak olusturmasindan faydalanmiglardir. Olusan amonyak prob ile Olgiilerek
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tayin gerceklestirilmistir. Tayin araligi 0,5 — 20,0 ng/mL olarak belirtilmistir. Suzuki
ve arkadaglar1 [454] sentezledikleri tosil-L-arginil-L-fenil alanin molekiiliinii subtrat
olarak kullanarak tayin gerceklestirmislerdir. Tripsin ile reaksiyon sonrasi fenilalanin
serbest kalmakta ve floreskamin ile reaksiyona sokularak floresans sinyali
Olgiilmektedir. Mayoral ve arkadaslari [455] spesifik substrat olarak (CBZ-L-alanil-
L-arginin),-rodamin-110 kullanarak floresansa dayali olgiim gerceklestirmislerdir.
Tripsinin substrat ile reaksiyonu sonucu ortaya c¢ikan rodamin-110 floresansi

Olcililmiistiir. Tayin aralig1 1 — 10 ng/mL olarak belirtilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda uygulanan tayin yontemiyle bu enzim tayin edilmistir.



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

L-alanin, Fluka; L-arginin, L-aspartik asit, L-glutamin, glisin, L-histidin, L-izoldsin,
L-16sin, L-metiyonin, L-fenilalanin, L-prolin, L-serin, L-tirozin, L-valin, Merck; L-
asparagin, L-sistein, L-glutamik asit, L-lisin, L-treonin, L-triptofan, Sigma
firmasindan temin edilmistir. S1gir serum albumin, alfa laktalbumin (sigir siitiinden),
miyoglobin (at kalbinden), keratin kinaz (tavsan kasindan), lizozim (tavuk yumurtasi
beyazindan) ve tripsin (sigir pankreasindan) Sigma firmasindan temin edilmistir.
GSH, Fluka; AgNO3, NaBH, NaOH, HCI, CH3OH, CH3CH,0H, HNO3, Hg(NOs),,
Pb(NO3);, Cd(CH3COO0),.2H,0,  Ni(NOg3),;,  CoCl,.6H,0,  CuS04.5H,0,
Zn(CH3C00),.2H,0, FeCls Merck firmasindan temin edilmistir.

UV-Vis spektrofotometre (UV-2401, Shimadzu), FTIR (IR Prestige-21, Shimadzu),
AFM (NTMDT, Integra Instrument), vakumlu etiiv (EV 018, Niive), terazi (Precisa),
1siticilt karistirier (Isolab), Vortex (Genie 2, Scientific Industries), pH metre (WTW),
ultrasaf su cihaz1 (Milli-Q, Millipore), buzdolabi (Liebherr) cihazlar1 kullanilmistir.

3.2. Modifiye Giimiis Nanoparg¢iklarinin Sentezi

Biitiin tez deneylerinde yikama ve ¢oOzelti hazirlama islemleri i¢in ultra saf su
kullanilmistir. Kullanilan tiim ¢ozeltiler kullanilacagi glin hazirlanmis olup bekleme
anlarinda +4 derecede buzdolabinda saklanmistir. Higbir ¢6zelti bir giinden daha
fazla saklanmamuistir. Kullanilan cam malzemeler kullanim 6ncesi metalik kirlilikleri
uzaklastirmak i¢in seyreltik HNOs, organik kirlikleri uzaklastirmak igin etil alkol ile

yikanmustir.
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Glutatyon molekiilii ile modifiye edilmis glimiis nanoparcaciklar literatiirdeki
yonteme gore hazirlanmistir [456-458]. 100 mL 1,0x10”* M AgNO; ¢ozeltisi 250
mL’lik bir balon igerisine konularak magnetik karistirici yardimiyla yiiksek hizda
karistirilmistir. Hizli bir sekilde karismakta olan ¢ozelti lizerine 0,01g NaBH, kati
olarak ilave edilmistir. 5 dk indirgeme islemi sonrasi 2 mL 1,0x10° M glutatyon
damla damla ¢ozeltiye ilave edilmistir. Cozeltinin sariya dondiigi gézlenmistir.
Reaksiyon absorbans olgiimleri ile takip edilerek izlenmis ve 3 saat sonunda
reaksiyonun bittigi gézlenmistir. 3 saat karistirma sonrasi sar1 ¢6zelti, kahverengi ve
agzi kapanabilen bir siseye alinarak karanlikta saklanmistir. Bu igslem vasitasiyla
glutatyon molekiilii ile modifiye edilmis giimiis nanopargaciklart (AgGSH) elde

edilmistir.

AgGSH c¢ozeltisine zamanin etkisinin incelenebilmesi i¢in ¢ozelti karanlikta
muhafaza edilmis ve 1., 5., 10, 15., 20., 25., 30., 60. giinlerde absorbans ol¢limii
yapilmistir. pH etkisinin incelenebilmesi icin ise ¢dzelti pH’1 NaOH ve HCl ile 2, 4,

6, 8, 10, 12 degerlerine ayarlanarak 6l¢iim alinmistir.
3.3. Amino asit/Protein/Enzim Tayinleri

Polipropilenden yapilmis santriflij tlipi icerisine 2 mL sentezlenen AgGSH
konulduktan sonra {izerine 1 mL amino asit/protein/enzim ¢ozeltisi ve 1 mL 1,0X10'3
M metal cozeltisi eklenmistir. Hafif karistirma sonrasi 5 dk reaksiyon siiresi
beklenerek kuvartz kiivet ile 200 — 800 nm araliginda absorpsiyon Ol¢iimleri
almmistir. Zamanin etkisinin belirlenebilmesi i¢in karisim absorbanslar 1., 5., 10.,
15., 20., 25., 30. dakikalarda alinmistir. Kalibrasyon dogrulari i¢in ¢ozeltiler amino
asitler i¢in 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 uM, protein ve enzimler i¢in 1, 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500 pg/mL

konsantrasyonlarinda hazirlanmigtir.
3.4. Karakterizasyon

AQGSH ve AgGSH-metal iyonu-amino asit/protein/enzim yapilarinin etkilesim ve

baglanma sekillerinin incelenebilmesi amaciyla IR spektrumlari alimustir.
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Hazirlanan ¢ozeltiler herhangi bir saflagtirma islemine tabi tutulmadan saat camlari
iizerinde oda sicakliginda vakumlu etiivde 24 saat kurutulmustur. Kurutma islemi
sonrasinda elde edilen, saat cami {lizerine yapisik kat1 yap1 spatiil ile kazinarak ATR

yontemi ile 600 — 4000 cm™ araliginda 6l¢tim alinmastir.

Bahsi gegen yapilarin goriintiileri ise AFM ile alinmistir. Elde edilen topografik
gorlintiiler ile baglanma Oncesi ve sonrasinda meydana gelen degisiklikler
incelenmistir. Homojen bir dispersiyon elde edebilmek amaciyla ¢ozeltiler 1:2
oraninda metil alkol ile seyreltilerek 15 dk karistirilmistir. Sonrasinda uygun
biiytikliikte kesilmis mikroskop lamlari tizerine damlatilarak oda sicakliginda vakum

altinda 30 dk kurutulmustur.



BOLUM 4. DENEYSEL SONUCLAR

4.1. Modifiye Giimiis Nanopar¢iklarinin Ozellikleri ve Karakterizasyonu

Modifiye glimiis nanoparcaciklari ve modifiye edilmemis giimiis nanoparcaciklarinin

absorpsiyon farki Sekil 4.1°de gosterilmektedir.

Gilimiigs nanopargaciklar

/

Absorbans

Modifiye giimiis nanoparcaciklar

200 300 400 500 600 700
Dalga Boyu (hm)

Sekil 4.1. Modifiye giimiis nanopargaciklari ile modifiye edilmemis giimii nanoparcaciklarinin
absorpsiyon spektrumlari

Nanometre boyutlarindaki pargaciklarda pargacik yiizeyinde salinim halinde bulunan
elektron bulutlar1 bulunmaktadir. Elektronlarin bu salinim hareketi ylizey plazma
rezonanst (SPR) olarak isimlendirilmekte olup nanopargaciklarin absorpsiyon
yapmalarina ve UV-Vis spektroskopisi ile incelenmelerine olanak saglamaktadir
[459]. Sekilden de goriilebilecegi gibi 393 nm dalga boyunda absorbans veren giimiis
nanoparc¢aciklarinin absorbansi siddeti modifiye nanopargaciklarda hem diigsmiis hem
de 395 nm’ye kaymistir. Bunun nedeni nanopargacik ¢evresinde gerg¢eklesen salinim

hareketinin GSH molekiiliiniin yiizeye baglanmasi ile sinirlanmasidir.
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Modifiye nanoparcaciklarin absorbans siddetinde zamanla meydana gelen degisim

Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. AgGSH ¢ozeltisinin zamanla meydana gelen absorbans degisimleri

Ik giinden baslayarak otuzuncu giine kadar absorbans siddetinde azalma, altmisinci
giinde ise absorpsiyon maksimumunda (412,5 nm) de§isme gerceklesmistir. Bu
azalma ve kayma pargacik agregasyonundan kaynaklanmaktadir. Parcaciklar
birbirine yaklastik¢a salinim hareketinin frekans1 degismektedir (Sekil 4.3 [459]).
AgGSH cozeltisinin ilk otuz giin kararliligin1 korudugu bu zaman zarfindan sonra ise

asir1 agregasyona ugradig1 sonucuna varilmistir.

Elektron bulutu l 1

Sekil 4.3. Nanopargaciklarin 1s1k ile etkilegimleri
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pH’m AgGSH c¢ozeltisinin kararliligina etkisi giimiis nanoparcaciklarina bagli GSH
molekiillerinin sahip oldugu gruplarin asidik ve bazik ortamlardaki protonlanma veya
deprotonlanma durumlarina baglidir. Sekil 4.4 [460] serbest GSH molekiiliinii,

protonlanmis, deprotonlanmis ve zwitteriyonik hallerini gostermektedir.
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Sekil 4.4. GSH molekiiliiniin degisik formlar

Nétral pH’larda giimiis nanoparcaciklarina bagli GSH’ler -COO™ ve -NH3" gruplari
nedeniyle zwitter iyonik formda bulunmaktadir. Farkli GSH molekiillerindeki
gruplar arasinda elektrostatik ¢ekim olabilecegi gibi itme de olabilmektedir. Bu
durum nétral pH’larda c¢ozeltinin kararli olmasini saglamaktadir. Daha bazik
ortamlarda ise deprotonlanma nedeniyle —-COOH gruplan —COQO" haline
doniismektedir. Bu durumda —COO" gruplar: arasinda elektrostatik itme olacagindan
cozelti kararli kalabilmektir. pH 6’nin altina diistiiglinde ise protonlanma meydana
gelmesi nedeniyle hidrojen baglar1 olusmaktadir. Nanopargaciklar birbirlerine
yakinlagarak agregasyona neden olmakta ve bunun sonucu olarak genislemis
absorpsiyon pikleri elde edilmektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. AgGSH ¢ozeltisinin degisik pH’larda absorpsiyon spektrumlari

Sentezlenen yapilarin goriintiilenmesi ve boyut tahmini i¢in atomik gii¢ mikroskopu
kullanilmistir. Sekil 4.6°da agregasyona ugramis ve ugramamis parcaciklarin elde
edilebilen  goriintiileri  gOsterilmektedir.  Ayrica  glutatyon ile  giimiis
nanoparg¢aciklarinin olusturduklari, ¢ekirdek (giimiis nanopargaciklari) — kabuk
(glutatyon) yapisinin goriintiisii de elde edilmistir. AFM’nin bilgisayar programi olan
Nova P9’un hesapladig1 ¢aplara gore sentezlenen pargaciklarin boyutlar1 40 — 80 nm
arasinda degismektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.6. AgGSH nanopargaciklarinin AFM goriintiileri; agrege (10x10um) (a); agrege (3x2um) (b);
dispers (700x1000nm) (c); ¢ekirdek-kabuk (10x10pm) (d)
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Sekil 4.6(Devam). AgGSH nanopargaciklarinin AFM goriintiileri; agrege (10x10pm) (a); agrege
(3x2um) (b); dispers (700x1000nm) (c); ¢ekirdek-kabuk (10x10pm) (d)
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Sekil 4.7. AgGSH nanoparcaciklarinin Nova_P9 programu ile hesaplanmis ¢ap dagilimlar

GSH’in giimiis nanoparcaciklarina baglanma yapisini tahmin edebilmek i¢in alinan
FTIR spektrumlart Sekil 4.8’ de gosterilmektedir. GSH yapisinda gozlenen 2523 cm’
Ldeki sistein grubundan kaynaklanan —SH pikinin AgGSH yapisinda yok oldugu
goriilmektedir. Bu sonu¢ —SH’in deprotonlanarak glimilis nanOpargacigina
baglandigin1 gostermektedir [461]. —SH gruplarmin giimiise olan ilgisi literatiirce
bilinmektedir [462]. GSH’de —NH, gruplar1 nedeniyle olusan 3246 ve 3339 cm’
Ldeki pikler, AgGSH’de olusan —NH5* grubundan dolay1 birleserek 3343 cm™de

ortaya ¢ikmistir ve giimiis nanopargaciklari ile etkilesime girmemistir [463].
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Sekil 4.8. GSH ve AgGSH yapilarinin ¢6ziicii buharlastirilmas1 sonrasinda elde edilen FTIR
spektrumlari

GSH spektrumunda 1709 cm™’deki —COOH pikinin de AgGSH spektrumunda
gozilkkmemesi grubun deprotonlanarak nanopargacik ile etkilesime girdigini
gostermektedir. 1394 ve 1537 cm™de gorilen —COO™ grubunun simetrik ve
asimetrik gerilmesinin AgGSH spektrumunda 1408 ve 1570 cm™’e kaymasi bu
diistinceyi  desteklemektedir. Bu  bilgiler 1s18inda  glutatyonun  glimiis
nanoparcaciklarina baglanmasi1 Sekil 4.9°da gosterilemektedir. Bu baglanma sekli
literatiir tarafindan desteklenmektedir [460, 464, 465]. GSH’in glutamat kisminda
bulunan ve giimiis nanoparcaciklari ile etkilesime katilmayan —NH3" ve —COO
gruplar1  birbirleri  ile  elektrostatik  etkilesime  girebilmektedir  [466].
Nanopargaciklarin zaman igerisinde birbirlerine yakinlagmasi ile bu etkilesim

artmakta ve pargacik agregasyonu hizlanmaktadir.

Sekil 4.9. GSH ve giimiis nanopargacigin muhtemel baglanma yapisi
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4.2. Amino Asit Tayinleri

Bu boéliimde degisik metal iyonlar1 bulunan ortamlarda tayinleri gergeklestirilen L-
sistein, L-histidin, L-arginin, L-lisin ve L-metiyonin amino asitlerinin tayin sinirlari,

kompleks yapilar1 ve AFM goriintiileri tartisilacaktir.
4.2.1. L-sistein tayini

L-sistein tayini, denemesi yapilan metal iyonlar1 icerisinden Ni**, Co®*, Cd**, Cu** ve
Hg** iyonlar1 bulunan ortamlarda gergeklestirilmistir. FTIR sepktrumlarinin

yorumlanmasinda ve yapi tahmininde literatiir ¢alismalarindan faydalanilmistir [467-

472].
4.2.1.1. Ni** iyonu bulunan ortamda L-sistein tayini

Ni?* iyonu bulunan ortamda hangi amino asitlerin etkilesim verdigini gorebilmek
amaciyla yirmi amino asitle ayri ayri denemeler yapilmistir (Sekil 4.10).
Absorpsiyon spektrumlarindan anlasilabilecegi gibi sadece sistein bulunan ortamda
bir etkilesim goriilmistiir. Triptofan (278,5 nm) ve tirozin (274 nm) bulunan ortamda
gbzlenen absorpsiyon pikleri ise yapilarinda bulunan halkali gruplar nedeniyle ortaya
cikan piklerdir. Herhangi bir etkilesim nedeniyle ortaya ¢ikmadigi sadece bu amino
asitlerin absorpsiyon spektrumlari alindiginda, ayni piklerin elde edilmesi sonucunda
anlagilmistir. Triptofan ve tirozinden kaynaklanan pikler diger tiim metal denemeleri

ve amino asit tayinlerinde de var olacagindan diger boliimlerde bahsedilmeyecektir.

Gozlenen pikin AgGSHNi2+Cys yapisina ait olup olmadigim1 anlayabilmek i¢in
AgGSH, AgGSH ve Ni?*, AgGSH ve Cys, Cys, Cys ve Ni?* ¢ozelti karisimlarinin
absorpsiyon spektrumlar1 karsilastirilmistir (Sekil 4.11). AgGSH c¢ozeltisine NiZ*
cozeltisi ilave edildiginde absorpsiyon spektrumunun 393 ile 503 nm dalga boylar1
arasinda genisledigi goriilmiustiir. Ni?* iyonu ile gergeklesen kompleks sonucu
parcacik agregasyonu gerceklesmistir. AgGSH ve Cys ¢ozeltileri bir arada oldugu
zaman ise 395 nm dalga boyundaki modifiye nanopargaciklarin absorbansinda diigme

meydana gelmistir.
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Sekil 4.10. Sistein ve diger amino asit ¢dzeltilerinin Ni?* iyonu bulunan ortamda yapilan etkilesim
denemelerinin absorpsiyon spektrumlari

Cys’nin giimils nanopargacigina —SH grubu ile baglanmasi1 SPR’nin diismesine ve

absorbansin azalmasina neden olmustur. Cys’nin tek basina ve Ni** iyon ¢ozeltisi ile

beraberken elde edilen absorpsiyon spektrumlarindan yapi hakkinda bilgi elde

edilememistir. Bu sonuglar, AgGSH, Ni?* iyonu ve Cys c¢ozeltilerinin birarada

bulundugunda elde edilen pikin bu {i¢ bilesenin etkilesimi sonucu ortaya ¢iktiginin

kanit1 olarak gosterilebilir. AgGSHNi2+Cys cozeltisinin ol¢iilen pH’1 6,60’tir.
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Sekil 4.11. AgGSHNi*Cys, AgGSH, AgGSH ve Ni**, AgGSH ve Cys, Cys, Cys ve Ni** ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.12°deki kalibrasyon dogrusu, 270,1 nm’deki absorbans degisimlerinin 100 —
1000 uM konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde

edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik tizerinde

gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Ni?* bulunan ortamda artan Cys konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)

Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.13°de gosterilmistir. Zamanla
absorbansta az da olsa azalma gozlenmistir. Bu azalma ortamda serbest halde
bulunan Cys  molekiillerinin  glimiis  nanoparcacigina  baglanmasindan

kaynaklanmaktadir. AgGSH ve Cys karisimimin ¢oziiclisiiniin  buharlastiriimasi
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sonrasinda alinan FTIR spektrumunda Cys’nin 2540 cm™’de ortaya ¢ikan —SH
pikinin olmamas1 bu goriisii desteklemektedir (Sekil 4.14). Diger sistein tayinlerinde
de ayni durum so6z konusu olup sonraki béliimlerde bu durumun nedeninden

bahsedilmeyecektir.
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Sekil 4.13. Zamanla degisen AgGSHNi**Cys absorbanslari
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Sekil 4.14. Cys ve AgQGSH yapilarinin ¢6ziicii buharlagtirilmasi sonrasinda elde edilen FTIR
spektrumlari

Sekil 4.15°de gosterilen AFM goriintiisiinde yapinin  agregasyona ugradigi
goriilebilmektedir. Sekil 4.16 ise AgGSHNi*Cys kompleksinin yap1 analizinin
yapilabilmesi i¢in alinan FTIR spektrumlarin1 gostermektedir. Cys spektrumunda
goriillen 2540 cm™deki —SH grubuna ait pikin AgGSHNi*'Cys spektrumunda
goriilmemesi bu grubun giimiis nanopargacigina baglandigin1 gostermektedir.

AgGSH spektrumunda goriilen —NH3;" grubuna ait 3343 cm™deki ve —COO
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grubuna ait 1570 cm™deki titresim absorpsiyon piklerinin AgGSHNi**Cys
spektrumunda 3345 cm™ ve 1570 cm™’de goriilmektedir. Buradan —NH;" ve ~COO
gruplarini etkilesime girmedigi sonucu ¢ikmaktadir. AgGSHNi**Cys spektrumunda
karboksilat gruplarinin simetrik ve asimetrik titresim pikleri, 1284 ve 1339 cm™’de
goriilen Ni(NOs),’den kaynaklanan nitrat gruplarimin giiglii titresim absorpsiyonu
pikleri ile ortiismiistir. AGGSHNI?*Cys kompleksi igin énerilebilecek pek gok yapi
mevcuttur. Sekil 4.17°de gosterilen yapinin muhtemel yapilar igerisinde oldugu

diistiniilmektedir.

