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OZET!

SPEKTROFOTOMETRIK HOMOSISTEIN TAYINi

Homosistein ~ (2-amino-4-merkaptobiitirik ~ asit), = metabolizmada  metiyoninin
demetilasyonu sonucu agiga ¢ikan endojen bir amino asittir. Genetik hastaliklara ya da
yanlis beslenme sonucu Bg, By, vitamini eksikligine bagl olan enzimatik bozukluklar,
kronik bobrek hastaliklari, yas, cinsiyet gibi fizyolojik faktorler, yasam aliskanliklari
(alkol, sigara tiiketimi), bazi ilaglarin kullanimi gibi sebeplerden otiirii plazmadaki
homosistein miktarinin 15 pM’1 ge¢mesi hiperhomosisteinemi olarak adlandirilir.
Hiperhomosisteinemi, folat ve kobalamin (B, vit) eksikliginin duyarli bir belirteci ve
kalp-damar hastaliklar1 i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir. Plazmadaki toplam
homosistein derisimi ayrica hamilelik komplikasyonlari, akil hastaliklar1 ve yaslilikta
goriilen zihinsel bozukluklarla da iligkilidir. Bu nedenlerden dolay1 basta plazma olmak
tizere biyolojik sivilarda homosistein tayini giderek 6nem kazanmaktadir.

Calisgmamizda homosistein (hCys), yapisindaki serbest tiyol grubundan faydalanilarak
pH 9.2°de en ¢ok kullanilan tiirevlendirme ayiraglarindan olan o-fitalaldehit (OPA) ile
tiirevlendirildi. Oda sicakliginda hemen olusan ve en az '% saat kararliligini koruyabilen
hCys-OPA tiirevinin 600 -200 nm aras1 spektrumu cizilerek homosisteinin tek basina
bulundugu durumda 280 nm’deki absorbansindan yararlanilarak tayin edilebilecegi
gorildii. Homosisteinin organizmada transmetilasyon reaksiyonlar1 ile sistein veya
tekrar metiyonine metabolize oldugu bilindiginden homosisteinin sistein ve metiyonin
ile yan yana analizi sartlar1 da incelendi. Ayni tiirevlendirme kosullarinda Cys-OPA ve
met-OPA tiirevleri hazirlanarak spektrumlar ¢izildiginde sistein i¢in 273 nm’de
metiyonin ic¢in ise 244 nm’de maksimum absorbanslar elde edilmesine ragmen
spektrumlarda girisimler oldugu goriildii. Her {ic amino asit-OPA tiirevine ait ikinci
tiirev spektrumlari alindiginda homosistein ve metiyoninin diiglim noktalarinin
bulundugu 265 nm’de sistein tayini, 280 ve 300 nm’lerdeki toplam tiirev absorbans
degerlerinden ise homosistein ve metiyonin tayininin yapilabilecegi sonucuna varildi.
hCys, Cys ve met icin ikinci tiirev absorbans degerleri ile elde edilen LOD degerleri,
hCys i¢in 280 ve 300 nm’lerde sirasiyla 0.8 ppm ve 1.05 ppm, Cys i¢in 265 nm’de
5.34 ppm ve met i¢in 300 nm’de 0.6 ppm’dir. Gelistirilen yontemin homosistein tayin
sinir1, hiperhomosisteineminin ilk evresi i¢indedir. Teshis acisindan biiylik 6nemi olan
bu mertebedeki homosistein miktarini, sistein ve metiyonin miktarlar ile birarada tayin
edebilen bu yontem, ¢ amino asidin sentetik karigimlarina basariyla
uygulanabilmektedir. Y6ntemin, hCys tayininin 6nemli oldugu plazma gibi karmasik bir
matrikse klasik kromatografik ve immiinolojik yontemlerin ¢cogundan daha basit, ucuz
ve hizli bir sekilde uygulanabilmesi i¢in diger amino asitlerin bozucu etkilerinin
kemometrik bir yaklagimla ortadan kaldirilmasi gerekmektedir.

' Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Ydriitiici Sekreterligi tarafindan

T-414/08032004 sayili1 proje ile desteklenmistir.



SUMMARY'

SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF HOMOCYSTEINE

Homocysteine ( 2-amino-4-mercaptobutyric acid) is an endogenous amino acid, which
is generated by the demethylation of methionine. Hyperhomocysteinemia is described
for upper levels than 15 uM plasma hCys level in due to the enzymatic failures, which
was the results of the inherited disorders of the main enzymes of homocysteine
metabolism or the nutritional deficiencies of the vitamin cofactors such as Bg, B, or the
diseases (i.e. chronic renal failure, cancer), the physiological factors (i.e., age, sex), the
lifestyle determinants (smoking, coffee consumption), the usage of some medicines, etc.
Hyperhocysteinemia is a sensitive marker of folate and cobalamin (vitamin Bj;)
deficiencies and independent risk factor for cardiovascular diseases (CVDs). Plasma
total (thCys) concentrations are also related pregnancy complications, psychiatric
disorders and cognitive impairment in the elderly. Because of these reasons, the
measurement of thCys in the biological fluids (expecially in plasma) is potentially of
great importance.

In our study, homocysteine (hCys) was derivatized with o-phtaldehyde (OPA), the
common derivatizating reagent, at pH 9.2 utilizing from free thiol moiety of its
structure. It was observed that hCys that was alone could be determined by using the
absorbance at 280 nm drawing the spectrum of hCys-OPA derivative, which was
formed immediately, and stable at least /2 hour at room temperature. Because it was
known that homocysteine metabolized to cysteine or methionine by trasmethylation
reactions, the conditions of simultaneous determination of hCys, Cys and met were
investigated. The spectra of Cys-OPA and met-OPA derivatives prepared at the same
derivatization conditions had maxima at 273 nm for Cys and at 244 nm for met but
there were interferences. It was concluded that Cys could be determined at 265 nm,
crossing point for hCys and met spectra, hCys and met could be determined using total
derivative absorbance values at 280 nm and 300 nm from the second-derivative spectra
of each of three amino acid-OPA derivatives. Limit of detection values (LOD) obtained
from second derivative absorbance values were, 0.8 ppm and 1.05 ppm for hCys at 280
and 300 nm, respectively 5.34 ppm for Cys at 265 nm and 0.6 ppm. for met at 300 nm.
Limit of quantitation of the developed method was in the first interval of
hyperhomocysteinemia (moderate hyperhomocysteinemia). This method that could
simultaneous determine the moderate amount of hCys that was important for diagnosis
with Cys and met amounts was successfully applied to the synthetic mixtures of these
three amino acids. But, for being applicable the proposed method as simpler, cheaper
and faster than most of the classical chromatographic methods and immunoassays to the
complex matrix such as plasma in which hCys determination is important, it was
necessary to use a chemometric approach for overcoming the interferences of the other
amino acids.

! This study was supported by Istanbul University Scientific Research Project Center with the project
number T-414/08032004
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I. GIRIS

Canli organizmalarin en onemli yap1 maddeleri proteinlerdir. Canlilarin biiyiimeleri,
iiremeleri, genetik Ozelliklerinin nesilden nesile aktarilmasi protein igeren maddeler
vasitasiyla olur. Bilindigi gibi amino asitler proteinlerin yapi taglaridir ve canli
organizmalar i¢in hayati 6nem tagirlar. Bunun yan1 sira amino asitler metabolizmadaki
bircok reaksiyona katilan endojen maddelerin (porfirin, pirimidin, purin...) de baslangi¢

maddeleridir.

Amino asitlerin bir kism1 metabolizma tarafindan sentezlenir. Bu tiir amino asitlere
esansiyel olmayan (endojen) amino asitler denir. Alanin, glisin, sistein, homosistein,
serin, aspartik asit, glutamik asit ve prolin endojen amino asitlerdir. Metabolizma
tarafindan sentezlenemeyen amino asitlere ise esansiyel (eksojen) amino asitler denir.
Canlilarin  yasamlarint devam ettirebilmeleri i¢in eksojen amino asitleri yedikleri
besinlerle mutlaka almalar gerekmektedir. Eksojen amino asitlere 6rnek olarak histidin,

metiyonin, 16sin, izoldsin, triptofan, fenilalanin, treonin ve lizini verebiliriz [1,2].

Endojen bir amino asit olan homosistein (2-amino-4-merkaptobiitirik asit)in insan
viicudundaki tek kaynagi eksojen bir amino asit olan metiyonindir. Homosistein,
metabolizmadaki transmetilasyon reaksiyonlar1 sirasinda metiyoninin demetilasyonu
sonucu agiga ¢ikar. Meydana gelen homosistein ¢esitli enzimatik reaksiyonlar sonucu
sisteine doniisebildigi gibi metil grubu veren kolin, betain gibi maddeler varlifinda
tekrar metiyonine de déniisebilir. Insan viicudundaki pek ¢ok dokuda normal sartlar
altinda glinde 15-20 mmol homosistein sentezlenir. Cesitli sebeplerden 6tiirii
homosistein metabolizmasindaki denge bozulabilir, bu durumda hiicre icersindeki
homosistein miktarinda artis goriiliir. Homosisteinin hiicre igerisindeki derisimi
0.8 uM’1 astig1 zaman fazlasi hiicre disina salinir. Plazmadaki homosistein miktari
15 uM’1 gectigi zaman hiperhomosisteinemi meydana gelir. Hiperhomosisteinemiye
sebep olan homosistein metabolizmasindaki diizensizlikler, ilk olarak 1962 yilinda

zihinsel bozuklugu olan ¢ocuklar iizerinde yapilan ¢alismalar sirasinda ortaya ¢ikmaistir.



Sonraki yillarda yapilan arastirmalar sonucu 1969°da McCully ve 1979’da Wilcken ve
Wilcken plazmadaki yiiksek miktardaki homosisteinin kalp-damar hastaliklarina sebep
oldugunu bulmuslardir. 1999 yilinda ise Lagman ve Cole homosisteini 90’larin
kolesterolii olarak tanimlamistir. 1962’den giliniimiize kadar yapilmis olan ¢alismalarda
hiperhomosisteineminin basta kalp-damar hastaliklar1 olmak {izere diisiiklere,
hamilelikte goriilen baz1 komplikasyonlara, kansere, akil hastaliklarina ve buna baglh
olarak Alzheimer hastalifina da sebep oldugu bulunmustur [3]. Tiim bu nedenlerden
Otlirii basta plazma olmak {izere biyolojik sivilarda homosistein tayini giderek 6nem
kazanmistir. Glinlimiizde homosistein tayinleri, en yaygini olarak yiiksek performanslh
stvi  kromatografisi (HPLC) olmak {izere, gaz kromatografisi (GC) ve kapiler
elektroforez (CE) gibi ayirma teknikleri ve immiinolojik yontemlerle yapilmaktadir.
[3,4] Cok nadir uygulama alanina sahip olmakla birlikte dogrudan tayin yontemleri de

mevcuttur [1].

Calismamizda, yukaridaki yontemlere gore daha az ekipman gerektiren, daha basit,
ucuz ve kisa silirede sonu¢ veren spektrofotometrik bir homosistein tayin yontemi
gelistirmek amaglanmistir. Bu amacgla homosisteinin yapisindaki serbest tiyol (-SH)
grubuyla reaksiyona girebilen ¢esitli tiirevlenirme ayiraglarinin belli baslilarindan olan

o-fitalaldehit (OPA) kullanilmistir.



II. GENEL KISIMLAR

I1.1. HOMOSISTEIN METABOLIZMASI

Homosistein (2-amino-4-merkaptobiitirik asit), ilk olarak 1932 yilinda du Vigneaud’un
stlfir kimyas1 ve metabolizmasiyla ilgili yapmis oldugu calismalar sirasinda sentez
edilmistir. Insan metabolizmasindaki pek ¢ok reaksiyon igin énemli olan homosistein,
endojen bir amino asit olmasina ragmen metabolizmadaki tek kaynagi olan metiyonin
eksojen bir amino asittir. Homosistein, metabolizmadaki transmetilasyon reaksiyonlari
sirasinda metiyoninin demetilasyonu sonucu agiga c¢ikar. Sekil II.1°de de gorildigi
lizere metiyonin Oncelikle aktif sekli olan S-adenozil metiyonin (SAM)e doniisiir.
S-adenozilmetiyonin (SAM) ise metil grubunu kolin, betain gibi alicilara aktararak
S-adenozilhomosistein (SAH)e doniisiir. Ardindan S-adenozilhomosistein (SAH)in
hidrolizi sonucu adenozil ve homosistein meydana gelir. Meydana gelen homosistein,
iki temel metabolik mekanizmaya sahiptir:

(1) Sistatyonin  B-sentaz (CBS) enzimi katalizorliiglinde serinle

kondensasyon reaksiyonuna girerek sistatyonin {izerinden sisteine doniisiir. Bu

dontisiim sirasinda kofaktor olarak piridoksal-5'-fosfat (B¢ vitamini)a ihtiyag

vardir.

