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OZET

BiYOTiIiYOLLERIN TAYINi iCIN ALTIN NANOPARCACIK ESASLI
FLOROMETRIK YONTEM GELISTIRILMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Asuman CIFTECI

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damsman : Doc. Dr.Saliha Esin CELIK

Diisiik molekiill agirlikli endojen biyotiyoller (sistein, N-asetil sistein, homosistein,
indirgenmis ve yiikseltgenmis glutatyon vb.) insan viicudunda bir¢ok fizyolojik ve patolojik
proseslerde merkezi rol oynamaktadir. Hiicresel tiyollerin seviyesi kanser, Alzheimer ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢cok hastalik ile baglantilidir. Bu nedenle, kompleks
matrislerde biyotiyollerin belirlenmesi ve kantitatif tayini olduk¢a Onemlidir. Bu tez
caligmasinda, biyotiyollerin hassas tayini i¢in nanopargaciklarin yigin  halindeki
malzemelerden daha {istiin ve siradisi 6zelliklerinden yararlanilarak altin nanoparcacik (Au-
NP) esasli sensor gelistirilmesi amaglanmistir. Bu sensor, sitrat-stabilize altin
nanoparcaciklarin yiizeyine suda ¢oziinen florofor Rodamin-6G (Rd6G) boyar maddesinin
kovalent olmayan etkilesimle adsorbe olmasi sonucu floresansta bir soniim gerceklesmesi ve
biyotiyollerin Au-NP’larin yiizeyine gosterdikleri yiiksek afiniteleri sebebiyle agiga ¢ikan
Rd6G molekiillerinin floresansinin 552 nm emisyon dalgaboyunda ol¢iilmesi esasina
dayanmaktadir.

Onerilen florometrik sensér ile sistein, sistin, indirgenmis ve yiikseltgenmis glutatyon,
homosistein, homosistin, sisteamin, metiyonin, lipoik asit, 1,4-ditiyoeritritol ve penisilamin
gibi biyotiyol bilesiklerin standart ¢ozeltilerinin emisyon spektrumlari elde edilmistir. Her bir
biyotiyol i¢in kalibrasyon egrileri olusturulmus ve bu bilesiklerin floresans katsayilari ile
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lineer konsantrasyon araliklar1 belirlenmistir. Gelistirilen sensor, doku homojenatlarina
uygulanarak kesinlik, dogruluk, lineerlik parametreleri test edilmis ve yontem valide
edilmistir. Biyotiyollerin gozlenebilme simirlari (LOD) 0.11 uM ile 1.06 uM arasinda
bulunmustur. Uglii sentetik karigimlar hazirlanarak teorik ve deneysel sistein esdegeri tiyol
icerikleri kiyaslanmistir. Florometrik Rd6G/Au-NP  yontemi kullanilarak elde edilen
biyotiyollerin sistein esdegeri tiyol igerigi (SETI) degerleri, DTNB (5,5’ -ditiyobis-(2-
nitrobenzoik asit)) reaktifinin kullanildig1 orjinal Ellman yontemiyle elde edilen degerlerle
karsilastirlmistir. ki yontem bulgularmin birbiriyle uyumlu oldugu ve anlamli bir fark
olmadig1 gozlenmistir (p<0.05). Ellman yontemi sadece stilfidril (-SH) grubu biyotiyollere
cevap verirken, gelistirilen sensér hem siilfidril hem de disiilfiir (S-S) grubu biyotiyollere
cevap vermektedir. Cesitli girisim yapici bilesiklerin (polifenoller, plazma antioksidanlar1 vb.)
reaksiyon ortamini bozucu etkileri incelenmistir. Florometrik Rd6G/Au-NP sensorii bazi
farmasotik ilag orneklerine basariyla uygulanarak tiyol icerikleri belirlenmis ve bulgular
HPLC yontemi ile karsilagtirilmigtir.

Haziran 2019, 65 sayfa.

Anahtar kelimeler:biyotiyoller, Rodamin-6G, altin nanopargaciklar, florometrik sensdr
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SUMMARY

DEVELOPMENT OF GOLD NANOPARTICLE BASED FLUOROMETRIC
METHOD FOR THE DETERMINATION OF BIOTHIOLS

M.Sc. THESIS

Asuman CIFTECI

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies

Department of Chemistry

Supervisor : Assoc. Prof. Dr.Saliha Esin CELIiK

Endogenous low molecular weight biothiols (cysteine, N-acetylcysteine, homocysteine,
reduced and oxidized glutathione etc.) play a central role in a variety of physiological and
pathological processes in the human body. The levels of certain cellular thiols have been
linked to a number of diseases, including cancer, Alzheimer's, and cardiovascular disease.
Therefore, detection and quantification of biothiols in complex matrices is very important. In
this thesis study, it was aimed to develop gold nanoparticle (Au-NP) based sensor utilizing
superior and extraordinary properties of nanoparticlescompared to that of bulk materials for
the sensitive determination of biothiols. This sensor is based on the adsorption of water-
soluble fluorophore Rhodamin-6G (Rd6G) dye to the surface of citrate-stabilized gold
nanoparticles by non-covalent interaction resulting in a quenching of fluorescence and
measurement of fluorescence increment at 552 nm emission wavelength as a result of the
release of Rd6G molecules from the nanoparticle surface in the presence of biothiols due to
their high surface affinities.

Emission spectra of biothiol standard solutions such as cysteine, cystine, reduced and
oxidized glutathione, homocysteine, homocystine, cysteamine, methionine, lipoic acid, 1,4-
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Dithioerythritol and penicillamine were obtained by using the proposed fluorometric sensor.
Calibration curves were generated for each biothiol and the linear concentration ranges were
determined by the molar fluorescence coefficient of these compounds. The precision,
accuracy and linearity parameters of the developed sensor were tested by applying tissue
homogenates and the method was validated. Limit of detection (LOD) values of biothiols
ranged between 0.11 uM and 1.06 uM. The experimental and theoretical cysteine equivalent
thiol content (CETC) values of ternary synthetic mixtures were evaluated. CETC values
obtained by using fluorometric RA6G/AuNP method of biothiolswere compared with the
original Ellmanassay using DTNB (5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)) reagent. It was
observed that the findings of two assays were in accordance with each other and had no
significant difference (p<0.05). While Ellman assay merely responds to sulphydryl (-SH)
group, the developed sensor responds to biothiols that have both sulphydryl and disulphide
(S-S) groups. The effects of various interferent compounds (polyphenols, plasma
antioxidants, etc.) were evaluated. Fluorometric RA6G/AuNP sensor was successfully applied
to some pharmaceutical samples, their thiol contents were determined and the findings were
compared with those of HPLC assay.
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1. GIRIS

Biyotiyoller,  viicutta antioksidan savunma  sistemlerinde  bircok  fonksiyonun
gerceklesmesinde etken rol oynamaktadir (Deneke, 2000). Biyolojik antioksidanlar diigiik
molekiil agirlikli, hiicresel yaglari, proteinleri ve niikleik asitleri serbest radikallerin oksidatif
hasarindan koruyan bilesikler igermektedir. Biyotiyoller, reaktif oksijen tiirleri (ROS) giderme
kapasitesi ve giiclii indirgeyebilme gii¢lerinden dolay1 bu bilesikler arasinda énemli bir rol
oynamaktadirlar (Wlodek, 2002). Bu bilesiklerin insan sagligina olan yararlarindan dolay1
(kanser, kalp hastaliklar1 ve norodejeneratif hastaliklar gibi oksidatif stres kaynakli
hastaliklarin Onlenmesi gibi) toplam igeriginin degerlendirilmesi ve beslenme ve tip
alanindaki uygulamalar1 olduk¢a Onem kazanmistir (Gutteridge, 1994). Organizmada
biyotiyol diizeylerinin azalmasinin karaciger yetersizligi, koroner atardamar hastaligi, fel¢ ve
diger norolojik rahatsizliklar gibi g¢esitli hastaliklara neden oldugu goriilmektedir. Ancak
yiiksek konsantrasyonlarda karaciger hasari, cilt lezyonlari, yavas biiyiime ve 6dem gibi
cesitli hastaliklara sebep oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle biyolojik yasam sistemlerinde
biyotiyollerin konsantrasyon degisimlerini izlemek son derece Onemlidir. Glutatyonun
indirgenmis ve yiikseltgenmis formlarinin (GSSG/GSH) redoks potansiyeli, hiicre icerisindeki
redoks ortammin temel bir indikatoriidiir (Schafer, 2001) ve GSH hiicreler arasi
dehidroaskorbik asitten askorbik asit olusumunda rol oynar. Bu nedenlerden dolay1

biyotiyollere olan ilgi oldukc¢a artmistir.

Biyotiyollerin kompleks matrislerde tayin edilmesinde yasanan zorluklardan bazilar,
elverigsiz fizikokimyasal Ozelliklere (giiclii bir kromofor veya florofor gruba sahip
olmamalar1) sahip olmalaridir. Yiiksek polariteleri, suda c¢oziiniirlikleri bu analizleri
zorlastirmakla beraber tiyol gruplarinin oksidasyona agik olmalar1 yani kararsiz yapilar1 hatali
analitik sonuglara sebep olmaktadir. Bu baglamda, tiyol tespitinde floresan 6zellige sahip
problar/sensorler islemsel kolaylik, yiiksek belirginlik, diisiik dedeksiyon limitleri, in-vivo
goriintiileme gibi belirgin avantajlara sahiptir (Huang ve Murray, 2002), (Isik ve dig., 2013),
(Li ve dig. 2010).

Son yillarda, nanomalzemeler biyolojik makromolekiillerle boyutsal benzerlikleri, optik ve

elektronik ozellikleri itibartyla biyolojik tayinlerde kullanim agisindan gittikge daha ¢ekici



hale gelmektedirler (Chen, 2004). Ortaya ¢ikan fiziksel 6zellikler yigin halindeki metalin ve
molekiiler bilesiklerin  6zelliklerine benzemez, bu 6zellikler pargacik boyutuna,
pargaciklararasindaki uzakliga, koruyucu organik kabugun dogasina ve nanopargaciklarin
sekline bagldir (Daniel, 2004). Ozellikle altin nanopargaciklarin (Au-NP’ler) asosiyasyonu ve
olas1 agregasyonu (yigisimi) sonucunda olusan renk degisimi, birbirinden farkli pek ¢ok
analitin basit, yiliksek se¢imli tayinine olanak vermektedir (Chen, 2004). Analitik veya
biyolojik bilimlerde kullanilmak {izere nanoteknoloji esasli ultra hassas tayin ve goriintiileme
yontemleri gelistirilmesi bilim diinyasinda ilgi ¢ekici hale gelmektedir. Fonksiyonel altin
nanoparcaciklar, ylizey plazmon rezonans absorpsiyonu ve rezonans 1sik sagilmasi gibi
benzersiz optik oOzellikleri, bir c¢esit yiizey kaplama halinde birlesebilme 0Ozelligi ve
mikkemmel biyouyumluluk (genellikle modifiye edilmemis Au-NP’ler toksik degildir ve
modifiye edilmis Au-NP’lerin biyolojik toksisitesi onlarin ligandlarina baglhidir) gibi
ozelliklerinden dolay1 biyolojik ve farmasdtik alanlarda genis kullanim alani bulmustur

(Ma,2010).