05 10 15 20 25 30 35 a0 45 50
Hum

Sekil 4.15. AgGSHNi**Cys yapisimin AFM gbriintiisii (5x5 wm)
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Sekil 4.16. AgGSHNI**Cys, Cys ve AgGSH yapilarimin ¢oziicii buharlagtirilmas: sonrasinda elde
edilen FTIR spektrumlari
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Sekil 4.17. AgGSHNi?*Cys yapisimn muhtemel baglanma sekli
4.2.1.2. Co** iyonu bulunan ortamda L-sistein tayini

Co*" iyonu bulunan ortamda amino asit etkilesimlerini gérebilmek amaciyla yirmi
amino asitle denemeler yapilmistir (Sekil 4.18). Absorpsiyon spektrumlarindan
anlasilabilecegi gibi sistein bulunan ortamda iki omuza sahip ¢ok giiclii absorpsiyon
piki elde edilmistir. Sisteinin yaninda histidin, arginin ve lisin amino asitlerinin de
sistein kadar giiclii olmasa da modifiye giimiis nanoparcaciklar: ile etkilesime

girdigine karar verilmistir. Bu etkilesimler daha sonraki boliimlerde incelenecektir.
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Gozlenen pikin AgGSHC0?*Cys yapisma ait olup olmadigini anlayabilmek igin
AgGSH, AgGSH ve Co*, AgGSH ve Cys, Cys, Cys ve Co®* iyonu ¢ozelti
karisimlarinin absorpsiyon spektrumlari karsilastirilmistir (Sekil 4.19). AgGSH ve
Co* iyounu ¢ozeltilerinin karisimina ait spektrumda 414 ile 529 nm’ler arasinda,
Co?* iyonunun agregasyona neden olmasindan dolayi genis bir pik elde edilmistir.
Cys ve Co* iyonu ¢ozeltilerinin karisimindan alinan absorpsiyon spektrumundan
yap1 hakkinda bilgi elde edilememistir. Bu sonuglar AgGSH, Co?* iyonu ve Cys
arasinda bir etkilesimin varligmi gostermektedir. AgGSHCOZ+Cys ¢oOzeltisinin

oOl¢iilen pH’1 6,40°t1r.
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Sekil 4.18. Sistein ve diger amino asit ¢ozeltilerinin Co®* iyonu bulunan ortamda yapilan etkilesim
denemelerinin absorpsiyon spektrumlari

AgGSHC0?*Cys yapisi igin kalibrasyon dogrulari 261,5 ve 397 nm’deki absorbans
degisimleri ile hazirlanmistir. 261,5 nm’de 10 — 100 uM ve 100 — 1000 uM olmak
lizere iki ayr1 dogrusallik elde edilmistir. Ayrica 397 nm’de 100 — 1000 uM
konsantrasyonlar1 arasinda dogrusallik gozlenmistir. Elde edilen kalibrasyon
dogrularinin denklemleri ve korelasyon katsayilar1 grafikler iizerinde gosterilmistir

(Sekil 4.20).



74

2,5

AgGSHCo?*Cys

AgGSH-Cys

Absorbans

AgGSH

AgGSH-Co2*

500 600 700 800
Dalga Boyu (nm)

200 300 400

Sekil 4.19. AgGSHCo*'Cys, AgGSH, AgGSH ve Co®*, AgGSH ve Cys, Cys, Cys ve Co®" ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.20. Co®" bulunan ortamda artan Cys konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a) ve 261,5
nm 10 — 100 uM (b), 261,5 nm 100 — 1000 uM (c), 397 nm 100 — 1000 uM (d) kalibrasyon dogrulari
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Sekil 4.20(Devam). Co** bulunan ortamda artan Cys konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a) ve
261,5 nm 10 — 100 uM (b), 261,5 nm 100 — 1000 uM (c), 397 nm 100 — 1000 pM (d) kalibrasyon

dogrulart
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Sekil 4.20(Devam). Co®* bulunan ortamda artan Cys konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a) ve
261,5 nm 10 — 100 pM (b), 261,5 nm 100 — 1000 uM (c), 397 nm 100 — 1000 uM (d) kalibrasyon
dogrulart

Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.21°de gosterilmistir. Sekil
4.22°de  gosterilen AFM  gorintiisiinde  yapinin  agregasyona  ugradigi
goriilebilmektedir. AgGSHC0?*Cys kompleksinin yapi analizi i¢in alman FTIR
spektrumlar1 Sekil 4.23’de goriilmektedir. AgGSH’de goriilen 1408 ve 1570 cm
Ldeki karboksilat grubunun simetrik ve asimetrik gerilme titresimlerinden
kaynaklanan pikler, AgGSHC0?*Cys yapisinin FTIR spektrumunda 1423 ve 1595
cm’de goriilmektedir. Bu sonug karboksilat grubunun komplekse katildigimi
gostermektedir. AGGSH’in FTIR spektrumunda 3343 cm™de goriilen pik —NHs*
grubuna aittir. Bu gruba ait pik AgGSHC0%*Cys’nin FTIR spektrumunda 3345 cm™
goriilmektedir. Pikin yer degistirmemesi —NHs" grubunun etkilesime girmedigini
gostermektedir. AgGSHCo* Cys kompleksi i¢in Onerilebilecek pek c¢ok yap1

mevcuttur. Sekil 4.24°de gosterilen yapinin muhtemel yapilar icerisinde oldugu

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.21. Zamanla degisen AgGSHCo?**Cys absorbanslari

Sekil 4.22. AgGSHC0%*Cys yapisimin AFM gbriintiisii (2,5x2,5 pm)
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Sekil 4.23. AgGSHC0*Cys ve AgGSH yapilarimin ¢dziicii buharlastiriimasi sonrasinda elde edilen
FTIR spektrumlari
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Sekil 4.24. AgGSHC0?*Cys yapisinin muhtemel baglanma sekli

4.2.1.3. Cd*" iyonu bulunan ortamda L-sistein tayini

Cd** iyonu bulunan ortamda yirmi amino asit ile yapilan etkilesim denemeleri Sekil
4.25°de gosterilmektedir. Cys bulunan ortamda belirgin bir absorbans degisimi s6z

konusudur. Diger amino asitlerle kayda deger bir etkilesim gézlenmemistir.
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Sekil 4.25. Sistein ve diger amino asit ¢ozeltilerinin Cd®* iyonu bulunan ortamda yapilan etkilesim
denemelerinin absorpsiyon spektrumlari

Gozlenen pikin AgGSHCd2+Cys yapisina ait olup olmadigmi anlayabilmek ig¢in
AgGSH, AgGSH ve Cd*, AgGSH ve Cys, Cys, Cys ve Cd** iyonu ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari karsilastirilmistir (Sekil 4.26). AgGSH ve
Cd* iyonu bulunan ortamda, Ni** ve Co?* iyonlar1 bulunan ortama gore daha az pik
genislemesi goriilmiistiir. Cys ve cd* iyonu bulunan ¢ozelti absorbansinda ise 216
nm de Cys — Cd®* etkilesiminden dolay1 bir pik goézlenmistir. AgGSHCd* Cys
¢ozeltisinin absorbanst diger karisimlardan farkli olup pikin kirmiziya kayma

gozlenmistir. AgGSHCd2+Cys cozeltisinin 6l¢iilen pH’1 7,01 dir.

Sekil 4.27°deki kalibrasyon dogrusu, 423 nm’deki absorbans degisimlerinin 100 —
600 uM konsantrasyon araligma karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.28’de
gosterilmigtir. Sekil 4.29’da gosterilen AFM goriintiisiinde yapinin agregasyona

ugradig gorilebilmektedir.
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Sekil 4.26. AgGSHCd**Cys, AgGSH, AgGSH ve Cd**, AgGSH ve Cys, Cys, Cys ve Cd*" ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

AgGSH ve AgGSHCdA**Cys’nin FTIR spektrumlari Sekil 4.30°da gosterilmistir.
AgGSH’deki 3343 cm™ deki —NH3" piki AgGSHCd**Cys’de 3342 cm™de ¢ikmasi
bu grubun etkilesime katilmadigin1 gostermektedir. Karboksilat titresimleri ise
Cd(CHsCOO0),’tan kaynaklanan asetat grubu ile ortismektedir ve AgGSHCd* Cys
spektrumunda 1556 ve 1404 cm™de ¢ikmustur.
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Sekil 4.27. Cd** bulunan ortamda artan Cys konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.27(Devam). Cd** bulunan ortamda artan Cys konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.29. AgGSHCd**Cys yapisinin AFM gbriintiisii (2x2 pm)
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Sekil 4.30. AgGSHCdA**Cys ve AgGSH yapilarimin ¢éziicii buharlastiriimas: sonrasinda elde edilen
FTIR spektrumlari

AgGSHCd**Cys kompleksi i¢in Onerilebilecek pek ¢cok yapt mevcuttur. Sekil 4.31°de

gosterilen yapinin muhtemel yapilar icerisinde oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.31. AgGSHCd?*Cys yapisinin muhtemel baglanma sekli
4.2.1.4. Cu®* iyonu bulunan ortamda L-sistein tayini

Cu®" iyonu bulunan ortamda etkilesim veren amino asitleri bulmak amaciyla yirmi

amino asit ile yapilan denemelerin absorpsiyon spektrumlari Sekil 4.32°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.32. Sistein ve diger amin oasit ¢ozeltilerinin Cu®* iyonu bulunan ortamda yapilan etkilesim
denemelerinin absorpsiyon spektrumlari
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Cys bulunan ortamda gozlenen absorbans degisiminin yaninda histidin amino
asidinin absorbans spektrumunda da farklilik gézlenmistir. His igin gozlenen bu
degisim diger boliimlerde incelenecektir. Cys’de gozlenen pikin AgGSHCu2+Cys
yapisina ait olup olmadigini anlayabilmek i¢cin AgGSH, AgGSH ve Cu?, AgGSH ve
Cys, Cys, Cys ve Cu® iyonu ¢ozelti karisimlarinin absorpsiyon spektrumlari
karsilagtirtlmistir (Sekil 4.33).
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21,2 -
g AgGSH
2 Cys-Cu?* AgGSH-Cu#
208

AgGSH-Cys
AgGSHCu2*Cys
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500 550 600

350 400 450
Dalga Boyu (nm)

200 250 300

Sekil 4.33. AgGSHCU?"Cys, AgGSH, AgGSH ve Cu®*, AgGSH ve Cys, Cys, Cys ve Cu®* ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

AgGSH ve Cu?" iyonu bulunan ortamda pikin kirmiziya (403 nm) kaydigi
gozlenmistir. Cys ve Cu?* ¢ozelti karisiminda meydana gelen etkilesim nedeniyle
255 nm’de bir pik olusmustur. AgGSHCu2+Cys ¢Ozeltisinin absorbansi diger ¢ozelti
karigimlarindan ayrilmistir. AGGSHCU?*Cys ¢ézeltisinin 6lgiilen pH’1 7,10°dur.

Sekil 4.34°de kalibrasyon dogrusu, 405 nm’deki absorbans degisimlerinin 200 — 900
UM konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmigtir. Elde edilen
kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon Kkatsayis1 grafik iizerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.35°de
gosterilmistir. AFM goriintiisii Sekil 4.36’da gosterilmistir. Taneciklerin agrege

olarak mikron boyutunda yapilar olusturdugu goriilmektedir.
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Sekil 4.34. Cu?* bulunan ortamda artan Cys konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.35. Zamanla degisen AgGSHCu®*Cys absorbanslari

Sekil 4.36. AgGSHCu2+CyS yapisinin AFM goriintiisii (2,5x2,5 pm)

AgGSH ve AgGSHCu*Cys’in FTIR spektrumlart Sekil 4.37°de gosterilmektedir.
AgGSH spektrumunda goriilen ve —NH3" grubundan kaynaklanan 3343 cm™ deki
pikin AgGSHCu*Cys spektrumunda ¢ikmamasi bu grubun komplekse katildigini
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gostermektedir. AgGSH’de bulunan 1570 ve 1408 cm™deki karboksilat titresim
pikleri ise AgGSHCU**Cys’de 1606 ve 1438 cm™’e kaymasi bu grubun da etkilesime
katildigimi gostermektedir. AgGSHCu2+CyS kompleksi i¢in Onerilebilecek pek ¢ok

yap1 mevcuttur. Sekil 4.38°de gosterilen yapinin muhtemel yapilar igerisinde oldugu

diistiniilmektedir.

X

&« -1
3343 cm™ 1570 ¢cm

% T

AgGSHCU*Cys 1408 cm™
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1606 cm X
1438 cmt
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Sekil 4.37. AgGSHCU**Cys ve AgGSH yapilarimin ¢dziicii buharlastiriimasi sonrasinda elde edilen
FTIR spektrumlari
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Sekil 4.38. AgGSHCU?*Cys yapisinin muhtemel baglanma sekli
4.2.1.5 Hg*" iyonu bulunan ortamda L-sistein tayini

Hg?* iyonu bulunan ortamda 20 amino asit ile yapilan etkilesim denemelerinin
absorpsiyon spektrumlart Sekil 4.39°da gosterilmektedir. Cys’nin yaninda histidin,

arginin, lisin ve metiyonin amino asitlerininde etkilesim verdigi gozlenmistir. Bu

etkilesimler diger bdliimlerde incelenecektir.
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Sekil 4.39. Sistein ve diger amino asit ¢ozeltilerinin Hg”* iyonu bulunan ortamda yapilan etkilesim
denemelerinin absorpsiyon spektrumlari

Gozlenen pikin AGGSHHg? Cys yapisina ait olup olmadigim anlayabilmek igin
AgGSH, AgGSH ve Hg?*, AgGSH ve Cys, Cys, Cys ve Hg®" iyonu c¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari karsilastirilmistir (Sekil 4.40). AgGSH ve
Hg2+ iyonu bulunan ¢6zelti karigiminin absorpsiyon siddetinde azalma gozlenmistir.
Bu diisiis, Sumesh ve arkadaslar1 [473] tarafindan agiklanan adsorpsiyon ve amalgam
olusumundan kaynaklanmaktadir. ng+ iyonlarinin  glimiis nanoparcacigina
adsorpsiyonu SPR’yi diisiireceginden absorbans azalacaktir. Ote yandan giimiis ile
olusacak civa amalgami AgGSH yapisininin konsantrasyonunu diisiirecektir. Diger
tiim tayinlerde bahsi gegen AgGSH ve Hg** iyon ¢ozeltisi karigimlarinin absorbsiyon
spektrumlarinda aynt durum séz konusu olup sonraki boliimlerde bu durumun
nedeninden bahsedilmeyecektir. Cys ve Hg** iyonu bulunan ¢ozelti karisimimin
absorpsiyon spektrumunda, 261 nm’de etkilesimden kaynaklanan kii¢iikk bir pik
olusmustur. AgGSHHgZ+Cys ¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumunun diger karisim
cozeltilerinin ~ absorpsiyon  spektrumundan  farkli  oldugu  belirlenmistir.

AgGSHHg* Cys ¢ozeltisinin dlgiilen pH’1 7,20°dir.

Sekil 4.41°deki kalibrasyon dogrusu, 418 nm’deki absorbans degisimlerinin 300 —
500 uM konsantrasyon araligina kars1 grafige gecirilmesiyle hazirlanmigtir. Elde

edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik {izerinde
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gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.42°de
gosterilmistir. Ni%*, Co?, cd*", cu®* iyonlar1 bulunan ortamlara gore Hg2+ iyonu
bulunan ortamda zamanla absorbans siddetinin az da olsa arttig1 goriilmiistiir. Bu
artis gerceklesen etkilesimin zayif ve yavas gerceklestigini gostermektedir. Sekil
4.43°de gosterilen AFM goriintiisiinde yapinin agrege oldugu gortilmektedir.

o
[ee]

Cys-Hg?
AgGSH-Hg?*
AgGSH-Cys AgGSHHg?*Cys

o
o))
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200 250 300 350 400 450 500 550 600
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Sekil 4.40. AgGSHHg* Cys, AgGSH, AgGSH ve Hg®*, AgGSH ve Cys, Cys, Cys ve Hg?" ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.41. Hg* bulunan ortamda artan Cys konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.41(Devam). Hg®* bulunan ortamda artan Cys konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.42. Zamanla degisen AgGSHHg?*Cys absorbanslar
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Sekil 4.43. AgGSHHg?*Cys yapisinin AFM griintiisii (2x2 pm)

AgGSHHg**Cys kompleksinin yap: aydinlatmasi icin alinan FTIR spektrumlari Sekil
4.44°de goriilmektedir. AgGSH spektrumunda goriilen 3343 cm™deki ~NH3" piki
AgGSHHg?*Cys spektrumunda  gériilmemistir.  Bu durum —NHs®  grubunun
etkilesime katildigin1 gostermektedir. AgGSH’deki karboksilat titresiminden
kaynaklanan 1570 cm™deki pikin AgGSHHg*Cys spektrumunda 1593 cm™’e
kaymasi bu pikin de etkilesime katildiginin gdstergesidir. AgGSHHg2+CyS
spektrumunda goriillen 1330 cm™deki pik Hg(NOs),’den kayankalanan nitrat
grubunun pikidir ve karboksilat pikleri ile Srtiismiistir. AGQGSHHg* Cys kompleksi
icin Onerilebilecek pek cok yapt mevcuttur. Sekil 4.45’de gosterilen yapinin
muhtemel yapilar icerisinde oldugu diisiiniilmektedir. Hg?* icin koordinasyon sayisi
iki olarak bilinsede literatiirde dort ve alti koordinasyon sayisina sahip Hg?
kompleksleri de mevcuttur [457, 474].
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Sekil 4.44. AgGSHHg?*Cys ve AgGSH yapilarinin ¢oziicii buharlagtiriimasi sonrasinda elde edilen
FTIR spektrumlari
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Sekil 4.45. AgGSHHg?* Cys yapisinin muhtemel baglanma sekli
4.2.2. L-histidin tayini

L-histidin tayini, denemesi yapilan metal iyonlar1 igerisinden Cu®*, Hg** ve Co®*
iyonlar1  bulunan ortamlarda  gergeklestirilmigti.  FTIR  sepktrumlarmin
yorumlanmasinda ve yap1 tahmininde literatiir caligmalarindan faydalanilmistir [475-

478].
4.2.2.1. Cu*" iyonu bulunan ortamda L-histidin tayini

cu® iyonu bulunan ortamda histidinin davranis1 Sekil 4.46°da gosterilmistir. 267,7
nm’de ortaya ¢ikan absorpsiyon piki, AgGSH, Cu®** iyonu ve His amino asidi
arasinda bir etkilesim varligina isaret etmektedir. Gozlenen pikin AgGSHCu*His
yapisina ait olup olmadigini anlayabilmek i¢in AgGSH, AgGSH ve Cu?*, AgGSH ve
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His, His, His ve Cu®" iyonu cozelti karisimlarinin absorpsiyon spektrumlari

karsilagtirtlmistir (Sekil 4.47).

AgGSHCu?"His

Absorbans

200 250 300 350 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.46. Histidin ve diger amino asit ¢ozeltilerinin Cu®* iyonu bulunan ortamda yapilan etkilesim
denemelerinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.47. AgGSHCuU**His, AgGSH, AgGSH ve Cu®*, AgGSH ve His, His, His ve Cu*" ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

AgGSH ve Cu®* iyonu igeren ¢ozeltinin absorpsiyon spektrumunda 263,7 nm’de bir

pik olusmustur. AgGSH’in 395 nm’deki absorpsiyon piki ise genisleyerek 407 nm’ye
kaymustir. AgGSH ve Cu®* iyonu arasinda bir etkilesim mevcuttur. His ve Cu®*
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cozelti karisgiminda ise 254 nm’de zayif da olsa bir pik goriilmiistir. AQGSH ve His
¢ozeltisinde ise herhangi bir absorpsiyon degisimi gézlenmemistir. AgGSHCu” His
¢Ozeltisinin absorpsiyonunun diger karisimlardan farkli oldugu goriilmiistiir.

AgGSHCu2+His ¢oOzeltisinin Olciilen pH’1 6,80 dir.

Sekil 4.48°deki kalibrasyon dogrusu, 267,7 nm’deki absorbans degisimlerinin 100 —
500 uM konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.49’da
gosterilmistir. Zamanla absorbansta az da olsa artis gézlenmesi komplekslesmenin
yiiksek oranda olmayan bir sekilde devam ettigini gostermektedir. AFM goriintiisii

Sekil 4.50°de gosterilmistir. Yapinin agregasyona ugradigi goriilmektedir.
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200 250 300 350 400 450 500

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.48. Cu* bulunan ortamda artan His konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.48(Devam). Cu?* bulunan ortamda artan His konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.49. Zamanla degisen AgGSHCu?*His absorbanslari
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Sekil 4.50. AgGSHCu2+HiS yapisinin AFM goriintiisii (2x1,8 pm)

AgGSHCu?*His kompleksinin baglanma yapisinin anlasilabilmesi icin alinan FTIR
spektrumlart Sekil 4.51°de gosterilmistir. His amino asidinin AgGSH ile metal iyonu
bulunmayan ortamda herhangi bir etkilesim vermedigi, UV spektroskopisi ile alinan
absorpsiyon spektrumlarinda anlagilmustir. Cu?* ile verdigi kompleksin yap1 analizi
icin His ve His-Cu®" ¢ozeltilerinin ¢oziicii buharlastirilmasi sonrasinda FTIR
spektrumlari alinmustir. His spektrumunda 3125 ve 3003 cm™’deki pikler —NH,
titresimleri nedeniyle ortaya cikmustir. His-Cu®* spektrumunda —NH, piklerinin
siddetlerinin azalarak 3252 ve 3142 cm™’e kaymasi bu grubun etkilesime girdigini
gostermektedir. 1630 cm™*deki pik ise -NH grubundan kaynaklanmaktadir ve His-
Cu*da goriilmemesi etkilesime katildigini gostermektedir. Karboksilat grubunun
asimetrik ve simetrik gerilmesinden kaynaklanan 1587 ve 1409 cm™deki piklerinin
ise His-Cu’"’da 1584 ve 1404 cm™de gorilmesi —COO™ grubunun etkilesime
girmedigini gostermektedir. AGGSHCU?*His ¢dzelti spektrumunda ise AgGSH’deki
—NH;" grubundan kaynaklanan 3343 cm™deki pikin olmadigi bu grubun etkilesime
girdigini gdstermektedir. Ayrica AgGSH c¢ozelti spektrumunda karboksilat
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titresimlerinden kaynaklanan 1570 ve 1408 cm ™ deki piklerin, AgGSHCu?* His
¢ozelti spektrumunda 1587 ve 1438 cm™’e kaymasi da bu grubun etkilesime girdigini
gostermektedir. AgGSHCu2+HiS kompleksi i¢in Onerilebilecek pek cok yapi

mevcuttur. Sekil 4.52°de gosterilen yapinin muhtemel yapilar igerisinde oldugu

diistiniilmektedir.
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- 1
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W

His-Cu®*

_'\ ~
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|_
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3343 cm't 1
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AgGSHCU*His
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000  7501/cm

Sekil 4.51. His, His-Cu®*, AgGSHCuU*"His ve AgGSH yapilarinin ¢ziicii buharlastirilmas: sonrasinda
elde edilen FTIR spektrumlar1
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Sekil 4.52. AgGSHCU?'His yapisimn muhtemel baglanma sekli
4.2.2.2. Hg*" iyonu bulunan ortamda L-histidin tayini

Hg?* iyonu bulunan ortamda amino asitlerin absorpsiyon spektrumlar: Sekil 4.53’te
gosterilmektedir. Cys ve His spektrumlari g¢akigsmaktadir. His bulunan ortamda
gozlenen pikin AgGSHCu2+His yapisina ait olup olmadigmi anlayabilmek igin
AgGSH, AgGSH ve Hg*, AgGSH ve His, His, His ve Hg* iyonu cozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari karsilastirilmistir (Sekil 4.54).