(i1) Metiyonin sentaz (MS) ve metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimleri

(MTHFR) katalizorliigiinde tekrar metiyonine doniislir. Bu donilisiim sirasinda

ise kofaktor olarak B;, vitaminine ihtiya¢ vardir.

(ii1) Semada gosterilmeyen {iglincli bir yoldan ise betain gibi bir metil

vericiyle homosistein metil transferaz enzimi katalizérliigiinde girerek

N,N-dimetilglisin ve metiyonine doniisiir [5,6,7].

Tiim bu reaksiyonlar sonucu saglikli bir insanda giinde 15-20 mmol homosistein
sentezlenir. Bu miktarin yalmizca % 1-2’si serbest (indirgenmis) homosisteindir.
% 10-20’s1 homosistein, sistein ya da diger diisiik molekiil agirlikli aminotiyollerle
bagli oldugu disiilfiir (-S-S-) seklindedir. En biiylik kismi ise % 80-90 oraninda
proteinlere bagli olarak bulunur. (Sekil I1.2)
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Sekil I1.2 Metabolizmada homosisteinin bulunus sekilleri

Normal sartlar altinda homosistein metabolizmast oldukca diizgiin isler ve sentezlenen
15-20 mmol homosistein, metiyoninin fazla oldugu durumlarda sisteine doniisiirken,
metiyoninin eksik oldugu durumlarda ise tekrar metiyonine doniisiir [8].Tablo 1I.1°de

kisaca 6zetlenmis olan sebeplerden 6tiirii homosistein miktarinda artis goriiliir.




Tablo II.1 Yiiksek miktardaki homosisteinin sebepleri

Genetik Faktorler :
Sistatiyonin B-sentaz (CBS)
Metiyonin sentaz (MS)
Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR)
Beslenme :

Folat eksikligi

B¢ vitamini eksikligi

B, vitamini eksikligi

Asir1 miktarda metiyonin alimi
Demografik Faktorler :
Yaslanma

Cinsiyet

Beyaz 1tk

Menopoz

Kronik Hastahklar :
Bobrek yetmezligi

Seker hastalig1
Hipotiroidizm

Sedef hastalig

Organ nakilleri

ila¢ Kullanimn :

Alkol

Kafein

Dogum kontrol haplari

Kortikosteroidler

Yiiksek miktardaki homosisteinin sebeplerini biraz daha agmak gerekirse ilk olarak
belirtilmesi gereken enzimlerin yetersizligine bagli olan yiikselmelerdir. Tablo II.1°de
acitk adlart verilmis olan CBS, MS ve MTHFR enzimlerinin homosistein
metabolizmasinda ne kadar Onemli gorevler iistlendikleri yukarida (Sekil II.1)
aciklanmisti. Enzimlerinin islevlerini yerlerine getiremeyislerinin iki temel sebebi
vardir. Bunlardan birincisi bazi kalitsal hastaliklar [6,9] digeri ise bu enzimlerin

kofaktorleri olan B ve By, vitamini eksikligidir. Bu vitaminlerin eksikliginin nedenleri



ise basta diizensiz ve yanlis beslenme olmakla birlikte [6] yaslanmaya bagli olan
B vitamini eksiklikleri [3] ve alkol, sigara, kafein tiiketimi sebebiyle metabolizmadaki

folat ve B¢ vitamini rezervlerinin azalmasidir [5].

Yapilan istatistiksel caligmalar sonucu kadinlardaki plazma homosistein miktarinin
menopoz oncesi donemde erkeklere oranla % 25 daha az oldugu goriiliirken, menopoz
sonrast plazma homosistein miktarlarinin erkeklere oranla daha fazla oldugu
bulunmustur. Bu sonucun dstrojen hormonuna bagli olabilecegi diisiiniilerek italya’da
100 kadin iizerinde yapilan ¢alismada menopoz donemindeki kadinlarin bir kismina
Ostrojen verilirken digerlerine verilmemistir. Bir y1l boyunca yapilan diizenli kontroller
sonucu 0strojen hormonunun homosistein miktari iizerinde etkili olmadig1 goriilmiistiir.
[10] Bunun disinda diger cinsiyet hormonlarinin homosistein miktar1 {izerine etkisi

heniiz tam olarak incelenebilmis degildir [11].

Her ne kadar hormonlar iizerinde yapilan ¢alismalardan kesin bir sonug¢ alinamamigssa
da erkekler ve kadinlar arasinda anatomik olarak pek ¢ok farklilik vardir. Ornegin
erkeklerde kadinlara oranla daha fazla kas vardir. Bu nedenle erkeklerde daha fazla
kreatin sentezlenmektedir [3]. Sekil I.1’de de goriildiigii gibi metiyonin, metil grubunu
guanidoasetik asite vererek kreatin sentezlenmesini saglarken kendisi de S-adenozil
homosistein (SAH) tlizerinden homosisteine doniisiir. Erkeklerde kadinlara oranla daha

fazla miktarda homosistein sentezlenmesinin sebebi budur.

Bobrek yetmezligi ise homosistein yilikselmesine sebep olan kronik hastaliklardan
biridir. Bobreklerdeki glomerular siizme ve serum kreatinin indirgenmesi ile
homosistein arasinda dogrudan bir iliski vardir. Hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalar
sonucunda normal sartlar altinda proteinlere bagli olan homosisteinin bobreklerdeki
stiziilme sirasinda damar icersinde kaldigi, serbest homosisteinin ise disar1 salindigi
gorilmistiir. Bobrekler islevlerini tam olarak yerine getiremediginde bu mekanizma
islemez ve buna bagl olarak plazmadaki toplam homosistein miktarinda artig goriiliir.
Bobreklerdeki bu bozuklugun sebebinin serum kreatinin indirgenmesinden o6tiirii oldugu
tespit edilmekle birlikte tedavi amagli olarak yapilan hemodiyaliz sonucu toplam

homosistein miktarinda diisiis gozlenmedigi goriilmiistiir [6] .



Yukarida agiklanan durumlara gore daha az etkili olmakla birlikte organ nakilleri ve
bazi ilaclarin kullaniminin da homosistein miktarindaki artisa sebep olduklari
bilinmektedir. Yapilan istatistiksel ¢alismalar, 6zellikle kalp ve bobrek nakilleri sonucu
homosistein miktarinda artis oldugunu dogrulamistir [ 12-15]. Karbamezapin, kolestipol,
niasin, penisilamin gibi etken maddeleri iceren ila¢ kullanimlarinin da homosistein

miktarinda artigsa neden oldugu goriilmiistiir [16].

Saglikli bir insan plazmasinda bulunmasi gereken homosistein miktart 5-15 uM iken
yukarida agiklanmig sebeplerden oOtliri bu miktarda artis olur. Homosisteinin
plazmadaki konsantrasyonu 15 uM’1 astigt zaman hiperhomosisteinemi goriiliir.
Hiperhomosisteinemi g¢esitli evrelere ayrilmistir: 16-30 uM arasi1 baslangic evresi,
31-100 uM arasi orta seviye, 100 uM’1n iizeri ise 1ileri seviyede hiperhomosisteinemi
olarak adlandirilir. Hiperhomosisteinemi goriilen insanlarin ateroskleroz ve trombozis
gibi kalp-damar hastaliklarina yakalanma riski saglikli bir insana oranla 1.5-1.9 kat
artar [1]. Hiperhomosisteineminin neden oldugu problemler kalp-damar hastaliklariyla
sinirlt kalmayip hamilelikte goriilen baz1 komplikasyonlara, kansere, akil hastaliklarina
ve buna bagli olarak Alzheimer hastaligina da sebep oldugu bulunmustur. Tim bu
nedenlerden Otiirli basta plazma olmak iizere biyolojik sivilarda homosistein tayini

giderek 6nem kazanmistir [3].

I1.2. HOMOSISTEIN TAYIN YONTEMLERI

Giliniimiizde homosistein tayinleri yaygin olarak kan orneklerinde yapilmakla birlikte
idrarda da yapilabilmektedir. Kan orneklerinde yapilan homosistein tayinleri igin
plazma veya serum kullanilmaktadir. Homosistein tayinine gec¢ilmeden Once dikkat
edilmesi gereken bazi noktalar vardir. Oncelikle her analizde oldugu gibi 6rnek alimina
dikkat edilmesi gerekir. Hastalardan alman kan Orneklerinin, pihtilagsmalarini
engellemek icin 20 dakikadan daha kisa bir siire igersinde etilendiamintetraasetikasit
disodyum tuzu (EDTA) bulunan tiiplere aktarilmasi gerekir. Tiip igersindeki Ornek
hemen analizlenemiyorsa buz i¢gnde 4 saat kararliligini koruyabilir. Kan 6rnegi 1000
rpm hizla 10 dakika boyunca santrifiij edilmelidir. Bu sekilde elde edilen plazmadaki
homosistein, oda sicakhiginda 4 giin, 0-2 °C’de birkag hafta, -20 °C’de ise yillarca

kararliligin1 koruyabilir. Plazmada homosistein tayini yapilabilmesi i¢in gerekli olan ilk



islem, yaklasik olarak plazmadaki homosisteinin %90’dan fazlasini olusturan disiilfiir
(-S-S-) formunun ditiyotreitol (DTT) [17,18], 2-merkaptoetanol (MCE) [19,20,21] ya da
triblitilfosfin (TBP) [22,23,24] ile serbest tiyol formuna indirgenmesidir. Ardindan
stilfosalisilik asit, metanol, perklorik asit, trikloroasetik asit ve metafosforik asit gibi
protein ¢oktiiriicii reaktifler kullanilarak proteinler ortamdan uzaklastirilir [3,25]. Bu
islemlerden sonra plazmada toplam homosistein tayini yapilabilir. Fakat homosistein
(hCys), sistein (Cys) ve metiyonin (Met) transmetilasyon reaksiyonlara birlikte
katildiklarindan ve yapilar1 birbirlerine ¢ok benzer oldugundan (Sekil II.1)
karigimlarinin ~ ayrilmalart  oldukga giictiir. Ancak yiiksek performanshi sivi
kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC) ve kapiler elektroforez (CE) gibi
ayirma yontemleriyle ayrildiktan sonra kolon ¢ikisinda uygun tiirevlendirici ayiraglar
kullanilarak spektrofotometrik, florimetrik veya elektrokimyasal dedeksiyonla tayin
edilebilmektedirler. Tirevlendirme islemi, homosisteinin ve diger aminotiyollerin
yapisinda bulunan —SH veya —NH, grubuyla uygun bir ayiracin reaksiyona girmesiyle
olusur. Son yillarda klasik kromatografik ve elektroanalitik yontemlere alternatif olarak
gelistirilen immiinolojik yontemler de yaygin kullanim alani bulmustur [3,4]. Cok nadir
uygulama alanma sahip olmakla birlikte dogrudan tayin yontemleri de mevcuttur.
Plazmada toplam homosistein tayin prensipleri Sekil I1.3’te sematik olarak verilmistir.