Altin nanopargaciklar, boyut-bagimli optik 6zellikleri olmasi ve tiyoller ve tiyol modifiye
edilmis molekiillere yiiksek ilgi gostermesi nedeniyle duyarli algilama materyalleri olarak ilgi
cekmektedir (Tsang, 2005). Tiyol tayininde kullanilan optik problarin biiyiik bir kismi,
tiyollerin kuvvetli niikleofilik 6zelligi ve metal iyonlarina baglanma egilimi gibi iki temel
ozellikten yararlanmaktadir. Bu dogrultuda, optik problarin biiyiik bir kismi, algilamada
tiyoller ve problar arasindaki bazi 6zel reaksiyonlari, 6rnegin aldehitlerle halka kapanmasi,
stilfonamid ve siilfonat esterlerinin tiyollerle par¢alanmasi, selenyum-azot baginin tiyollerle
koparilmasi, metal komplekslerinin ligand degisimi, nano-taneciklerle etkilesimler ve diger
benzeri reaksiyonlar kullanmaktadir (Chen, 2004; De Silva, 1998; Maeda, 2005). Biyolojik
oneme sahip biyotiyollerin kompleks matrislerde se¢imli tayininde basit, diisiik-maliyetli ve
duyarli yontemlerin gelistirilmesi hedeflenmektedir. Organik/inorganik hibrit malzemelerin
tiretiminde organik kromofor ve altin nanopargaciklarin kullanilmasi gelisen nanoteknoloji
alanindaki 1lgi ceken basliklardan bir tanesidir. Bir fotoliiminesans sondiiriicii olarak
AuNP’lar, kromofor-AuNP kompozitlerin molekiiler uyarma enerjisini oldukca verimli
sekilde sondiirebilmektedir. AuNP’larin bu iistiin sontimleme 6zelligi floresan rezonans enerji
transferi (FRET) prosesine dayanan analizlerde kullanilmaktadir. Ancak, bu zamana kadar
tiyol bilesiklerin tespiti i¢in kromofor-AuNP kompozitlerinden faydalanildig: bildirilen
caligmalar olduk¢a azdir (Chen ve Chang, 2004; Huang ve Chang, 2006; Xu ve dig.,2016).



Bu tez calismasinda, iizerinde floresans 6zelligi olan Rodamin-6G (Rd6G) adsorplanmis Au-
NP’ler (Rd6G/AuNP’ler) varliginda biyotiyollerin tayini i¢in yeni bir florometrik sensor
gelistirilmistir. Bu sensor, sitrat-stabilize altin nanoparcaciklarin yiizeyine suda ¢oziinen
florofor Rodamin-6G (Rd6G) boyar maddesinin kovalent olmayan etkilesimle adsorbe olmasi
sonucu floresansta bir soniim gergeklesmesi ve biyotiyollerin Au-NP’larin yiizeyine
gosterdikleri yiiksek afiniteleri sebebiyle agiga ¢ikan Rd6G molekiillerinin floresansinin 552
nm emisyon dalgaboyunda Olg¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Gelistirilen Rd6G/AuNP
yontemi karmasik biyolojik Ornekler ve farmasdtik ilag orneklerindeki biyotiyol igeriginin
tespitinde On islem gerektirmeksizin basarili bir sekilde uygulanmistir. Rd6G/AuNP
yontemiyle elde edilen biyotiyollerin sistein esdegeri tiyol igerikleri orijinal Ellman
yontemiyle elde edilen sonuglarla uyumluluk gostermistir. Biyolojik 6rnekler ve farmasotik
ilag Orneklerinde bulunan biyotiyollerin tayini i¢in hizli, basit ve duyarli bir yontem

gelistirilmistir. |



2. GENEL KISIMLAR

2.1.BiYOTiYOLLER

Biyotiyoller, siilfidril (-SH) fonksiyonel gruplarinin varligiyla tanimlanmis organik siilfiir
tirevleri smifinda yer alirlar. Biyolojik merkaptanlar olarak da adlandirilmaktadirlar.
Biyotiyoller (R-SH) molekiil agirliklarina gore siniflandirilmakta olup, diisiik molekiil
agirligia sahip olanlar serbest tiyoller ve yiiksek molekiil agirligina sahip olanlar protein

tiyoller olarak ayrilmaktadirlar (Deneke, 2000).

Tiyol bilesiklerin en 6nemli fonksiyonlarindan biri antioksidan 6zellik gostermeleridir, yani
diger bir deyisle indirgeme yetenegine sahip olmalaridir. Yasayan organizmalarda kompleks
antioksidan sistemler bulunmaktadir. Bu sistemler enzimatik olmayan antioksidanlar olarak
bilinen albumin, glutatyon, askorbik asit, a-tokoferol, B-karoten, iirik asit, bilirubin,
flavonoidler ve birgok polifenolik bilesik ile siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
askorbat peroksidaz ve katalaz gibi enzimleri bulundururlar (Shahidi, 1996). —SH grubu
iceren tiyol bilesikler, oksidan varliginda distilfiir formuna yiikseltgenirken, hiicrelere zarar
veren oksidan tiirleri siipiirerek diisiik toksisiteli ya da toksik olmayan iiriinlere doniistiirtirler.
Bir tiyol bilesiginin reaktif oksijen ve azot tiirleri (OHe, Ozs, H2O2, NOe vb.) ile reaksiyonu
sonucunda thiyl radikali (R-Se) olusur (Ross ve Moldeus, 1986). Fizyolojik pH’ta thiyl
radikalleri kararsizdir ve disiilfiir haline dontisebilir (Wlodek, 2002). Bir tiyol bilesigin
antioksidan olarak etkinligi, yapisindaki —SH grubunun sayistyla dogru orantilidir. Bu durum,
saglikli bir yasam icin antioksidan bilesikleri ve enzimleri 6nemli hale getirir (Ma, 2010;

Philip, 2008)

Tiyoller, tiyol/disiilfiir oraninin diizenlenmesi, proteinlerdeki disiilfid baglarinin indirgenmesi,
hiicre biiyiimesi ve cogalmasi, protein sentezi, bagisikligin diizenlenmesi, bazi redoks
reaksiyonlarinda substrat olarak kullanilmas1 gibi 6nemli biyolojik fonksiyonlarda aktif gorev
almaktadir. Ornegin, hiicre i¢i veya hiicre disi ortama tiyol ilavesi protein yapi ve
fonksiyonunda kuvvetli etkilere neden olabilir. Indingenmis glutatyonun (GSH),
yiikseltgenmis formu olan GSSG’ye orani biyolojik bir sistemde oksidatif hasarin etkili bir

Olctisti olmustur (Knapen ve ark.,1999).



2.1.1. Biyotiyol Bilesikler

Tiyol grubu igeren, viicutta iiretilebilen (endojen) bilesiklerden indirgenmis glutatyon
(GSH), sistein, homosistein, dihidrolipoik asit (DHLA) ve bunlarin disiilfiirleri olan
yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), sistin, homosistin, lipoik asit (LA) Onemli
biyotiyollerdir. Digerleri ise, N-asetilsistein (NAC), sisteamin, 1,4-ditiyoeritritol (DTE),
glutatyon etil ester (GSHEE) ve metiyonindir.

2.1.1.1.Indirgenmis Glutatyon

Glutatyon (L-y- glutamil-L-sisteinil-glisin); diisiik molekiil agirlikli, hiicrelerde suda
¢oziinebilir yapida olan antioksidan bir molekiildiir (Shahidi, 1996). L-sistein, L-glutamat
ve L-glisin amino asitlerinden olusan ve glutamat ile sistein amino asitleri arasinda -
peptid bagt iceren Dbir tripeptittir (Sekil 2.1). Bu molekiill karacigerde

sentezlenebilmektedir.
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Sekil 2.1: Indirgenmis ve yiikseltgenmis glutatyonun kimyasal yapisi.
Indirgenmis glutatyon (GSH) igerdigi tiyol grubu sayesinde hiicre i¢inde redoks potansiyeli
yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasarlara kars1 korur. Glutatyon peroksidaz
(GPx) isimli enzimin kofaktorliigiinii yaparak, hidrojen peroksidi metabolize eder (Ulakoglu,
1998). Son yillarda yapilan c¢alismalar, stres faktorlerinin, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusumunu hizlandirdig1 ve lipit peroksidasyonlarina yol agtigini gostermistir. ROS'un
olusturdugu oksidatif hasar, oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir ve oksidatif stres ile GSH

diizeylerinin azaldig1 bilinmektedir.

Hiicrelerde, total glutatyonun %90°1 GSH, kalan %10’lik kism1 ise okside glutatyon (GSSQG)

seklinde bulunur. Glutatyon indirgenmis durumda, hemoglobin ve eritrosit hiicreproteinlerinin



sistein artiklarin1 muhafaza eden bir siilfidril tamponu olarak gérev yapar. Indirgenmis
glutatyonun (GSH), ylikseltgenmis forma (GSSG) orani normalde yaklasik 500/1°dir. Kanser,
diyabet, alkolik karaciger hastaligi, katarakt, AIDS ve Parkinson hastaligi da dahil olmak
tizere birgok dejeneratif durumun ve hastaligin nedeni olarak GSH/GSSG dengesinin

bozulmasi gosterilmektedir (John ve Richie, 1992).
2.1.1.2.Sistein

Glutatyon gibi tiyol iceren diisilk molekiil agirlikli endojen bilesiklerden olan sistein ve
sisteinin distilfiirii olan sistin fizyolojik ve patolojik olaylar yoniinden 6nem tasimaktadir
(Sekil 2.2) (Curello, 1987). Sistein, hiicrelerin toksik tiirlerden korunmasinda ¢ok énemli rolii

olan GSH’1n sentetik bir 6n maddesidir (Nath, 1993).
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Sekil 2.2: Sistein ve sistinin kimyasal yapisi.

2.1.1.3.Homosistein

Homosistein, tiyol igeren diisiik molekiil agirlikli endojen bilesiklerdendir. Temel bir amino
asit olan metiyonin metabolizmasinda olusan bir ara iriindiir ve ylikseltgenmis formu
homosistindir (Sekil 2.3) (Moldeus, 1986). Homosistein, yiiksek konsantrasyonlarda
ateroskleroz ve wvaskiiler hastaliklar i¢in risk teskil ederken, diisilk konsantrasyonlarda

yapisindaki —SH grubu sebebiyle antioksidan 6zellik gosterir (Packer ve dig., 1995).
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Sekil 2.3: Homosistein ve homosistinin kimyasal yapisi.