AgGSHHg?*His
L] E— ]

200 250 300 350 400 450 500 550 600
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Absorbans

Sekil 4.53. Histidin ve diger amino asit ¢ozeltilerinin Hg®* iyonu bulunan ortamda yapilan etkilesim
denemelerinin absorpsiyon spektrumlari

AgGSH ve Hg* iyon ¢ozeltisi karisiminin spektrumuna bakildiginda absorbansta

diisiis goriilmektedir. His ve Hg2+ iyonunun bulundugu ¢ozelti absorbansinda
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herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. AgGSHHg” His ¢ozeltisinin absorbans piki
kirmiziya kayarak 412 nm’de ¢ikmustir. AgGSHHgZ+His ¢ozeltisinin Ol¢iilen pH’1
6,85°tir.

1 -
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s 0.6 1 AgGSH-Hg2*
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200 300 400 500 600 700
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Sekil 4.54. AgGSHHg?*His, AgGSH, AgGSH ve Hg*, AgGSH ve His, His, His ve Hg®* ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.55’deki kalibrasyon dogrusu, 412 nm’deki absorbans degisimlerinin 400 —
700 uM konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik tizerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.56’da
gosterilmistir. Zamanla absorbansta diisme gozlenmistir. Ortamda bulunan ve
etkilesime girmeyen Hg? iyonlarmm &6nceden bahsedildigi  gibi  giimiis
nanoparcacigl ile etkilesime girmesi absorbansi az da olsa diislirmiistir. AFM
gorlintiisii Sekil 4.57°de gosterilmistir. Taneciklerin agrege olarak mikron boyutunda

yapilar olusturdugu goriilmektedir.
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Sekil 4.55. Hg®* bulunan ortamda artan His konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.56. Zamanla degisen AgGSHHg**His absorbanslari
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Sekil 4.57. AgGSHHg? His yapisinin AFM goriintiisti (5x4 pm)

His, His-Hg®*, AgGSHHg”*'His ve AgGSH’in FTIR sepktrumlari Sekil 4.58de
gosterilmektedir. His yapisinda bulunan 3125 ve 3003 cm™’deki pirimer amin pikleri

His-Hg®"’de 3161 ve 3132 cm™e kayarak belirginlesmesi bu piklerin etkilesime
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katildigin1 gostermektedir. 1630 cm™ deki ~NH grubunun piki 1641 cm™e kayarak
1611 cm™deki karboksilat grubunun piki ile értiismiistiir. His spektrumundaki 1587
ve 1409 cm™ deki karboksilat piklerinin His-Hg?* spektrumunda 1611 ve 1492 cm’
be kaymasi bu grubun etkilesime katildigin1 gostermektedir. AgGSHHgZ+HiS
spektrumunda ise —~NH3z" grubunun pikinin yer degistirmedigi 1570 ve 1408 cm’
Ddeki karboksilat piklerinin ise 1587 ve 1468 cm™’e kaydigi gorilmiistiir. Bu
sonuglar —~NH3" grubunun etkilesime katilmadigini, -COO™ grubunun ise katildigini

gostermektedir. 3495 cm™’deki pik AgGSH yapisinda bulunan amin gruplarinin

etkilesime katilip kaymasi sonucu belirginlesmistir.
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v 1
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Sekil 4.58. His, His-Hg**, AgGSHHg**His ve AgGSH yapilarinin ¢dziicii buharlastirilmas: sonrasinda
elde edilen FTIR spektrumlari
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AgGSHHg* His kompleksi icin énerilebilecek pek ¢ok yapr meveuttur. Sekil 4.59°da
gosterilen yapinin muhtemel yapilar igerisinde oldugu diisiiniilmektedir. Hg2+ icin
koordinasyon sayisi iki olarak bilinsede literatiirde dort ve alt1 koordinasyon sayisina
sahip Hg®* kompleksleri de mevcuttur [457, 474].
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Sekil 4.59. AgGSHHg**His yapisinin muhtemel baglanma sekli

4.2.2.3. Co* iyonu bulunan ortamda L-histidin tayini

Co? iyonu bulunan ortamda His ¢6zeltisinin absorpsiyon spektrumu Sekil 4.60°da
gosterilmektedir. Absorpsiyon pikinin siddetinde artma gozlenmistir. G6zlenen pikin
AgGSHCo*His yapisina ait olup olmadigin1 anlayabilmek i¢in AgGSH, AgGSH ve
Co%, AgGSH ve His, His, His ve Co** iyonu ¢ozelti karigimlarinin absorpsiyon

spektrumlari karsilastirilmistir (Sekil 4.61).
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Sekil 4.60 Histidin ve diger amino asit ¢ozeltilerinin Co?* iyonu bulunan ortamda yapilan etkilesim
denemelerinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.61. AgGSHCo?*"His, AgGSH, AgGSH ve Co®*, AgGSH ve His, His, His ve Co?" ¢ozelti
karisimlarinin absorpsiyon spektrumlari

AgGSH ve Co?* ¢ozeltilerinin karigimlarinin absorpsiyon sepktrumu meydana gelen
etkilesim ve agregasyon sonucu genislemistir. His ve Co?* gozeltilerinin karisiminda
herhangi bir degisim gdzlenmemistir. AgGSHCo?"His ¢ozelti spektrumunda
absorpsiyon artist ve maksimumda kayma (400,5 nm) goriilmiistir. AQGSHCo?His

¢ozeltisinin Olcililen pH’1 7,10’ dur.
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Sekil 4.62°deki kalibrasyon dogrusu, 400,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 600 —
1000 uM konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde
gosterilmistir. Sekil 4.62°de gosterilen His konsantrasyonuna bagli absorbans artisi
grafiginde, 600 uM konsantrasyondaki absorpsiyon spektrumunun 1000 pM’a gore
daha yayvan oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni ortamda bulunan fazla Co?*
iyonun AgGSH ile etkilesime girmesidir. His konsantrasyonu arttik¢a fazla Co**
iyonlari AgGSHC02+His kompleksine katildigindan absorpsiyon piki daha dar
gozliikmektedir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.63’de
gosterilmistir. Zamanla absorbansta az da olsa artis gozlenmistir. Sekil 4.64’de

gosterilen AFM goriintiisiinde yapinin agregasyona ugradigi goriilebilmektedir.
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Sekil 4.62. Co*" bulunan ortamda artan His konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.62(Devam). Co?* bulunan ortamda artan His konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.63. Zamanla degisen AgGSHC0?*His absorbanslari
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Sekil 4.64. AgGSHC0?His yapisinin AFM gériintiisii (4,5x3 pm)

AgGSHCo?*His kompleksinin yap: analizi i¢in alan FTIR spektrumlari Sekil
4.65"de gosterilmektedir. His yapisinda bulunan 3125 ve 3003 cm™deki pirmer amin
piklerinin His-Co?* ¢ozelti spektrumunda 3208 ve 3127 cm™e kaymasi —NH,
grubunun etkilesime katildigini gostermektedir. 1630 cm™ de gériilen —~NH grubunun
titresim pikinin 1637 cme kayarak karboksilat grubunun asimetrik titrsim piki ile
ortismesi —\NH grubunun da etkilesime katildigin1 gostermektedir. -COO"™ grubunun
1587 ve 1409 cm™*deki asimetrik ve simetrik titresim pikleri ise 1610 cm™ ve 1429
cm™e kaymast bu grubun da etkilesime katildigimi gostermektedir. AgGSH
spektrumunda —NH;" grubundan kaynaklanan 3343 cm™’deki pikin AgSGHCo?*His
spektrumunda 3344 cm™de c¢ikmasi bu grubun etkilesime katilmadigin
gostermektedir. 1570 ve 1408 cm™ deki karboksilatin asimetrik ve simetrik gerilme
titresimlerinin AgSGHCo?*'His spektrumunda 1614 ve 1423 cm™e kaymasi bu
grubun etkilesime katildigin1 gostermektedir. 3491 cm™de ¢ikan pik ise seconder

amin gruplarinin  etkilesime girmesi sonucu kayarak  Dbelirginlesmistir.
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AgSGHCo?*His kompleksi i¢in nerilebilecek pek cok yapt meveuttur. Sekil 4.66°da

gosterilen yapinin muhtemel yapilar igerisinde oldugu diisiiniilmektedir.

1 His
3125 cm
—,

¥
3003 cm’

1630 cm™
~a

T~

1587 cm’ 1409 cm™

3208 cm’®

~ f -1 1 T
OQ 3127 cm 1637 cm f 1429 Cm_l

1610 cm™
3343 cm’? f

1570 cm™

AgGSHCo*His
3491 cm* T f

1614 cm™*

3344 cm™ f

1423cm™*
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 l/em

Sekil 4.65. His, His-Co®*, AgGSHC0?"His ve AgGSH yapilarinin ¢ziicii buharlastirilmas: sonrasinda
elde edilen FTIR spektrumlari
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Sekil 4.66. AgGSHC0?*His yapisinin muhtemel baglanma sekli
4.2.3. L-arginin tayini

L-arginin tayini, denemesi yapilan metal iyonlar1 igerisinden Co** ve ng+ iyonlari
bulunan ortamlarda gergeklestirilmistir. FTIR spektrumlarinin yorumlanmasinda ve

yap1 tahmininde literatiir ¢alismalarindan faydalanilmigtir [479-484].
4.2.3.1. Co*" iyonu bulunan ortamda L-arginin tayini

Co? iyonu bulunan ortamda Arg amino asidinin absorpsiyon spektrumu Sekil
4.67°de gosterilmektedir. Arg absorbans spektrumunun genisledigi goriilmektedir ve
lisin amino asidinin absorpsiyon spektrumu ile hemen hemen Ortiismektedir. Arg
bulunan ortamda gézlenen pikin AgGSHCo?*Arg yapisina ait olup olmadigimi
anlayabilmek icin AgGSH, AgGSH ve Co®*, AgGSH ve Arg, Arg, Arg ve Co?*
iyonu ¢ozelti karigimlarinin absorpsiyon spektrumlart karsilastirilmistir (Sekil 4.68).
AgGSH’in 395 nm’deki absopsiyon spektrumunun Co** iyonu ile olan etkilesimi
sonrast genisledigi gorilmiistiir. AgGSH ve Arg ¢oOzelti karistmimin absorpsiyon
spektrumu AgGSH’in spektrumu ile ayni olmasi AgGSH ile Arg arasinda herhangi
bir etkilesim olmadigini géstermektedir. Arg ve Arg-C02+ cozelti spektrumlarinda ise
kayda deger bir pik goriilmemistir. AgGSHCo0**Arg absorpsiyon spektrumu ise
AgGSH-Co?* ¢ozelti karisimma gore daha da genislemistir. Bu sonu¢ Arg ile
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agregasyonun arttigini gostermektedir. AgGSHCoZ+Arg ¢ozeltisinin Olgiilen pH’1
7,80°dir.
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Sekil 4.67. Arginin ve diger amino asit ¢dzeltilerinin Co?" iyonu bulunan ortamda yapilan etkilesim
denemelerinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.68. AgGSHC0**Arg, AgGSH, AgGSH ve Co?*, AgGSH ve Arg, Arg, Arg ve Co* ¢ozelti
karisimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.69°daki kalibrasyon dogrusu, 499 nm’deki absorbans degisimlerinin 60 — 700
UM konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmigtir. Elde edilen
kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon Kkatsayist grafik iizerinde

gosterilmistir.  Arg  konsantrasyonu  arttikca  agregasyon  fazlalastigindan



111

konsantrasyonun yiikselmesiyle piklerdeki genislik artmaktadir. Zamanin etkilesim
hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.70°de gosterilmistir. Zamanla absorbansta goriilen
artis komplekslesmenin yavas gerceklestigini gostermektedir. AFM goriintiisii Sekil
4.71°de  gosterilmistir. AgGSHC02+Arg yapisinin  agregasyona  ugradigi

goriilebilmektedir.
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Sekil 4.69. Co®* bulunan ortamda artan Arg konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.70. Zamanla degisen AgGSHCo?* Arg absorbanslari
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Sekil 4.71. AgGSHC0?* Arg yapisinin AFM gbriintiisii (5x4 pm)

Arg, Arg-Co®*, AgGSHCo0**Arg ve AgGSH’in FTIR spektrumlart Sekil 4.72’de
gosterilmistir. Arg spektrumunda 3485 ve 3345 cm™de bulunan pikler imin
grubundan kaynaklanan —NH titresim pikleridir. Bu piklerin Arg-Co®" spektumunda
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3562 ve 3410 cm™de ¢ikmasi ve siddetlerinin azalmasi imin kisminda bulunan —NH
grubunun etkilesime girdigini gostermektedir. 3250 ve 3082 cm™’de goriilen pikler
ise primer amin grubunun pikleri olup Arg-Co®* spekrumunda 3329 ve 3190 cm™’e
kaymasi bu grubun da etkilesime katildigin1 gostermektedir. 1680 cm™de goriilen
pik imin grubundan kaynaklanan —-NH egilme titresim pikidir ve Arg-Co®*
spektrumunda goriilmemistir. 1643 cm™ deki —NH piki ise Arg-Co®* spektrumunda
karboksilat pikleri i¢ine gomiilerek goOriinmez hale gelmisitir. Arg-Co2+
spektrumunda goriilen 1616 ve 1645 cm ™ deki pikler ise Arg yapisinda bulunan
1600 ve 1556 cm™ deki karboksilat grubunun asimetrik ve simetrik gerilme titresim
piklerinin kaymasi sonucu olusmustur. Bu durum karboksilat gruplarinin da
etkilesime katildigi gostermektedir. AgGSH spektrumunda gériilen 3343 cm™ deki —
NH5* grubundan kaynaklanan pikin AgGSHCo0?**Arg spektrumunda 3350 cm™’e
kaymas1 bu gurubun etkilesime katildigin1 gostermektedir. AgGSH’in 1570 ve 1408
cm > deki karboksilat pikleri ise 1632 ve 1468 cm™’e kaymas: etkilesime girdiklerini
gostermektedir. AgGSHC02+Arg kompleksi i¢in Onerilebilecek pek ¢ok yapi
mevcuttur. Sekil 4.73’de gosterilen yapimin muhtemel yapilar igerisinde oldugu

distiniilmektedir.
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Sekil 4.72. Arg, Arg-Co?*, AgGSHCo?*Arg ve AQGSH yapilarmin ¢ziicii buharlastiriimasi
sonrasinda elde edilen FTIR spektrumlar
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Sekil 4.73. AgGSHCo? Arg yapisinin muhtemel baglanma sekli
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4.2.3.2. Hg”" iyonu bulunan ortamda L-arginin tayini
Hg?* iyonu bulunan ortamda Arg amino asidinin verdigi absorpsiyon piki Sekil
4.74°de gosterilmistir. Absorpsiyon pikinin genisledigi goriilmiistiir. Absorpsiyon
siddeti, benzer bir absorpsiyon davranigi gosteren lisin amino asidinden fazla
cikmugtir.
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Sekil 4.74. Arginin ve diger amino asit ¢ozeltilerinin Hg?* iyonu bulunan ortamda yapilan etkilesim
denemelerinin absorpsiyon spektrumlari

Gozlenen pikin AgGSHHg2+Arg yapisina ait olup olmadigini anlayabilmek icin
AgGSH, AgGSH ve Hg*, AgGSH ve Arg, Arg, Arg ve Hg®" iyonu cozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari karsilagtirilmistir (Sekil 4.75). AgGSH ve
Hg** iyon ¢ozletisi karisiminin absorpsiyon siddetinde azalma meydana gelmistir.
Arg ve ng+ iyonu ¢ozeltilerinin karigimindan alinan absorpsiyon spektrumundan
yap1 hakkinda bilgi elde edilememistir. AGGSHHg” Arg ¢ozeltisinin absorpsiyon
pikinin genisleyerek kirmiziya kaydigi gortilmektedir. AgGSHHg2+Arg ¢ozeltisinin
olgtilen pH’1 7,40’ t1r.
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Sekil 4.75. AgGSHHg**Arg, AgGSH, AgGSH ve Hg**, AgGSH ve Arg, Arg, Arg ve Hg?" ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.76’daki kalibrasyon dogrusu, 499 nm’deki absorbans degisimlerinin 100 —
500 uM konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde

edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde

gosterilmistir.
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Sekil 4.76. Hg®* bulunan ortamda artan Arg konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.76(Devam). Hg?* bulunan ortamda artan Arg konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)

Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.77°de gosterilmistir. Zamanla
daha Once belirtilen nedenlerle absorbans siddetinde azalma gergeklesmistir. Sekil

4.78°de gosterilen AQGSHHg?*Arg kompleksine ait AFM goriintiisiinde taneciklerin

agrege oldugu goriilebilmektedir.
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Sekil 4.77. Zamanla degisen AgGSHHg?*Arg absorbanslar1
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Sekil 4.78. AgGSHHg?* Arg yapisimin AFM gbriintiisii (3x5 pm)

AgGSHHg**Arg kompleksinin yap: analizi icin alman FTIR spektrumlari Sekil
4.79°da gosterilmektedir. Arg yapisinda bulunan iminden kaynaklanan 3485 ve 3345
cm™>deki —NH piklerinin Arg-Hg®*’da 3531 ve 3427 cm™’e kaymasi bu grubun
etkilesime girdigini gdstermektedir. 3082 ve 3250 cm™*deki ~NH piklerinin ise 3339
ve 3167 cm™’e kaymasi bu grubun da etkilesime katildigini isaret etmektedir. 1680
cm™>deki iminden kaynaklanan —NH piki Arg-Co?*’da gézlenmemistir. 1643 cm’
L>deki —NH piki ise kayan karboksilat pikleri ile drtiismiistiir. 1600 ve 1556 cm™ deki
karboksilat pikleri 1645 ve 1620 cm™’e kaymustir. Bu kayma etkilesim oldugunu
gostermektedir. AgGSH’de bulunan 3343 cm™deki —NH;" piki AgGSHHg* Arg
spektrumunda 3348 cm™’e kaymustir. 1570 ve 1408 cm ™ deki karboksilat pikleri ise
1580 ve 1467 cm™Ye kaymustir. Bu durum iki grubunda etkilesime girdigini
gostermektedir. AgGSHHgZ"Arg kompleksi i¢in Onerilebilecek pek ¢ok yapi
mevcuttur. Sekil 4.80°de gosterilen yapimin muhtemel yapilar igerisinde oldugu
diistintilmektedir. Hg2+ icin koordinasyon sayisi iki olarak bilinsede literatiirde dort

ve alt1 koordinasyon sayisina sahip Hg?* kompleksleri de mevcuttur [457, 474].
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Sekil 4.79. Arg, Arg-Hg*, AgGSHHg®*Arg ve AgGSH yapilarinin ¢oziicii  buharlastirilmasi
sonrasinda elde edilen FTIR spektrumlari
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Sekil 4.80. AgGSHHg” Arg yapisini muhtemel baglanma sekli
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4.2.4. L-lisin tayini

L-lisin tayini, denemesi yapilan metal iyonlari icerisinden Co** ve Hg®* iyonlari
bulunan ortamlarda gergeklestirilmistir. FTIR spektrumlarinin yorumlanmasinda ve
yap1 tahmininde literatiir ¢aligmalarindan faydalanilmistir [485-487].