Ayrica uygulanmakta olan yontemler Tablo II.2.”de kisaca 6zetlenmistir.

indirgenme Tiireviendirme Antibadi reaksiyon
Ab
hCys \ X \
hCys-hCys / hCys “~ HeysX (hCysX)-Ab
hCys-Cys
HPLC+EC  HPLC-lorimetrik /spektrofotometrik  immiinolgjik yéntemler
hCys-SR LCMS-MS GCMS (FPIA, EIA)
CE-LIF
hCys-Albumin

Sekil 11.3 Plazmada toplam homosistein tayin prensipleri
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Tablo II.2 Homosistein tayini i¢in kullanilan indirgenler, ayirma yontemleri tiirevlendirme
ayiraglar1 ve dedeksiyon yontemleri

Matriks Indirgen Tireviendirme | Ayrum Dedeksiyon LODuM) K
ayiraci yontemi aynak

Plazma MCE OPA HPLC FL: — - 19
Plazma NaBH, MBrB HPLC FL:365,475nm 2.5x107 26
Kan TPP MBrB HPLC FL:300,470nm | 0.1 27
Plazma TBP SBD-F HPLC FL:385,515nm | 22
Plazma MCE OPA-MCE HPLC FL:340,450nm | 0.08 20
Plazma DTT MBrB(MeOH) HPLC FL:270,474nm | 0.12 17
Hiicre kiiltirh | TCEP OPA HPLC FL:370,480nm | 5x107 28
Hiicre kiiltiira | DTT 4,4'ditiopiridin HPLC UV:327 nm - 18
Idrar TBP CMPI HPLC UV:312 nm 5.0 23
Plazma TBP CMPI HPLC UV:312 nm 0.1 24
Plazma NaBH,4 CMQT HPLC UV:350 nm 0.4 4

Plazma NaBH, . HPLC EC: Grafit 5x10°° 29
Plazma NaBH, . HPLC EC: GC 0.1 30
Plazma TCEP - HPLC EC: Au 1.0 31
Plazma NaBH,4 . HPLC EC: NG 0.5 32
Plazma TBP ECF GC MS 0.2 33
Serum 2-MCE MTBSTFA GC MS 1.0 21
Plazma DTT MTBSTFA GC MS 0.17 34
Plazma DTT ECF GC MS 5.0 35
Plazma TBP ABD-F CE UV:220 nm 0.5 36
Plazma TCEP _ CE EC: Au/Hg 0.5 37
Plazma DTT FM CE LIF:488,520m | 3.0 38
Serum TCEP 6-IAF EC LIF: — - 39
Kan SBD-F CZE FL: — 1.56 40

HPLC, yiiksek performansli sivi kromatografisi; FL, floresans dedeksiyon; UV, ultraviole; EC, elektrokimyasal; GC, gaz

kromatografisi; MS, kiitle spekrometrisi; CE, kapiler elektroforez; LIF, lazer indiiksiyonlu floresans; CZE, kapiler kilcal bolge

elektroforezi; MCE, 2-merkaptoetanol; OPA, o-fitalaldehit; mBrB, monobrombiman; TPP, trifenilfosfin; TCEP, tris(2-
karboksietil)fosfin; TBP, tri-n-biitilfosfin; SBD-F, 7-florobenzo-2-oksa-1,3-diazol-4-siilfonat, DTT, ditiyotreitol; CMPI, 2-kloro-1-
metilpiridinyum iyodiir; CMQT, 2-kloro-1-metilkinolinyum tetrafloroborat; ECF, etilkloroformat; MTBSTFA, N-(tersiyer-

bitildimetilsilil)-N-metiltrifloroasetamid; ABD-F, 4-aminosiilfonil-7-floro-2,1,3-benzoksadiazol;, FM, floresein-5-maleimid; 6-IAF,

6-iodoasetamidofloresein, GC, glassy karbon; NG, verilmemis (not given).




I1.2.1. Dogrudan Tayin Yontemleri

Daha once bahsedildigi gibi homosistein tayinlerinden dogru ve kesin bir netice
alabilmek i¢in homosisteini benzer yapidaki diger amino tiyollerden ayirmak
gerekmektedir. Ancak tiyol bilesiklerinin tayini herhangi bir ayirma teknigi
uygulanmadan da elektrokimyasal gerceklestirilebilmistir. 100 yili askin bir siiredir
uygulanmakta olan bu yontem, genel olarak tiim tiyol bilesiklerine uygulanabilmektedir.

Reaksiyon mekanizmasi Sekil I1.4°te goriilmektedir [1].

Once olarak N, N-dietil-p-fenilendiamin (DEPD) elektrod yiizeyinde yiikseltgenerek
kinoid formuna dontisiir. Tiyol bilesikleri bu kinoid yapiyla reaksiyona girer. Meydana

gelen bu iiriiniin yiikseltgenmesiyle elde edilen analitik sinyalden sonuca varilir .

NH, NH NH, NH
RS RS
-2e,H RSH 2 H
-2¢’ H' -2¢, H'
+
N N N N
+ +
w DEPD ( (

Sekil 11.4 DEPD’nin tiyollerle verdigi genel reaksiyon. [1].

Bu yontemle yapilan daha sonraki ¢alismalarda DEPD yerine katesoller kullanilmistir.
DEPD ile meydana gelen reaksiyonlarla benzer sekilde dncelikli olarak katesol, elektrod
yiizeyinde o-kinon formuna doniisiir [41]. Meydana gelen bu tiir, tiyollerle reaksiyona
girebilir [1]. Bu yontemle glutatyon tayini yapilmistir [42]. Ayni sekilde uygun pH
saglandiginda sistein-kuinin {riinleri i¢in de spesifik bir tayin yontemi oldugu
sOylenebilir [43]. Sistein tayini i¢in yapilan ¢aligmalarda benzokinonlar kullanildiginda

basarili sonuglar alinmistir [44].

Fakat tiyol bilesiklerinin dogrudan tayinleri ic¢in gelistirilen yontemlerin hicbiriyle

spesifik olarak homosistein tayini gerceklestirilememistir [41].
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I1.2.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Homosistein Tayinleri

Giliniimiizde homosistein tayinlerinde en ¢ok kullanilan ayirma yonteminin ters faz-
yilksek performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC) oldugu Tablo I1.2°’de de
gorilmektedir. HPLC kolonunda matriks igerisindeki benzer yapida olan diger amino
asitlerden ayrilan homosistein, hizli ve kararli bir sekilde tiirev olusturabilecek
ayiraclarla tiirevlendirilir. Basarili bir tayinin ger¢eklesmesi icin kullanilan ayiracin
diisiik derisimlerdeki tiyollere cevap vermesi ve bu dalga boyunda zemin
absorpsiyonunun olmamasi gerekir. Uygun bir ayiracla tiirevlendirilen homosistein,
kolon ¢ikisinda spektrofotometrik, florimetrik ya da elektrokimyasal dedeksiyonla tayin

edilebilmektedir.

11.2.2.1. Spektrofotometrik Dedeksiyonla Yapilan Tayinler

Homosistein tayinlerinde fotometrik dedeksiyonun fazla bir uygulama alani1 olmamasina
ragmen basarili sonuglar elde edilen birka¢ ayira¢ vardir [1]. En ¢ok tercih edilenlerden
biri meydana getirdigi S-piridinyum tilirevlerinin ¢ok kararli olmasindan dolay1
2-kloro-1-metilpiridinyum iyodiir (CMPI)diir. Yontemde tri-n-biitilfosfin (TBP) ile
indirgenmenin ardindan pH 8.2’de tiirevlendirme yapilir. Bu islemin ardindan pH 2.5
0.04 M trikloroasetik asit tamponu : metanol (9:1) (v/v) mobil faz karigiminin izokratik
elisyonla uygulanmasi sonucu Sekil I.6’daki kromatogramda  gorildigu {iizere
homosistein (8.22 dk) ve sistein (3.95dk) 312 nm’de ultraviyole absorbsiyonla tayin
edilebilmislerdir [23,24].

< ol o+ HSA)\ pH=8.1- 8.2 ¢ SM\ FH+OF
CH

‘ COOH COOH
CH,

|- 3

"
CMPI hCyS

Sekil I1.5 hCys’nin CMPI ile tlirevlenirilme reaksiyonu
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Sekil 11.6 73.7 nmol/mL Cys ve 24.3 nmol/mL hCys’ne ait 312 nm’deki kromatogram

Sodyum borhidriir (NaBHy4) ile indirgenmenin ardindan 2-kloro-1-metilkinolinyum
tetrafloroborat (CMQT) ile tiirevlendirme yapildigi zaman ise elde edilen S-kinolinyum
tirevleri 350 nm’de ultraviyole absorpsiyonla tayin edilebilmislerdir [4].
Spektrofotometrik dedeksiyon i¢in kullanilan diger bir ayirag ise 4,4'-ditiyopiridindir.
Bu yontemde ditiyotreitol (DTT) ile indirgenmenin ardindan tiirevlendirilen

homosistein, 327 nm’de ultraviyole absorpsiyonla tayin edilebilmistir [ 18].

11.2.2.2. Florimetrik Dedeksiyonla Yapilan Tayinler

Homosisteinin tiyol grubuyla floresans sinyal verebilecek ayiraglarin ¢cok olmasindan
dolay1 en ¢ok tercih edilen yontem florimetrik dedeksiyon olmustur. Dogru sonuglar
elde edilmesi icin kullanilan ayiracin kendisinin floresans 0Ozellik gostermemesi,
meydana getirdigi Uriiniin ise floresans oOzellik gostermesi gerekmektedir. Ayrica
ayiracin floresans safsizlik icermemesi ve homosisteinle hizli bir sekilde reaksiyona
girip kararh iirtinler vermesi tercih edilmektedir. Tiim bu 6zelliklerin hepsine birden
sahip olan ayiraclar miimkiin olmamakla birlikte halojensiilfonilbenzofuranlar (SBD-F
ve ABD-F), monobrombiman (mBrB) ve o-fitalaldehit (OPA) en ¢ok kullanilan
aytraclardir [1,3].
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7-florobenzo-2-oksa-1,3-diazol-4-stilfonat (SBD-F) ve 4-aminosiilfonil-7-floro-2,1,3-
benzoksadiazol (ABD-F) floresans o6zellik gdstermezken tiyollerle floresans ozellik
gosteren kararli iirtinler olusturduklari i¢in yaygin olarak kullanilan ayiraglardir. Bu
ayiraglarin hidroliz {riinleri florensans sinyal iiretmedikleri i¢in kromatogramlarda
girisim gozlenmez. Dolayistyla izokratik eliisyon icin uygundurlar. Tiyollerin
ABD-F ile tiirevlendirilmesi 50°C’de, pH 8.0-9.5 araliginda, 5-10dk igerisinde
gerceklestirilirken SBD-F igin sartlar biraz daha zordur. Tiirevlendirme islemi 60 °C’de,
pH 9.5°da 1 saatte ger¢geklesmektedir. SBD-F’nin diger bir dezavantaji ise ABD-F’ye
gore duyarliliginin daha az olmasidir. Tiim bu dezavantajlarina ragmen meydana
getirdigi Uriinlerin digerlerine oranla en diisilk alikonma zamanina sahip olmalari
SBD-F’nin daha cok tercih edilme sebebidir [3]. Halojensiilfonilbenzofuranlar ile
tiirevlendirme islemine gegilmeden 6nce kullanilabilecek ii¢ temel indirgen grup vardir.
Ditiyotreitol, ditiyoeritreitol ve 2-merkaptoetanol gibi siilfidrillerle yapilan indirgeme
islemleri sirasinda ayiraglar tiirevlendirici ile reaksiyona girip miktarlarinin azalmasina
neden olabilirler. Sodyum ve potasyum borhidriir ise indirgenme islemi sirasinda gaz ve
kopiik hale olusturabildiginden homosistein tayininde hataya sebep olabilirler. Tri-n-
biitilfosfin (TBP) ve tris-(2-karboksi-etil)-fosfin (TCEP) gibi fosfin grubu indirgenlerde
diger gruplardaki dezavantajlar olmadigindan en ¢ok tercih edilen indirgenler bunlardir.
Indirgen olarak TCEP’nin tercih edildigi SBD-F ile yapilmis bir analizin sonuglarini
kisaca oOzetleyecek olursak; TCEP ile indirgenmenin ardindan 1 mM EDTA igeren
90 uL (100 ppm) trikloroasetik asit (TCA) ile proteinler ¢oktiiriildiikten sonra pH 9.5
borat tamponunda SBD-F ile tiirevlendirme islemi gerceklestirilir. Ardindan orto-
fosforik asitle pH 2.7’ye getirilmis 0.1 M KH,PO4 ve % 5 metanol karisimindan olusan
mobil faz ile izokratik eliisyonla 385 nm uyarilma, 515 nm emisyon dalga boylarinda
homosistein tayini yapilabilir. Sekil II.7°deki kromatogramda goriildiigii gibi
homosistein - sistein ayrimi gerceklestirilirken homosistein — sisteinilglisin ayrimi tam

olarak yapilamamustir [45].
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Sekil 1.7 SBD-F / FD yontemi ile tayin edilen homosistein (hCyS), sistein (Cys) ve
sisteinilglisin (CysGly)’e ait kromatogram (a: 6.2 ve b:18.2 uM homosistein.)

Tiyol gruplarmin florimetrik dedeksiyonla tayininde kullanilan diger bir ayrag
monobrombiman (mBrB)’dir. Monobrombiman, tiyollerle oda sicakliginda ve pH
8.0’de kuvetli floresans 6zellik gosteren tiyoeterlere doniisiir. mBrB’in hiroliz triinleri
floresans Ozellik gosterdiginden homosistein pikine girisim yapan pikler verir. Bu
sebepten dolayt mBrB ile yapilan c¢alismalarda izokratik eliisyon tercih edilmez.
Gradient eliisyonla girisim yapan piklerin ayrilmasi saglanir. Tiirevlendirici ayirag
olarak mBrB kullanildigi durumlarda yaygin olarak kullanilan indirgen, sodyum
borhidriir (NaBH4) olmasina ragmen trifenilfosfinle (TPP) yapilan c¢alismalar da
oldukca fazladir. Sekil I11.9°da verilmis olan kromatogramin elde edildigi kosullar
sOyledir; TPP ile indirgenme isleminden sonra siilfosalisilik asit kullanilarak
proteinlerin ortamdan uzaklagsmasi saglanmistir. Bu islemin ardindan homosistein,
sistein ve glutatyon, A (30mM amonyum nitrat ve 40mM amonyum format igeren, pH
3.6 ) ve B (asetonitril) ¢cozeltilerinin karistmindan olusan mobil faz kullanilarak gradient
elisyonla 1.5mL/dk akis hiziyla 10dk’da ayrilabilmistir. Fakat sekilde de goriildiigii
gibi ayrimin ¢ok basarili oldugu sdylenemez. Homosistein, bu sartlar altinda sisteinden

kolaylikla ayrilmasina karsin glutatyondan (GSH) tam olarak ayrilamamistir [27] .
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Sekil 11.9 mBrB ile tiirevlendirilmis Hey, Cys ve GSH’un RP-HPLC / FD yontemi ile tayinine
ait kromatogram. 196.8 nmol/mL Cys i¢in 2.98 dk, 8.4 nmol/mL Hcy i¢in 5.10 dk ve 6.3

nmol/mL i¢in 5.43 dk . FL: 300nm uyarilma, 470 nm emisyon.