2.1.1.4.N-asetil sistein

N-Asetilsistein (NAC) dogal bir aminoasit ve bir tiyol molekiil olan L-sistein'in N-
asetillenmis tiirevine verilen isimdir. N-asetil sistein, dogrudan ve dolayli olarak
antioksidan oOzellik gosterir (Sekil 2.4). NAC’nin igerdigi serbest tiyol grubu, ROS un
elektrofilik gruplariyla etkilesime girebilecek kapasitededir (Moldeus, 1986; Aruoma,
1989). NAC tiyoliiniin ROS’la olan bu etkilesimi, son iirlin olan NAC disiilfilirle beraber
bir ara iirlinlin olusumuna neden olur (Atmaca, 2004). Ayn1 zamanda NAC, bir GSH 6n

maddesi olarak dolayli yoldan antioksidan etki gosterir (Aruoma, 2004).

Sekil 2.4: N-asetil sisteinin kimyasal yapist.
NAC, ‘in vivo’ ve ‘in vitro’ kosullarda bir antioksidan olarak yaygin kullanilmaktadir.
Kuvvetli bir hipokloroz asit ve iyi bir hidroksil radikali siipiiriiciidiir, hidrojen peroksitle ise
yavas reaksiyona girmektedir. NAC, GSH sentezinde bir substrat olarak gorev yapar. 10° M
istiinde NAC alinmasi intraselliiler GSH seviyesinde yaklasik olarak 10 kat artis meydana
getirir (Atmaca, 2004).

2.1.1.5.Metiyonin

Serbest tiyol grubu degil, ancak Me-S- grubu iceren antioksidan bilesiklerden bir digeri
metiyonindir (Seki 2.5) (Nimni, 2007). Kiikiirt iceren bir amino asit olan metiyonin
viicudumuzda sentezlenmedigi icin besinler yoluyla viicuda alinmak durumundadir (Pettit,

1978).



Sekil 2.5: Metiyoninin kimyasal yapisi.

2.1.1.6.Lipoik Asit

Lipoik asit (LA) ve indirgenme iiriinii olan dihidrolipoik asidin (DHLA) antioksidan
Ozellikleri son birka¢ yildir yaygin bir sekilde incelenmektedir. a-lipoik asit (LA: 1,2-
ditiyolan-3-pentanoik asit), priivat dehidrojenaz ve ketoglutarat dehidrojenaz i¢in koenzim
olarak mitokondride bulunan bir disiilfiir bilesigidir (Sekil 2.6) (Lodge, 1997). Bir¢ok
hayvan ve bitki dokusunda oldugu kadar ¢ogu prokaryot ve dkaryot mikroorganizmalarda

da mevcuttur (Bast,1998).
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Sekil 2.6: Lipoik asit ve dihidrolipoik asidin kimyasal yapisi.
Yiikseltgenmis hal olan lipoik asit, hidroksil radikali, hipokloroz asit ve singlet oksijen

stipiirticii olarak gorev alirlar ve gecis metallerini kelatlayici olarak da rol oynarlar.

Canli dokularda lipoik asit lipoamid dehidrojenazla DHLA’ya indirgenir. Rediiksiyon
potansiyelinden dolayt DHLA, E vitamini ve glutatyon gibi endojen antioksidanlar1 rejenere
etme yetenekleri mevcuttur (Packer, 1995). Dihidrolipoik asit, GSSG’yi GSH’a indirgeme
yetenegine sahip, reaktif tiyoldiir (Packer, 1997). Askorbati rejenere edebilir. Ayrica lipoik

aside benzer durumda radikal siipiiriicli ve metal kelatlayici rol oynar.
2.1.1.7.Sisteamin, 1,4-Ditiyoeritritol, Penisilamin ve Glutatyon Etil Ester

Sisteamin, oksidasyona duyarlilig1 arttiran ve parcalanma sonucunda disiilfit sisteamine
doniisiimiini saglayan bir tiyol grubu icermektedir. 1,4-Ditiyoeritritol ise iki adet siilfidril ve
hidroksil grubu bulundurur. Penisilamin, bir karbon atomuna bir karbonil ve bir amino grubu,
diger karbon atomuna ise bir siilfidril ile iki metil grubu igerir. Penisilamini sisteinden ayiran
ozellik sisteinin ikinci karbon atomuna iki hidrojen bagli olmasidir. Glutatyon etil esterin

yapinda ise amino, - SH, karboksil ve ester grubu mevcuttur (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: Sisteamin, 1,4-ditiyoeritritol ve penisilamin kimyasal yapisi.

2.2.NANOTEKNOLOJi

Nanoteknoloji kelimesini ilk defa terim olarak kullanan bilim insan1 Tokyo Bilim
Universitesinden Norio Taniguchi’dir. Taniguchi 1974'de yayinlanan bir makalesinde
nanoteknolojiyi soyle tanimlamistir: “Nanoteknoloji genel olarak malzemelerin atom-atom ya
da molekiil-molekiil islenmesi, ayrilmasi, birlestirilmesi ve bozulmasidir.” (Norio, 1974).
Nanoteknoloji, elektronik ve yari iletken teknolojisinden, biyosensorlere; nanotiiplerden,
nanoboyutta boyamalara, mikro cerrahiden, nano-robotlara kadar bir¢ok alanda kullanim alan1

bulmustur.

Nanoteknoloji alani son 20 yilda artan bir sekilde ilgi cekmistir. Altin ve giimiis
nanoparcaciklarla ilgili yayinlarin sayisit son yillarda katlanarak artmistir. Yapilan c¢alisma
sayisindaki bu artis, nano boyuttaki materyallerin yeni ve degisen 0&zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Istenen boyut, sekil ve dagilimda nanopargaciklar olusturulmasmdaki

zorluk nedeniyle yeni ve hassas tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir (Eustis, 2006).

Nanoteknolojinin giiniimiizdeki uygulama ornekleri:

1-Karbon nanotiip,

2- Verti bilgi depolama,

3-Karbon lifler,

4- Hiicre onarim robotlari,

5- Nano-cerrahi,

6- Plastik siselerin tek katmanli silisyum dioksitle kaplayarak cam ve plastigin istiin
Ozelliklerinin birlestirilmesi,

7- Polietilen iiretiminde zincir yapisi degisimi ile ¢gelikten saglam tasiyici halat iiretimi,



10

8- Tekstilde nanoteknoloji uygulamasi ile nanometre kalinlikta liflerden, 6zellikle karbon
liflerden kumas hazirlanmasi, kumaslarin tek katmanli bir madde ile kaplanarak su tutmayan
ve yanmayan ama esnekligini koruyan kumas tiretimi,

9- Nanopartikiillerden boya hazirlayarak ¢izilmez ve dayanikli yiizey boyamalar1 ve yiizey

islemleri (Dogan, 2006).
2.2.1. Nanoyapilar

Nanoyapilar (Sekil 2.8), y1gin halindeki malzemelerden daha iistiin ve olaganiistii 6zelliklere
sahip oldugundan dolay1 artan sekilde ilgi ¢ekici hale gelmistir (Di Ventra, 2004). Nanoyapili

malzemelerle ilgili bir¢ok terim kullanilmaktadir.

Nanoparcacik: Bir nanopargacik (NP), 0.5-100 nm araliginda boyutlara sahiptir.
Nanokristal: Nanometre boyut arali§inda tek bir kristal kat1 pargaciktir.

Nanoyapili ya da nano boyutlu malzemeler: Bir nano boyutlu malzeme, nanometre

boyut araliginda herhangi kat1 bir malzemedir; {i¢ boyutlu olanlar (pargaciklar), iki
boyutlu olanlar (ince filmler) ve tek boyutlu olanlar (ince teller) (Di Ventra, 2004).
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Sekil 2.8: Nanoyapilar ve 6zellikleri

2.3.BiYOTiYOLLERIN TAYiN YONTEMLERI
2.3.1. Spektrofotometrik Ellman Yontemi

Bu yontemde tiyol gruplari Ellman reaktifi olarak da bilinen DTNB (5,5'-ditiyo-bis(2-
nitrobenzoik asit)) ile kantitatif olarak tiirevlendirilirler ve reaksiyon sirasinda DTNB ile
esdeger miktarda TNB (5-tiyo-2-nitrobenzoik asit) acgiga c¢ikar. Olusan sar1 renkli {iriiniin
absorbansi 412 nm’de 6l¢iiliir. Hizl1 ve ¢cok yonlii bir yontem olsa da DTNB reaktifi yalnizca
—SH igeren tiyol bilesikleriyle reaksiyon verebilir, reaksiyon hizi tiyol grubunun pKa ve pH
degerleri ile yakindan iliskilidir. Bu demektir ki reaksiyon en az pH 7°de olmalidir. Ancak bu
pH degerinde tiyolat anyonu alkilasyon ya da oksidasyon gibi istenmeyen yan reaksiyonlar
verebilir (Hansen, 2007). Ellman yontemi protein siilthidrilleri ile reaksiyonu siklikla yiiksek
polarite ve Ellman reaktifinin eksi yiikii nedeniyle engellenmektedir (Egwim, 2001) Bu
nedenle ¢esitli literatiirlerde Ellman yonteminin tiyol igerdigi bilinen protein Srneklerine

uygulanmasinda yontemde bir takim modifikasyonlar yapildig1 goriilmektedir (Sava, 2005).
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Sekil 2.9: DTNB (5,5’-Dithio-bis(2-nitrobenzoik asit)’ nin tiyol grubu bilesik varliginda TNB
(5-tiyo-2-nitrobenzoik asit)’ ye doniigiimii
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Sekil 2.10: DTNB (5,5’-Dithio-bis(2-nitrobenzoik asit) ve TNB (5-tiyo-2-nitrobenzoik
asit)’nin dalgaboyu-absorbans grafikleri

2.3.2. Kromatografik Analiz Yontemleri

HPLC teknikleri diger yontemlere gore gidalarda ve biyolojik orneklerde GSH ve diger
tiyolleri analiz etmek i¢in oldukga sik kullanilir. HPLC ydntemleri, tiyol analizleri i¢in hizli
cok yiiksek spesifitesi ile tercih edilebilir bir ydntemlerdir. Ozellikle biyotiyollerin
kromatografik ve elektroforetik ayrimi i¢in ¢esitli tiyol-reaktif florometrik problar (2-kloro-1-
metilkinolinyum tetrafloroborat, 1-benzil-2-kloropiridinyum bromiir) ile tiirevlendirme
yapilarak HPLC (Jenke (1987), Awusu Apenden (2005)) GC-MS (Sigit 2001, CE (Chen
2004) gibi farkl analitik yontemler gelistirilmistir.