4.2.4.1. Co* iyonu bulunan ortamda L-lisin tayini

Co* iyonu bulunan ortamda Lys amino asidinin absorpsiyon spektrumu Sekil
4.81°de gosterilmistir. Genisleyen absorpsiyon pikinin Arg amino asidi bulunan

cozelti absorbansi ile Ortiistiigli goriilmektedir.
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Sekil 4.81. Lisin ve diger amino asit ¢ozeltilerinin Co?* iyonu bulunan ortamda yapilan etkilesim
denemelerinin absorpsiyon spektrumlari

Gozlenen pikin AgGSHC02+Lys yapisina ait olup olmadigini anlayabilmek igin
AgGSH, AgGSH ve Co*, AgGSH ve Lys, Lys, Lys ve Co?" iyonu cozelti
karisimlariin absorpsiyon spektrumlart karsilastirilmistir (Sekil 4.82). AgGSH ve
Co** iyonu cozelti karistminin spektrumunda absorpsiyon pikinin genisledigi ve
kirmiziya kaydigr gorilmiistiir. AgGSH ve Lys arasinda bir etkilesim olmadig
karisim ¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlarmin ortiismesinden anlasilabilmektedir.
Diger spektrumlarda kayda deger bir pik goriilmemistir. AgGSHCo?Lys
absorpsiyon pikinin AgGSH-Co?* karisimina gore daha fazla yayvanlasmasi daha
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fazla agregasyon oldugunu gdstermektedir. AgGSHC0®'Lys ¢ozeltisinin dlgiilen
pH’1 7,85’tir.
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Sekil 4.82. AgGSHCo?'Lys, AgGSH, AgGSH ve Co*", AgGSH ve Lys, Lys, Lys ve Co®* ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.83’deki kalibrasyon dogrusu, 499 nm’deki absorbans degisimlerinin 100 —
800 uM konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik tizerinde
gosterilmigstir.  Sekilden de goriilebilecegi gibi Lys konsnatrasyonu arttik¢a
agregasyon arttigindan yiliksek konsantrasyonlarda pik genislemesi daha fazla
gerceklesmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.84’de
gosterilmistir. Zamanla kompleklesme miktar1 ve dolayisiyla aregasyon artmis
absorpsiyon piki genislemesi goriilmiistiir. Ayrica komplekslesmenin yavas
gerceklestigi sonucuna varilmistir. AGQGSHCo0? Lys kompleksine ait AFM goriintiisii
Sekil 4.85°de gosterilmistir. Yapinin agregasyona ugradigi goriilebilmektedir.
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Sekil 4.83. Co®* bulunan ortamda artan Lys konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.84. Zamanla degisen AgGSHCo?**Lys absorbanslari

05 10 15 20 25 30

Sekil 4.85. AgGSHC0? Lys yapisinin AFM gériintiisii (4x3 pm)

Lys, Lys-Co*, AgGSHCo?'Lys ve AgGSH’in FTIR spektrumlar1 Sekil 4.86°da
goriilmektedir. Lys yapisinda —NH grubundan kaynaklanan titresim pikleri 3356 ve
3291 cm™'de goriilmektedir. Bu piklerin Lys-Co®* spektrumunda 3437 ve 3308 cm’



124

D¢ kaymasi bu grubun etkilesime katildigini gostermektedir. -NH egilmesinden
kaynaklanan 1604 cm™*deki pik ise karboksilat gerilme piki igerisine gomiilmiistiir
ve LyS-Co2+ spektrumunda da goriilmemektedir. 1576 ve 1404 cm > deki karboksilat
pikleri Lys-Co®* spektrumunda 1582 ve 1489 cm™’e kaymistir. Bu kayma bu grubun
da etkilesime katildigin1 gostermektedir. AQGSH spektrumunda —NHs" grubundan
kaynaklanan 3343 cm™’deki pikin 3348 cm™ de ¢ikmasi bu grubun etkilesime
katilmadigim1 gostermektedir. 1570 ve 1408 cm™deki karboksilat piklerinin ise
AgGSHCo*Lys spektrumunda 1580 cm™ ve 1415 cm™’e kaymasi karboksilat
gruplarinin da etkilesime katildigini gostermektedir. AgGSHC0” Lys kompleksi igin
onerilebilecek pek cok yapr mevcuttur. Sekil 4.87°de gosterilen yapinin muhtemel

yapilar igerisinde oldugu diisiiniilmektedir.

V\
AN 1404 cm™
1576 cm™

3437 cm T
3308 cm’?

|—
S
3343 cm’ f
AgGSHCo**Lys
3348 cm? 1580 cm*
1415 cm™
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 L/cm

Sekil 4.86. Lys, Lys-Co®*, AgGSHCo0’’Lys ve AQGSH yapilarmin ¢oziicii buharlastirilmasi
sonrasinda elde edilen FTIR spektrumlari
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Sekil 4.87. AgGSHCo* Lys yapisinin muhtemel baglanma sekli
4.2.4.2. Hg®* iyonu bulunan ortamda L-lisin tayini

Hg?* iyonu bulunan ortamda lisin amino asidinin absorpsiyon spektrumu Sekil
4.88°de gosterilmektedir. Genisleyen absorpsiyon pikinin Arg absorpsiyon
siddetinden daha az siddete sahip oldugu goriilebilmektedir.
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Sekil 4.88. Lisin ve diger amino asit ¢ozeltilerinin Hg®* iyonu bulunan ortamda yapilan etkilesim
denemelerinin absorpsiyon spektrumlari

Gozlenen pikin AgGSHHg2+Lys yapisina ait olup olmadigimi anlayabilmek i¢in
AgGSH, AgGSH ve Hg®*, AgGSH ve Lys, Lys, Lys ve Hg?" iyonu ¢ozelti
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karisimlarinin absorpsiyon spektrumlari karsilagtirilmistir (Sekil 4.89). AgGSH ve
Hg?* iyon ¢ozeltisi karisim spektrumunda absorbans siddetinin diistiigii goriilmiistiir.
Diger absorpsiyon spektrumlarda kayda deger bir de8isim gorilmemistir.
AgGSHHgZ+Lys cOzeltisi absorpsiyon spektrumunun agregasyondan dolay1
genisledigi goriilmiistiir. AQGSHHg* Lys ¢6zeltisinin dlgiilen pH’1 7,30’ dur.
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Sekil 4.89. AgGSHHg?*Lys, AgGSH, AgGSH ve Hg*, AgGSH ve Lys, Lys, Lys ve Hg*" c¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.90’daki kalibrasyon dogrusu, 499 nm’deki absorbans degisimlerinin 100 —
800 uM konsantrasyon araligma karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik {izerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.91°de
gosterilmistir. Zamanla kompleklesme miktar1 ve dolayisiyla agregasyon artmis
absorpsiyon piki genislemesi goriilmiistiir. Sekil 4.92°de gosterilen AgGSHHg2+LyS

kompleksine ait AFM goriintiistinde taneciklerin agrege oldugu goriilebilmektedir.
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Sekil 4.90. Hg* bulunan ortamda artan Lys konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.91. Zamanla degisen AgGSHHg?*Lys absorbanslari
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Sekil 4.92. AgGSH HgZ+Lys yapisinin AFM goriintiisii (5x3 pm)

AgGSHHg**Lys kompleksinin yap: tayini i¢in alinan FTIR spektrumlar Sekil
4.93°de gosterilmektedir. Lys yapisinda bulunan 3356 ve 3291 cm™’deki —NH
titresim piklerin Lys-Hg?* spektrumunda 3522 ve 3447 cm™e kaymasi bu grubun
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etkilesime katildigini gdstermektedir. 1576 ve 1404 cm™ deki karboksilat piklerin ise
1638 ve 1532 cm™’e kaymasi bu grubun da etkilesime katildigini gdstermektedir.
AgGSH yapisinda bulunan —NHs" grubunun piki olan 3343 cm™deki pikin
AgGSHHg?Lys spektrumunda 3345 cm™de ¢ikmasi bu grubun komplekslesmeye
katilmadigin gostermektedir. 1570 ve 1408 cm™ deki karboksilat piklerinin ise 1585
ve 1412 cm™e kaymasi1 AgGSH yapisinda bulunan karboksilatin da etkilesime
katildigimi gostermektedir. AgGSHHgZ+Lys kompleksi i¢in Onerilebilecek pek ¢ok
yap1 mevcuttur. Sekil 4.94°de gosterilen yapimnin muhtemel yapilar igerisinde oldugu
diisiiniilmektedir. Hg?* icin koordinasyon sayisi iki olarak bilinsede literatiirde dort

ve alt1 koordinasyon sayisina sahip Hg?* kompleksleri de mevcuttur [457, 474].

/V
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1576 cm\A A
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Sekil 4.93. Lys, Lys-Co”, AgGSHCo*Lys ve AQGSH yapilarimn ¢oziicii buharlastiriimas
sonrasinda elde edilen FTIR spektrumlari
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Sekil 4.94. AgGSHHg?* Lys yapisinin muhtemel baglanma sekli
4.2.5. L-metiyonin tayini

L-metiyonin tayini, denemesi yapilan metal iyonlari icerisinden sadece Hg®* iyonu
bulunan ortamda gerceklestirilmistir. FTIR spektrumlarinin yorumlanmasinda ve

yap1 tahmininde literatiir ¢alismalarindan faydalanilmigtir [488-491].
4.2.5.1. Hg”" iyonu bulunan ortamda L-metiyonin tayini

Hg”* iyonu bulunan ortamda metiyonin amino asidinin absorpsiyon spektrumu Sekil
4.95de gsterilmistir. Gozlenen pikin AgGSHHg?*Met yapisina ait olup olmadigini
anlayabilmek i¢in AgGSH, AgGSH ve Hg®*, AgGSH ve Met, Met, Met ve Hg*
iyonu ¢6zelti karisimlarinin absorpsiyon spektrumlari karsilastirilmistir (Sekil 4.96).
AgGSH ve Hg* iyon ¢ozeltisi karisiminin absorpsiyon siddetinde diisme meydana
gelmistir. Met ve Hg2+ cozelti karistminin absorpsiyon spektrumunda Met-ng+
etkilesiminden kaynaklanan 256 nm’de bir pik goriilmektedir. AgGSH ve Met
arasinda bir etkilesimin gergeklesmedigi AgGSH-Met ¢ozelti karigiminin
absorpsiyon spektrumunun AgGSH ile 6rtiismesinden anlasilmistir. AgGSHHg? Met
coOzeltisinin absorpsiyon spektrumu digerlerinden farkli olarak 249 nm’de pik

vermistir. AgGSHHg2+Met cozeltisinin 6l¢iilen pH’1 7,20°dir.
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Sekil 4.95. Metiyonin ve diger amino asit ¢6zeltilerinin Hg”* iyonu bulunan ortamda yapilan etkilesim
denemelerinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.96. AgGSHHg? Met, AgGSH, AgGSH ve Hg®*, AgGSH ve Met, Met, Met ve Hg*" ¢ozelti
karisimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.97°deki kalibrasyon dogrulari, 249 nm’deki absorbans degisimlerinin 10 —

100 uM ve 100 — 1000 uM konsantrasyon araliklarna kars1 grafige gecirilmesiyle

hazirlanmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrularinin denklemleri ve korelasyon

katsayilar1 grafik {lizerinde gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa

etkisi Sekil 4.98’de gosterilmistir. Zamanla komplekslesme miktar1 artmistir. Hg

2+

iyonunun AgGSH’e etkisi Met amino asidi ile etkilesim vermesi nedeniyle
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minimuma inmistir. AGGSHHg? Met kompleksine ait AFM goriintiisii Sekil 4.99°da

gosterilmistir. Yapinin agregasyona ugradig goriilebilmektedir.
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Sekil 4.97. Hg®* bulunan ortamda artan Met konsantrasyonlaridaki absorbans degisimi (a) ve 10 —
100 uM (b), 100 — 1000 pM (c) kalibrasyon dogrular1
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Sekil 4.97(Devam). Hg®* bulunan ortamda artan Met konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a)
ve 10 — 100 uM (b), 100 — 1000 uM (c) kalibrasyon dogrulari
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Sekil 4.98. Zamanla degisen AgGSHHg?*Met absorbanslari
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Sekil 4.99. AgGSHHg?*Met yapisinin AFM goriintiisii (2x2 pm)

Sekil 4.100°de AgGSHHg**Met kompleksinin yapi tayini igin alman FTIR
spektrumlar1 goriilmektedir. Met yapisinda goriilen 3140 ve 3045 cm™’deki —NH
gerilme titresim piklerinin Met-Hg”" spektrumunda 3250 ve 3142 cm™’e kaymasi bu
grubun etkilesime girdigini gostermektedir. 2129 cm™de goriilen pik ise kiikiirdiin
protonlanmasindan  kaynaklanan -SH pikidir ve Met-Hg?* spektrumunda
bulunmamas1 bu grubun Hg?" ile etkilesime girdigini gdstermektedir. 1609 cm™ deki
~NH piki siddeti azalarak 1734 cm™*e kaymistir. 1580 ve 1406 cm™deki karboksilat
piklerin ise Met-Hg** spektrumunda 1612 ve 1505 cm™’e kaymasi bu gruplarin da
etkilesime katildigimi  gostermektedir AgGSH  spektrumundaki  —NH3"’den
kaynaklanan 3343 cm™deki pikin AgGSHHg?*Met spektrumunda 3345 cm™de
¢ikmast bu grubun etkilesime katilmadigimi gostermektedir. 1570 ve 1408 cm™ deki
karboksilat piklerinin ise 1591 ve 1411 cm™e kaymasi bu grubun etkilesime
katildigim1 gostermektedir. AgGSHHg2+Met kompleksi i¢in Onerilebilecek pek cok
yap1 mevcuttur. Sekil 4.101°de gosterilen yapinin muhtemel yapilar igerisinde oldugu
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diisiiniilmektedir. Hg** i¢in koordinasyon sayisi iki olarak bilinsede literatiirde dort

ve alt1 koordinasyon sayisina sahip Hg?* kompleksleri de mevcuttur [457, 474].
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Sekil 4.100. Met, Met-Hg®*, AgGSHHg**Met ve AgGSH yapilarinin  ¢dziicii buharlastirilmast
sonrasinda elde edilen FTIR spektrumlar
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Sekil 4.101. AgGSHHg* Met yapisimin muhtemel baglanma sekli
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4.3. Protein Tayinleri

Bu boéliimde degisik metal iyonlar1 bulunan ortamlarda tayinleri gergeklestirilen sigir
serum albumini ve a-laktalbumin proteinlerinin tayin siirlari, FTIR spektrumlar1 ve

AFM goriintiileri tartigilacaktir.
4.3.1. Sigir serum albumini tayini

Sigir serum albumini tayini, denemesi yapilan metal iyonlari icerisinden Cd**, Cu?",
ng+, Ni?* ve zZn®* iyonlart bulunan ortamlarda gergeklestirilmistir. FTIR
spektrumlar1 boliimiin sonunda toplu bir sekilde verilecektir. Spektrumlarin

yorumlanmasinda literatiir ¢alismalarindan faydalanilmistir [492-495].
4.3.1.1. Cd*" iyonu bulunan ortamda sigir serum albumini tayini

AgGSHCd**BSA, AgGSH, AgGSH ve Cd**, AgGSH ve BSA, BSA, BSA ve Cd**
iyonu ¢ozelti karisimlarimin  absorpsiyon  spektrumlari  Sekil  4.102’de
gosterilmektedir. AgGSHCA**BSA absorpsiyon piki diger absorpsiyon piklerinden
daha fazla siddete sahiptir. AgGSH’in spektrumuna gore absorpsiyon maksimumu
kirmiziya kayarak 410 nm’de c¢ikmustir. AgGSH-BSA ¢ozeltisinin absorpsiyon
siddeti etkilesim nedeniyle azalmistir. AgGSH-Cd2+ ¢ozeltisinin spektrumu ise
etkilesim sonucu olusan agregasyondan dolay1 genisleyerek kirmiziya kaydigi
gorilmiistir. BSA ve BSA-Cd*" ¢ozeltileri 260 nm’de diisiik siddetli pik
vermislerdir. AgGSHCd2+BSA cozeltisinin 6l¢iilen pH’1 8,25 dir.
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Sekil 4.102. AgGSHCdA**BSA, AgGSH, AgGSH ve Cd**, AgGSH ve BSA, BSA, BSA ve Cd** ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.103’deki kalibrasyon dogrusu, 410 nm’deki absorbans degisimlerinin 5 — 200
pug/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gegirilmesiyle hazirlanmistir. BSA
konsantrasyonu arttikca Cd** ile AgGSH etkilesiminden kaynaklanan agregasyonun
azalmasi absorpsiyon piklerinin genisliginin azalmasina neden olmustur. Elde edilen
kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayis1 grafik {izerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.104’de
gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi nedeniyle absorpsiyon siddeti az
da olsa artmustir. Sekil 4.105°de gorillen AFM goriintiisiinde taneciklerin agrege

olarak mikron boyutunda yapilar olusturdugu goriilmektedir.
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Sekil 4.103. Cd** bulunan ortamda artan BSA konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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ekil 4.104. Zamanla degisen AeGSHCJ* BSA absorbanslari
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Sekil 4.105. AgGSHCd*'BSA yapisinin AFM goriintiisii (5x5 pm)
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4.3.1.2. Cu® iyonu bulunan ortamda sigir serum albumini tayini

AgGSHCU*BSA, AgGSH, AgGSH ve Cu?*, AgGSH ve BSA, BSA, BSA ve Cu?
iyonu  ¢Ozelti  karigimlarimin  absorpsiyon  spektrumlart  Sekil  4.106°da
gosterilmektedir. AgGSHCu2+BSA ¢ozItisinin absorpsiyon siddeti diger ¢ozeltilerden
daha fazla ¢ikmustir ve kirmiziya kayma (403 nm) gozlenmistir. AgGSH ve Cu®*
iyonu ¢ozelti karisiminin absorpsiyon maksimumu 409,5 nm’de ¢ikmustir ve siddeti
AgGSHCU*'BSA’ya gore daha azdir. BSA-Cu?* ¢ozeltisi, BSA ile aym dalga
boyunda absorpsiyon maksimumu vermistir. AgGSHCu?*BSA ¢dzeltisinin Slgiilen
pH’1 7,15dir.
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Sekil 4.106. AgGSHCU*'BSA, AgGSH, AgGSH ve Cu®*, AgGSH ve BSA, BSA, BSA ve Cu?* ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.107°deki kalibrasyon dogrusu, 403 nm’deki absorbans degigimlerinin 10 —
400 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gegirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.108’de
gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi nedeniyle absorpsiyon siddeti az
da olsa artmistir. AFM goriintiisii Sekil 4.109°da gosterilmistir. Agregasyonun
AgGSHCA*'BSA’ya gore daha fazla oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.107. Cu®* bulunan ortamda artan BSA konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.108. Zamanla degisen AgGSHCu?*BSA absorbanslari
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Sekil 4.109. AgGSHCU?'BSA yapisinin AFM gbriintiisii (5x5 pm)
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4.3.1.3. Hg”* iyonu bulunan ortamda sigir serum albumini tayini

AgGSHHg*'BSA, AgGSH, AgGSH ve Hg®*, AgGSH ve BSA, BSA, BSA ve Hg?
iyonu  ¢Ozelti  karigimlarinin  absorpsiyon  spektrumlar1  Sekil 4.110’da
gosterilmektedir. BSA-Hg2+ cozelti karisiminin absorpsiyon siddeti BSA ninkinden
az da olsa diisik ¢ikmistir. AgGSHHg*'BSA ¢bzeltisinin absorpsiyon siddeti
AgGSH’inkiyle hemen hemen aymi ¢imistir. Fakat gerceklesen etkilesim nedeniyle
spektrum karakteristigi farklidir. AgGSHHg2+BSA ¢oOzeltisinin Olciilen pH’1 7,38 dir.
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Sekil 4.110. AgGSHHg*'BSA, AgGSH, AgGSH ve Hg®*, AgGSH ve BSA, BSA, BSA ve Hg*
¢ozelti karisimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.111°deki kalibrasyon dogrusu, 394 nm’deki absorbans degisimlerinin 200 —
500 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik tizerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.112°de
gosterilmistir. Komplekslesme miktarmin artmasi nedeniyle absorpsiyon siddeti
artmistir. AFM goriintiisii Sekil 4.113°de gosterilmistir. Taneciklerin agrege olarak

mikron boyutunda yapilar olusturdugu goriilmektedir.
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Sekil 4.111. Hg®* bulunan ortamda artan BSA konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.113. AgGSHHg*'BSA yapisinin AFM goriintiisti (5x5 pm)
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4.3.1.4. Ni** iyonu bulunan ortamda sigir serum albumini tayini

AgGSHNI**BSA, AgGSH, AgGSH ve Ni**, AgGSH ve BSA, BSA, BSA ve Ni?*
iyonu ¢oOzelti  karigimlarinin  absorpsiyon  spektrumlar1  Sekil 4.114°de
gosterilmektedir.  BSA-Ni**  cozeltisinin  absorbsiyon  siddetinde  diisme
gerceklesmistir.  AgGSH-Ni?*  ¢ozelti karisimmin  absorpsiyon spektrumunda
etkilesim sonucu maydana gelen agregasyon nedeniyle pik genislemesi gorilmustiir.
AgGSHNI**BSA spektrumunda meydana gelen kompleks nedeniyle Ni** iyonlarinin
AgGSH ile etkilesimi ve agregasyona etkisi azalmistir. AGGSHNi?*BSA ¢ozeltisinin
absorpsiyon maksimumu 412 nm’ye kaymustir. AgGSHNi**BSA ¢ozeltisinin dlgiilen
pH’1 8,26’d1r.
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Sekil 4.114. AgGSHNI**BSA, AgGSH, AgGSH ve Ni*", AgGSH ve BSA, BSA, BSA ve Ni** ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.115°deki kalibrasyon dogrusu, 412 nm’deki absorbans degisimlerinin 50 —
500 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik {izerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.116’da
gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi nedeniyle absorpsiyon siddeti az
da olsa artmistir. AgGSHNi**BSA kompleksine ait AFM goriintiisii Sekil 4.117°de

gosterilmistir. Agregasyon sonucu boyutlar1 100 nm’yi gecen yapilar olusmustur.
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kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.117. AgGSHNI*'BSA yapisinin AFM goriintiisii (1x1 pm)
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4.3.1.5. Zn*" iyonu bulunan ortamda sigir serum albumini tayini