17

Homosisteinin florimetrik dedeksiyonla tayininde kullanilan ayiraglardan birinin de
o-fitalaldehit (OPA) oldugu yukarida belirtilmisti. Homosisteinin disindaki diger
aminotiyollerle ve amino asitlerle yapilan calismalarda da genis bir pH araliginda
basarili sonuglar elde edilmistir [46,47]. OPA ile yapilan tiirevlendirme islemlerin de en
cok kullanilan indirgen 2-merkaptoetanol (2-MCE)diir. Homosisteinin uygun bir
ayiragla meydana getirdigi tiirevinin floresans sinyal tiretebilmesi i¢in oncelikle serbest
tiyol (-SH) formuna indirgendigini ve bu grup iizerinden tiirevlendigini daha 6neki
caligmalarda gormiistiik. OPA’da durum biraz farklidir. OPA amino asitlerin primer
amin gruplartyla reaksiyona girmektedir yani tiyol spesifik bir ayira¢ degildir. Bu
nedenle indirgenmis olan homosistein iyodoasetik asitle reaksiyona sokulur. Boylece
karboksimetilasyona ugramis olan serbest tiyol grubu bloke edilerek yiikseltgenmesi de
engellenmis olur. Olusan iirliniin floresans sinyal iiretebilmesi i¢in 2-MCE’e ihtiyag
vardir. Bu nedenle tlirevlendirme islemi iyodoasetik asitle karboksimetilasyonun
ardindan 2-MCE varliginda OPA ile yapilir. Bu yontemde 2-MCE hem indirgenme
adiminda hem de tiirevlendirme adiminda kullanilmaktadir. Sekil 11.10’da bu adimlar

gosterilmektedir.

HS— CH,CH,CHCOOH + ICH,COOH 211~ HOOCCH,—s—

NH,
SCH,CH,OH
CHO _
+ HOOCCH,—S—CH,CH,CHCOOH — MSCH.CHOH N— CHCH,CH;—S — CH,COOH
\ ~
CHO NH, COOH

HS — CH,CH,CHCOOH %22

H,

Sekil 11.10 hCys’nin iodoasetik asitle karboksimetilasyonu ve MCE varliginda OPA ile
tiirevlendirilmesi. [19]

OPA ile yapilmis olan bu sekilde bir tlirevlendirmenin ardindan homosistein, yaklasik
olarak 8 dk’lik bir siirede mobil faz A ve B’den olusan bir karigimla gradient eliisyonla
350 nm uyarilma, 450 nm emisyon dalga boylarinda tayin edilebilmistir.(Sekil I1.11)
(Mobil faz A: pH 7.2 20 mM sodyum asetat tamponu i¢eren %0.040 trietilamin (TEA)
ve %0.4 tetrahidrofuran (THF) ve mobil faz B: pH 7.2 %20 100mM sodyum asetat,
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%40 asetonitril (ACN) ve %40 metanol). Bu sartlar homosistein, sisteinden ayrilirken
metiyoninden ayrilamamistir. Ancak daha sonra yapilan baska bir calismada mobil faz

B’de %20 ACN ve %60 metanol kullanilmasiyla yani ufak bir hacim orani
degisikligiyle homosistein, sistein ve metioninden 18 dakikalik bir siirede

ayrilabilmistir. (Sekil 11.12) [19]
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Sekil II.11 Kromatogram A:5uM hCys ve 50uM Cys standart ¢ozeltileri, Kromatogram B:5.9
toplam hCys ve 162uM toplam Cys, Kromatogram C:1.5uM serbest hCys ve 82uM Ciys.
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Sekil 2.12 Kromatogram A: hCyS,Cys ve M’in standart ¢ozeltilerine ait Kromatogram, B:
hCyS, Cys ve M’in plazmadaki miktarlarina ait kromatogram.

11.2.2.3. Elektrokimyasal Dedeksiyonla Yapilan Tayinler

Elektrokimyasal dedeksiyonun, florimetrik ve spektrofotometrik dedeksiyona kiyasla en
bliylik avantaji ayirma ve tiirevlendirme islemlerine gerek duyulmaksizin 6l¢iimiin
dogrudan elektrot ylizeyinde yapilabilmesidir. Yaygin olarak bilinen elektrotlar arasinda
en ¢ok kullanilanlar civa ve civa-amalgam elektrodlardir. Yontem, civa ve homosistein

arasindaki etkilesim sonucu elektrod ylizeyinde toplanan tiirlerin potansiyelinin

Olclilmesine dayanir.

Hg+2RSH —® Hg(SR), +2H" + 2¢’
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Oncelikli olarak elektrotda yiikseltgen potansiyelde tutulur. Bu esnada meydana gelen
reaksiyon yukarida gosterilmektedir. Belirli bir siire sonra negatif potansiyel, bagl civa
iyonunun metale indirgenmesinin gerceklestigi dolayisiyla analitik sinyalin alindig: siire
boyunca taranir. Tiyol grubunun tayini i¢cin Au/Hg[48,49] elektrodlarin kullaniminda da

basarili sonuglar alinmigtir [1].

Elektrokimyasal dedeksiyonla yapilan ¢alismalarda kati elektrod olarak civa kullanimi
yaygin olmakla birlikte civa kullanilmadan yapilan c¢alismalarda da basarili sonuglar
almmistir. Bu tiir ¢aligmalarda elektroanalitik doniisiimiin gerceklesebilmesi igin
elektronu aktaracak bir ortama gereksinim vardir. Bu amagcla karisik degerlikli metal
kompleksleri kullanilir. Bunlar genellikle hekzasiyanometalatlar (Fe / Fe, In / Fe, Ru /
In / Fe, Co / Fe, Cu / Fe) ve metalofitalosiyaninler (Co / Cu) dir. Bu yontemde
oncelikli olarak homosistein yiikseltgenirken metal kompleksi indirgenir. Ardindan
metal kompleksi tekrar ylikseltgenerek elektrod yiizeyinde toplanir. Bu esnada akimda

meydana gelen artis homosistein miktarina esdegerdir.

Kullanilan redoks ortaminin zamanla elektrod yiizeyinden siyrilmasindan &tiirii yontem
kararli olamamaktadir. Bu sorunu gidermek icin redoks ortami karbon pastayla
karigtirilarak elektrod igerisine yerlestirilir. Fakat yine de elektrodlarda meydana gelen

bozulmalardan 6tiirii yontem, ¢ok glivenilir degildir [1].

I1.2.3. Gaz Kromatografisi (GC) ile Homosistein Tayinleri

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) yontemi ile yapilan homosistein
tayinlerinin kesinligi ve dogrulugu ¢ok yliksek olmasina ragmen bu yontemi uygulayan
laboratuarlarin sayis1 azdir. Cilinkii yontemin dezavantaji gerek ekipman agisindan
gerekse kullanilan malzemeler agisindan (6rnegin  kullanilan i¢ standartlarin 0.1 g’1
$780 civarindadir) maliyetininin yiiksek olmasidir. Bunun yanisira yontemin
giivenirliligi hakkinda kusku bulunmamaktadir. Giliniimiizde GC-MS ile homosistein
tayini i¢in g¢esitli uygulamalar vardir. Stabler ve arkadaslarinin uyguladigi yontemde
tersiyer-biitildimetilsilil tiirevleri olusturularak homosistein tayini yapilabilmistir.
[50,51] Fakat *Si ve *°Si yiiksek zemin sinyali verdikleri igin yontemin kesinligi ve
dogrulugu olumsuz yonde etkilenir. Husek ve arkadaslarinin uyguladigir yontemde ise

alkil karbonatlar kullanilmistir. Basit ve tek adiml1 bir islemle amin ve tiyol gruplarinin
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alkilasyonu ile karboksilik asit grubunun esterlesmesi ayni anda olmaktadir. Bu nedenle
alkil karbonatlarla tiirevlendirme daha c¢ok kullanim alanina sahiptir. Homosistein,
N(O,S)-alkoksikarbonil alkil ester tiirevleri ve N(O,S)-etiloksikarbonil etil ester tiirevleri
halinde GC-MS ile tayin edilebilmektedir. Buna karsin metiyoninin etiloksi-tiirevleri
kimyasal iyonizasyon sirasinda izobiitanla [M+H-4]" iyonu olustururlar. [M+H-4]"
iyonu diisiik yogunlukta olmasina ragmen metiyonin tayinlerinin dogrulugunu azaltir.
Benzer sekilde metiyoninin propiloksi ve izo-propiloksi-tiirevleri de [M+H-4]" iyonu
olusturmaktadir. Fakat biitiloksi ve izo-biitiloksi-tiirevlerinde bu iyon olusmaz.
Izobiitiloksikarbonil etil ester tiirevlerinin alikonma zamanlarinin biitiloksi-tiirevlerine

oranla daha kisa olmalar1 nedeniyle en ¢ok izobiitiloksi-tiirevleri tercih edilir [3].

Bu yontemle yapilmis olan c¢alismalara bakildiginda en ¢ok kullanilan indirgenin
ditiyotreitol oldugu goriilmiistiir. Daha az olmakla birlikte 2-merkaptoetanol ile yapilan
caligmalar da vardir. Homosistein piki ile girisim yaptiklari i¢in ditioeritreitol ve tri-n-
biitil fosfin indirgen olarak tercih edilmezler. DTT ile indirgenmenin ardindan izobiitil
klorokarbonat kullanilarak metiyonin ve homosisteinin N(O,S)-izobiitiloksikarbonil etil
ester (IBC-OEt)leri elde edilir. Olusturulan bu {iriinler GC kolonunda ayrildiktan sonra
kiitle spektrometresiyle tayin edilebilmislerdir. Sekil II.13.’deki kromatogramda da
goriildiigl gibi metiyonin 4.6 dakikada homosistein 5.85 dakikada tayin edilmistir

20000 - MHHIGNNS 1000g = NOTECFEa
M ol IlI-
a- 0=
50000 5 [BH jmerioning 25000 - [PHyIhemoyseiee

_ _ IL
DJ iy 283 - i 1

AR | T — 1
a5 Ld4n 176 53 6.5 820
igimnl Tig |mini

Sekil I1.13 Ust kromatogramlar: plazmadaki GC-MS ile metiyonin ve toplam homosistein
tayinine ait kromatogramlar, Alt kromatogramlar:[*H,]metiyonin ve [*H,Jhomosistein
standartlar1 [52].



22

I1.2.4. Kapiler Elektroforez (CE) ile Homosistein Tayinleri

Son yillarda teknolojinin gelismesiyle birlikte biyomolekiiler analizlerin yapilabilmesi
icin klasik HPLC yontemlerine alternatif olarak basit, hizli ve etkili bir ayirma yontemi
olan kapiler elektroforez (CE)in kullanim alaninda artis oldugu goriilmiistiir. Kapiler
elekroforezle (CE) yapilan ilk c¢alismalarda spektrofotometrik dedeksiyon
kullanilmasina ragmen bu yontemin plazmadaki homosistein tayini i¢in yeterince hassas
olmadig1 tespit edilmistir. Sonraki yillarda yapilan c¢alismalarda daha duyarli tayinler
yapilabildigi i¢in kapiler elektroforezde lazer indiiktif floresans (LIF) dedeksiyonu

kullanimui tercih edilmektedir [1].