Kolon sonras1 analiz yontemleri biyotiyollerin standardizasyonu i¢in daha uygundur. Ozyiirek
ve arkadaslart (2012) ilaclarda ve doku homojenatlarinda 1-4, ditioeritritol (DTE), L-
sistein(Cys), glutatyon (GSH), homosistein (HCys), N-asetilsistein (NAC) ve 1-4,

ditioeritritol gibi biyolojik olarak 6nemli tiyollerin (biyotioller) secici olarak belirlenmesi i¢in
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hat-listit HPLC-DTNB yontemi gelistirmistir. Bu yontemde biyotiyoller gradyanh eliisyon
kullanilarak C18 kolonunda ayrilir, postkolon reaktifi ile ph:8 0,5%’lik M-B-CD
cozeltisindeki DTNB reaktifi sar1 renkli (5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB)’ye doniisiir ve 410
nm’de PDA dedektdr ile izlenir. TNB kromoforuna bagli olarak absorbanstaki artis dlciilerek,

biyotiyol bilegenlerinin negatif pikleri tespit edilir (Ozyurek, 2012).

22,

Eolon FDA Realdif
Fompa Dedekix Pompas

Coziicil

kaplarm Rca]ui}'un
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| T_W UV-VIS
Dedelntc
Ank

Sekil 2.11: Hat-ilisti HPLC-DTNB dedeksiyon sisteminin enstriimental semasi.

2.3.3. Nanoparcacik Esash Yoéntemler
2.3.3.1.Nil Kirmizisi-AuNP Yéontemi

Bu yontemde tiyol tayini i¢in Nil kirmizist (NR) altin nanopartikiiller (AuNPs) {izerine
kovalent olmayan bir sekilde adsorbe edilerek NR-AuNP elde edilir. Nil kirmizisi ile AuNP
arasinda floresans rezonans enerji transferi sonucu zayif bir sekilde floresans gozlenir. NR-
AuNP cozeltilerine tiyol ilave edildikten sonra, AuNP yiizeyinden Nil Kirmizisinin kopmast
sonucu olarak giiclii bir floresans gozleni (Sekil 2-12). NRAuNP igeren ¢ozeltiye pH:4’te
tiyol eklendiginde floresans artis1 gézlenirken, amino asit, alkol, bovin serum albumin ya da

hemoglobin eklendiginde herhangi bir floresans gézlenmemistir (Chen,2004).

Negatif yiikli tiyollerin (6rn: N-(2-mercaptopropiyonill) glisin) varliginda renk degisimi
gozlenmezken nétral tiyollerin (6rn: 3-merkapto-1,2-propandiyol) varliginda renk kestane
renginden lavanta rengine, pozitif yiikli tiyoller (6rn: sisteamin) varliginda ise morrenge

doner.Buna ek olarak, homojen tahlil bazli floresans rezonans enerji transferi (FRET)
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kullanilarak teshis uygulamalar1 i¢in nanopartikiiller biiyiik bir potansiyele sahiptir. Bunlarin

optik 6zelliklerine baglh olarak, NPler alic1 (sondiiriicli) veya donor birimleri olarak hareket

edebilir (Lee,2007).

hy'
h/

@ g =
Tr»ol‘\’\

Sekil 2.12: Nil Kirmizisi-AuNP Y 6nteminin ¢alisma prensibi.

/
/

2.3.3.2.BODIPY-AuNP Esaslh Florometrik Sensor

Sulu ¢ozelti igcinde tiyol tespiti icin yeni bir altin nano parcacik (AuNP) tabanli sensor
gelistirilmistir. Zayif N---Au etkilesimleri nedeniyle mezo (4-pirinidil) tutturulmus BODIPY
kromoforu (4,4-difloro-4- bora-3a, 4a-diaza-s-indasen) AuNP yiizeylere baglanir,
organik/inorganik hibrit sistemlerinde floresan rezonans enerji transferi (FRET) sebebiyle
floresansta soniim gozlenir. Tiyol varliginda, mezo- (4-pirinidil) BODIPY kromoforu AuNP
yiizeylerden sokiiliir ve serbest kalir, bdylece BODIPY kromoforun floresanst geri yiiklenir.
Ayrica, sensor canlt HeLa hiicreleri iginde izleme ve hiicre i¢i tiyollerin goriintiillenmesi i¢in

basariyla uygulanmistir (Xu, 2016).
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Sekil 2.13: (A) AuNP, BODIPY, sisteinli ve sisteinsiz BODIPY—AuNP’lerin Floresans ve B)
Absorbans spektrumlari

2.3.3.3.DTNB-AuNP Yontemi

Ellman reaktifinin (DTNB) altin nanopartikiillere adsorbe edilmesiyle biyolojik 6rneklerde
tiyol tayini i¢in gelistirilen bir yontemdir (Guclu, 2013). 5,5’-Ditiyo-bis(2-nitrobenzoik asit)
(DTNB), ¢ozelti i¢inde serbest siilthidril gruplart dl¢lilmesine yarayan ve suda ¢oziinebilen
bir bilesiktir. DTNB, kovalent olmayan bir etkilesim ile Au-NP {izerine adsorbe edilir ve
biyotiyoller ile reaksiyon sonucunda sari renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat (TNB?") anyonunun
olugmasina bagli olarak 410 nm'deki absorbans degisimi 6l¢iiliir (Sekil 2.14). Bu ¢alismada,
altin nano pargaciklar, trisodyum sitrat ile altin iyonlarini indirgeme yoluyla hazirlanir, burada

sitrat hem indirgeyici hem de stabilize edici madde olarak islev goriir.

— ‘ ——> DTNB + RSH —> TNB(A_, =410 nm)
R-SH
a

Sekil 2.14: DTNB-AuNP yonteminin tiyol varliginda TNB’ye dontigiimii

DTNB-Au-NP

2.3.4. Literatiirde Yer Alan Tiyol Reaktif Problar1 ve Kemosensorler

Biyolojik tiyollerin genis c¢apta kabul gormiis Onemi ile yeni tespit ydntemlerinin
gelistirilmesine 1ilgi artmaktadir. Tiyollerin secici tespiti i¢in bugiine kadar cok sayida
fliioresan prob bildirilmistir. Biyolojik amino-tiyoller i¢in problar, niikleofilik siibstitiisyon,
Michael ilavesi ve disiilfit / Se-N bag boliinmesine dayananlari igerir. Bu problar arasinda,
niikleofilik stibstitiisyon bazli problar yaygin olarak HPLC 6l¢limii i¢in tiyollerin florometrik /
kolorimetrik etiketlemesinde kullanilir. Diger problara dayanan yontemler hala gelistirilme
asamasindadir. H2S i¢in fliloresan problari, niikleofilik siklizasyon, indirgeme ve metal siilfit
olusumuna dayali olanlar1 igerir. Bu problar H>S'nin 6nemli tespit araglari olarak ortaya
cikmaktadir. Genel olarak, ¢ozelti veya serum igindeki gesitli tiyollerin kantitatif ve secici

konsantrasyon tayinleri i¢in miikemmel yontemler mevcuttur. Halen ihtiya¢ duyulan, hiicre i¢i
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konsantrasyonlarda veya in-vivo olarak hizli1 dalgalanma sorunlarina, 6zellikle hidrojen siilfit

i¢in, yeterince hizli olan yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Peng, 2012).

Niikleofil ozellikleri nedeniyle, tiyoller Michael alicilari ile kolayca reaksiyona girer. Bir
Michael alicis1 olan Maleimide, ThioGlo1, ThioGlo3 ve ThioGlo5 gibi ticari olarak temin
edilebilen bazi floresan tiyol problarina yol acan uzun dalga boylu floroforlara konjuge
edilmistir. Bu problar tiyollerle hizli bir sekilde reaksiyona girer (genellikle 2-5 dakika i¢inde)

ve proteinlerin floresan etiketlemesi i¢in kullanilir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CIHAZLAR

Kimyasal maddelerin tartilmasinda RADWAG WAS220X marka analitik terazi, hazirlanan
cozeltilerin karistirllmasinda girdap karigtirici, ¢ozeltilerin pH’sinin belirlenmesinde HI 221
Calibration Check Microprocessor pH-metre, altin nanoparcacik ¢ozeltisinin hazirlanmasinda
Velp Scientifica manyetik karistiricilt 1sitici, Varian Cary Eclipse spektroflorometre ve
florometrik 6l¢iim yapmak icin HELMA marka 10 mm 151k yollu kuartz kiivet, bidistile su

tiretimi i¢in Millipore Simpak 1 Synergy 185 bidistile su sistemi kullanilmistir.
3.2. KIMYASAL MADDELER

Kullanilan kimyasal maddeler; Rodamin-6G (Rd6G), altin (III) kloriir ¢ozeltisi (agirlikca
%30; sey. HCI i¢inde), trisodyum sitrat, sodyum tetraborat, etil alkol (%96), sistein, katesin,
glutatyon, hidroksil amin, homosistein, penisilamin, glutatyon etil esteri, lipoik asit, 1,4
ditiyoeritritol, metiyonin, sisteamin, N-asetil sistein, lipoik asit, kuersetin, askorbik asit, iirik
asit, asetik asit, gallik asit, kafeik asit, 2-propanol, bilirubindir. Kullanilan kimyasallar analitik

safliktadir.

Calisilan doku homojenizatlar1 Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesinden temin edilmistir.
Mentopin efervesan tablet Genesis Ilag¢ ve Saglik Uriinleri A.S., Asist pediatrik kullanim igin
100 ml surup hazirlamak igin 40 g graniil Bilim Ilag San. Ve Tic. A.S., NAC 600 mg
efervesan tablet Basel Ila¢ San. Tic. A.S.’dan temin edilmistir. Kullamilan ila¢ 6rnekleri

eczaneden temin edilmistir.
3.3.COZELTILERIN HAZIRLANMASI

3.3.1. Rodamin 6G-Altin Nanoparcacik Esash Biyotiyol Tayini icin Kullamlan

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Rodamin-6G stok ¢ozeltisi 10> M olacak sekilde suda hazirlandi. 10° M a seyreltildi.
Tetrakloroaurat asidinin 5x10° M stok ¢ozeltisi agirlikga %30’ luk altin kloriir ¢dzeltisinden

0,346 mL almip 100 mL’ye su ile seyreltilerek hazirlandi. Bu ¢6zelti, AuNP sentezinde
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kullanilmak {iizere 1.0x10° M olacak sekilde destile suyla seyreltildi. Trisodyum sitrat
cozeltisi, 38,8 mM olacak sekilde trisodyum sitrat-2-hidrattan 1,14 gram tartilip 100 mL

destile suda hazirlandi.
3.3.2.  AuNP (Altin Nanoparcacik) Sentezi

AuNP c¢ozeltisi Turkevic ve Frens yontemlerine gore hazirlandi. 100 mL 1.0x10° M
Tetrakloro aurat asidi ¢dzeltisi (Au"), kaynayana kadar reflux altinda karistirildi. Daha sonra
tizerine 10 mL pH 7,4 trisodyum sitrat ¢ozeltisi eklendi ve 15 dakika daha reflux altinda
karistirildi. A¢ik kirmizi renkli AuNP ¢ozeltisi elde edildi ve oda sicakligina soguyana kadar

karistiricr ile karistirildi.
3.3.3. Klasik DTNB Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Ellmann reaktifi olan DTNB c¢ozeltisi pH 7.0 fosfat tamponunda son konsantrasyonu 4
mg/mL olacak sekilde hazirlandi. 0.1 M NaH;PO4-Na,HPO4 (pH 8.0) tampon ¢ozeltisi destile

su i¢erisinde hazirlandi.
3.3.4. HPLC Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.5 mM pH 2.85 fosfat tamponu hazirlandi. Bunun i¢in 0.195 g NaH>HPO4.2H,0 0.5 L
bidistile suda ¢ozildii. pH’1 H3POys ile 2.85°e ayarlandi.