AgGSHZNn?*BSA, AgGSH, AgGSH ve Zn**, AgGSH ve BSA, BSA, BSA ve Zn*
iyonu ¢oOzelti  karigimlarinin  absorpsiyon  spektrumlar1  Sekil 4.118’de
gosterilmektedir. AgGSH-Zn2+ cozelti karistminin  absorpsiyon  spektrumu
etkilesimden dolay1 az da olsa genislemis ve kirmziya (404 nm) kaymistir. BSA ve
Zn** iyonu ¢o6zelti karisiminin absorpsiyon siddeti BSA’dan az da olsa diisiikk
cikmustir. AgGSHZn2+BSA ¢Ozeltisinin absorpsiyon siddeti artmis ve 404 nm’ye
kaymustir. AgGSHZn2+BSA ¢ozeltisinin 6l¢iilen pH’1 7,45 dir.
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Sekil 4.118. AgGSHZn*'BSA, AgGSH, AgGSH ve Zn**, AgGSH ve BSA, BSA, BSA ve Zn** ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.119°daki kalibrasyon dogrusu, 404 nm’deki absorbans degisimlerinin 100 —
500 pug/mL konsantrasyon araligina kars1 grafige gegirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.120°de
gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi nedeniyle absorpsiyon siddeti az
da olsa artmustir. Sekil 4.121°de gosterilen AgGSHZn?*BSA kompleksine ait AFM

gorilintiisiinde taneciklerin agrege oldugu goriilebilmektedir.
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Sekil 4.119. Zn** bulunan ortamda artan BSA konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)



151

04 -
30 dk
0,3 A
[%2)
S
$0.2 - 1dk
3
<
0,1 -
O L] L] L] L] 1
200 300 400 500 600 700

Dalga Boyu (nm)

ekil 4.120. Zamanla degisen AgGSHZn?"BSA absorbanslari
S gisen Ag

0 01 0,2 03 04 05 06 07 08 09 1,0
pm

Sekil 4.121. AgGSHZn*'BSA yapisinin AFM goriintiisti (1x1 pm)



152

4.3.1.6. Sigir serum albumini igin alinan FTIR spektrumlari

Sekil 4.122°deki FTIR spektrumlarina bakildiginda BSA’nin  hem  giimiis
nanopargacigl hem de bagli GSH ile etkilesim kurdugu gézlenmistir. Bu etkilesim
sonucunda AgGSH yapisinin karakteristik piklerinin yaninda BSA’nin karakteristik
piklerinin de ortaya c¢iktigi goriilmiistir. BSA’dan kaynaklanan bu piklerin
spektrumlarda farkli yerlerde ¢ikmasi, bu piklerin ortamda reaksiyona girmeyen
BSA’dan kaynaklanmadigi etkilesim nedeniyle otaya c¢iktigimi gostermektedir. Bu
nedenle AgGSH-Metal iyonu-BSA ¢ozelti karigimlarinin ¢oziicii buharlastirilmasi
sonrasinda elde edilen FTIR spektrumlart yorumlanirken AgGSH’in piklerinin
yaninda BSA piklerinin de siddet degisimleri ve kaymalarinin dikkate alinmasi
zorunlulugu dogmustur. Bu durum daha sonra bahsedilecek protein ve enzim
tayinleri i¢in alman FTIR spektrumlart i¢in de gegerlidir ve tekrar
bahsedilmeyecektir. BSA spektrumunda 3275 ve 3080 cm™*de bulunan pikler —-NH
gerilme titresimleri nedeniyle olusan piklerdir. 1643 cm™de goriilen pik —~C=0O
gerilme titresiminden olusan amit I pikidir. 1532 cm™de goriilen pik ise -NH egilme
ve —C-N gerilme titresiminden kaynaklanan piklerin birlesmesi ile olusmustur.
AgGSHCd*'BSA spektrumunda 3343 cm™de c¢ikan pik —NH;" titresiminden
kaynaklanmaktadir ve kayma goriilmemistir. Bu pikin AgGSHCU?*BSA disindaki
diger spektrumlarda da kaymadigi gozlenmistir. AgGSHCu? BSA spektrumunda ise
~NH3" piki kaybolmus ve sadece —OH piki ortaya ¢ikmistir. Bu sonug diger
spektrumlardan farkli olarak AgGSHCU?**BSA yapisinda AgGSH’in —NHs*
grubunun da etkilesime girdigini gostermektedir. BSA’dan kaynaklanan amin pikleri
ise kayarak bu pikin icine gdmiilmiistir. AgGSH’in —NHs" grubunun
AgGSHCU*'BSA  disindaki yapilarda etkilesime katilmadigi BSA’nin  amin
gruplarmimn ise katildigi goriilmektedir. AgGSHCA**'BSA spektrumunda 1645 ve
1548 cm™°de goriilen pikler ise BSA’nin amit I ve II pikleridir. Amit | ve amit I
pikleri AgGSHCU?'BSA spektrumunda 1643 ve 1556 cm™’de, AgGSHHg?'BSA
spektrumunda 1643 ve 1537 cm™*de, AgGSHNIi**BSA spektrumunda 1643 ve 1585
cm™de, AgGSHZn*BSA spektrumunda 1645 ve 1552 cm™de ¢ikmistir. Amit |
pikinde kayda deger bir kayma gerceklesmezken amit II pikinin tim spektrumlarda
kaydigi goriilmiistiir. Bu sonu¢ BSA’nin —NH gruplan ile etkilesime girdiginin

kanitidir.
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Sekil 4.122. BSA, AgGSH, AgGSH-metal iyonu-BSA yapilarinin ¢oziicii buharlagtiriimasi sonrasinda
elde edilen FTIR spektrumlar1
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AgGSHCd**BSA spektrumunda 1417 cm™de gériilen pik ise AgGSH spektrumunda
bulunan 1408 cm™’de pik veren karboksilat titresim pikinin kaymasi ile olusmustur.
Bu pik AgGSHCU*BSA spektrumunda 1414 cm™de, AgGSHHg*'BSA
spektrumunda 1454 cm™¥’de, AgGSHNi**BSA spektrumunda 1413 cm™de,
AgGSHZn**BSA spektrumunda 1415 cm™ de ¢ikmustir. Pik siddetlerinin de azaldig:
gdzlenmistir. AGGSH spektrumunda 1570 cm™’de bulunan asimetrik karboksilat piki
ise kayarak amit pikleri ile ortiismiistiir. AgGSH’in karboksilat gruplar1 da etkilesime

girmektedir.

BSA pH 7 civarinda ¢ok kararli bir sekilde yapisim1 koruyabilmektedir. pH 7’nin
altina diistiikce ozellikle ¢ok asidik kosullarda (pH 2) yapis1 agregasyon ve hidroliz
nedeniyle bozulmaktadir. BSA’ nin ikincil yapisina yliksek oranda a-sarmal yapisi
hakimse de, P-tabaka, kivrim ve rastgele sarmaldan olusan pikler de FTIR
spektrumlarinda goriilebilmektedir. Diisiik pH’larda a-sarmal yapis1 bozunarak (-
tabaka yapisinin daha baskin oldugu belirtilmistir [496]. Bu yapi degisiklikleri
normal konformasyon (N yapisi), hizli konformasyonu (F yapisi) ve tamamiyla
genislemis yap1 (E yapisi) olarak isimlendirilmektedir. N yapist pH 4,5 — 8 arasi, F
yapist 4 — 4,5 arasi, E yapisi ise pH 4’iin altinda olusmaktadir [497]. Elde edilen
komplekslerin tiimiintin pH araligt 7,00 — 8,30 oldugu i¢in meydana gelen

etkilesimlerin BSA nin normal konformasyonu ile olustugu sdylenebilir.
4.3.2. a-laktalbumin tayini

a-laktalbumin tayini, denemesi yapilan metal iyonlari ierisinden Cd?*, Fe**, Cu®* ve
Zn* iyonlar1 bulunan ortamlarda gergeklestirilmistir. FTIR spektrumlart bdliimiin
sonunda toplu bir sekilde verilecektir. Spektrumlarin yorumlanmasinda literatiir

caligmalarindan faydalanilmistir [498, 499].
4.3.2.1. Cd** iyonu bulunan ortamda a-laktalbumin tayini

AgGSHCd* aLA, AgGSH, AgGSH ve Cd**, AgGSH ve aLA, oLA, aLA ve Cd**
iyonu ¢ozelti karisimlarimin  absorpsiyon  spektrumlari  Sekil  4.123’de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.123. AgGSHCd**aLLA, AgGSH, AgGSH ve Cd**, AgGSH ve aLA, aLA, oLA ve Cd*" ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Goriiniir bolgede AgGSH ve aLLA ¢ozelti karisiminin absorpsiyon piki ile AQGSH’in
absorpsiyon pikinin siddeti arasinda ¢ok fazla bir fark gériillmemistir. UV bolgesinde
ise 273,5 nm’de aLLA’dan kaynaklanan pik olusmustur. AgGSH ile alLA arasinda
gerceklesen etkilesim zayiftir. alLA ile aLA-Cd** spektrumlar ¢akigsmigtir. AgGSH
ve Cd* iyonu ¢ozeltilerinin karisim spektrumunda goriilen genislemis pikin
AgGSHCd**aLA spektrumunda az da olsa daraldig goriilmektedir. AQGSHCA?*aLA
¢ozeltisinin absorpsiyon maksimumu 409,5 nm’ya kaymustir. AgGSHCd?*aLA

¢ozeltisinin 6l¢iilen pH’1 8,10°dur.

Sekil 4.124°deki kalibrasyon dogrusu, 409,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 50 —
400 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gegirilmesiyle hazirlanmigtir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik {izerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.125°de
gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasit nedeniyle absorpsiyon siddeti
artmistir.  Komplekslesmenin  nispeten  yavas  gerceklestigi  sdylenebilir.
AgGSHCd* aLA kompleksine ait AFM goriintiisii Sekil 4.126°da gdsterilmistir.

Yapinin agregasyona ugradigi goriilmektedir.
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Sekil 4.126. AgGSHCd* aLA yapisinin AFM goriintiisii (5x5 pm)
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4.3.2.2. Fe*" iyonu bulunan ortamda a-laktalbumin tayini

AgGSHFe**aLA, AgGSH, AgGSH ve Fe**, AgGSH ve oLA, aLA, aLA ve Fe**
iyonu ¢oOzelti karigimlarinin  absorpsiyon  spektrumlar1  Sekil 4.127°de
gosterilmektedir. AQGSH ve Fe* iyon ¢ozeltileri karigiminin absorbans siddetinin
arttigi ve pikin genisledigi goriilmektedir. Fe** iyon ¢ozeltisinin spektrumunda,
demirin oksitlenmesi nedeniyle 295 nm’de pik goriilmiistiir. aLA-Fe** spektrumunda
ise 282,5 nm’de pik gorilmistir. aLA ile Fe** arasinda gergeklesen etkilesim,
demirin oksitlenme oranini azaltmis ve pikin siddeti diigmistiir. AgGSHFe3+aLA
cozelti absorbansi ise diger tiim spektrumlardan daha fazla siddette ¢ikmis olup
394,5 nm’de maksimum vermistir. AgGSHFeB+aLA ¢oOzeltisinin Olgiilen pH’1
7,07°dir.
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Sekil 4.127. AgGSHFe**aLA, AgGSH, AgGSH ve Fe**, AgGSH ve aLA, aLA, aLA ve Fe** ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.128deki kalibrasyon dogrusu, 394,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 5 —
300 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayis1 grafik ilizerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.129’da
gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi nedeniyle absorpsiyon siddeti az
da olsa artmistir. AgGSHFe**aLA kompleksine ait AFM goriintlisi Sekil 4.130°da

gosterilmistir. Yapinin agregasyona ugradigi goriilmektedir.
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Sekil 4.130. AgGSHFe* aLA yapisinin AFM goriintiisii (5x5 pm)
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4.3.2.3. Cu” iyonu bulunan ortamda a-laktalbumin tayini

AgGSHCU*aLA, AgGSH, AgGSH ve Cu®*, AgGSH ve oLA, oLA, oLA ve Cu?*
iyonu ¢oOzelti  karigimlarinin  absorpsiyon  spektrumlar1  Sekil 4.131°de
gosterilmektedir. AgGSH-Cu®*  ¢ozeltisinin  absorpsiyon  siddeti artmis  ve
maksimumda kayma gerceklesmistir. aLA-Cu?* ¢ozelti karisiminin absorbans siddeti
aLA’dan az da olsa yiiksek ¢ikmistir. AgGSHCu2+aLA ¢Ozeltisinin absorpsiyon
siddeti diger tiim spektrumlardan fazladir ve absorpsiyon maksimumu 405 nm’ye

kaymustir. AgGSHCu2+aLA ¢ozeltisinin 6l¢iilen pH’1 7,12 dir.
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Sekil 4.131. AgGSHCU**aLA, AgGSH, AgGSH ve Cu®*, AgGSH ve aLA, aLA, aLA ve Cu®" ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Kalibrasyon dogrusu olusturmak i¢in UV bdlgedeki absorbans farklarindansa
goriiniir bolge tercih edilmistir. Bunun nedeni UV bolgede girisim yapabilecek tiirler
olan aLA ve Cu(SO4),’in bulunmasidir. Sekil 4.132°deki kalibrasyon dogrusu, 405
nm’deki absorbans degisimlerinin 5 — 200 pg/mL konsantrasyon aralifina karsi
grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi
ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve
absorbansa etkisi Sekil 4.133’de gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi
nedeniyle absorpsiyon siddeti az da olsa artmistir. Sekil 4.134’de gosterilen
AgGSHCU* aLA kompleksine ait AFM goriintiisiinde taneciklerin agrege oldugu

goriilebilmektedir.
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Sekil 4.132. Cu®* bulunan ortamda artan oLA konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),

kalibrasyon dogrusu (b)



163

o
[ee]
L

30 dk

o
[op]
L

1dk

Absorbans

o
SN
1

200 300 400 500 600
Dalga Boyu (nm)
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Sekil 4.134. AgGSHCU?*aLA yapisinin AFM goriintiisii (5x5 pm)
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4.3.2.4. Zn** iyonu bulunan ortamda a-laktalbumin tayini

AgGSHZn?*aLA, AgGSH, AgGSH ve Zn**, AgGSH ve oLA, oLA, aLA ve Zn?*
iyonu  ¢oOzelti  karigimlarinin  absorpsiyon  spektrumlar1  Sekil 4.135°de
gosterilmektedir. AGGSH ve Zn?* iyon ¢dzelti karisiminin spektrumunda absorbans
maksimumunun 400,5 nm’ye kaydigi ve pikin genisledigi goriilmiistiir. oLA-Zn*
spektrumu  oLA’nin spektrumu ile c¢akismistir. AgGSHZn2+aLA ¢Ozeltisinin
absorpsiyon siddeti artarak 407,5 nm’ye kaymustir. AgGSHZn2+aLA ¢Ozeltisinin
Ol¢iilen pH’1 7,58°dir.

0.4 1
AgGSHZn?*al A
0,3
WL A-Zr2* AgGSH AgGSH_Zn2+

1%}
g
5 0.2 AgGSH-aLA
<

o
[EEN

200 300 400 500 600
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.135. AgGSHZn?* aLA, AgGSH, AgGSH ve Zn**, AgGSH ve aLA, aLA, aLA ve Zn*" ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.136°daki kalibrasyon dogrusu, 407,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 5 —
200 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gegirilmesiyle hazirlanmigtir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik {izerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.137°de
gosterilmistir. Komplekslesme miktarimin artmasi nedeniyle absorpsiyon siddeti
artmistir. Komplekslesmenin yavas gerceklestigi sdylenebilir. AgGSHZn2+aLA
kompleksine ait AFM goriintiisii Sekil 4.138’de gosterilmistir. Taneciklerin agrege

olarak mikron boyutunda yapilar olusturdugu goriilmektedir.
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Sekil 4.136. Zn?* bulunan ortamda artan oLA konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)



166

30 dk

Absorbans
o
w

o
N
1

1dk

200 300 400 500 600
Dalga Boyu (nm)

(S . . Zamanla degisen n o absorovanslari
Sekil 4.137. Zamanla degisen AgGSHZn?*aLA absorbansl

0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
um

Sekil 4.138. AgGSHZn**aLA yapisinin AFM goriintiisii (5x5 pm)
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4.3.2.5. a-laktalbumin icin alinan FTIR spektrumlari

Sekil 4.139°da gosterilen alLA spektrumunda 3271 ve 3082 cm ™’ de bulunan pikler —
NH gerilme titresimleri nedeniyle olusan piklerdir. 1643 cm™de goriilen pik —-C=0
gerilme titresiminden olusan amit I pikidir. 1532 cm ™ de goriilen pik ise —NH egilme
ve —C-N gerilme titresiminden kaynaklanan piklerin birlesmesi ile olugmustur.
AgGSH spektrumunda —NHs" grubundan kaynaklanan pikinin AgGSHCu?*aLA
disindaki spektrumlarda herhangi bir kaymaya maruz kalmadan 3343 cm™°de ¢iktig
goriilmiistir. AgGSHCU?*aLA spektrumunda ise bu pikin kayboldugu sadece —
OH’dan kaynaklanan pikin 3290 cm™’de ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. aLA yapisinda
bulunan amin titresim pikleri ise kayarak bahsi gecen pik icine gOmiilmiistiir.
AgGSH’in —NH3" grubunun AgGSHCu2+(xLA kompleksi disinda etkilesime
katilmadigi, aLA yapisinda bulunan amin gruplarinin ise katildigir goriilmektedir.
Amit | ve Il pikleri AgGSHCd?**aLA spektrumunda 1643 ve 1566 cm™,
AgGSH Fe**aLA spektrumunda 1649 ve 1539 cm™, AgGSHCu2+aLA spektrumunda
1643 ve 1586 cm™, AgGSHZn2+(xLA spektrumunda 1643 ve 1557 cm™de ¢ikmustir.
Amit I pikinde kayda deger bir kayma gerceklesmezken amit II pikinin tim
spektrumlarda kaydig1 gozlenmistir. Bu sonu¢ aLA’nin —NH gruplari ile etkilesime
girdigini gostermektedir. AQGSH spektrumunda 1408 cm™de goriilen karboksilat
pikinin AgGSHCd?*aLA spektrumunda 1511 cm™, AgGSHFe**aLA spektrumunda
1515 cm?, AgGSHCu*oLA spektrumunda 1510 cm™, AgGSHZn?*aLA
spektrumunda 1515 cm™e kaymas1 bu grubun etkilesime katildigin1 gostermektedir.
AgGSH spektrumunda 1570 cm™ de bulunan asimetrik karboksilat piki ise kayarak
amit pikleri ile ortigmistir. AgGSH’in karboksilat gruplarmm da etkilesime
katildig1 goriilmektedir.

aLA notral pH’larda (pH 6-8) normal yap1 (N yapisi), asidik pH’larda (pH 2-4) ise
asit denatiire yapisi (A yapisi) halinde bulunmaktadir. Bir de bu iki durum arasinda
eriyik kiirecik (molten globule, MG yapisi) yapisinda oldugu belirtilmektedir.
Normal formunda bulunan aLA’nin alfa sarmal yapis1 beta tabaka yapisina gore
baskin halde bulunmaktadir [500-502]. Elde edilen komplekslerin timiiniin pH
araligi 7,07 — 8,10 oldugu i¢in meydana gelen etkilesimlerin LA’ nin normal

konformasyonu ile olustugu sdylenebilir.
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Sekil 4.139. LA, AgGSH, AgGSH-metal iyonu-aLA yapilarinin ¢dziicii buharlastirilmasi sonrasinda
elde edilen FTIR spektrumlar1
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4.4. Enzim Tayinleri

Bu béliimde degisik metal iyonlar1 bulunan ortamlarda tayinleri gergeklestirilen
kreatin kinaz, tripsin ve lizozim enzimlerinin tayin smirlari, FTIR spektrumlari ve

AFM goriintiileri tartigilacaktir.

4.4.1. Kreatin kinaz tayini

Kreatin kinaz tayini, denemesi yapilan metal iyonlar igerisinden Ag*, Cd**, Co*,
Ni?* ve zn* iyonlart bulunan ortamlarda gerceklestirilmistir. FTIR spektrumlari
boliimiin sonunda toplu bir sekilde verilecektir. Spektrumlarin yorumlanmasinda

literatiir galismalarindan faydalanilmistir [503, 504].

4.4.1.1. Ag” iyonu bulunan ortamda kreatin kinaz tayini

AgGSHAQ'CK, AgGSH, AgGSH ve Ag*, AgGSH ve CK, CK, CK ve Ag" iyonu
¢ozelti karisimlarinin absorpsiyon spektrumlart Sekil 4.140°da gosterilmektedir.
AgGSH ve CK c¢ozelti karisitminin absorpsiyon siddeti artarak 403,5 nm’ye
kaymistir. Absorpsiyon siddetinde azalmanin degil de artmanin baskin olmasi,
CK’nin giimiis nanoparcacigl ile etkilesiminin, bagli GSH molekiilleri ile
etkilesiminden daha zayif oldugunu gdstermektedir. CK-Ag" spektrumunun
absorpsiyon siddeti etkilesimden dolayr CK’dan (278,5 nm) fazla ¢ikmigtir. AQGSH
ve Ag" etkilesimi ise absorpsiyon siddetini az da olsa arttirmistir. AgGSHAg LA
cozeltisinin absorpsiyon siddeti diger spektrumlardan fazla ¢ikmis ve 410,5 nm’ye

kaymigtir. AgGSHAg CK ¢ozeltisinin dlgiilen pH’1 8,30’ dur.