11.2.4.1. Spektrofotometrik Dedeksiyonla Yapilan Tayinler

Kapiler elektroforez ile yapilan homosistein tayinlerinde fotometrik dedeksiyonla
yapilan caligmalarda yeterince duyarli sonuglar elde edilmedigi bir 6nceki bdliimde
belirtilmisti. Buna ragmen homosistein, 4-aminosiilfonil-7-floro-2,1,3-benzoksadiazol
(ABD-F) ile tiirevlendirilmesi sonucu CE yoOntemi ile basarili bir sekilde tayin
edilebilmistir. Bu ¢aligmada da 6nceki yontemlerde oldugu gibi tiirevlendirilerek once
disiilfiirlerin indirgenmesi gerekir. Bunun icin DDT kullanilmistir. Indirgenmenin
ardindan pH 8.0’de borat tamponu kullanilarak ABD-F ile tiirevdirme islemi yapilir. pH
faktoriiniin ayirimi ne derece etkiledigini saptamak i¢in ¢esitli pH’larda calisildiktan
sonra en iyl aymrmmin pH 2.25’de gerceklestigi goriilmiistiir. Sekil I1.15°deki
kromatogramda da agik¢a gorildiigii gibi ABD-F ayiraci kullanildiginda 3.1 dk’da
homosisteinin,, 7.1 dk’da da ABD-F’nin kolonu terk ettigi goriilmektedir. Ayiracin tek
basimnayken 320 nm’de verdigi maksimum absorbanst homosisteinle reaksiyona
girdikten sonra 380 nm’ye kaymistir. Fakat ayni dalga boyunda homosisteininin
sistein’den ayrimi gergeklestirilememistir. Bu calisma sadece homosistein igin

spesifiktir.
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Sekil 11.15 ABD-homosisteine ait kromatogram. (A) ABD-homosistein, (B) ABD-F [53]

11.2.4.2. Lazer Floresans Dedeksiyonla Yapilan Tayinler

Tiyol  gruplarmin  tiirevlendirilmesi  i¢in  floreseinizotiyosiyanat  (FITC),
S5-bromometilfloresein (5-BMF), floresein-5-maleimid (FM), 6-iodoasetamidofloresein
(6-1AF) gibi pek ¢ok tiirevlendirme ayiract mevcuttur. Tablo I1.3’de bu ayiraglara ait
karakteristikler verilmistir. Metiyonin yalnizca 5-BMF ile tiirevlendirilebilirken

homosistein ve glutatyon yukarida adlar1 gecen diger ayiraglarla da tiirevlendirilebilir.
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Tablo II.3CE yonteminde kullanilan bazi1 florojenik ayiraglara ait karakteristikler.

Ayirac Duyarhhk Kararhlhik | Secicilik
Floresein izotiyosiyonat (FITC) Yiiksek - Zayif
5-Bromometilfloresein (5-BMF) Yiiksek Yiiksek Diisiik
Floresein-5-maleimid (FM) Yiiksek Yiiksek Yiiksek
6-iodoasetamidofloresein (6-1AF) Yiiksek Yiiksek Yiiksek

Bu ayiraglar kullanilarak CE yontemi ile yapilan tiim ¢alismalarda basit ve hizli bir
tiirevlendirme adimindan sonra dogru ve hassas sonuglar elde edilebildigi gorilmistiir

[1,3].

11.2.4.3. Elektrokimyasal Dedeksiyonla Yapilan Tayinler

Yontemde genellikle karbon ve soy metallerden yapilmis elektrodlar kullanilmaktadir.
Her ne kadar tiirevlendirmeye gerek duyulmadan dogrudan tayinler yapilabilse de
HPLC-EC dedeksiyon yonteminde oldugu gibi CE-EC dedeksiyon yonteminin de
kendine has bazi1 dezavantajlar1 vardir. Yontemin elektron transfer kinetigi oldukca
yavag oldugundan bu sorunu asip kimyasal prosesi baglatmak i¢in ¢ok yiiksek degerde
potansiyele ihtiya¢ vardir. Ayrica elektrodun ayirimin yapildigi voltajdan izole edilmesi
ve kapilerle hizalanmas1 gerekmektedir. Bu nedenlerden otiiri CE-EC dedeksiyon

yontemi HPLC-CE dedeksiyon yontemine gore daha zordur [1].

I1.2.5. immiinolojikY 6ntemler ile Homosistein Tayini

90’11 yillarda homosistein tayinlerinin ne denli 6nemli oldugunun fark edilmesinin
ardindan yapilan ¢aligmalar sonucu gelistirilen yeni bir yontem olan immiinolojik
analizler yaygin olarak kullanilmaya baslanmustir. Ilk olarak 1995 yilinda Shipchandler
ve Moore [54] tarafindan uygulanilan bu yontemde proteinlere bagli olan homosistein,
enzimatik yoldan S-adenozil-;-homosistein hidrolaz (SAHase) ile S-adenozil-i-
homosistein (SAH)’e doOniisiir. Bu donilisiim immiinolojik yontemlerin temelini
olusturmaktadir. Yontemin floresan polarizasyon immiinasay (FPIA), kemiliiminesans
immiinasay (ICL), enzimatik immiinasay (EIA) olmak {izere ii¢ tiiri vardir. Bu analizler

otomatik analizor sistemleri ve ticari test kitleriyle gerceklestirilmektedir.
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Tablo 1.4 Immiinolojik yontemlere ait bazi karakteristik 6zellikler

FPIA ICL EIA
Dedeksiyon Sinyali Floresans Enzimatik Enzimatik
Immiinoreaksiyonun SAH SAH SAH
hedefi
Ornek hacmi 50 uL 15 uL 25 ul
islem siiresi 60 dk 70 dk 150 dk
Sistemin  kalibrasyon | > 2 hafta 2 hafta Her deneme
periyodu

IL.3. TUREV SPEKTROFOROMETRISI

Ultraviyole-goriiniir bolde absorpsiyon spektroskopisi yapisal ve analitik problemlerin
bir boliimiiniin ¢oziimiinde ¢ok faydali olan analiz tekniklerinden biridir. Bazi
durumlarda bir ¢ozeltide bilesenlerin UV-goriinlir bolge spektroskopisi ile kantitatif
tayini, spektral benzerlikler ve bir bilesenin zayif absorpsiyon bandinin diger
bilesenlerin gii¢lii absorpsiyon bandlar1 ile Ortiilmesi sebebiyle zorlasir. Bu durumda
tiirev spektrumlar1 ¢cok faydali olmustur [55]. Tiirev uygulamalari bu sorunlarin tiimiine
birden belli oranda ¢6ziim getirebilmekte, karakteristik pikleri az olan spektrumlarin

ayirim giiciinii biiyiik oranda arttirmaktadir.

Tiirev spektrofotometrisi 1950°1i yillarda spektrumlardaki ayrintilarin belirginlesmesi
amaciyla kullanilmaya baslanmistir [56-59]. Giese ve French [60] 1955 yilinda bitki
fotokimyasinda pigmentlerin spektrumunun incelenmesinde kullanmislardir. Bir yil
sonra Collier ve Singleton [61] 2. derece ve daha yiiksek dereceli tiirev spektrumu ile IR
spektroskopisinin kullanim fikrinin patentini aldilar. Tiirev spektrofotometrisi zaman
icinde, ultraviyole-goriiniir bolge absorpsiyon spektrofotometrisi, IR ve Raman
spektrofotometrisi, NMR spektrometrisi, ESR spektrometrisi, Alev emisyon ve
absorpsiyon  spektrometrisi, Liiminesans spektrometrisi, Gaz kromatografisi,
Polarografi, Elektroanaltik yontemler ve reaksiyon kinetiklerinin incelenmesi gibi gesitli

analitik islemlerde kullanilmistir [55].



26

Tiirev spektroskopisinin temeli klasik absorpsiyon spektrumlarinin yerine tiirev
spektrumlarinin kullanilmasidir. Tiirev spektrumu elde etmek i¢in iki yontem kullanilir:
Dalga boyu modiilasyon yontemi ve konvansiyonel spektrofotometreden alinan sinyalin

elektronik proseslerle kaydedilmesi.

Tiirev spektrumlarinin olusturulmasi icin gerekli olan matematiksel islemlerin uzun ve
gii¢ olmasi nedeniyle yontemin analitik kimyadaki 6nemli uygulamalar1 ancak analitik

cihazlarin bilgisayar ile donatilmasindan sonra biiyiik gelisme gostermistir.

I1.3.1. Tiirev Spektrumlari

Birinci tiirev absorpsiyon spektrumu dalga boyuna karsi ¢izilen absorbans tiirevi egrisir.
Buna benzer sekilde 2.,3., ..n. derece tiirev spektrumlar sirastyla d*A/dA%, d*A/dA°,....
d"A/d)\", degerleri ile dalga boyu arasindadir. Sekil I1.16’da basit bir pikin 1-4. tiirev
spektrumlar1 verilmistir. Bir pikin 1. derece tiirevi alindiginda ytikselen bolgeler pozitif,
inen bolgeler negatif degerler olusturmakta, doniim noktalariin bulundugu dalga
boylarinda ekstremumlar olusmakta, orijinal pikteki ekstremumlarin karsilig1 olan dalga
boylarinda ise tiirev egrisi sifirdan gegmektedir. Orijinal spektrumdaki bir pike karsilik
n. tirev spektrumunda n+1 adet pik olusmakta, tlirevin derecesi arttikca pikler
keskinlesmekte ve daralmaktadir. Orijinal spektrumda absorpsiyon maksimumunun
bulundugu dalga boyunda 2. tiirev spektrumunda bir minimum, 4.tlirev spektrumunda
bir maksimum ortaya ¢ikmakta, 1. ve 3. tlirev spektrumlari ise bu dalga boyunda
stfirdan gegmektedir. Tiirev derecesi arttikca piklerin keskinlesmesi ve daralmasiyla
rezollisyon (ayrisma) artmaktadir. Bu durumdan spektrumlarin ince yapisinin
aydinlatilmasindan  yararlanilir ki bu durum saflik testleri ve maddelerin

belirlenmesinde 6nemlidir.
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Sekil II.17°de goriildiigii gibi orijinal absorpsiyon pikinin yar1 genisligi % 30-40

oraninda azalmaktadir.

FE -_"-.II:_I T ) E
- o
\l
Ll
'-"'1:|.u.'l:'—-
PR
B g

LALGA BOYU

Sekil 11.17 Tiirev derecesine bagl olarak pik genisliginin azalmasi

Orjinal spektrumda bulunan omuzlar tek sayili tlirev spektrumlarinda ekstremumlara
dontismektedir. Bundan cakisan piklerin ¢éziimlenmesinde yararlanilir (Sekil 1I.18).
Sekil 11.18’de goriildiigii gibi iki maddenin absorpsiyon pikleri iist iiste geldigi zaman
orijjinal spektrumda kiiglik bir omuz seklinde goriinlir. Tek dereceli tiirev
spektrumlarinin alinmasiyla olusan ekstremumlar her iki maddenin digerinin etkisi

olmaksizin kantitatif tayinine olanak saglar. Bu durum eser analizlerde 6nemlidir.



29

Sekil 11.18 (a) Cakisan iki pik, (b) ¢akisan iki pikin UV spektrumu ve 1.-4. tiirev spektrumlari
ile ayrilmasi.
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11.3.1.1. Kantitatif Analizler I¢in Tiirev Spektrumlarimin Degerlendirilmesi
Absorpsiyon spektrumlarinda herhangi bir dalga boyunda Beer yasasi gegerli ise
(A = gcl), n. Dereceden tiirev spektrumunda tiirev genligi ya da Tiirev absorbansi "T

asagidaki esitlik ile verilebilir.
"T=d"A/dA" = (d" /e dA™)cl

Goriildiigi gibi Beer yasasinin gecerli olmasi kosuluyla tiirev absorbans degerleri ile
derisim arasinda dogrusal bir iligki vardir. Tiirev Spektrofometrisi ile kantitatif analzin
temelini bu esitlik olusturur. Klasik spektrofometride derisim ile absorbans arasinda
olusturulan standart egriler tiirev spektrofotometrisinde standart ¢ozeltilerin derigimi ©
ile karsilik olan tiirev absorbans dgerleri ("T) arasinda hazirlanir[55].

Tiirev absorbans degerlerinin dl¢iilmesinde ¢esitli teknikler uygulanmaktadir.

Sekil I1.19 Kantitatif analizler i¢in tiirev spektrumlarini1 degerlendirme yontemleri

t: Teget yontemi P1,P2: Pik-pik yontemi
z: Pik-sifir yontemi P1:P2: Pik-pik orani yontemi
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Teget Yontemi: Birbirini izleyen iki maksimum ya da iki minimuma ortak teget ¢izilir.
Bu tegetin aradaki ekstremuma olan uzakligi ordinata paralel olarak ol¢iiliir (t)
(Sekil I1.19) Bu yontem dogrusal bir zemin oldugu zaman daha doyurucu sonuglar verir
ve zeminin spesifik olmayan etkilerinin ortadan kaldirilmasinda ya da azaltilmasinda

yararlanilir [62].

Pik-pik Yontemi: Birbirini izleyen iki ekstremum arasindaki uzaklik, ordinata paralel
olarak olgiiliir (P1 veya P2). Bu yontem genellikle zemin absorbansinin giderilmesinde

ve ¢ok bilesenli karisimlarin kantitatif analizinde kullanilmaktadir.