3.3.5. Biyotiyol Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tiim standart tiyol bilesik ¢ozeltileri stoklar1 102 M, calisma konsantrasyonu 1.0x10“ M ve
5.0x10° M olacak sekilde suda giinliik olarak hazirlandi. 1.0x102 M iirik asit 2.0x102 M
bazda ¢dziildii. Askorbik asit ¢dzeltisi 2.0x10 M konsantrasyonda olacak sekilde destile suda

giinliik olarak hazirlandi.
3.3.6. Biyolojik Orneklerin Hazirlanmasi

Doku homojenizati analiz 6ncesinde GF/PET-45/25 0.45 um-gbzenek ¢apli polyester filtreden
stizlilmiis ve 1:20 oraninda amonyum asetat tamponuyla seyreltilerek kullanilmistir. -80 °C’de
muhafaza edilen sentetik insan serumu 6rnegine pH 7.0 Tris-HCI tampon ¢ozeltisi eklenir,

santrifiij edildikten sonra kullanilir.
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3.3.7. Ila¢ Orneklerinin Hazirlanmasi

Eczaneden temin edilen ve tiyol icerdigi bilinen ilag 6rnekleri (Mentopin, Asist, NAC 600)
distile su ile uygun seyreltme oranlarinda seyreltilerek kullanildi. Tiim farmasoétik ilag

ornekleri analiz dncesinde 0.45 um-gozenek capli polyester filtreden gegirilmistir.
3.4.UYGULANAN YONTEMLER
3.4.1. Rodamin 6G-Altin Nanoparcacik Esash Biyotiyol Tayini Yontemi

Rd6G/AuNP esasli tiyol tayin yonteminde, tiiplere, hazirlanan 1.5 mL pH 7.4 fosfat tamponu,
0.6 mL Au-NP ¢ozeltisi, 100 uL 10> M Rd6G, x mL tiyol ¢ozeltisi (10* M) ve (0.8-x) mL su
eklenerek son hacim 3 mL’ye tamamlanarak ¢ozeltiler hazirlandi. Tiipler oda kosullarinda
agz1 kapali olarak 5 dakika boyunca bekletildi. Bu siire sonunda 552 nm’de intensite degerleri
Olciildii. Bu yontemle biyotiyol bilesiklerin calisma egrileri ¢izilerek lineer araliklari tespit

edildi ve kalibrasyon denklemleri hesaplandi.
3.4.2. Orijinal Ellman Yontemi

Orijinal Ellman ydntemine gére bir tiipe sirastyla son hacim 10 mL olacak sekilde 3 mL 107
M biyotiyol ¢ozeltisi, 2 mL pH 8 fosfat tamponu ve 5 mL su ilave edildi. Bu hazirlanan
karisgimdan alinan x mL oOrnek ¢oOzeltisi iizerine sirasyla (3-x) mL su ve pH 7 fosfat
tamponunda hazirlanmis ve 4 mg mL-1 konsatrasyonunda 0.02 mL DTNB c¢ozeltisi ilave
edildi. Tiipler oda kosullarinda agz1 kapali olarak 2 dakika bekletildi ve 6rnek bulunmayan

referans ¢ozeltiye kars1 412 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.
3.4.3. HPLC Yontemi

Tiyol grubu igeren antioksidan bilesiklerin analizi i¢in kullanilan HPLC ydnteminde; metanol
(A) ve 2.5 mM pH 2.85 fosfat tamponundan (B) olusan hareketli fazlar kullanildi.
Kromatografik tayin i¢cin ACE-C18 (25 cm x 4.6 cm x 5 pm) kolon kullanildi. Gradient
eliisyonu programina gore 20 pL. 6rnek 1 mL/dakika akis hizinda; 1. dakika % 95 B, egim
(1.0); 2. dakika % 85 B, egim (1.0); 3. dakika % 75 B, egim (1.0); 4. dakika % 70 B, egim
(1.0); 5. dakika % 50 B, egim (1.0); 10. dakika % 50 B, egim (1.0) oraninda mobik saz
bilesimi kolondan gegirildi. 205 nm dalgaboyunda dedeksiyon yapildi. Bu ¢alisma kosullari
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altinda, biyotiyollerin konsantrasyonlarina karsilik pik alanlar1 kullanilarak kalibrasyon
denklemleri olusturuldu. Eczaneden temin edilen etken maddesi NAC olan farmasétik ilag

orneklerinin tiyol icerikleri mg cinsinden belirlendi.

3.4.4. Biyotiyollerin Uclii Sentetik Karisimlarinin Hazirlanmasi Ve Toplam Tiyol

Iceriklerinin Belirlenmesi

Biyotiyollerin farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarinda iglii sentetik karisimlar
hazirlandi. Bu sentetik karigimlara Rd6G/AuNP esasli yontem uygulanarak beklenen ve
deneysel olarak dlgiilen toplam tiyol igerikleri (TTI) mM sistein esdegeri cinsinden Esitlik 3.1
ve 3.2°e gore hesaplandi.

TTiBekienen= SETI,.C,+ SETL. C+ SETI.. C, (3.1)
(SETI: sistein esdegeri tiyol icerigi; C: konsantrasyon)

TTldeneyset = [(Absorbans + kayim) / €cys] x 10° (3.2)
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4. BULGULAR

4.1.RODAMIN-6G ALTIN NANOPARCACIK ESASLI FLOROMETRIK
BiYOTIYOL TAYIN YONTEMIi GELISTIRILMESI

4.1.1. Optimum Deney Kosullarinin Belirlenmesi
4.1.1.1.Rh-6G Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Sentezlenen sitrat-stabilize AuNP ¢ozeltisinin Rodamin-6G varliginda séniimlendigi optimum
Rd6G konsantrasyonu belirlenmistir (Sekil 4.1). Bu sebeple, AuNP ¢ozeltisine 3.33 uM —
10.0 uM araliginda Rd6G eklendi ve tam olarak soniimiin hangi konsantrasyonda oldugu
incelendi. Sekil 4.1°de goriildiigli gibi Rodamin-6G konsantrasyonu arttik¢a AuNP yilizeyine
tutunmayan Rd6G fazlasi ¢ozeltiye gecmis ve intensite artisina sebep olmustur. Bu nedenle

optimum Rd6G konsantrasyonu 3.33 uM olarak belirlendi.
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Sekil 4.1: Artan konsantrasyonlardaki Rd6G emisyon spektrumlari (a) 3.33uM (sonlimiin
gerceklestigi konsantrasyon) (b) 4.00 uM (c) 5.66 uM (d) 6.66 uM (e) 10.0 uM

4.1.1.2.Rd6G/AUNP Yonteminde Reaksiyon Siiresi ve pH’in Belirlenmesi
Rd6G/AuNP yontemine gore sitrat-stabilize AuNP’lar ile tiyol tayini i¢in optimum pH ortami

belirlenmigtir. pH 5-9 araligi se¢ilmistir. pH ortaminin saglanmasi i¢in pH 5 sitrat tamponu,

pH 6 sitrat tamponu, pH 7.4 fosfat tamponu, pH 8 Tris-HCI tamponu, pH 9 borat tamponu
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hazirlandi. Bir tiipe 1,5 mL tampon ¢ozeltisi, 0.6 mL Au-NP ¢ozeltisi, 100 pL 10* M sistein
cozeltisi ve (3-x) mL su ilave edildi. Sekil 4.2°de pH 5 ve 9 arasinda sistein varligindaolusan
Rh-6G intensitesi goriilmektedir. Hem fizyolojik pH oldugundan hem de birbirlerine pH 5 ile

7 arasinda yakin intensite 6l¢tildiiginden optimum pH 7.4 olarak belirlendi.
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Sekil 4.2: Tiyol varliginda olugan AuNP’lere pH’ 1n etkisi.
Rd6G/AuNP yonteminde; sentezlenen altin nanopargaciklar ile tiyol tayininin optimum deney
kosullar1 belirlenmistir. Bir tiipe 1,5 mL pH 7,4 fosfat tamponu, 0.6 mL Au-NP ¢ozeltisi, x
mL tiyol ¢ozeltisi ve (3-x) mL su ilave edilip altin nanopargaciktaki zamana bagli degisim
552 nm dalga boyunda intensite 6l¢iimii yapilarak incelendi. 20 dakikalik zaman stiresi iginde

calisild1 ve optimum siire 5 dakika olarak belirlendi. (Sekil.4.3.)
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Sekil 4.3: Sistein varliginda (c: 3.33 mM) Rd6G/AuNP yonteminin reaksiyon kinetigi.

4.1.2. Sentezlenen Altin Nanoparc¢acigin Spektrofotometrik Karakterizasyonu

1.0x10° M tetra aurik asit ¢dzeltisi ve 38.8 mM trisodyum sitrat ile refluks altinda

sentezlenen altin nanoparcacigin goriiniir bolge spektrumu asagida verilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Sentezlenen altin nanopargacigin UV-gdriiniir bolge spektrumu (Amax : 525 nm).

4.1.3. RA6G/AuNP Yontemi ile Biyotiyollerin Tayini

33.3 uM Rd6G ¢ozeltisi (a); 3.33 uM sistein yoklugunda (b) ve varliginda (c) olusan emisyon
spektrumlar1 Sekil 4.6’da verilmistir. Tiyol bilesiklerin AuNP yiizeyine afiniteleri bagli olarak
¢Ozeltideki Rd6G nin intensitesinde artis goriilmektedir (b—-c).