Sekil 4.141°deki kalibrasyon dogrusu, 410,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 5 —
100 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde
gosterilmistir. CK konsantrasyonu arttikca komplekslesme miktarinin artmasindan
dolay1 absorpsiyon maksimumu hafifce kirmiziya kayma gostermistir. Zamanin
etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.142°de gosterilmistir. Komplekslesme

miktarmin artmasi nedeniyle absorpsiyon siddeti az da olsa artmistir. AQGSHAgQ'CK



170

kompleksine ait AFM goriintiisii Sekil 4.143°de gosterilmistir. Agregasyon sonucu

olusan yapilarin yaninda komplekslesmeye katilmamis taneciklerin de var oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.140. AgGSHAgG'CK, AgGSH, AgGSH ve Ag®, AgGSH ve CK, CK, CK ve Ag" ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.141. Ag” iyonu bulunan ortamda artan CK konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.141(Devam). Ag® iyonu bulunan ortamda artan CK konsantrasyonlarindaki absorbans
degisimi (a), kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.142. Zamanla degisen AgGSHAg"CK absorbanslari
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Sekil 4.143. AgGSHAgG"CK yapisinin AFM goriintiisii (5x5 pm)
4.4.1.2. Cd** iyonu bulunan ortamda kreatin kinaz tayini

AgGSHCd**CK, AgGSH, AgGSH ve Cd**, AgGSH ve CK, CK, CK ve Cd* iyonu
¢ozelti karigimlarinin absorpsiyon spektrumlart Sekil 4.144°de gosterilmektedir.
AgGSH ve cd* iyon c¢ozeltisi karigiminin absorbans spektrumunun genisledigi
goriilmektedir. CK-Cd?* spektrumunun absorpsiyon siddeti CK’dan az da olsa fazla
cikmustir. AgGSHCA*'CK  ¢ozeltisinin absorpsiyon siddeti artarak 407,5 nm’de
cikmustir. AgGSHCA?*CK ¢ozeltisinin dl¢iilen pH’1 7,93 diir.

Sekil 4.145°deki kalibrasyon dogrusu, 407,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 5 —
500 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde
gosterilmistir. CK konsantrasyonu arttikca AgGSH ve Cd** arasindaki etkilesim
oran1 ve dolayisiyla pik genislemesi azalmaktadir. Zamanin etkilesim hizina ve

absorbansa etkisi Sekil 4.146’da gdsterilmistir. Komplekslesme miktariin artmasi
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nedeniyle absorpsiyon siddeti artmistir. AgGSHCA?**CK kompleksine ait AFM

gortintiisii Sekil 4.147°de gosterilmistir. Taneciklerin agrege olarak biiytidiikleri

goriilmektedir.
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Sekil 4.144. AgGSHCd*'CK, AgGSH, AgGSH ve Cd**, AgGSH ve CK, CK, CK ve Cd** ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.145. Cd** iyonu bulunan ortamda artan CK konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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degisimi (a), kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.146. Zamanla degisen AgGSHCd**CK absorbanslari
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Sekil 4.147. AgGSHCd?*CK yapisinin AFM gbriintiisii (5x5 pm)
4.4.1.3. Co* iyonu bulunan ortamda kreatin kinaz tayini

AgGSHCo0?*CK, AgGSH, AgGSH ve Co*", AgGSH ve CK, CK, CK ve Co*" iyonu
¢ozelti karigimlarinin absorpsiyon spektrumlart Sekil 4.148°de gosterilmektedir.
AgGSH ve Co* iyonu ¢ozelti karisiminin absorpsiyon piki genislemistir. CK ve CK-
Co** spektrumlart ¢akigmistir. AgGSHC02+CK cozeltisinin absorpsiyon pik siddeti
artarak 408 nm’ye kaymistir. A¢GSHCo?*CK ¢ozeltisinin 6lgiilen pH’1 8,18 dir.

Sekil 4.149’daki kalibrasyon dogrusu, 408 nm’deki absorbans degisimlerinin 5 — 200
pug/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gegirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde
gosterilmistir. CK konsantrasyonu arttikga {iglii etkilesim miktarinin artmasi ile
AgGSH ve Co?* arasindaki etkilesim nedeniyle olusan pik genislemesi azalmaktadir.
Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.150’de gosterilmistir.

Komplekslesme miktarmin artmasi nedeniyle absorpsiyon siddeti artmistir.
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Komplekslesme reaksiyonunun yavas gergeklestigi sdylenebilir. Absorpsiyon siddeti

10 dk gectikten sonra yavas yavas dengeye gelmektedir. Sekil 4.151°de gosterilen

AgGSHC02+CK kompleksine ait AFM goriintiisiinde taneciklerin agrege oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.148. AgGSHC0%'CK, AgGSH, AgGSH ve Co*, AgGSH ve CK, CK, CK ve Co* cozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.149. Co®* iyonu bulunan ortamda artan CK konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.150. Zamanla degisen AgGSHCo?"CK absorbanslari
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Sekil 4.151. AgGSHCoZ+CK yapisinin AFM goriintiisii (5x5 pm)
4.4.1.4. Ni** iyonu bulunan ortamda kreatin kinaz tayini

AgGSHNI*CK, AgGSH, AgGSH ve Ni?*, AgGSH ve CK, CK, CK ve Ni?* iyonu
¢ozelti karigimlarinin absorpsiyon spektrumlart Sekil 4.152°de gosterilmektedir.
AgGSH ve Ni** iyon ¢ozelti karigtminin absorpsiyon piki genislemistir. CK ve CK-
Ni% spektrumlar1 ¢akismigtir. AgGSHNi2+CK cozeltisinin absorpsiyon pik siddeti
artarak 411,5 nm’ye kaymistir. AgGSHNi?*CK ¢ozeltisinin lgiilen pH’1 8,05°dir.

Sekil 4.153’deki kalibrasyon dogrusu, 411,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 5 —
500 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gegirilmesiyle hazirlanmigtir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde
gosterilmistir. Co?* ve Cd®* denemelerinde oldugu gibi CK konsantrasyonu arttikca
AgGSH-Ni2+ etkilesiminden kaynaklanan pik genislemesi azalmaktadir. Zamanin
etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.154’de gosterilmistir. Komplekslesme

miktarinin artmast nedeniyle absorpsiyon siddeti artmuistir. Komplekslesme
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reaksiyonunun yavas gerceklestigi soylenebilir. Absorpsiyon siddetinin artig ivmesi
10 dk gectikten sonra yavaslamaya baglamigtir. Sekil 4.155°de gdsterilen
AgGSHNi2+CK kompleksine ait AFM goriintiisiinde taneciklerin agrege oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.152. AgGSHNI*'CK, AgGSH, AgGSH ve Ni**, AgGSH ve CK, CK, CK ve Ni** ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.153. Ni?* iyonu bulunan ortamda artan CK konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.153(Devam). Ni®* iyonu bulunan ortamda artan CK konsantrasyonlarindaki absorbans
degisimi (a), kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.154. Zamanla degisen AgGSHNi2+CK absorbanslari
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Sekil 4.155. AgGSHNi**CK yapisinin AFM gériintiisii (5x5 pm)
4.4.1.5. Zn* iyonu bulunan ortamda kreatin kinaz tayini

AgGSHZn**CK, AgGSH, AgGSH ve Zn®*, AgGSH ve CK, CK, CK ve Zn?* iyonu
¢ozelti karigimlarinin absorpsiyon spektrumlart Sekil 4.156°da gosterilmektedir.
AgGSH ve Zn** iyon ¢ozelti karisimlarinin absorbans piki genislemistir. CK-zZn?
spektrumunun absorpsiyon pikinin siddeti CK’dan az da olsa fazla c¢ikmustir.
AgGSHZn2+CK ¢ozeltisinin absorpsiyon pikinin siddeti artarak 406 nm’ye kaymuistir.
AgGSHZN**CK ¢ozeltisinin Slgiilen pH’1 7,58 dir.

Sekil 4.157°deki kalibrasyon dogrusu, 406 nm’deki absorbans degisimlerinin 1 — 500
pug/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gegirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde
gosterilmistir (Sekil 4.157). Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil
4.158’de gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi nedeniyle absorpsiyon

siddeti az da olsa artmistir. AgGSHZn?*CK kompleksine ait AFM goriintiisii Sekil
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4.159’da gosterilmistir. Taneciklerin agrege olarak mikron boyutunda yapilar

olusturdugu goriilmektedir.
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Sekil 4.156 AgGSHZn*CK, AgGSH, AgGSH ve Zn*, AgGSH ve CK, CK, CK ve Zn* ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.157. Zn* iyonu bulunan ortamda artan CK konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.157(Devam). Zn* iyonu bulunan ortamda artan CK konsantrasyonlarindaki absorbans
degisimi (a), kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.158. Zamanla degisen AgGSHZn?"CK absorbanslar
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Sekil 4.159. AgGSHZn2+CK yapisinin AFM goriintiisii (5x5 pm)
4.4.1.6. Kreatin kinaz i¢cin alinan FTIR spektrumlar:

CK, AgGSH, AgGSH-metal iyonu-CK’nin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.160°da
gosterilmistir. CK spektrumunda 3271 ve 3082 cm™de bulunan pikler -NH gerilme
titresimleri nedeniyle olusan piklerdir. 1643 cm™de goriilen pik —C=0O gerilme
titresiminden olugan amit I pikidir. 1532 cm™de goriilen pik ise -NH egilme ve —C-
N gerilme titresiminden kaynaklanan piklerin birlesmesi ile olugsmustur. AQGSH
spektrumunda —NH5" grubundan kaynaklanan 3343 cm™’deki pikin, spektrumlarda
kayda deger kaymaya maruz kalmadigr goriilmiistiir. CK yapisinda bulunan amin
titresim pikleri ise kayarak —~NH3" grubundan kaynaklanan pikin igine gdmiilmiistiir.
AgGSH’in —NH3" grubunun etkilesime katilmadigi, CK yapisinda bulunan amin
gruplarinin ise katildigi goriilmektedir. CK yapisinda 1643 cm™de bulunan Amit I

pikinin diger spektrumlarda herhangi bir kaymaya ugramadigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.160. CK, AgGSH, AgGSH-metal iyonu-CK yapilarinin ¢6ziicii buharlagtirilmasi sonrasinda
elde edilen FTIR spektrumlari



186

Amit Il piki ise AgGSHAgQ'CK spektrumunda 1559 cm™, AgGSHCd*CK
spektrumunda 1556 cm™, AgGSHC0%"CK spektrumunda 1585 cm™, AgGSHNi?*CK
spektrumunda 1584 cm™’de, AgGSHZn*CK spektrumunda 1583 cm™*de ¢ikmustur.
Amit II pikinin tiim spektrumlarda kaydigi gozlenmistir. Bu sonu¢ CK’nin —NH
gruplar ile etkilesime girdigini gostermektedir. AgGSH spektrumunda 1408 cm™de
gorillen  karboksilat  pikinin  AgGSHAQ'CK  spektrumunda 1423 cm™,
AgGSHCd* CK spektrumunda 1415 cm™, AgGSHCo?*CK spektrumunda 1423 cm™,
AgGSHNI**CK spektrumunda 1417 cm™, AgGSHZn?*CK spektrumunda 1418 cm’
Le kaymasi bu grubun etkilesime katildigini gdstermektedir. AgGSH spektrumunda
1570 cm™’de bulunan asimetrik karboksilat piki ise kayarak amit pikleri ile
ortigsmiistiir. AgGSH’in karboksilat gruplarinin da etkilesime katildigi meydana

gelen kaymalardan anlagilmaktadir.

CK yapisinda bulunan alfa sarmal yapis1 nétral pH’lardan uzaklastik¢a azalmaktadir.
pH 3-5 arasinda beta tabaka yapisinin daha fazla oldugu goriilmiistir. CK nétral
pH’larda (pH 6-9) normal yapisin1 korurken, pH 3-5 degerleri arasinda tersinir bir
sekilde denatiire haldedir ve agregasyona ugramistir. Asidik pH’larda (pH 3’{in alt1)
ise tamamen denatiire ve agrege halde bulunmaktadir. [505, 506]. Calisilan pH
arahiginda (7,58 - 8,30) meydana gelen etkilesimlerin CK’nin normal

konformasyonu ile olustugu sdylenebilir.
4.4.2. Lizozim tayini

Lizozim tayini, denemesi yapilan metal iyonlar1 i¢erisinden Ag', Cd?, Co?*, cu?,
Fe¥*, Hg2+, Ni?* ve zn* iyonlar1 bulunan ortamlarda gerceklestirilmistir. FTIR
spektrumlar1 boliimiin sonunda toplu bir sekilde verilecektir. Spektrumlarin

yorumlanmasinda literatiir ¢alismalarindan faydalanilmistir [507, 508].
4.4.2.1. Ag" iyonu bulunan ortamda lizozim tayini
AgGSHAQ'LZ, AgGSH, AgGSH ve Ag®, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Ag" iyonu

cozelti karigimlarimin absorpsiyon spektrumlart Sekil 4.161°de gosterilmektedir.

AgGSH ve LZ etkilesimi sonucu absorpsiyon piki 414,5 nm’ye kaymistir. Aym



187

zamanda pikin agregasyondan dolayr genisledigi goriilmektedir. AgGSH ve Ag’
etkilesimi ise absorpsiyon siddetini az da olsa arttirmistir. LZ-Ag" etkilesimi LZ nin
281 nm’deki pikinin siddetinin artmasina neden olmustur. AgGSHAg'LZ’nin
absorpsiyon piki ise AgGSH-LZ’nin absorpsiyon pikine gore biraz daha kirmiziya
kayarak ve siddeti artarak 419 nm’de ¢ikmistir. AgGSHAg LZ ¢dzeltisinin dlgiilen
pH’18,48°dir.
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Sekil 4.161. AgGSHAg'LZ, AgGSH, AgGSH ve Ag’, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Ag® ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.162°deki kalibrasyon dogrusu, 419 nm’deki absorbans degigimlerinin 10 —
300 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik {izerinde

gosterilmistir.
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Sekil 4.162. Ag” iyonu bulunan ortamda artan LZ konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)

Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.163’de gosterilmistir.
Komplekslesme miktarinin artmasit nedeniyle absorpsiyon siddeti az da olsa
artmistir. Ayirca yine kompleks miktarina bagli olarak pik maksimumunun kirmiziya
kaydig1 goriillmektedir. AgGSHAQ'LZ kompleksine ait AFM gériintiisii Sekil

4.164°de gosterilmistir. Yapinin agregasyona ugradigr goriilmektedir.
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Sekil 4.163. Zamanla degisen AgGSHAg'LZ absorbanslari
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Sekil 4.164. AQGSHAQ'LZ yapisinin AFM goriintiisii (5X5 pm)
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4.4.2.2. Cd* iyonu bulunan ortamda lizozim tayini

AgGSHCd*LZ, AgGSH, AgGSH ve Cd**, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Cd*" iyonu
cozelti karisimlarimin absorpsiyon spektrumlart Sekil 4.165°de gosterilmektedir.
AgGSH-Cd**  ¢bzelti karisimmin  absorpsiyon piki agregasyondan dolayi
genislemistir. LZ-Cd** ¢ozeltisinin absorpsiyon pikinin siddeti ise etkilesimden
dolay1 artmustr. AgGSHCd2+LZ ¢Ozeltisinin absorpsiyon pikinin siddeti ise artarak
417 nm’ye kaymastir. AgGSHCd2+LZ ¢Ozeltisinin Olgtilen pH’1 8,00’ d1r.

Sekil 4.166°daki kalibrasyon dogrusu, 417 nm’deki absorbans degisimlerinin 5 — 500
pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gegirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik {izerinde
gosterilmistir. Kompleks miktarina bagli olarak AgGSH-Cd2+ etkilesiminden
kaynaklanan pik genislemesi azalmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa
etkisi Sekil 4.167°de gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi nedeniyle
absorpsiyon siddeti az da olsa artmistir. AQGSHCdA?**LZ kompleksine ait AFM

goriintiisi.~ Sekil  4.168’de  gosterilmistir.  Yapinin  agregasyona ugradigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.165. AgGSHCdA**LZ, AgGSH, AgGSH ve Cd**, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Cd** ¢ozelti
karisimlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.166. Cd** iyonu bulunan ortamda artan LZ konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.167. Zamanla degisen AgGSHCdA**LZ absorbanslari
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Hm

Sekil 4.168. AgGSHCA?*'LZ yapisinin AFM griintiisii (5x5 pm)
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4.4.2.3. Co** iyonu bulunan ortamda lizozim tayini

AgGSHCo0*LZ, AgGSH, AgGSH ve Co?*, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Co*" iyonu
cozelti karisimlarimin absorpsiyon spektrumlart Sekil 4.169’da gosterilmektedir.
AgGSH ve Co?* iyon ¢bzeltilerinin karisimmim absorpsiyon pikinin genisledigi
goriilmektedir. LZ-Co?* ¢ozeltisinin absorbans siddeti etkilesimden dolay1 artmustr.
AgGSHC0*LZ ¢ozeltisinin absorbans piki Cd** ve Ag® iyon denemelerine benzer
sekilde siddetini artirarak 418,5 nm’ye kaymustir. AgGSHCd2+LZ ¢Ozeltisinin
oOl¢iilen pH’1 8,40°dur.
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Sekil 4.169. AgGSHC0?'LZ, AgGSH, AgGSH ve Co**, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Co®* ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.170°deki kalibrasyon dogrusu, 418,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 50 —
400 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmigtir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik {izerinde
gosterilmistir. Kompleks miktarina baglh olarak AgGSH-CO2+ etkilesiminden
kaynaklanan pik genislemesi azalmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa
etkisi Sekil 4.171°de gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi nedeniyle
absorpsiyon siddeti az da olsa artmistir. Sekil 4.172°de gosterilen AFM goriintiisiinde

yapinin agregasyona ugradigi goriilmektedir.
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Sekil 4.170. Co* iyonu bulunan ortamda artan LZ konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.171. Zamanla degisen AgGSHCo0?*LZ absorbansl
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Sekil 4.172. AgGSHC0%'LZ yapisinin AFM gériintiisii (5x5 pm)
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4.4.2.4. Cu® iyonu bulunan ortamda lizozim tayini

AgGSHCU*LZ, AgGSH, AgGSH ve Cu?*, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Cu*" iyonu
¢ozelti karisimlarinin absorpsiyon spektrumlar1 Sekil 4.173’de gosterilmektedir. LZ-
Cu?* ve LZ cozeltilerinin absorpsiyon siddetleri arasinda cok fazla bir fark
gozlenmemistir. AgSH ve Cu? iyon ¢oOzeltisi karigiminin absorbansi siddeti artarak
403,5 nm’de ¢ikmistir. AgGSHCu2+LZ ¢Ozeltisinin absorbans piki ise AgGSH ve
Cu?* arasinda gergeklesen etkilesimin azalmasi nedeniyle AgGSH-Cu?* ¢ézeltisinin
absorbans siddetinden daha diisiik ¢ikarak 408,5 nm’ye kaymustir. AgGSHCuU?LZ

¢ozeltisinin 6l¢iilen pH’1 7,33 tiir.

0,6 1
AgGSH-Cu?
AgGSHCu?*LZ

04 1 x
% AgGSH
) AgGSH-LZ
o]
3
<

0,2

O T L] L L]
200 300 400 500 600

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.173. AgGSHCU?*'LZ, AgGSH, AgGSH ve Cu?*, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Cu* ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.174°deki kalibrasyon dogrusu, 408,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 10 —
200 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gegirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde
gosterilmistir. AGGSH-Cu?* etkilesiminden kaynaklanan pik genislemesi kompleks
miktarinin artmasi ile azalmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil
4.175°de gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi nedeniyle absorpsiyon
siddeti az da olsa artmistir. Sekil 4.176°da gdsterilen AgGSHCu2+LZ kompleksine ait

AFM goriintiistinde taneciklerin agrege oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.174. Cu** iyonu bulunan ortamda artan LZ konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.175. Zamanla degisen AgGSHCu?*LZ absorbanslari
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Sekil 4.176. AgGSHCU*'LZ yapisinin AFM goriintiisii (5x5 pm)
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4.4.2.5. Fe* iyonu bulunan ortamda lizozim tayini

AgGSHFe*'LZ, AgGSH, AgGSH ve Fe**, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Fe** iyonu
¢ozelti karisimlarinin absorpsiyon spektrumlar1 Sekil 4.177°de gosterilmektedir. LZ-
Fe®* ¢ozeltisinin absorbans siddeti, Fe**’min oksitlenmesiyle olusan oksit yapismnin ve
LZ’nin absorbans siddetinden fazla ¢ikmustir. AgGSH-Fe3+ ¢oOzeltisinin absorpsiyon
siddeti artarak 404,5 nm’de c¢ikmistir. Agregasyondan dolayr pikte genisleme
goriilmiistir. AgGSHFe*'LZ  ¢ozeltisinin  absorpsiyon  siddeti AgGSH-Fe®*
cozeltisinden fazla ¢ikmistir. AQGSH Fe**LZ ¢ozeltisinin Slgiilen pH’1 7,13 tiir.