Pik-sifir Yontemi: Peak-zero ya da zero-crossing yontemi olarak adlandirilan bu teknik
pik tepesinin apsise olan uzakliZinin ordinata paralel olarak olgiilmesidir (z). Cok
bilesenli karigimlarin analizinde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Apsise gore
simetrik sinyaller igeren yiiksek tlirevlerin degerlendirilmesinde ve birbiri {izerine binen

egrilerilerden birinin sifirdan gectigi durumlarda uygundur.

Pik-pik Oram Yontemi: Birbirine komsu iki pikin yiiksekliginin orani almir (P1:P2).
Bu teknik ikili karigimlarin kantitatif analizinde kullanilir. Calisma egrisi yapay

karigimlarin bagil derisimleri ile pik-pik oranlar1 arasinda hazirlanir [55].
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III. MALZEME VE YONTEM

III.1. DENEYLERDE KULLANILAN ALETLER

Spektrofotometrik Slgiimler 1 cm 1s1ma yollu kuvartz kiivet kullanilarak Varian 100
CARY 1E Ultraviyole-Goriiniir bolge spektrofotometresi ile gergeklestirildi. Tartimlar,
Shimadzu AX200 analitik terazide yapildi. Gii¢ ¢o6ziinen maddelerin ¢ozeltilerinin
hazirlanmasinda Bransonic 221 ultrasonik banyo kullamildi. Cozeltilerin pH’lar

Metrohm E-512 PH metre kullanilarak 6l¢tildii ve gerektiginde ayarlandi.

I11.2. KIMYASAL MADDELER

pr-Homosistein (hCys), alanin, arginin, glisin, lizin, serin, valin (Sigma), -sistein
(Cys), pr-metiyonin (Met) (Merck), glutamin, prolin (Fluka), o-fitalaldehit (OPA)
(Fluka), sodyumtetraborat (boraks)(Na,B407.10H,O) (Sigma), % 99.7(w:v)’lik metanol
(CH30H) (Riedel-de Haén), hidroklorik asit (HCI) (Merck), sodyum hidroksit (NaOH)
(Merck) kullanilmistir.

I11.3. HAZIRLANAN COZELTIiLER

Yapilan calismalarda giinliik olarak hazirlanmis homosistein, sistein, metiyonin ve OPA

cozeltileri kullanildi. Tiim ¢ozeltiler azot gazi1 gegirilmis distile suda hazirland.

Homosistein ¢ozeltisinin hazirlanmas1 : 0.014 g homosistein, 1 mL 1 M HCl’de
cozilerek distile su ile 100 mL’ye tamamlandi. Elde edilen 1.0x10™ M homosistein stok
cozeltisinden '2 saat azot gaz1 gegirildikten sonra gerekli seyreltme yapilarak

2.0x10™* M homosistein ¢6zeltisi hazirlandu.

Sistein ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.0122 g sistein, 3 mL 1 M HCI’de ¢oziilerek distile
su ile 100 mL’ye tamamlandi. Elde edilen 1.0x10~ M sistein stok ¢ozeltisinden s saat
azot gazi gecirildikten sonra gerekli seyreltme yapilarak 6.0x10™ M sistein ¢ozeltisi

hazirlandi.
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Metiyonin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.015 g metiyonin 100 mL distile su ile ¢oziildii.
Elde edilen 1.0x10° M metiyonin stok ¢ozeltisinden gerekli seyreltme yapilarak

6x10™ M sistein ¢dzeltisi hazirland.

Alanin, arginin, glisin, glutamin, lizin, prolin, serin, treonin ve valin cozeltilerinin
hazirlanmasi: Her bir amino asit i¢cin uygun miktar tartilip distile su ile ¢oziilerek

2.0x10° M derisimlerinde ¢dzeltiler hazirlandi.

o-fitalaldehit (OPA) cozeltisinin hazirlanmasi: 0.027 g o-fitalaldehit iizerine 90 mL
(1:1) (v:v) metanol:su karisimi ilave edilerek ¢oziinmenin tamamlanmasi i¢in 2 dk
50°C’lik su banyosunda bekletilip oda sicakligina sogutulan ¢ozelti, hacmine ayni

karigimla tamamlandi.

pH 10 NaHCQO;-NaOH tampon cozeltisinin hazirlanmasi: 50 mL 0.05 M NaHCO;
cozeltisine 10.7 mL 0.1 M NaOH eklendikten sonra hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

pH 10 NaOH-Na,;B40; tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 50 mL 0.25 M boraks
cozeltisine 18.3 mL 1 M NaOH eklendikten sonra hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

Boraks tampon cozeltilerinin hazirlanmasi: 6.25x10% M boraks (pH 9.2) ¢ozeltisi
hazirlandiktan sonra 3 M HCI ve/veya 3M NaOH ile pH’s1 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0 ve

10.5 olan tampon ¢ozeltileri hazirlandi.

I11.4. YAPILAN DENEMELER

I11.4.1. Tiirevlendirme i¢cin Uygun pH’nin Belirlenmesi

3 mL 2.0x10* M homosistein ile 3 mL 2.0x10° M OPA c¢ozeltilerinden olusan
karigimlarin (1:10 hCys:OPA mol oraninda) iizerine 2ser mL pH 8.0, 8.5, 9.0, 9.2, 9.5,
10.0 ve 10.5 boraks tampon ¢ozeltileri ilave edilerek 600 nm-200 nm arasinda

spektrumlari ¢izildi.
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I11.4.2. Uygun Tampon Cozeltinin Belirlenmesi

3 mL 2x10™* M homosistein ile 3 mL 2x10° M OPA ¢dzeltilerinden olusan iic ayri
karigimin(1:10 hCys:OPA mol oraninda) birincisine 2 mL pH 10 NaHCO;+NaOH
tamponu, ikincisine 2 mL pH 10 NaOH+Na;B40; tamponu, ii¢linciisiine 2 mL derisik
NaOH ile pH’1 10’a getirilmis boraks ¢ozeltisi tamponu ilave edilerek 600 nm-200 nm

arasinda spektrumlari ¢izildi.

I11.4.3. hCys-OPA Tiirevinin Molar Bilesiminin ve Uygun OPA Miktarinin

Belirlenmesi

111.4.3.1. Job Yontemi
Aym derisimde (1.0x10® M) homosistein ve OPA c¢ozeltileriyle toplam hacim
(V=12 mL) degismeyecek sekilde hazirlanmis olan asagida goriilen karisimlarin

absorbanslari, her biri i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan referanslara kars1 280 nm’de okundu.

2.0x10™ M homosistein 2.0x10° M OPA pH 9.2 boraks
10 mL 0 mL 2 mL
9 mL I mL 2 mL
8 mL 2 mL 2 mL
7 mL 3 mL 2 mL
6 mL 4 mL 2 mL
5 mL 5 mL 2 mL
4 mL 6 mL 2 mL
3 mL 7 mL 2 mL
2 mL 8 mL 2 mL
I mL 9 mL 2 mL
0 mL 10 mL 2 mL

111.4.3.2. Mol Orami Yontemi
1.0x10™* M Homosistein ve 1.0x10” M OPA ¢ozeltileri kullanilarak toplam hacim 8 mL

olacak sekilde sabit homosistein miktarina karsilik degisen mol oranlarinda OPA
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cozeltisi eklenerek hazirlanan 6rneklerin absorbanslari, her biri i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan
referanslara karsi 280 nm’de okundu. Degisen OPA miktarindan dolayr eksik kalan

hacimler (1:1) (v:v) metanol:su ¢ozeltisi ile tamamlandi.

1.0x10* M hCys 1.0x10° M OPA (1:1)(v:v) metanol:su pH 9.2 boraks

2 mL 0.2 mL 3.8 mL 2 mL
2 mL 0.4 mL 3.6 mL 2 mL
2 mL 1.0 mL 3.0 mL 2 mL
2mL 2mL 2.0 mL 2mL
2 mL 3 mL 1.0 mL 2 mL
2mL 4 mL 0 mL 2mL

I11.4.4. hCys, Cys ve met-OPA Tiirevlerinin Kararhhklarinin Belirlenmesi

Amino asit-OPA tiirevlerinin kararliliginin belirlenmesi i¢in, hazirlanmis olan karisim
¢Ozeltilerinin absorbanslar1 5, 15, 30, 45 dakika ve 24 saat sonra herbiri i¢in sec¢ilen

calisma dalga boylarinda okundu.

I11.4.5. hCys, Cys ve met icin Calisma Grafiklerinin Cizilmesi

2.0x10* M homosistein ¢ozeltisinin farkli miktarlar1 iizerine sabit miktarlarda
2.0x10° M OPA (en derisik homosistein ¢ozeltisinin 15 kat1 olacak sekilde) ¢ozeltisi
eklenerek hazirlanan 6rneklerin, pH 9.2°de normal ve ikinci tiirev absorbans degerleri
okundu. Okunan absorbans degerleri ile hCys derisimleri arasinda cizilen ¢alisma
grafiginden homosistein i¢in dogrusallik aralig1 ve analiz i¢in sec¢ilen dalga boylarindaki

dogru denklemleri belirlendi.

6.0x10™ M sistein ve 2.0x10° M OPA (en derisik sistein ¢dzeltisinin 5 kati olacak
sekilde) ¢ozeltileriyle hazirlanan 6rneklerin, pH 9.2’de normal ve ikinci tiirev absorbans
degerleri okundu. Okunan absorbans degerleri ile Cys derisimleri arasinda cizilen
calisma grafiginden sistein i¢in dogrusallik aralifi ve analiz i¢in segilen dalga

boylarindaki dogru denklemleri belirlendi.
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6.0x10™* M metiyonin ve 2.0x10° M OPA (en derisik metiyonin ¢ozeltisinin 3.3 kati
olacak sekilde) ¢ozeltileriyle hazirlanan 6rneklerin, pH 9.2°de normal ve ikinci tlirev
absorbans degerleri okundu. Okunan absorbans degerleri ile metiyonin derisimleri
arasinda ¢izilen caligma grafiginden metiyonin i¢in dogrusallik araligi ve analiz i¢in

secilen dalga boylarindaki dogru denklemleri belirlendi.

I11.4.6. hCys, Cys ve met Tayinlerinin % Rolatif Standart Sapma Degerleri

Homosistein miktar1 12.5 uM’a esdeger olacak sekilde 10 adet 6rnek hazirlandiktan
sonra pH 9.2°de referansa kars1 280 nm’de normal, 280 ve 300 nm’lerde ikinci tiirev

absorbanslar1 okundu.

56.0 uM’a esdeger sistein iceren (V=8 mL) 10 adet 6rnek hazirlandiktan sonra pH

9.2’de referansa kars1 273 nm’de normal 265 nm’de tiirev absorbanslart okundu.

150 uM’a esdeger metiyonin igeren 10 adet 6rnek hazirlandiktan sonra pH 9.2°de

referansa kars1 244 nm’de normal 300 nm’de tiirev absorbanslar1 okundu.

I11.4.7. hCys, Cys ve met Tayinlerinin LOD ve LOQ Degerlerinin Belirlenmesi

Hazirlanan 11 adet bos ¢ozeltiden biri referans kabul edilerek diger on tanesinin ¢alisma

dalga boylarinda normal ve ikinci tiirev absorbans degerleri okundu.

I11.4.8. Baz1 Amino Asitlerin Bozucu Girisim Etkilerinin incelenmesi

hCys’in molce 10 kat1 alanin, arginin, glisin, glutamin, lizin, prolin, serin, treonin ve
valin’in hCys tayinine bozucu etkileri 0.5 mL 2.0x10™* M hCys ¢ozeltisine 0.5 mL
2.0x10° M amino asit ¢Ozeltisi, 2 mL distile su, 3 mL 2.0x10° M OPA ve 2 mL boraks

¢ozeltisi eklenip ikinci tiirev absorbans degerlerinin dl¢ililmesi ile incelendi.

I11.4.9. Gelistirilen Yontemin Sentetik Karisima Uygulanmasi

3 mL (37.5 uM hCys, 37.5 uM met ve 75.0 uM Cys igeren) sentetik karigima 3 mL
2x10”° M OPA ve 2 mL boraks tampon ¢ozeltisi eklendikten sonra karisimin spektrumu

referansa karsi ¢izildi.
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I11.4.10 Gelistirilen Yontemin Plazmaya Uygulanmasi

Yontemimizin gegerlili§inin kanitlanmas1 amaciyla plazma 6rnegi, plazmada toplam
homosistein tayininin yapildig1 bir laboratuarda® analiz edildi. Yapilan tahlil sonucunda
plazmadaki toplam homosistein miktarinin 8.6 uM oldugu goriildii. Bu deger bizim
tayin limitlerimizin altinda oldugundan bilinen derisiminde homosistein eklenmis
plazmaya yontemimiz uygulandi. Yapilan denemede Oncelikle distlfiirlerin
indirgenmesi icin 1 mL plazma (0.1 mL 2x10™ M hCys ilave edilen) iizerine
asetonitrilde ¢oziinmiis 0.5 mL %1°lik DTT eklendi.ve oda sicakliginda 2 saat beletildi.
Ardindan proteinlerin ¢oktiiriilmesi i¢in 2 mL %10’luk TCA eklendikten 10 sn’ye
vortekslenen karigim 3000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi [52] Elde edilen siipernetanta
yontemimiz uygulandi. Elde edilen siipernetantin 3 mL’si lizerine, 3 mL 2x10° M OPA

ve 2 mL boraks ¢6zeltisi eklendikten sonra karisimin spektrumu referansa karsi ¢izildi.