600 4 a

intensite

4004

200 4 c
b

04 v - v = v
540 560 580 600 620 640

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.5: (a) 33.3 uM Rd6G ¢ozeltisi; sistein yoklugunda (b) ve varliginda (c) elde edilen
Rd6G/AuNP yonteminine ait emisyon spektrumlari

4.1.4. Rh-6G/AuNP Yonteminin Cesitli Biyotiyollere Uygulanmasi

4.1.4.1. Sistein

1.33-5.33 uM konsantrasyonlar1 arasindaki sistein ¢ozeltileri varliginda elde edilen emisyon

spektrumu (Sekil 4.6) ve kalibrasyon grafigi (Sekil 4.7) asagida verilmistir.
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540 560 580 600 620 640
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.6: Sistein varliginda RA6G/AuNP yontemi ile elde edilen emisyon spektrumu (a: 1.33
uM, b: 2.66 uM, c: 3.33 uM, d: 4.00 uM, e: 5.33 uM Cys)

300 -
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150 -

100 -

50 -
y=6,0279x- 63,529

R?=0,9867
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Sekil 4.7: Sistein varliginda Rd6G/AuNP yontemi ile elde edilen kalibrasyon grafigi

4.1.4.2. Sisteamin

0.66-3.33 uM konsantrasyonlar1 arasindaki sisteamin ¢dozeltileri varhi§inda elde edilen

emisyon spektrumu (Sekil 4.8) asagida verilmistir.
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L]

560 5810 600 620 640
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.8: Sisteamin varliginda RA6G/AuNP yontemi ile elde edilen emisyon spektrumu (a:
0.66 uM, b: 1.33 uM, c: 2.00 uM, d: 2.66 e: 3.33 uM CA)
4.1.4.3. N-asetilsistein

2.66-8.00 uM konsantrasyonlar1 arasindaki n-asetilsistein ¢ozeltileri varliginda elde edilen

emisyon spektrumu (Sekil 4.9) asagida verilmistir.

Dalgaboyu (nm)
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Sekil 4.9: N-Asetilsistein varliginda Rd6G/AuNP yontemi ile elde edilen emisyon spektrumu
(a: 2.66 uM, b: 4.00 uM, c: 5.33 uM, d: 6.66 uM, e: 8.00 uM NAC)

4.1.4.4. Penisilamin

2.66-6.66 uM konsantrasyonlar1 arasindaki penisilamin ¢o6zeltileri varliginda elde edilen

emisyon spektrumu (Sekil 4.10) asagida verilmistir.

4004
-
300 +
&
< 2004
=
100 4
0 1 L 4 1 T
540 560 580 600
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.10: Penisilamin varliginda Rd6G/AuNP yontemi ile elde edilen emisyon spektrumu (a:
2.66 uM, b: 3.33 uM, c: 4.00 uM, d: 53.3 uM, e: 6.66 uM PA)

4.1.4.5. 1,4-Ditiyoeritritol

0.66-3.33 uM konsantrasyonlar1 arasindaki 1,4-ditiyoeritritol ¢ozeltileri varliginda elde edilen

emisyon spektrumu (Sekil 4.11) asagida verilmistir.
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540 560 580 600 620 640
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.11: 1,4-Ditiyoeritritol varliginda RA6G/AuNP yontemi ile elde edilen emisyon
spektrumu (a: 6.66 uM, b: 1.33 uM, c: 2.00 puM, d: 2.66 uM, e: 3.00 uM DTE)

4.1.4.6. Lipoik Asit

0.66-3.33 puM konsantrasyonlar1 arasindaki lipoik asit ¢ozeltileri varliginda elde edilen

emisyon spektrumu (Sekil 4.12) asagida verilmistir.

300 -

540 560 580 600 620 640
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Sekil 4.12: Lipoik asit varliginda RA6G/AuNP yontemi ile elde edilen emisyon spektrumu (a:
0.66 uM, b: 1.33 uM, c: 2.00 uM, d: 2.66 uM, e: 3.33 uM LA)

4.1.4.7. Metiyonin

0.33-1.66 uM konsantrasyonlar1 arasindaki metiyonin ¢dzeltileri varliginda elde edilen

emisyon spektrumu (Sekil 4.13) asagida verilmistir.

200 -

540 560 580 600
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.13: Metiyonin varliginda RA6G/AuNP yontemi ile elde edilen emisyon spektrumu (a:
0.33 uM, b: 0.66 uM, c: 1.00 uM, d: 1.33 uM, e: 1.66 uM Met)

4.1.4.8. Homosistein

0.66-3.33 uM konsantrasyonlar1 arasindaki homosistein ¢ozeltileri varliginda elde edilen

emisyon spektrumu (Sekil 4.14) asagida verilmistir.
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150 -
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Sekil 4.14: Homosistein varliginda RA6G/AuNP yontemi ile elde edilen emisyon spektrumu
(a: 0.66 uM, b: 1.33 uM, c: 2.00 uM, d: 2.66 uM, e: 3.33 uM H-Cys)

4.1.4.9. Glutatyon

0.66-1.66 uM konsantrasyonlar1 arasindaki glutatyon ¢ozeltileri varliginda elde edilen

emisyon spektrumu (Sekil 4.15) asagida verilmistir.

70
60

404

Intensite

204 |

540 560 580 600 620
Dalgaboyu (nm)
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Sekil 4.15: Glutatyon varliginda Rd6G/AuNP yontemi ile elde edilen emisyon spektrumu (a:
0.66 uM, b: 0.83 uM, c: 1.00 uM, d: 1.16 uM e: 1.66 uM GSH)

4.1.4.10. Yiikseltgenmis Glutatyon

0.66-3.33 uM konsantrasyonlar1 arasindaki ytlikseltgenmis glutatyon ¢ozeltileri varliginda elde

edilen emisyon spektrumu (Sekil 4.16) asagida verilmistir.

30 4

Intensite

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.16: Yiikseltgenmis glutatyon varliginda RA6G/AuNP yontemi ile elde edilen emisyon
spektrumu (a:0.66 uM, b: 1.33 uM, c: 2.00 uM, d: 2.66 uM, e: 3.33 uM GSSG)

4.1.4.11. Sistin

0.33-1.66uM konsantrasyonlar1 arasindaki sistin ¢ozeltileri varliginda elde edilen emisyon

spektrumu (Sekil 4.17) ve asagida verilmistir.
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300

540 560 580 600 620 640
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.17: Sistin varliginda RA6G/AuNP yontemi ile elde edilen emisyon spektrumu (a:0.33
uM, b: 0.66 uM, c: 1.00 uM, d: 1.33 uM, e: 1.66 uM Cyst)

4.1.4.12. Homosistin

0.66-2.66 pM konsantrasyonlar1 arasindaki homosistin ¢ozeltileri varliginda elde edilen

emisyon spektrumu (Sekil 4.18) asagida verilmistir.

580 800 620 840
Dalgaboyu (nm)



33

Sekil 4.18: Homosistin varliginda RA6G/AuNP yontemi ile elde edilen emisyon spektrumu (a:
0.66 uM, b: 1.33 uM, c: 1.66 uM, d: 2.00 uM, e: 2.66 uM H-Cyst)
4.1.5. Biyotiyollerin Molar Floresans Katsayilari, Dogru Denklemleri ve Lineer

Araliklarimin Belirlenmesi

Biyotiyol bilesiklerin molar floresans katsayilar1 (€) RA6G/AuNP esasli yonteme goére molar
konsantrasyon-intensite arasindaki kalibrasyon egrilerinin egimleri hesaplanarak elde edildi.
Dogru denklemleri elde edilip lineer olduklar1 konsantrasyon araliklar1 tespit edildi (Tablo
4.1). Lineer kalibrasyon dogrularindaki sembollerden c: molar konsantrasyon, y: intensite ve

r: korelasyon katsayisidir.

Tablo 4.1: Tiyol grubu antioksidan bilesiklerinTablo Rd6G/AuNP yontemiyle elde edilen
lineer denklemleri, korelasyon katsayilari, molar absorptiviteleri ve lineer araliklari.

Lineer kalibrasyon Lineer
i -1
Tiyol Bilesikler denklemi € (L r_rlol aralik
ve korelasyon cm?) (uM)
katsayisi (r)
7
Sistein y=6.03 x107c-63 6.03x10% 1 | 33,533
r=0.9938
: . y =14.29x107 ¢ +0.025 ; i
Sisteamin = 09891 14.29x10 0.66-3.33
_ 7
N-Asetilsistein y=15.78 x10°c +0.004 15.78x107 | 2.66-8.00
= 0.9988
o y =9.62x107 ¢ -227 ;

Penisilamin =0.9959 9.62x10 2.66-6.66
O y =15.97x107 ¢ -133 7 ]
1,4-Ditiyoeritritol = 09894 15.97x10 0.66-3.33

o y =8.18x107 ¢ -68 7 i
Lipoik Asit = 0.9479 8.18x10 0.66-3.33
o y =9.62x107 ¢ -31 ; i
Metiyonin = 0.9952 9.62x10 0.33-1.66

- y =6.04x107 ¢ -58 7
Homosistein = 09518 6,04x10 0.66-3.33
Indirgenmis y=7.17x107 c -44 7
Glutatyon r=0.9843 7-17x10 0.66-1.66
Yiikseltgenmis y =0.55x107 ¢ -0,02 .
Glutatyon 1=0.9994 0.55x10% | 0.66-3.33
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y=18.93x107 ¢ -43

;
=0.9985 18.934x10 0.33-1.66

Sistin

y=11.78x107 ¢ -88

7 -
=0.9798 11.789x10 0.66-2.66

Homosistin

4.1.6. Biyotiyol Bilesiklerin RA6G/AuNP ve Ellman Yontemine Gore Elde Edilen
Dedeksiyon Limiti (LOD) Degerlerinin Karsilastirilmasi

Biyotiyollerin gelistirilen RA6G/AuNP yontemi ve referans yontem olan kullanilan Ellman
yontemine gore elde edilen LOD degerleri Tablo 4.2°de verilmistir. LOD degerleri asagida

verilen Esitlik 4.1° e gore hesaplanmuistir.
LOD=3.3 sp/m (m: egim, sb: kor numunenin standart sapmasi) 4.1

Tablo 4.2: Biyotiyol bilesiklerin RA6G/AuNP ile Ellman yontemine gore LOD degerleri.

Biyotiyol
.y . y LOD
Bilesikler
Orijinal
RA6G/AUNP Yontemi Ellman
Yontemi
Sistein 0.47 uM 1.46 uyM
Sisteamin 0.79 uM 2.00 pM
N-Asetilsistein 0.11 pM 0.68 uM
Penisilamin 1.06 uM 0.79 uM
1,4-Ditiyoeritritol 0.38 uM 1.06 uyM
Lipoik Asit 0.38 uM 1.45 uM
Homosistein 0.43 uM 1.46 yM
Indirgenmis 0.28 uM 103 uM
Glutatyon Al
Yiikseltgenmis 0.23 uM a
Glutatyon
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Sistin 0.11 pM a
Homosistin 0.34 uM a
Metiyonin 0.15 uM a

a: Orijinal Ellman yontemi yalnizca —SH igerikli biyotiyollere yanit vermektedir.