1,2 -
LZ-Fe®
Fed*
LZ
, 08 \ AgGSHFe3*LZ  AgGSH-Fe3*
S >,~\ AgGSH /
o
_<QE \\; ‘
0,4 - \ AgGSH-LZ
7N
e A
O T T [ ]
200 300 400 500 600

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.177. AgGSHFe*'LZ, AgGSH, AgGSH ve Fe**, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Fe** cozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.178’deki kalibrasyon dogrusu, 404,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 5 —
500 pug/mL konsantrasyon araligina kars1 grafige gegirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik {izerinde
gosterilmistir. AgG’SH-Fe3+ etkilesiminden kaynaklanan pik genislemesi kompleks
miktarinin artmasi ile azalmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil
4.179°da gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi nedeniyle absorpsiyon
siddeti az da olsa artmustir. Sekil 4.180°de gosterilen AFM goriintiisiinde yapinin

agregasyona ugradigi goriilmektedir.
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Sekil 4.178. Fe* iyonu bulunan ortamda artan LZ konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.179. Zamanla degisen AgGSHFe**LZ absorbanslart
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Sekil 4.180. AgGSHFe**LZ yapisinin AFM gbriintiisii (5x5 pm)
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4.4.2.6. Hg”" iyonu bulunan ortamda lizozim tayini

AgGSHHg?*LZ, AgGSH, AgGSH ve Hg**, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Hg*" iyonu
¢ozelti karisimlarinin absorpsiyon spektrumlar1 Sekil 4.181°de gosterilmektedir. LZ-
ng+ ve LZ c¢ozeltilerinin absorpsiyon siddetleri arasinda fazla bir fark
gozlenmemistir. AGGSH ve ng+ iyonu ¢ozelti karigimlarinin absorpsiyon siddeti,
Hg?* iyonunun giimiis nanoparcacigi ile etkilesiminden dolayr diisiik ¢ikmustir.
AgGSHHG?'LZ c¢ozeltisinin absorbans siddeti, AgGSH-Hg®* ¢ozeltisinden fazla
ciksa da AgGSH-LZ ¢ozeltisinden diisiik ¢ikmistir. Bu durum, AgGSHHg2+LZ
¢ozeltisinde komplekse katilmayan Hg®* iyonlarmin giimiis nanopargacigi ile
etkilesiminin devam ettigini gdstermektedir. AgGSHHg2+LZ cozeltisinin Olciilen
pH’1 7,44 tiir.
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Sekil 4.181. AgGSHHg*'LZ, AgGSH, AgGSH ve Hg®*, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Hg®" ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.182°deki kalibrasyon dogrusu, 406,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 10 —
300 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik tizerinde
gosterilmistir. AgGSH-Hg2+ etkilesiminden kaynaklanan pik genislemesi kompleks
miktarinin artmasi ile azalmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil
4.183’de gosterilmistir. Hg** iyonunun giimiis nanopargacigi ile etkilesiminin zaman

icerisinde de devam ettigi ve absorpsiyon siddetinin kii¢iik miktarlarda azaldig:
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goriilmistir. AgGSHHg?'LZ kompleksine ait AFM goriintiisii Sekil 4.184’de

gosterilmistir. Taneciklerin agrege olarak mikron boyutunda yapilar olusturdugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.182. Hg** iyonu bulunan ortamda artan LZ konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.184. AgGSHHg?'LZ yapisinin AFM goriintiisii (5x5 pm)
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4.4.2.7. Ni** iyonu bulunan ortamda lizozim tayini

AgGSHNI**LZ, AgGSH, AgGSH ve Ni**, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Ni** iyonu
cozelti karisimlarimin absorpsiyon spektrumlart Sekil 4.185’de gosterilmektedir.
AgGSH ve Ni?* iyonu etkilesimi nedeniyle ¢ozelti karisimlarinin absorbansi piki
genislemistir. LZ-Ni** ve LZ ¢ozeltilerinin absorbans siddetleri birbirlerine yakindir.
AgGSHNi2+LZ ¢Ozeltisinin absorpsiyon siddeti, AgGSH-LZ ¢o6zelti karisiminin
414,5 nm’de cikan pikine yakin giddette ¢ikmistir ve absorpsiyon maksimumu 414
nm olarak bulunmustur. Bu sonu¢ AgGSHNi**LZ etkilesiminin nispeten zayif

oldugunu gostermektedir. AQGSHNI®*LZ ¢ozeltisinin 6l¢iilen pH’1 8,10’ dur.
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Sekil 4.185. AgGSHNI*'LZ, AgGSH, AgGSH ve Ni**, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Ni?* iyonu ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.186°daki kalibrasyon dogrusu, 414 nm’deki absorbans degisimlerinin 50 —
500 pug/mL konsantrasyon araligina kars1 grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik {izerinde
gosterilmistir. AgG’SH-Ni2+ etkilesiminden kaynaklanan pik genislemesi kompleks
miktarinin artmasi ile azalmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil
4.187°de gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi nedeniyle absorpsiyon
siddeti az da olsa artmistir. Sekil 4.188’de gosterilen AgGSHNi2+LZ kompleksine ait

AFM goriintiistinde taneciklerin agrege oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.186. Ni** iyonu bulunan ortamda artan LZ konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)



207

0,5 -
30 dk
04 -
©03 A
3+
E 1dk
£ 0.2 -
01 -
O L] L] L] 1
200 300 400 500 600

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.187. Zamanla degisen AgGSHNi**LZ absorbanslart
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Sekil 4.188. AgGSHNI?*LZ yapisinin AFM gbriintiisii (5x5 pm)
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4.4.2.8. Zn** iyonu bulunan ortamda lizozim tayini

AgGSHZn?*LZ, AgGSH, AgGSH ve Zn**, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Zn*" iyonu
cozelti karisimlarinin absorpsiyon spektrumlart Sekil 4.189’da gosterilmektedir.
AgGSH ve Zn®* iyonu ¢bzelti karisimlarinin absorpsiyon piki genisleyerek kirmiziya
kaymustir. LZ-Zn** ve LZ cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlar1 g¢akismistir.
AgGSHZn2+LZ cOzeltisinin absorpsiyon siddeti artarak 411,5 nm’de ¢ikmustir.
AgGSHZn2+LZ ¢Ozeltisinin Olglilen pH’1 7,67 dir.

AgGSHZn*LZ
LZ-Zn**  AgGSH i AgGSH-LZ

o
w

Absorbans

o
N

200 300 400 500 600
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.189. AgGSHZn**LZ, AgGSH, AgGSH ve Zn*, AgGSH ve LZ, LZ, LZ ve Zn*" iyonu ¢ozelti
karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.190°daki kalibrasyon dogrusu, 411,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 50 —
500 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik {izerinde
gosterilmistir. AgGSH-Zn2+ etkilesiminden kaynaklanan pik genislemesi kompleks
miktarinin artmasi ile azalmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil
4.191°de gosterilmigtir. Sekil 4.192°de gosterilen AFM  goériintiisiinde yapinin

agregasyona ugradigi goriilmektedir.
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Sekil 4.190. zZn** iyonu bulunan ortamda artan LZ konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.191. Zamanla degisen AgGSHZn?**LZ absorbanslari
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Sekil 4.192. AgGSHZn?"LZ yapisinin AFM gbriintiisii (55 pm)
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4.4.2.9. Lizozim icin aliman FTIR spektrumlari

Sekil 4.193°de gosterilen LZ spektrumunda 3281 ve 3069 cm ™ de bulunan pikler —
NH gerilme titresimleri nedeniyle olusan piklerdir. 1643 cm™de goriilen pik —C=0
gerilme titresiminden olusan amit I pikidir. 1532 cm™de goriilen pik ise —NH egilme
ve —C-N gerilme titresiminden kaynaklanan piklerin birlesmesi ile olugmustur.
AgGSH spektrumunda —NHs;" grubundan kaynaklanan 3343 cm™deki pikin,
AgGSHCU*LZ ve AgGSHNI?**LZ spektrumlari haricindeki spektrumlarda kayda
deger bir kaymaya maruz kalmadig1 gdzlenmistir. AgGSHCu?*LZ ve AgGSHNi*LZ
spektrumlarinda ise pikin kaybolarak —OH’dan kaynaklanan 3320 ve 3329 cm™ deki
piklerin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. LZ yapisinda bulunan amin titresim pikleri ise
kayarak —~NH3" grubundan kaynaklanan pikin icine gdmiilmiistiir. AgGSH’in —~NH3"
grubunun AgGSHCU?*LZ ve AgGSHNi**LZ kompleksleri disindaki komplekslerde
etkilesime katilmadigi, LZ yapisinda bulunan amin gruplarmin ise katildig:
goriilmektedir. LZ yapisinda 1643 cm™de bulunan amit I pikinin diger
spektrumlarda kayda deger bir kaymaya ugramadigi goriilmiistiir. Amit II piki ise
AgGSHAg'LZ spektrumunda 1558 cm™, AgGSHCd**LZ spektrumunda 1551 cm™,
AgGSHC0*LZ spektrumunda 1581 cm™, AgGSHCU?*LZ spektrumunda 1557 cm™,
AgGSHFe**LZ spektrumunda 1552 cm™, AgGSHHg?'LZ spektrumunda 1556 cm’
Lde AgGSHNi*LZ spektrumunda 1568 cm™de, AgGSHZn’'LZ spektrumunda
1556 cm™’de ¢ikmistir. Amit II pikinin tiim spektrumlarda kaydigi goriilmiistiir. Bu
sonu¢ LZ’nin —NH gruplan ile etkilesime girdigini gostermektedir. AgGSH
spektrumunda 1408 cm™de gériilen karboksilat pikinin tiim spektrumlarda 1 — 5 cm’
! arasinda kaymaya ugramasi bu grubun zayif etkilesimlere girdigini veya hig
girmedigini gostermektedir. AgGSH spektrumunda 1570 cm™’de bulunan asimetrik

karboksilat piki ise kayarak amit pikleri ile ortiismiistiir.
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Sekil 4.193. LZ, AgGSH, AgGSH-metal iyonu-LZ yapilarinin ¢dziicii buharlastirilmast sonrasinda
elde edilen FTIR spektrumlari
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LZ yapisinda alfa sarmal yapis1 beta tabaka yapisindan daha fazla bulunmaktadir. LZ
ndtral pH’larda (pH 6-10) normal yapisin1 korurken, asidik pH’larda (pH 4’iin alt1)
denatiire olarak fibril halde bulunmaktadir. Yiiksek pH’larda (pH 10’un {stii) ise
agregasyona ugradigi belirtilmektedir [509-511]. Calisilan pH araliginda (7,13 —
8,48) meydana gelen etkilesimlerin LZ’nin normal konformasyonu ile olustugu

sOylenebilir.

4.4.3. Tripsin tayini

Tripsin tayini, denemesi yapilan metal iyonlar1 icerisinden Ag*, Hg**, Ni?* ve Zn?*
iyonlart bulunan ortamlarda gergeklestirilmistir. FTIR spektrumlart boliimiin
sonunda toplu bir sekilde verilecektir. Spektrumlarin yorumlanmasinda literatiir

caligmalarindan faydalanilmistir [512, 513].

4.4.3.1. Ag" iyonu bulunan ortamda tripsin tayini

AgGSHAQ'TRY, AgGSH, AgGSH ve Ag®, AgGSH ve TRY, TRY, TRY ve Ag"
iyonu ¢ozelti karisimlarimin  absorpsiyon  spektrumlari  Sekil  4.194’de
gosterilmektedir. AgGSH ve TRY arasinda gerceklesen etkilesim nedeniyle
absorpsiyon piki genisleyerek 419 nm’ye kaymistir. AgGSH ve Ag" etkilesimi ise
absorpsiyon siddetini az da olsa arttirmigtir. TRY nin 277,5 nm’deki pikinin TRY-
Ag" etkilesimi sonrasi siddetini az da olsa arttirdig1 goriilmiistiir. AQGSHAQ TRY
cozeltisinin absorpsiyon pikinin siddeti ise diger absorpsiyon piklerinden daha fazla
cikmistir ve 420,5 nm’ye kaymistir. AgGSHAg'TRY c¢ozeltisinin dlgiilen pH’1
8,25’dir.

Sekil 4.195°deki kalibrasyon dogrusu, 420,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 10 —
500 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde
gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.196’da
gosterilmistir. Kompleklesme miktar1 arttik¢a absorpsiyon siddetinin belirgin bir

sekilde artmasi komplekslesmenin yavas gerceklestigini  gostermektedir.
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AgGSHAQ'TRY kompleksine ait AFM goriintiisii Sekil 4.197°de gdsterilmistir.

Yapinin agregasyona ugradigi goriillmektedir.

0,5 -
04 1 AgGSHAG*TRY
_An+ AgGSH

" TRY-Ag l AgGSH-Ag*
203 -
g &
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202 - J
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Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.194. AgGSHAQ'TRY, AgGSH, AgGSH ve Ag®, AgGSH ve TRY, TRY, TRY ve Ag® iyonu
¢ozelti karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari

a) 05 -

Absorbans
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Sekil 4.195. Ag® iyonu bulunan ortamda artan TRY konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.195(Devam). Ag" iyonu bulunan ortamda artan TRY konsantrasyonlarindaki absorbans
degisimi (a), kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.196. Zamanla degisen AgGSHAg TRY absorbanslari
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Sekil 4.197. AGgGSHAQ'TRY yapisinin AFM gériintiisii (5x5 pm)
4.4.3.2. Hg*" iyonu bulunan ortamda tripsin tayini

AgGSHHg* TRY, AgGSH, AgGSH ve Hg?*, AgGSH ve TRY, TRY, TRY ve Hg?*
iyonu ¢Ozelti karisimlarinin  absorpsiyon  spektrumlart  Sekil  4.198°de
gosterilmektedir. AgGSH-Hg2+ cozeltisinin absorpsiyon siddeti azalmistir. TRY-
Hg”* ve TRY cozeltilerinin absorpsiyon siddetleri birbirine yakin ¢ikmustir,
AgGSHHQ* TRY ¢ozelti absorbanst AgGSH-Hg?* cozeltisinden fazla ¢iksa da
AgGSH-TRY c¢ozeltisinden diisiik ¢ikmistir. Bu  durum AgGSHHg2+TRY
cozeltisinde komplekse katilmayan Hg2+ iyonunun giimiis nanopargacigi ile
etkilesiminin devam ettigini gdstermektedir. AgGSHHg2+TRY ¢ozeltisinin Ol¢iilen
pH’1 7,13’ tiir.

Sekil 4.199’daki kalibrasyon dogrusu, 408,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 50 —
300 pg/mL konsantrasyon araligina karsi grafige gecirilmesiyle hazirlanmistir. Elde

edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik tizerinde
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gosterilmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil 4.200°de
gosterilmistir. Hg2+ iyonunun giimiis nanoparcaciglr ile etkilesiminin zaman
icerisinde de devam ettigi ve absorpsiyon siddetinin az miktarlarda azaldig
goriilmiistir. AGGSHHg?'TRY kompleksine ait AFM goriintiisii Sekil 4.201°de

gosterilmistir. Yapinin agregasyona ugradig goriilmektedir.
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Sekil 4.198. AgGSHHg” TRY, AgGSH, AgGSH ve Hg*, AgGSH ve TRY, TRY, TRY ve Hg*'
iyonu ¢6zelti karisimlarimin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.199. Hg*" iyonu bulunan ortamda artan TRY konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)



b) 0,25

Absorbans

0,24

0,23

0,22

0,21

218

y = 7E-05x + 0,2172
R?=0,9975

50 100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.199(Devam). Hg** iyonu bulunan ortamda artan TRY konsantrasyonlarindaki absorbans
degisimi (a), kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.200. Zamanla degisen AgGSHHg? TRY absorbanslari
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Sekil 4.201. AgGSH ng+TRY yapisinin AFM goriintiisii (5x5 pm)
4.4.3.3. Ni*" iyonu bulunan ortamda tripsin tayini

AgGSHNI*TRY, AgGSH, AgGSH ve Ni**, AgGSH ve TRY, TRY, TRY ve Ni**
iyonu  ¢ozelti karisimlarimin  absorpsiyon  spektrumlari  Sekil = 4.202°de
gosterilmektedir. AgGSH ve Ni?*  etkilesimi nedeniyle c¢ozelti karisimlarinin
absorpsiyon piki genislemistir. TRY-Ni* ve TRY ¢ozeltilerinin absorpsiyon siddeti
hemen hemen aym ¢ikmustir. AGGSHNI?*TRY ¢ozeltisinin absorpsiyon piki 415,5
nm’de ¢ikmig olup siddeti AgGSH-TRY ¢ozeltisinin absorpsiyon siddetinden daha
fazladir. AgGSHNI*TRY kompleks etkilesiminin zayif oldugu goriilmektedir.
AgGSHNi2+TRY ¢ozeltisinin 6l¢iilen pH’1 8,10°dur.

Sekil 4.203’deki kalibrasyon dogrusu, 415,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 50 —
500 pg/mL konsantrasyon araligina kars1 grafige gegirilmesiyle hazirlanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik {izerinde

gosterilmistir. AgGSH-Ni?* etkilesiminden kaynaklanan pik geniglemesi kompleks
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miktariin artmasi ile azalmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil

4.204°de gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi nedeniyle absorpsiyon

siddeti az da olsa artmistir. Sekil 4.205°de gosterilen AgGSHNi** TRY kompleksine

ait AFM goriintiistinde taneciklerin agrege oldugu goriilmektedir.

Absorbans

AgGSHNI#*TRY

AgGSH
TRY-Ni2+ \ / AgGSH-TRY
AgGSH-Ni2*
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Sekil 4.202. AgGSHNI**TRY, AgGSH, AgGSH ve Ni**, AgGSH ve TRY, TRY, TRY ve Ni** iyonu
¢ozelti karisimlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.203. Ni* iyonu bulunan ortamda artan TRY konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),

kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.204. Zamanla degisen AgGSHNi**TRY absorbanslari
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Sekil 4.205. AgGSHNI**TRY yapisinin AFM gbriintiisii (5x5 pm)
4.4.3.4. Zn* iyonu bulunan ortamda tripsin tayini

AgGSHZn*'TRY, AgGSH, AgGSH ve Zn®*, AgGSH ve TRY, TRY, TRY ve Zn?
iyonu  ¢ozelti karisimlarmin  absorpsiyon  spektrumlar1  Sekil  4.206’da
gosterilmektedir. AgGSH-Zn** ¢ozeltisinin absorpsiyon piki genisleyerek kirmiziya
kaymustir. TRY-Zn?** ve TRY c¢ozeltilerinin absorpsiyon pikleri hemen hemen
ortiismiistir. AgGSHZn2+TRY ¢oOzeltisinin absorpsiyon siddeti artarak 412,5 nm’ye
kaymustir. AgGSHZnZ+TRY ¢ozeltisinin Ol¢iilen pH’1 7,43 diir.

Sekil 4.207°deki kalibrasyon dogrusu, 412,5 nm’deki absorbans degisimlerinin 50 —
500 pg/mL konsantrasyon araligina kars1 grafige gegirilmesiyle hazirlanmigtir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun denklemi ve korelasyon katsayisi grafik iizerinde
gosterilmistir. AgGSH-Zn2+ etkilesiminden kaynaklanan pik genislemesi kompleks
miktariin artmasi ile azalmistir. Zamanin etkilesim hizina ve absorbansa etkisi Sekil

4.208°de gosterilmistir. Komplekslesme miktarinin artmasi nedeniyle absorpsiyon
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siddeti az da olsa artmistir. Sekil 4.209°da gosterilen AFM goriintiisiinde yapinin

agregasyona ugradig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.206. AgGSHZn* TRY, AgGSH, AgGSH ve Zn*, AgGSH ve TRY, TRY, TRY ve Zn*" iyonu
¢ozelti karigimlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.207. Zn" iyonu bulunan ortamda artan TRY konsantrasyonlarindaki absorbans degisimi (a),
kalibrasyon dogrusu (b)
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Sekil 4.208. Zamanla degisen AgGSHZn*'TRY absorbanslari
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Sekil 4.209. AgGSHZn**TRY yapisinin AFM gériintiisii (5x5 pm)
4.4.3.5. Tripsin icin alman FTIR spektrumlar:

Sekil 4.210°da gosterilen TYR spektrumunda 3281 ve 3069 cm ™ de bulunan pikler —
NH gerilme titresimleri nedeniyle olusan piklerdir. 1641 cm™’de gériilen pik —C=0
gerilme titresiminden olusan amit I pikidir. 1537 cm™de goriilen pik ise —-NH egilme
ve —C-N gerilme titresiminden kaynaklanan piklerin birlesmesi ile olusmustur.
AgGSH spektrumunda —NHs" grubundan kaynaklanan 3343 cm™deki pikin,
AgGSHNI*TRY spektrumu haricindeki spektrumlarda kayda deger bir kaymaya
maruz kalmadigi gdzlenmistir. AgGSHNI*TRY  spektrumundaki pikin ise
kaybodugu ve —OH’dan kaynaklanan 3314 cm™deki pikin ortaya ¢iktigt
goriilmektedir. TRY yapisinda bulunan amin titresim pikleri ise kayarak —NHs"
grubundan kaynaklanan pikin igine gomiilmiistir. AgGSH’in —NHs;" grubunun
AgGSHNi2+TRY kompleksi disindaki komplekslerde etkilesime katilmadigi, TRY

yapisinda bulunan amin gruplarinin ise katildig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.210. TRY, AgGSH, AgGSH-metal iyonu-TRY yapilarinin ¢6ziicii buharlastirilmasi sonrasinda
elde edilen FTIR spektrumlari

TRY yapisinda 1641 cm™*de bulunan amit I pikinin diger spektrumlarda kayda deger
bir kaymaya ugramadign goriilmiistir. Amit II piki ise AgGSHAg TRY
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spektrumunda 1554 cm™, AgGSHHg?*TRY spektrumunda 1552 cm™
AgGSHNI*TRY spektrumunda 1591 cm™, AgGSHZn*TRY spektrumunda 1556
cm™de ¢ikmistir. Amit 11 pikinin tiim spektrumlarda kaydig1 ve siddetinin azaldig
gorilmiistir. Bu sonu¢ TRY’nin —-NH gruplarnt ile etkilesime girdigini
gostermektedir. AgGSH spektrumunda 1408 cm™’de goriilen karboksilat pikinin tim
spektrumlarda 1 — 5 cm™ arasinda kaymaya ugramasi bu grubun zayif etkilesimlere
girdigini veya hi¢ girmedigini gdstermektedir. AgGSHNi?*TRY spektrumunda bahsi
gecen pik nitrat grubundan kaynaklanan 1350 cm ™V deki pikin icerisine gomulmiistiir.
AgGSH spektrumunda 1570 cm™de bulunan asimetrik karboksilat piki ise kayarak
amit pikleri ile ortiismiistiir.