* UROLAB, TIBBI TAHLIL LABORATUARI
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IV. BULGULAR

IV.1. hCys-, Cys-, met-OPA TUREVLERININ NORMAL, 1. VE 2. TUREV
SPEKTRUMLARI

Nﬂ
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£

WCys
oa \%
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Dalgaboyu (nm)

Sekil IV.1 12.5 uM hCys, 56.0 uM Cys ve 150 uM met’in normal spektrumlari
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wl="Y
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Dralgahoyu {rm)

Sekil IV.2 12.5 uM hCys, 56.0 uM Cys ve 150 pM met’in birinci tiirev spektrumlari
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Dralgahoyu {nm)
Sekil IV.3 12.5 uM hCys, 56.0 uM Cys ve 150 uM met’in ikinci tiirev spektrumlari
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IV.2. TUREV SPEKTRUMLARINDA UYGUN AL DEGERININ SAPTANMASI

[
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i ¥

0.06

230 300 330 400
Dalgahoyu {nm)

Sekil IV.4. 12.5 uM hCys’in ikinci tiirev spektrumu
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Sekil IV.5., 56.0 uM Cys’in ikinci tiirev spektrumu
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Sekil IV.6. , 150 uM met’in ikinci tiirev spektrumu

Calismamizda daha yiiksek duyarlilik (daha yiiksek tiirev absorbans
nedeniyle AA=20 nm tercih edildi.
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IV.3.1. TUREVLENDIRME ICIN UYGUN PH VE TAMPONUN
BELIRLENMESI

Tirevlendirme ayiract olarak  OPA’nin  kullanmildigr  yaymlara bakildiginda
tiirevlendirmenin genellikle pH 10da meydana geldigi goriilmiistiir [19,20,28]. Buradan
yola ¢ikilarak farkli pH 10 tamponlarinin tiirevlendirme iizerine etkisini incelemek
amaciyla 3 mL 2x10™* M homosistein ile 3 mL 2x10~ M OPA ¢ézeltilerinden olugan ii¢
ayr1 karisimin(1:10 hCys:OPA mol oraninda) birincisine 2 mL pH 10 NaHCO;+NaOH
tamponu, ikincisine 2 mL pH 10 NaOH+Na;B40; tamponu, ii¢linciisiine 2 mL derisik
NaOH ile pH’1 10’a getirilmis boraks tamponu ilave edilerek 600 nm-200 nm
arasinda spektrumlar1 ¢izildi. 2 mL NaHCO3;+NaOH tamponunun yeterli gelmedigi
goriildiiglinden 5 mL NaHCO3;+NaOH tamponu kullanilarak ¢alismalara devam edildi.
NaHCO;+NaOH tamponu ile edilen absorbansin boraks tamponlariyla elde edilenlere
gore diisiik olmasindan dolay1 boraks tamponlarinin daha uygun olduguna karar verildi
(Tablo IV.1). Boraks tamponu kullanilarak yapilan tiirevlendirmelerde en uygun pH’y1
tespit etmek amaciyla ise pH 8.0-10.5 araliginda hazirlanmis olan tamponlarla
denemeler yapildi. Tablo IV.2’de goriildiigii gibi 6.25x10 M boraks ¢ozeltisinin kendi
pH’1 olan 9.2 ile bu molaritedeki boraks ¢ozeltisine HCI ilavesiyle elde edilen pH 9.0’da
okunan absorbans degerleri arasinda Onemli bir fark goriilmediginden kolaylik

acisindan pH 9.2 c¢alisma pH’1 olarak secildi.

Tablo IV.1 Farkli pH 10 tamponlarin absorbans iizerine etkileri

2mL NaOH+Na,B,0, 5 mLNaHCO;+NaOH 2mL DerisikNaOH+Na,B,0-,
Absorbans 0.30 0.26 0.34

Tablo IV.2 pH ile absorbans degisimi

H 8.0 8.5 9.0 9.2 9.5 10.0 10.5
Absorbans 0.38 0.41 0.46 0.44 0.39 0.34 0.23

IV.4. HCYS-OPA TUREVININ MOLAR BILESIMININ VE UYGUN OPA
MIKTARININ BELIRLENMESI

IV.4.1. Job Yontemi

Ayn1 derisimde (1.0x10* M) homosistein ve OPA cozeltileriyle toplam hacim

degismeyecek sekilde (V=12 mL) hazirlanmis olan karisim ¢ozeltilerinin referanslara
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kars1 280 nm’de okunan absorbanslar ile ¢izilen grafikten (Sekil IV.4) tiirevin molar

bilesiminin 1:1 (homosistein:OPA) oldugu sonucuna varildi.

0.45

0.40 —

0.35

0.30 —

0.25 —

0.20

0.15

0.10 —

0.05

Sekil IV.7 Job yontemine gore ¢izilen grafik.

IV.4.2. Mol Oran Yontemi

1.0x10* M Homosistein ve 1.0x10” M OPA ¢ozeltileri kullamlarak toplam hacim 8 mL
olacak sekilde sabit homosistein miktarina karsilik degisen oranlarda OPA ¢ozeltisi
eklenerek hazirlanan 6rneklerin 280 nm’de her biri i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan referanslara
kars1 okunan absorbans degerleri grafige gecirildiginde job yontemi ile bulunan sonugla

uyustugu gorildii. (Sekil IV.5)
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Sekil IV.8 Mol oran1 yontemine gore ¢izilen grafik.
IV.4.3. Onerilen reaksiyon mekanizmasi

OPA ile onceden yapilmis olan c¢aligmalara bakildiginda florimetrik dedeksiyonun
gergeklesmesi i¢in —SH grubu iceren yardimer bir bilesige ihtiya¢ duyuldugu [1, 19, 20,
28, 63] gorlilmiistiir. Bu ¢alismalarda, OPA’nin aldehit gruplarindan birine yardimer bir
bilesigin baglanmasinin ardindan diger aldehit grubuna homosisteinin baglanmasi

sonucu halka kapanmasiyla tiirevlendirme isleminin gerceklestigi goriilmektedir.
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HS — CH,CH,CHCOOH + ICH,COOH -PA>»~ HOOGCH,—s— CH,CH,CHCOOH

NH, NH,
SCH,CH,OH
CHO _
+ HOOCCH,—S—CH,CH,CHCOOH _ HSCH.CHOH N— CHCH,CH;—8 — CH,COOH
‘ \/
CHO NH, COOH

Sekil IV.9 2-MCE varliginda tiirevlendirme

Buldugumuz sonuglara goére hCys-OPA tiirevinin molar bilesimi 1:1 oldugundan dolay1
hCys’in, serbest —SH grubundan OPA’nin yapisindaki aldehit gruplarindan birine
baglandigin1 dolayisiyla halkanin kapanmadig diisiiniildii. Aksi taktirde hCys-OPA mol

orani 1:2 olmasi gerekirdi.

IV.5. HCYS, CYS VE MET-OPA TUREVLERININ KARALILIKLARININ
BELIiRLENMESI

Amino asit-OPA tiirevlerinin karaliliginin belirlenmesi i¢in, hazirlanmis olan 6rneklerin
5, 15, 30, 45inci dakikalarda ve 24 saat sonra normal spektrumlarinda homosistein 280

nm, sistein 273 nm ve metiyonin 244 nm’de okunan absorbans degerleri Tablo IV.3’de

verilmigtir.
Tablo IV.3 Amino asitlerin karaliligin belirlenmesi
5.dk 15.dk 30.dk 45.dk 24 saat sonra
Absorbans
Homosistein -OPA 0.2224 0.2238 0.2182 0.2073 0.1012
Sistein -OPA 0.2127 0.2154 0.1933 0.1845 0.0851
Metiyonin -OPA 0.2731 0.2617 0.2029 0.2015 0.1107

IV.6. HCYS, CYS VE MET iCIN CALISMA GRAFIKLERININ CIZILMESI

Onceki béliimde anlatildig1 sekilde hazirlanan 6rneklerin 600 nm-200 nm arasinda
cizdirilen normal ve ikinci tiirev spektrumlarina ait ¢alisma egrileri Sekil IV.10-19’da
verilmistir. Normal spektrumlara ait dogru denklemleri ve korelasyon katsayilar1 Tablo

IV.4’te, ikinci tlirev spektrumlarina ait olanlar ise Tablo IV.5te verilmistir.
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Sekil IV.11 280 nm’de homosisteinin ikinci tiirev (*T) spektrumuna ait ¢alisma egrisi
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Sekil IV.12 300 nm’de homosisteinin ikinci tiirev (*T) spektrumuna ait ¢alisma egrisi

[hCys]son= 5.0x10°M
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Sekil IV.14 265 nm’de sisteinin ikinci tiirev (*T) spektrumuna ait ¢alisma egrisi
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Sekil IV.18 280 nm’de metiyoninin ikinci tiirev (*T) spektrumuna ait calisma egrisi
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Tablo IV.4 Amino asitlerin normal spektrumlarina ait dogru denklemleri

Korelasyon
Amino Asit Dalga Boyu Dogru Denklemi
Katsayisi
Homosistein 280 Y=1.8x10*C-0.0154 r=0.9996
Metiyonin 244 Y=2.0x10°C-0.0442 r=0.9997
Sistein 273 Y=3.2x10°C+0.030 r=0.9996

Tablo IV.5 Amino asitlerin ikinci tiirev spektrumlarina ait dogru denklemleri

Amino Asit Dalga Boyu Dogru Denklemi Korelasyon
Katsayisi
Homosistein 280 Y=-5.0x10°C+0.0030 r=10.9997
Homosistein 300 Y=-3.8x10°C+0.0048 r=10.9998
Metiyonin 280 Y=1.8x10°C+0.0008 r=10.9996
Metiyonin 300 Y=2.5x10°C-0.0470 r=0.9998
Sistein 265 Y=9.0x10%C-0.0001 r=0.9994
Sistein 280 Y=4.4x10%C-0.0350 r=10.9993
Sistein 300 Y=24C-0.0115 r=10.9990

IV.7. HCYS, CYS VE MET TAYINLERININ % ROLATIiF STANDART SAPMA
DEGERLERI

13.5 pg homosistein, 54.5 pg sistein ve 180.0 pug metiyoninin normal spektrumlarindaki
absorbanslarina ait % R.S.D’lari, Tablo IV.6’da, ikinci tiirev spektrumlarina ait

% R.S.D’lar1 Tablo IV.7°de verilmistir.



Tablo IV 6 Amino asitlerin normal spektrumlarina ait % Rdlatif Standart Sapmalar

55

Amino Asit Dalga Boyu Amino Asit Miktar1 (ug) % R.S.D
Homosistein 280 nm 12.5 uM 1.61
Sistein 273 nm 56.0 uM 0.06
Metiyonin 244 nm 150.0uM 0.27

Tablo IV.7 Amino asitlerin ikinci tlirev spektrumlarina ait % Rolatif Standart Sapmalar

Amino Asit Dalga Boyu Amino Asit Miktar: (ug) % R.S.D
Homosistein 280 nm 12.5 uM 0.52
Homosistein 300 nm 12.5 uM 1.78
Sistein 265 nm 56.0 uM 1.06
Metiyoni 300 nm 150.0puM 0.08

IV.8. HCYS, CYS VE MET TAYINLERINIiN LOD VE LOQ DEGERLERININ

BELIRLENMESI

Amino aistlerin normal spektrumlarina ait LOD ve LOQ degerleri Tablo IV.8’de, ikinci

tiirev spektrumlarina ait olanlar ise Tablo IV.9’da verilmistir.