4.1.7. Biyotiyol Bilesiklerin SETI (Sistein Esdegeri Tiyol Icerigi) Katsayilarmmn

Belirlenmesi ve Orjinal Ellman Yontemiyle Karsilastirilmasi

Biyotiyollerin RA6G/AuNP esasli yontem ve referans yontem olan Orijinal Ellman yontemine
gore SETI (Sistein Esdegeri Tiyol Igerigi) katsayilar1 hesaplanmis ve Tablo 4.2°de
karsilagtirmali olarak verilmistir. Her iki yonteme gore referans bilesik olarak kullanilan
sisteinin kalibrasyon dogru denklemleri ve molar floresans katsayilar1 verilmistir. Bu molar
floresans katsayilart kullanilarak tiyol grubu antioksidan bilesiklerin SETI katsayilari

hesaplanmis ve Tablo 4.3°de verilmistir.

e Rd6G/AuNP yontemine gore;
Assy = 6.03x107 Ccys-63.529
r=0.9938

€cys = 6.03 x 10" Lmol'cm’!

e Orijinal Ellman yontemine gore;
As10=1.17 x 10*Ccys+ 0.04
r=0.9996

€cys= 1.17 x 10°Lmol'cm’!

RdA6G/AuNP yoéntemine gore glutatyonun SETI katsayisi, glutatyonun molar floresans

katsayisinin sisteininkine oranlanmasi ile hesaplanmaktadir.

€cys: 6.02 x 107 Lmol'cm™!

€6su: 7.17x10Lmol'em’!

SETlGsH = easn/ ecys = 1.19
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Tablo 4.3: Biyotiyollerin RA6G/AuNP ve Orijinal Ellman yontemlerine gére SETI katsayilari.

Biyotiyol . .
Bilesikler SETIRdsG-(AuNP) SETI Eliman
Sistein 1.00 1.00
Sisteamin 0.94 0.92
N-Asetilsistein 1.06 1.09
Penisilamin 1.60 1.16
1,4-Ditiyoeritritol 2.65 2.04
Lipoik Asit 1.38 1.44
Homosistein 1.00 1.10
irgililitg;r;ﬁs 1.19 126
Yikseltgenmis 0.09 a
Glutatyon
Sistin 3.14 -8
Homosistin 1.96 -8
Metiyonin 1.60 -8

# Orijinal Ellman yontemi yalnizca —SH igerikli biyotiyollere yanit vermektedir

4.1.8. Biyotiyol Uclii Sentetik Karisim Cozeltilerinin Rd6G/AuNP Yoéntemine

Gore Toplam Tiyol Iceriklerinin Belirlenmesi

0.1 mM konsantrasyonunda tiyol grubu antioksidan bilesikler icin farkli kombinasyonlarda
ticli karigimlar hazirlanarak gelistirilen Rd6G/AuNP yontemine gére mM sistein (Cys)
cinsinden beklenen ve odlgiilen toplam tiyol igerikleri (TTI) 3.7 ve 3.8 denklemlerine gore

hesaplandi ve sonuglar birbiriyle karsilastirildi (Tablo 4.4).



37

Tablo 4.4: Sentetik tiyollerin karisim ¢ozeltilerinin RA6G/AuNP yontemine gére mM sistein
(Cys) cinsinden beklenen ve deneysel olarak 6l¢iilen TTI degerlerinin karsilastiriimas.

I TTlteorik(MmM .
K c L. TTI Bilesen (mM .teor'.( TTIbenevseL (MM
arisimin I¢erigi . o . sistein- S & c
sistein-Esdegeri) . . sistein-Esdegeri)
Esdegeri)
~ ——
0,1 mL 5x10° M Metl}.lorlnn. 532x103 mM
0,16 mL 10*M N-asetilsistein 5 04x10° mM 5.12x103 M (6.19+0.12)x10°3
0,06 mL 10*M 1,4-Ditiyoeritritol 5.00x103 mM
0,06 mL 5x10-° M Sistin 4.73x107 mM
0,1 mL 5x103 M Metiyonin 4.62x1073 mM 4.80x10° mM (4.19£0.17)x1073
0,12 mL 5x107° M Sisteamin 5.07x10° mM
0.1 mL 10 M Penisilamin 5.37x10°* mM
0.1 mL 5x10° M Metiyonin 5.56x10° mM 5.45x10° mM (6.17+0.18)x10°3
0.1 mL 10 M Lipoik Asit 5.42x10° mM
0,06 mL 5x10-° M Sistin A 0° mM
0,1 mL 5x10-5 M Metiyonin 10" of8 4.85x10° mM (5.25£0.15)x10°
. . 5.08x10° mM
0,16 mL 10 M N-asetilsistein

4.1.9. Yontemin Kesinliginin ve Dogrulugunun Belirlenmesi

Gelistirilen RdA6G/AuNP yonteminin kesinlik ve dogrulugunun tespiti amaciyla i¢in doku
homojenatlarina sistein (Cys) standart ¢ozeltilerinin katkis1 yapildi (Tablo 4.5). Bir tiipe 20
uL bobrek homojenat: veya sentetik serum ve 10 M Cys ¢ozeltisinin 60 uL’si ilave edildi.

Cys katkis1 yapilan ¢ozeltilere RA6G/AuNP yontemi uygulandi.

Tablo 4.5: Gelistirilen RA6G/AuNP yonteminin kesinligi ve dogrulugu.

Eklenen kons. Ortalama

Doku 6rneklerine RSD.? REC?®
tiyol katkis1 % %
7 ™) (™) RO )
1:20  seyreltilmig  bobrek 500 5 134027 794 106.5
dokusuna CYS katkisi ’ ’ ’ ’ ’
1:20  seyreltilmis  sentetik
2.00 2.23£0.20 8.58 111.5

seruma CY'S katkisi

3Relatif standart sapma (N=6); "Geri kazanim (N= 3).

4.1.10. Rd6G/AUNP Yoénteminin Farmasotik Ilaclara Uygulanmasi

Gelistirilen yontem Asist, Mentopin, NAC-600 efervesan tabletlere basarili bir sekilde
uygulandi. Gelistirilen RA6G/AuNP yontemi ve HPLC yodntemi igin bu farmasétik ilaglarin
tiyol igerikleri Sekil 4.28’de verilmistir.
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Asist (1:100) Mentopin NAC-600

B Rh6G-AuNP yontemi  mHPLC

Sekil 4.19: Rd6G/AuNP ve HPLC yontemlerine gore bazi farmasétik ilag drneklerinin tiyol
igerlgl (N:4) P:0.0S i(;in tdeneysel > 0.28, ttablo e 3. 1 8, tdeneysel< tta_b]o)

4.1.11. interferans Calismalar:
Biyolojik ve farmasotik orneklerde yaygin olarak bulunan bilesiklerin enterfere edici etkileri
gelistirilen RA6G/AuNP yontemine gore test edilmistir. Bunun igin bu bilesiklerin 10* M

sistein (sulu ¢oOzeltisi) ortamindaki etkileri incelenmistir. % Rolatif hata degerleri

hesaplanmaistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Girisim yapabilecek olasi bilesiklerin RA6G/AuNP yontemine etkisi.

Katesin (CT) 100pL 0.1 mM CYS
33.3x 107 36.4x 107 9.3
100pL 0.1 mM CT
Gallik asit (GA) 100puL 0.1 mM CYS
33.3x 107 35.1x 107 5.4
20uL 2 mM GA

Kuersetin (QR) 100pL 0.1 mM CYS 33.3x 107 36.6 x 107 9.9
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100pL 0.1 mM QR

Etanol (EtOH) 100puL 0.1 mM CYS
33.3x 107 33.3x 107 0
100pL EtOH
Hidroksil amin (HA) 100uL 0.1 mM CYS
33.3x 107 33.3x 107 0
20puL 2 mM HA
Bilirubin (BIL) 100pL 0.1 mM CYS
33.3x 107 32.0x 107 -3.9
100pL 0.1 mM BIL
Urik asit (UA) 100pL 0.1 mM CYS
33.3x 107 36.1 x 107 8.4
100puL 0.1 mM UA
Askorbik asit (AA) 100pL 0.1 mM CYS
33.3x 107 33.3x 107 0
20uL 2 mM AA
Kafeik asit (CFA) 100puL 0.1 mM CYS
33.3x 107 32.3x 107 -3.0

20pL 2 mM CFA
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez c¢alismasinda, biyotiyollerin (sistein, sisteamin, N-asetil sistein, homosistein,
indirgenmis glutatyon, yiikseltgenmis glutatyon, homosistin, 1,4-ditiyoeritritol, sistin, lipoik
asit, penisilamin, metiyonin) sentetik karigimlarinin, biyolojik ve farmasotik orneklerdeki
sistein esdegeri tiyol iceriklerinin belirlenmesi i¢in yeni bir RA6G/AuNP esasli florometrik
sensOr gelistirilmistir. Rodamin-6G, yliksek oranda fluoresan bir rodamin ailesi boyar
maddesidir ve ¢ozeltisi, 525 nm’de eksitasyon dalgaboyuna, 555 nm’de ise floresans emisyon

bandina sahiptir (Chen ve dig. 2007) (Sekil 5.1).

525 nm A 555 nm
/ /

/ [

[ \

Absorpsiyon/ \““ \ Floresans
/

450 500 550 600 650
Dalgaboyu (nm)

Sekil 5.1: Rodamin-6G’nin molekiiler yapist ve eksitasyon/emisyon bandlari.
Au-NP’ler Turkevich ve Frens yontemine gore, indirgeyici/stabilize edici ajan olarak
kullanilan trisodyum sitrat varliginda altin (III) bilesiklerinin altin atomlarina indirgenmesiyle
sentezlenmistir (Turkevich ve dig. (1951); Frens, 1973). Bu yontem parcacik yiizeylerindeki
sitrat  ligandlariin  gevsek kabugundan otiirii  istenen ligandlarla kolayca yer
degistirebilmesinden dolayr siklikla kullanilan bir yontemdir (Ma ve dig. (2010)). Altin
nanopargaciklar, boyut-bagimli optik 6zellikleri olmas1 ve tiyoller ve tiyol modifiye edilmis
molekiillere yiiksek ilgi gostermesi nedeniyle duyarli algilama materyalleri olarak ilgi
cekmektedir (Tseng ve dig. (2005)). Tiyol tayininde kullanilan optik problarin biiyiikk bir
kismi, tiyollerin kuvvetli niikleofilik 6zelligi ve metal iyonlarina baglanma egilimi gibi iki

temel 6zellikten yararlanmaktadir.