Try’nin normal yapisina beta tabaka ve alfa sarmal yapisi hakimdir. TRY nin en
kararli oldugu pH, 3 olarak belirtilmistir. Daha asidik pH’larda (pH 3’iin alt1) ve
yilksek pH’larda (pH 10’un istii) ise denatiirasyon ve agregasyondan dolayi
konformasyonal degismelere ugradigi belirtilmektedir [514, 515]. Notral pH’larda
ise otolizden dolay: kararli kalamamaktadir. Otolizi geciktirmek veya onlemek icin
Ca’* iyonlar1 kullanilmaktadir. Ca** iyonu kullanimi ile enzimin aktivitesi de
korunmaktadir. Tayinde kullamilan Ag’, ng+, Ni%* ve zn* iyonlar1 ise TRY
tizerinde inhibisyon etkisi yapmaktadir. Substrat ile ayni bdlgelere baglanarak
enzimin yapisinin korunmasina neden olmaktadirlar. Bu durum metal iyonlarinin
ortamdan uzaklastirilmas1 ve Ca iyonlarinin ortama ilave edilmesi ile TRY nin
aktivitesini tekrar kazanmasi ile literatiirde kanitlanmistir [516]. Calisilan pH
araliginda (7,43 — 8,25) metal iyonu etkilesimleri sayesinde TRY ’nin kararl kaldig
ve meydana gelen etkilesimlerin TRY’nin normal konformasyonu ile olustugu

sOylenebilir.



BOLUM 5. TARTISMA VE ONERILER

Yapilan denemelerin sonucunda amino asit tayinlerinde en ¢ok etkilesime katilan
iyonun Hg®* (Cys, His, Arg, Lys, Met) oldugu ortaya ¢ikarken, Co?* (Cys, His, Arg,
Lys), Cu?* (Cys, His), Cd** (Cys) ve Ni?* (Cys) iyonlari ise Hg”" iyonunu takip
etmislerdir. Ni?* ve Cd** iyonlarinin amino asitler igerisinde sadece sistein ile
etkilesim vermesi onemli bir sonu¢ olup diger amino asitlerin yapacagi girisim
etkisini ortadan kaldirmaktadir. Etkilesim veren tiirlerin birbirine yapacaklari girisim
etkisi verdikleri absorpsiyonlarin oranlanmasi ile incelenebilir (Sekil 5.1). Girisim

etkisini incelemek icin kullanilan formil su sekildedir;

14
0= AAgGSH—Metal iyonu—Amino asit — AAgGSH

AAgGSH—Metal iyonu—Amino asit — AAgGSH

Formiilde O; oran, A’AQGSH_MM iyonu-Amino asit; kullanilan amino asitlerin ¢alisilan dalga
boyundaki absorpsiyonu, Aagesn; modifiye giimiis nanopargaciklarinimn galigilan
dalga boyundaki absorpsiyonu, AagcsH-Metal iyonu-Amino asit; tayini gerceklestirilen amino

asidin calisilan dalga boyundaki absorpsiyonunu ifade etmektedir.
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Sekil 5.1. Girisim grafikleri; AgGSHNi**Cys (a); AgGSHCo*'Cys (b); AgGSHCd*Cys (c);
AgGSHCU**Cys (d); AgGSHHg*'Cys (e); AgGSHCu*'His (f); AgGSHCo*'His (g); AgGSHHg**His
(h); AgGSHCo*Arg (1); AgGSHHg”*Arg (i); AgGSHCo’'Lys (j); AgGSHHg*'Lys (k);
AgGSHHg? Met (1)
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Oran (423 nm)
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Sekil 5.1(Devam). Girisim grafikleri; AgGSHNi?*Cys (a); AgGSHC0? Cys (b); AgGSHCA*'Cys (c);
AgGSHCU**Cys (d); AgGSHHg*'Cys (e); AgGSHCu*'His (f); AgGSHCo*'His (g); AgGSHHg**His
(h); AgGSHCo*Arg (1); AgGSHHg”*Arg (i); AgGSHCo’*Lys (j); AgGSHHg*Lys (k);
AgGSHHg* Met (1)
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Oran (418 nm)
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Sekil 5.1(Devam). Girisim grafikleri; AgGSHNi**Cys (a); AgGSHCo0? Cys (b); AgGSHCd*'Cys (c);
AgGSHCU**Cys (d); AgGSHHg* Cys (e); AgGSHCU*"His (f); AgGSHCo* His (g); AgGSHHg* His
(h); AgGSHCo*Arg (1); AgGSHHg”*Arg (i); AgGSHCo’'Lys (j); AgGSHHg*'Lys (k);
AgGSHHg? Met (1)
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Sekil 5.1(Devam). Girisim grafikleri; AgGSHNi**Cys (a); AgGSHCo0? Cys (b); AgGSHCd*'Cys (c);
AgGSHCU**Cys (d); AgGSHHg* Cys (e); AgGSHCU*"His (f); AgGSHCo* His (g); AgGSHHg* His
(h); AgGSHCo*Arg (1); AgGSHHg”*Arg (i); AgGSHCo’'Lys (j); AgGSHHg*'Lys (k);
AgGSHHg? Met (1)
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Sekil 5.1(Devam). Girisim grafikleri; AgGSHNi**Cys (a); AgGSHCo0? Cys (b); AgGSHCd*'Cys (c);
AgGSHCU**Cys (d); AgGSHHg* Cys (e); AgGSHCU*"His (f); AgGSHCo* His (g); AgGSHHg* His
(h); AgGSHCo*Arg (1); AgGSHHg”*Arg (i); AgGSHCo’'Lys (j); AgGSHHg*'Lys (k);
AgGSHHg* Met (1)
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Sekil 5.1(Devam). Girisim grafikleri; AgGSHNi**Cys (a); AgGSHCo0? Cys (b); AgGSHCd*'Cys (c);
AgGSHCU**Cys (d); AgGSHHg* Cys (e); AgGSHCU*"His (f); AgGSHCo* His (g); AgGSHHg* His
(h); AgGSHCo*Arg (1); AgGSHHg”*Arg (i); AgGSHCo’'Lys (j); AgGSHHg*Lys (k);
AgGSHHg? Met (1)
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Oran (249 nm)
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Sekil 5.1(Devam). Girisim grafikleri; AgGSHNi**Cys (a); AgGSHCo0? Cys (b); AgGSHCd*'Cys (c);
AgGSHCU?*Cys (d); AgGSHHg* Cys (e); AgGSHCU* His (f); AgGSHCo* His (g); AgGSHHg* His
(h); AgGSHCo*Arg (1); AgGSHHg®Arg (i); AgGSHCo*Lys (j); AgGSHHg*Lys (k);
AgGSHHg* Met (1)

Ni?* iyonu bulunan ortamda gergeklestirilen Cys tayininde Tyr’nin ve ozellikle
Trp’nin grisimi s6z konusudur. Daha once de belirtildigi gibi bu girisimler
etkilesimden dolay1 ger¢eklesmemis, Tyr ve Trp’nin halkali gruplarinin absorpsiyonu
neticesinde olugsmustur. Bu amino asitlerin absorpsiyon spektrumlarinin ortiismesi
tirev spektroskopisi ile kolaylikla ¢oziilebilir (Sekil 5.2). Sekil 5.2a’dan da
goriilebilecegi gibi 323,5 nm’de Trp ve Tyr absorbanslari sifira yakinken
AgGSHNi*Cys absorbans farki olusturmustur. Bu durum Cys, Trp ve Tyr’nin bir
arada bulundugu ortamlarda tiirev spektroskopisi kulanilarak Cys’nin higbir girisime
maruz kalmadan tayin edilebilecegini gostermektedir. Tayin siirlari tiirev alinmamis
haliyle aymdir. Co? iyonu bulunan ortamda ise UV bolgesinde Tyr ve Trp’nin
girisimi s6z konusuyken goriiniir bélgede yapilan tayinde sadece His amino asidinin
cok az bir girisimi mevcuttur. Tyr ve Trp girisimi NiZ* iyonunda oldugu gibi tiirev
spektroskopisi ile ¢oziilebilir. Sekil 5.2b’den de goriilebilecegi gibi 322,5 nm’de Tyr
ve Trp’nin etkileri minimuma indirilebilmektedir. Hg?* iyonu bulunan ortamda ise
His amino asidinin kuvvetli bir girisimi s6z konusudur. Bu spektrumlara da tiirev
spektroskopisi uygulandiginda His’in girisiminin 310 nm civarinda azaltilabilecegi
goriilmiistiir (Sekil 5.2c). Cd* ve cu* iyonlar1 bulunan ortamda ise higbir amino

asidin girisim yapmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 5.2. AgGSHNi*Cys, AgGSHCo0®'Cys ve AgGSHHg*Cys i¢in uygulanan

spektroskopisinin grafigi
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tiirev
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Sekil 5.2(Devam). AgGSHNi**Cys, AgGSHC0*Cys ve AgGSHHg*Cys igin uygulanan tiirev

spektroskopisinin grafigi

His denemelerinde ise Cu** iyonu bulunan ortamda yapilan denemelere pek ¢ok

aminosidin girisim yaptig1 goriilmektedir. Co®* ve Hg?* iyonlar1 bulunan ortamlarda

ise Cys’nin girisimi s6z konusudur. Co*" iyonu bulunan ortamda tiirev spektroskopisi

ile 250,5 nm’de Cys etkisi bertaraf edilebilirken (Sekil 5.3) ng+ i¢cin ayni durum s6z

konusu olmamistir. Cu** ve Hg®* bulunan ortamlarda His miktarimin diger amino

asitlere gore arttirilmasi ile tayin gerceklestirilebilir.

0,04 -
0,02 - 250,5 nm
0 \L,\\ e
e S g 1
2 0 [\ 00 350 400
0,02 - AgGSHCo% His
-0,04 -

Sekil 5.3. AgGSHCo?*His igin uygulanan tiirev spektroskopisinin grafigi
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Arg ve Lys tayinlerinde ise Co”" iyonu bulunan ortamda diger amino asitlerin
girisimlerinin fazla oldugu gériilmektedir. Hg”" iyonu bulunan ortamda ise Cys ve
His’in yaninda Arg ve Lys’nin birbirine girisimi s6z konusudur. Uygulanan tiirev
spektroskopisi ile de girisimler bertaraf edilememistir. Bu amino asitlerin bir arada
bulundugu ortamda tayin gerceklestirmenin zor oldugu, diger amino asitlerin
bulundugu ortamlarda tayinin gergeklestirilebilecegi sonucu ¢ikarilabilir. Benzer
durum ng+ bulunan ortamda Met tayini i¢in de gecerli olup Cys, His, Trp ve Tyr

girisimleri tiirev spektroskopisi ile de ¢oziilememistir.

Protein ve enzim tayinlerinde ise Zn*" iyonu, denenen tim bilesenlerle etkilesim
vermistir. Zn®* iyonunu Ni** (CK, BSA, LZ, TRY), Cd** (BSA, oLA, CK), Cu®*
(BSA, oLA, LZ), Hg*" (BSA, LZ, TRY), Ag*" (CK, LZ, TRY), Co*" (CK, LZ) ve
Fe** (aLA, LZ) iyonlar takip etmistir. Etkilesim sonrasi ii¢lii kompleks olusmas,
sadece iki bilesenin birbirine ilgisinin tayin ic¢in yeterli olmamasi gerceklesen
kompleksler i¢in metal iyon seciciligi olusturmustur. Diger metal iyonlar1 ve
biyolojik maddelerin tiimii i¢in etkilesimin gerceklesmedigi diisiiniilmemelidir. Baz1
denemelerde gerekli giiglii etkilesimlerin  kurulamamasi nedeniyle absorbans
diizensizlikleri goriilmiistiir ve kantitatif tayin i¢in gereken kalibrasyon dogrusu
olusturulamamistir. Baz1 kalibrasyon grafiklerinde goriilen diisiik absorbans farklar
kantitatif analiz esnasinda hataya yol agabilecek diizeydedir. Bu durumun, olusacak
kompleksler igin reaksiyon siiresinin uzatilmasit ile kismen c¢oziilebilecegi
diisiiniilmektedir. Amino asit tayinlerinde onerilen kompleks yapilar her ne kadar
FTIR spektrumlarinin yorumlanmas: ile desteklenmeye c¢alisilsada muhtemel
yapilardan 6teye gidememektedir. GSH ve aminoasitlerin pek ¢ok fonksiyonel gruba
sahip olmast nedeniyle, olusacak kompleksler i¢in birden fazla olasiliktan
bahsedilebilir. Literatiir kullamlarak énerilen kompleks yapilarda Ni** ve Cu®* igin
dort, Co?* ve Cd* igin alt1 koordinasyon sayisi benimsenmistir. Hg?* iyonu igeren
kompleksler i¢in koordinasyon sayisi iki olarak bilinsede literatiirde dort ve alti
koordinasyon sayisina sahip kompleksler oldugu goriilmiis ve onerilen yapilarda alti

koordinasyon sayis1 benimsenmistir.
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Tayin Araligi

Dalga Boyu

(M) (nm) Dogru Denklemi R?
Sistein Tayini
AgGSHNi**Cys | 100 — 1000 270,1 y=0,012x+0,096 0,9999
AgGSHCo*"Cys | 10100 261,5 y=0,0011x+0,162 0,9985
100 — 1000 397 y=0,01x+0,1897 0,9991
AgGSHCd*"Cys | 100 — 600 423 y=0,0001x+0,2555 0,9987
AgGSHCu™"Cys | 200 —900 405 y= 8E-5x+0,227 0,9935
AgGSHHg**Cys | 300 — 500 418 y=0,0002x+0,1233 0,9962
[333] 10 — 1000 - y=9,4107x-0,0391 0,9973
[334] 0,8-80,0 - - 0,998
[335] 2-12 - y=1,54x-0,06 0,995
[336] 10 - 100 - - 0,997
[337] 0-100 - - 0,9979
[338] 0,001-7,000 |- y=219,5x+1969,7 0,9947
[339] 0,1-0,5 - y=-4,20x10°x+0,202 0,999
[340] 50 — 250 - y=0,000117x+0,000164 | 0,9997
[341] 0,05 — 90,00 - y=0,474x-0,024 0,998
Histidin Tayini
AgGSHCu*"His | 100 — 500 267,7 y=0,0005x+0,5719 0,9997
AgGSHHg”*His | 400 — 700 412 y=7E-05x+0,2602 0,998
AgGSHCo*"His | 600 — 1000 400,5 y=7E-05x+0,2602 0,9925
[243] 0,001 -0,100 |- y=-14,932x-45,323 0,9843
[244] 0,13-0,77 - - 0,997
[245] 0,5-1000,0 - y=9,62x10'x-139,40 0,9998
[246] 50 — 5000 - y=1,010x+0,017 0,997
[247] 0,02 — 200 - - 0,999
Arginin Tayini
AgGSHCo**Arg | 60— 700 499 y=4E-05x+0,1446 0,9959
AgGSHHg**Arg | 100 — 500 499 y=0,0002x+0,0499 0,9902
[105] 275 - 18340 - - 0,9999
[106] 29— 574 - y=0,012x+0,017 0,999
[108] 0,01-1,00 - -
[111] 100 — 30000 - - -
Lisin Tayini
AgGSHCo*'Lys | 100 —800 499 y=4E-05x+0,1434 0,9912
AgGSHHg”'Lys | 100 — 800 499 y=0,0001x+0,0392 0,9926
[282] 0-500 500 y=0,8585x+0,0455 0,9999
[284] 7-130 - y=0,0199x+0,0181 0,9997
[286] 1000 - 50000 - - 0,995
[287] 0,8-10,0 - y=-0,00431x+0,04086 0,9975
Metyionin Tayini
AgGSHHg*Met | 10 — 100 249 y=0,0004x+0,2317 0,9928
100 — 1000 y=0,0003x+0,25 0,9956
[297] 04-7,0 - y=12,471x+56,127 0,995
[298] 100 — 30000 - - 0,999
[299] 100 — 500 - - -
[301] 1,4x10°-67,0 | - y=0,0019x+0,0670 0,9996
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Tablo 5.1(Devam). Sonuglarin literatiir ile karsilagtiritlmasi

Tayin Araligi | Dalga Boyu - . 2
(ug/mL) (m) (A) Dogru Denklemi R
BSA Tayini
AgGSHCd*BSA | 5-200 410 y=0,0002x+0,2629 0,9972
AgGSHCU*BSA | 10— 400 403 y=9E-05x+0,3365 0,9966
AgGSHHg"*BSA | 200 — 500 394 y=4E-05x+0,2859 0,9985
AgGSHNIBSA | 50 — 500 412 y=5E-05x+0,2147 0,9951
AgGSHZn**BSA | 100 — 500 404 y=3E-05x+0,3155 0,998
[396] 0,01 2,00 - y=139,65x+1,57 0,9961
[398] 9,6 1248 - y=0,34x+0,38 0,9990
[400] 0,01 - 5,00 - y=2,75x10°x+43,10 0,9932
a-laktalbumin Tayini
AgGSHCd*” aLA | 50 — 400 409,5 y=0,0001x+0,2989 0,9988
AgGSHFe* LA | 5-300 3945 y=0,0003x+0,4536 0,9986
AgGSHCU” 'aLA | 5—200 405 y=0,0004x+0,3115 0,9982
AgGSHZn"oLA | 5-200 407,5 y=0,0001x+0,3054 0,9971
[408] 0,4-60,0 - - 0,9994
[410] 0-10 - y=1,2319x-0,168 0,9791
Kreatin Kinaz Tayini
AgGSHAgQ'CK 5-100 410,5 y=0,0005x+0,2719 0,9993
AgGSHCd**CK 5-500 407,5 y=0,0005x+0,2767 0,9966
AgGSHCo0”"CK 5-200 408 y=0,0003x+0,2687 0,9968
AgGSHNI**CK 5-500 4115 y=0,0005x+0,2541 0,995
AgGSHZn* CK 1-500 406 y=0,0004x+0,2751 0,9984
[430] 0,03 - 8,50 - y=0,213x+46,101 0,985
[431] 1,40x10°-0,14 | - y=1,1x10°x-6,1x10° | 0,99
[432] 1,4x10” — 0,003 y=0,2267x+3,3x10” 0,990
Lizozim Tayini
AgGSHAg'LZ 10 - 300 419 y=0,0004x+0,2849 0,9951
AgGSHCd*'LZ 50 - 500 417 y=5E-05x+0,3293 0,9955
AgGSHCo”'LZ 50 — 400 418,5 y=5E-05x+0,3233 0,9918
AgGSHCU*'LZ 10 - 200 408,5 y=0,0004x+0,3149 0,9973
AgGSHFe*'LZ 50 — 500 404,5 y=8E-05x+0,4569 0,9967
AgGSHHg™LZ 10 - 300 406,5 y=7E-05x+0,2835 0,9949
AgGSHNI*'LZ 50 — 500 414 y=7E-05x+0,285 0,9943
AgGSHZn*'LZ 50 — 500 411,5 y=7E-05x+0,3201 0,9952
[440] 0,08 — 2,00 - y=66,54x-7,08 0,9988
[443] 10 - 100 280 y=0,006x+0,0141 0,9959
[444] 0,01-0,10 - y=-22,69x-164,15 0,998
[445] 0,8-35,0 - y=92,50x-107,82 0,9954
Tripsin Tayini
AgGSHAg'TRY | 10 —-500 420,5 y=0,0002x+0,2517 0,9965
AgGSHHgZ+TRY 50 — 300 408,5 y=7E-05x+0,2172 0,9975
AgGSHNi“TRY | 50 —500 415,5 y=4E-05x+0,2266 0,9966
AgGSHZn”'TRY | 50 — 500 4125 y=0,0001x+0,272 0,9961
[450] 0,01 - 100,00 - - 0,992
[452] 5-14 - - 0,9993
[453] 0,5-20,0 - - 0,9967
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Literatiir taramas1 bdliimiinden de anlasilabilecegi gibi nanoparcacik ve biyolojik
molekiil etkilesimlerinde absorpsiyon yontemi kullanailabilecegi gibi floresans ve
sacilma yontemleri de kullanilabilmektedir. Bu tezde yapilan g¢alismalarin bazi
boliimlerinin floresans ve sagilma yontemlerine de uygun oldugu diisiiniilmektedir.
Uygulanan yontemin gegerliligi literatiir ¢alismalarinda belirtilen tayin sinirlar ile
karsilastirilmast ile anlagilabilir (Tablo 5.1). Literatiir degerlerine bakildiginda
belirtilen tayin siirlarinin, amino asit tayinleri i¢in kabul edilebilir diizeyde, protein

ve enzim tayinleri i¢in ise nispeten yiiksek kaldig1 sdylenebilir.
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