Tablo IV.8 Normal spektrumlara ait LOD ve LOQ degerleri

Amino Asit Dalga Boyu LOD LOQ
Homosistein 280 nm 12.5 ppm 42 ppm
Sistein 273 nm 18.6 ppm 62 ppm
Metiyonin 244 nm 24.3 ppm 81 ppm
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Tablo IV.9 ikinci tiirev spektrumlara ait LOD ve LOQ degerleri

Amino Asit Dalga Boyu LOD LOQ
Homosistein 280 nm 0.8 ppm 2.6ppm
Homosistein 300 nm 1.05 ppm 3.5 ppm
Sistein 265 nm 5.34 ppm 17.8ppm
Metiyonin 300 nm 0.6 ppm 2ppm

IV.9 BAZI
INCELENMESI

AMINO ASITLERIN

Tablo IV.10 Baz1 amino asitlerin hCys tayinine bozucu etkileri

Amino Asit T80 "Tas0
Alanin (-) % 50 +) % 10
Arginin (-) % 80 (-)% 5
Glisin (-) % 80 -) %5

Glutamin (+) % 40 (+) % 100
Lizin (-) % 90 Yok~% 1
Prolin (+) % 60 Yok~%1
Serin (+) % 30 +) % 50

Treonin (+) % 80 +) %S5
Valin (-) % 60 (+) % 20

calismalarda

bu girisimin  biiyiik

distintilmektedir.

olasilikla

kemometrik

olarak

BOZUCU GIRISIM ETKILERININ

Alanin, arginin, glisin, glutamin, lizin, prolin, serin, treonin ve valin’in hCys tayininde
kullanilan 280 ve 300 nm’lerdeki °T degerlerine etkisi (+) ve (-) girisim seklinde
Tablo IV.10°da goriilmektedir.

Amino asitlerin ¢ogunun biiylik Olgiide girisim yaptig1 anlasildigindan ilerleyen

onlenmesi
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IV.10. GELIiSTIiRiLEN YONTEMIN SENTETIK KARISIMA UYGULANMASI

Gelistirdigimiz yontemin 37.5 uM hCys, 37.5 uM met ve 75.0 uM Cys igeren sentetik
karisima uygulandiginda elde edilen ikinci tlirev spektrumlarinda hCys ve met’in
diigiim olusturdugu 265 nm’de Cys miktarinin belirlenmesinin ardindan 280 ve 300
nm’lerde her {i¢ aminoasite ait dogru denklemlerinin toplami ile elde edilen asagidaki
iki denklemde yerine konularak iki bilinmeyenli iki denklemin toplamindan karisimdaki

hCys ve met miktarlar1 hesaplanda.

265" T = 9x10% Cy5-0.0001
280 T = -5.3x10° Cpyeyst1.8X10% Cpner + 4.4x10% Cys-0.0312

300°T= -3.8x10° Cpcyst2.5%10° Cpnes + 24 Ceys-0.0537

Yapilan hesaplamalar sonucu karigim igerisinde 33 uM hCys, 34 uM met ve 71 uM Cys

derisimleri tayin edildi.

IV.11. GELISTIRILEN YONTEMIN PLAZMAYA UYGULANMASI

Diger amino asitlerin bozucu etkilerinin oldukga yiiksek oldugunun bilinmesine ragmen
bir 6zel laboratuarda hCys igeriginin tayin sinirimizin altinda (8.6puM) oldugu belirlenen
plazmaya 16.7 uM olacak sekilde hCys eklenerek gelistirilen yontemin uygulanmasi ile
cizilen ikinci tiirev spektrumu (Sekil IV.21) degerlerinden plazma igersinde tayin
edilebilecek miktarda Cys olmadigi goriildii. hCys ve met tayini i¢in elde edilen ikinci
tiirev absorbans degerleri yukariki iki bilinmeyenli iki denklemde yerlerine
konuldugunda 16 uM hCys ve 22 pM met tayin edildi. Plazmada tayin edilen met
derigiminin normal limitler (26.3 = 5.4 uM ) [63, 64] igerisinde oldugu goriildii.
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ikinci tiirev spektrumlari
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V. TARTISMA VE SONUC

20.yy’in  ortalarindan  giinlimiize = kadar  yapilmis olan  caligmalarda
hiperhomosisteineminin basta kalp-damar hastaliklar1 olmak iizere hamilelikte goriilen
baz1 komplikasyonlara, kansere, akil hastaliklarina ve buna bagli olarak Alzheimer
hastaligina da sebep oldugu bulunmustur. Bu nedenle basta plazma olmak iizere

biyolojik sivilarda homosistein tayini giderek 6nem kazanmustir.

Uygulanmakta olan yontemlerde homosistein, yapisindaki tiyol (-SH) veya amino
(-NH>) grubundan tiirevlendirilerek tayin edilebildigi gibi tiirevlendirme iglemine gerek
olmadan yapilan dogrudan tayin yontemleri de mevcuttur. Homosistein, glinlimiizde
kromatografik, elektroanalitik ve immiinolojik yontemlerle tayin edilebilmektedir. En
yaygin olarak kullanilan, HPLC ile ayirimin ardindan florimetrik dedeksiyonla yapilan

tayinlerdir.

Ayirim teknigi olarak en ¢ok HPLC kullanilmasimnin sebebi homosisteinin kolon
icerisinde benzer yapidaki diger amino tiyollerden ayriminin kolay olmasidir. Bunun
icin ortam sartlarina gore izokratik ya da gradient eliisyon tercih edilir. Bu 6zellikler
HPLC’nin avantajlar1 olmakla birlikte kullanilan mobil faz miktarmin fazla olmasi,
tirevlendirme ve ayirim igin genellikle farkli pH’lar kullanilmasi, kolonda ayrimin en
az 10dk gibi bir siirede gerceklesmesi ve bu siirede istenilen tim amino asitlerin
ayrilamamasi, aymrmmin gerceklestigi analitik kolondan oOnce genellikle koruma
kolonuna ihtiyac duyulmasi ve genel olarak sistemin pahali olmasi yontemin
dezavantajlar1 olarak siralanabilir. Kapiler elektroforez ile yapilan tayinlerde ise
spektroflorimetrik dedeksiyonun yeterince hassas olmayisindan dolay1 kullanilan lazer
indiiktif floresans dedeksiyonunun pahali olmasi ve elektrokimyasal dedeksiyon
sirasinda kullanilan elektrodun ayrimin yapildigi voltajdan etkilenmesine bagli olarak
yanlis sonuglar elde edilmesi bu yéntemin dezavantajlaridir. Immiinolojik yontemlerin

en biiylik dezavantaji ise kullanilan kitlerin ve genel olarak sistemin pahali olusudur.
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Yukaridaki yontemlere alternatif olarak daha basit bir cihazla kolay, ucuz ve kisa siirede
sonug veren spektrofotometrik bir homosistein tayin yontemi gelistirmenin amacglandigi
caligmamizda homosisteinin yapisindaki serbest tiyol (-SH) grubuyla reaksiyona
girebilecek tiirevlendirme ayiraglarinin belli baglilarindan olan OPA kullanildi.
Kromatografik analizde florimetrik dedeksiyon amaciyla kolon 6ncesinde —SH grubu
iceren bir yardimci bilesik [1, 19, 20, 28, 63] varlifinda olusturulan floresans 6zellik
gosteren amino asit-OPA tiirev bilesiginden yola ¢ikilarak yardimci bilesige gerek
olmadan, tek basamakli bir reaksiyonla homosisteinin serbest tiyol grubu iizerinden

OPA tiirevi elde edildi.

OPA ile 6nceden yapilmig yayinlara bakildiginda tiirevlendirme i¢in genellikle pH 10
boraks tamponu kullanildigi [1,19,20,28, 63] goriildiiglinden c¢alismamizda
tiirevlendirme i¢in uygun pH’1 bulmak amaciyla pH 8.0-10.5 araliginda boraks tampon
cozeltileri ile denemeler yapildi. Ayrica farkli bir pH 10 tamponu olarak
NaHCO;+NaOH tamponu da denendi. 2 mL NaHCO;+NaOH tamponunun yeterli
gelmedigi goriildiigiinden 5 mL NaHCO;+NaOH tamponu kullanilarak calismalara
devam edildi. NaHCO;+NaOH tamponu ile elde edilen absorbansin boraks
tamponlariyla elde edilenlere gore diisiik olmasindan dolay1 boraks tamponlarinin daha
uygun olduguna karar verildi. 6.25x10 M boraks ¢ozeltisinin kendi pH’1 olan 9.2 ile bu
molaritedeki boraks ¢ozeltisine HCI ilavesiyle elde edilen pH 9.0°da okunan absorbans
degerleri arasinda 6nemli bir fark goriilmediginden kolaylik agisindan pH 9.2 calisma

pH’1 olarak segildi.

Tiirevin yapisin1 aydinlatma ¢aligmalarimiz 1 mol hCys’in 1 mol OPA ile tiirev
olusturdugunu gosterdiginden olusum mekanizmasinin asagidaki reaksiyonla ifade

edilebilecegi sonucuna varildi.

o
1
CHO C—S— CH,CH,CHCOOH
/ 2 2
¥ HS—CHzCHzc‘)HCOOH — NH,
CHO NH, CHO

OPA hCys hCys—OPA tiirevi
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Homosisteinin organizmada transmetilasyon reaksiyonlar1 ile sistein veya tekrar
metiyonine metabolize oldugu bilindiginden homosisteinin, sistein ve metiyonin ile yan
yana analizi sartlar1 da incelendi. Aymi tiirevlendirme kosullarinda hazirlanan Cys-OPA
ve met-OPA tiirevlerinin spektrumlarn ¢izildiginde sistein i¢in 273 nm’de metiyonin i¢in
ise 244 nm’de maksimum absorbanslar elde edilmesine ragmen spektrumlarda
girisimler oldugu goriildii. Her {i¢ amino asit-OPA tiirevine ait ikinci tlirev spektrumlari
alindiginda homosistein ve metiyoninin diiglim noktalarinin bulundugu 265 nm’de
sistein tayini, 280 ve 300 nm’lerdeki toplam tiirev absorbans degerlerinden ise
homosistein ve metiyonin tayininin yapilabilecegi sonucuna varildi. 265, 280 ve 300

nm’lerde Cys’e ait dogru denklemleri ve bu denklemlerin uygunluk katsayilart;

265" T = 9x10% Cy5-0.0001 r =0.9994
220 T = 4.4x10° Ccys -0.035 r =0.9993
300 T=24Ccys -0.0115 r =0.9990

280 ve 300 nm’lerde hCys’e ait dogru denklemleri ve uygunluk katsayilari;
220°T = -5.0x10” Chcy+0.0030 r =0.9997

300°T = -3.8x10° Cheys +0.0048 r =0.9998

280 ve 300 nm’lerde met’e ait dogru denklemleri ve uygunluk katsayilari ise;
280°T = 1.8x10% Cpyer+0.0008 r =0.9996

300°T = 2.5x10° Cheys -0.0470 r =0.9998 olarak elde edildi.

Goriildigi gibi 265 nm’de Cys derisimi belirlenendikten sonra 280 ve 300 nm’lerde her
lic amino aside ait dogru denklemlerinin toplami ile elde edilen asagidaki iki denklemde
yerine konularak iki bilinmeyenli iki denklemin toplamindan &rnekteki hCys ve met

miktarlar1 hesaplanabilir.
280 T = -5.3x10° Cpyeyst1.8X10% Cpner + 4.4x10% Cys-0.0312

300° T=-3.8x10° Cpcyst2.5x10° Cpnes + 24 Cy5-0.0537
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hCys, Cys ve met icin ikinci tiirev absorbans degerleri ile elde edilen LOD degerleri,
hCys i¢in 280 ve 300 nm’lerde sirasiyla 0.8 ppm ve 1.05 ppm, Cys i¢in 265 nm’de
5.34 ppm ve met i¢in 300 nm’de 0.6 ppm’dir.

hCys, Cys ve met i¢in ikinci tlirev absorbans degerleri ile elde edilen % R.S.D degerleri
ise 12.5 uM hCys i¢in 280 ve 300 nm’lerde sirasiyla 0.52 ve 1.78, 56.0 uM Cys i¢in
265 nm’de 1.06 ve 150.0 p met i¢in 300 nm’de 0.08 olarak bulunmustur.

Ikinci tiirev spektrumlarindan faydalanilarak yapilan hCys tayinlerinde gerek LOD
degerinin gerekse de % RSD degerinin daha diisiik olmasindan dolayr 280 nm’nin daha

uygun oldugu goriilmiistiir.

Gelistirilen yontemin homosistein tayin siniri, hiperhomosisteineminin ilk evresi
icindedir. Teshis agisindan biiyiik 6nemi olan bu mertebedeki homosistein miktarini,
sistein ve metiyonin miktarlari ile birarada tayin edebilen bu yontem, {ic amino asidin
sentetik karigimlarina basariyla uygulanabilmektedir. Yontemin, hCys tayininin énemli
oldugu plazma gibi karmasik bir matrikse klasik kromatografik ve immiinolojik
yontemlerin ¢ogundan daha basit, ucuz ve hizli bir sekilde uygulanabilmesi i¢in diger
amino asitlerin bozucu etkilerinin kemometrik bir yaklasimla ortadan kaldirilmasi

gerekmektedir.
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