Bu calismada, sitrat-stabilize altin nanoparcaciklarin yiizeyine suda ¢oziinen florofor RA6G

boyar maddesinin kovalent olmayan etkilesimle adsorbe olmasi sonucu floresansinda bir
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soniim gergeklesmekte ve ardindan bu nanoparcaciklarin tiyollerle isleme sokulmasi sonucu,
biyotiyollerin kuvvetli ntikleofilik 6zelligi ve altin nanoparcaciklara baglanma egilimi
sebebiyle olusan agregasyon (kiimelenme) ile birlikte agiga ¢ikan Rd6G molekiilleri tekrar
floresans gostermektedir (Sekil 5.2).

525 nm 552 nm
\ u
O O O Rodamin-6G . \) Q 0 Biyotiyol ¢6z. 8
Sitrat-stabilize Rh-6G AuNP cozeltisi Kiimelenmis
AuNP ¢ozeltisi (Floresansi sonimlenmis) altin nanopargaciklar

Sekil 5.2: Gelistirilen florometrik RA6G/AuNP yonteminin sematik gosterimi.
Bir fotoliiminesans sondiiriicii olarak AuNP’lar, kromofor-AuNP kompozitlerin molekiiler
uyarma enerjisini olduk¢a verimli sekilde sondiirebilmektedir. AuNP’larin bu {istiin
sontimleme 6zelligi floresan rezonans enerji transferi (FRET) prosesine dayanan analizlerde
kullanilmaktadir. FRET, bir carpigsma gerektirmeyen, 1simasiz, kuantum mekaniksel bir
islemdir. Enerji aktarimi gerceklestiginde, alict molekiil verici molekiiliin floresansini
sondiiriir ve alicinin kendisi bir fluorokrom ise, arttirilmis veya hassaslastirilmis fluoresans
emisyonu gozlemlenir. Dondr floroforun maksimum absorpsiyonuna karsilik gelen dalga
boyunda hem dondér hem de alici molekiilleri igeren bir numunenin uyarilmasi ve alicinin
maksimum emisyonuna yakin merkezli dalga boylarinda yayilan 1518 tespit edilmesi ile
gozlemlenebilir. Hizla gelisen alternatif bir algilama yontemi, verici floroforun floresans

Omriini alicinin varliginda ve yoklugunda 6lgmektir (Sekar ve Periasamy, 2003).

Onerilen ydntemin optimum deney kosullar1 (florofor derisimi, siire, ortam pH’s1)

belirlenmistir. RA6G ¢o6zeltisinin floresansinin sitrat-stabilize AuNP’lar tarafindan tamamen

sontimlendigi optimum Rd6G konsantrasyonu 3.33 uM olarak belirlenmistir (Sekil 4.1.).
Rd6G konsantrasyonunun sitrat-stabilize altin nanopargaciklarin kararligima herhangi bir
etkisi olmadigi, AuNP c¢ozeltisinin gorlinlir alanda 525 nm dalgaboyunda maksimum
absorpsiyon veren yiizey plasmon rezonans bandinda bir degisiklik gdézlenmemesi ile
kanitlanmigtir. Ortam pH’s1 Onerilen yOntemin hassasiyetini belirlemede ©Onemli rol

oynamaktadir. Ciinkii pH, Rd6G adsorpsiyonu/desorpsiyonu, tiyol bilesiklerin yer degistirme



42

kabiliyetlerini etkilemektedir. Farkli pH ortamlarinda (pH 5 ile 9) tampon c¢ozeltiler
kullanilarak sistein varliginda Rd6G intensitesindeki degisim izlendi. Hem fizyolojik pH’a
yakin olmast hem de pH 5 ile 7 arasinda birbirine yakin floresans intensitesi degerleri
Olciildiigil icin optimum pH 7.4 olarak secildi (Sekil 4.2.). Sistein varliginda (3.33 uM) Rd6G
molekiillerinin AuNP ylizeyinden desorpsiyonu i¢in zamana bagli degisim 20 dakika boyunca

izlendi ve optimum reaksiyon siiresi 5 dakika olarak belirlendi (Sekil 4.3.).

Turkevich (Turkevich ve dig. (1951)) ve Frens yontemine (Frens, 1973) gore hazirlanan altin
nanopargacik sentezinde, sar1 renkli 1.0x10> M tetraaurik asit ¢ozeltisinin 38.8 mM
trisodyum sitrat ile refluks altinda indirgenmesi ile sentezlenen koyu pembe renkli altin
nanoparcacik c¢ozeltisinin goriiniir bolge absorpsiyon spektrumu 525 nm’de o6l¢iilmiistiir
(Sekil 4.4.) ve uygulanan yontem ile ortalama 14 nm capinda altin nanopargaciklar elde
edildigi Chen ve dig. (2007) tarafindan bildirilmistir. Rd6G molekiilleri kovalent olmayan
kuvvetlerle AuNP yiizeyine adsorplandiginda, Rd6G ile AuNP arasinda FRET meydana gelir.
Bunun sonucu olarak floresans soniimii gergeklesir. Bu durum benzer sekilde nil kirmizi
boyarmaddesi ile sitrat-stabilize AuNP’lar arasinda da gergeklesmektedir (Chen ve Chang,
2004). Sekil 4.5.’de spektrum (a) Rd6G emisyon spektrumunu, spektrum (b) RdA6G’nin 555
nm floresans intensitesinin ortalama 14 nm boyutlu AuNP ¢ozeltisi ile ciddi oranda azaldigt
ve sonlimlendigini gostermektedir. Spektrum (c)’de 3.33 uM sistein varliginda floresans
intensitesinde ciddi bir artis ve maviye kayma (555 nm’den 552 nm’ye) goriilmiistiir. 3.33 uM
sisteinin Rd6G’nin eksitasyon ve emisyon dalga boyunda herhangi bir degisiklige neden
olmadig1 goriilmistiir. Bu durum, AuNP yiizeyinde yeni bir {riiniin adsorbe oldugunu
kanitlamaktadir. RA6G/AuNP yonteminin ¢esitli biyotiyol bilesiklere uygulanabilirligi test
edilmistir. Biyotiyol derisimi ile dogru orantili olarak AuNP yiizeyinden salinan Rd6G
molekiillerinin gosterdigi emisyon siddetindeki artis (Aeks=525 nm, Aem=552 nm) incelenerek
biyotiyoller varliginda emisyon spektrumlari ¢izilmis ve konsantrasyon-intensite degerleri
kullanilarak kalibrasyon grafikleri elde edilmistir (Sekil 4.6 — Sekil 4.19). Kalibrasyon
dogrularmin lineerligi oldukea yiiksek bulunmustur (r=0.9479-0.9994) (Tablo.4.1). Onerilen
sensdr ile biyotiyoller 107 L M™! cm™ mertebesinde molar floresans katsayilarina sahip iken,
Ellman ydnteminin molar absortivite katsayis1 10* L M cm™ mertebesindedir. Buna gore,
florometrik RA6G/AuNP yonteminin spektrofotometrik Ellman yonteminden daha duyarh
oldugu sonucuna varilmaktadir. Florometrik yontemler, yiiksek hassasiyete sahip, diisiik

dedeksiyon limitlerine ulagabilen, az miktarda numuneye ihtiya¢ duyulan yontemlerdir. Bu
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avantajlar1 sebebiyle olduk¢a fazla tercih edilmektedir (Harris ve Bashford, 1987).
Biyotiyollerin LOD degerleri LOD=3.3 sb/m esitligine gore hesaplanarak RdA6G/AuNP
yontemine gore 0.11 uM ile 1.06 uM araliginda, Ellman yontemine gore 0.68 uM ile 2.00 uM
araliginda belirlenmistir (Tablo 4.2.). Onerilen ydntemde, sistein 0.47 uM LOD degerine
sahipken Ellman yonteminde bu deger 1.46 uM bulunmustur. Bu sonuca gore florometrik
Rd6G/AuNP yonteminin daha hassas oldugu goriilmektedir. Orijinal Ellman yontemi yalnizca
—SH igerikli biyotiyollere yanit verdiginden sistin, ylikseltgenmis glutatyon, homosistin ve
metiyonin tayin edilememistir. Ciinkii, yilikseltgenmis glutatyon, homosistin ve sistin
yapilarinda S-S baglar igerirken, metiyonin yapisinda Me-S- baglar1 igermektedir. Oysa ki
Rd6G/AuNP sensortii bu bilesikleri yiiksek hassasiyetle dedekte edebilmektedir.

Biyotiyol bilesiklerin molar floresans katsayilarmin sisteine ait (Ecys = 6,03 x 10’ L mol! cm-
1) katsayiya oranlanmast ile tiim biyotiyollerin sistein esdegeri tiyol icerigi (SETI) degerleri
hesaplanmustir (Tablo 4.3.). Bulgular, Ellman yontemi ile elde edilen SETI degerleri ile
karsilastirilmistir. Yapisinda 1 adet —SH grubu igeren tiyol bilesikler sisteamin, N-asetil
sistein, homosistein ve indirgenmis glutatyonun SETI degerleri sirasiyla 0.94, 1.06, 1.00 ve
1.19 bulunmustur. SETI degerlerinin 1’e yakin ¢ikmasi bu bilesiklerin sistein (1 adet —~SH
grubu igerir) ile benzer yapisal 6zellikler gosterdiklerini ispatlar niteliktedir. Penisilamin, bir
karbon atomunda bir karbonil ve bir amino grubu, diger karbon atomunda ise bir siilfidril ile
iki metil grubu igerir. Penisilamini sisteinden ayiran 6zellik sisteinin ikinci karbon atomuna
iki hidrojen bagli olmasidir. Penisilaminin SETI degeri 1.60 bulunmustur. Homosistin, 1,4-
ditiyoeritritol, sistin ve lipoik asit disiilfiir grubuna sahip bilesikler olup sistein esdegeri tiyol
icerikleri sirasiyla 1.96, 2.65, 3.14, 1.38 bulunmustur. Disiilfiir (RSSR) bilesikleri biiyiik
olasilikla S-S disiilfiir baginin kirilmasiyla Au-NP  yilizeyine (Au-S-R seklinde)
baglandiklarindan 1 molekiill RSSR 2 molekiil RSH adsorpsiyonuna esdeger boya
koparmaktadir ve bu nedenle disiilflirlerin molar floresans katsayilari, basit tiyollerinkinin
yaklasik 2 kat1 ¢itkmaktadir (Ionita ve dig. (2008)). Lipoik asitin yapisindaki distilfiir baginin
aromatik halkada yer almasi biiyiik olasilikla, SETI degerinin beklenilen degerin altinda
gbzlenmesinin sebebidir. Benzer sekilde orjinal Ellman yontemine gore de SETIpa 1.44
bulunmustur. Yiikseltgenmis glutatyon ise 0.09 SETI degeri gostermektedir. Diisiik degerin
sebebinin yapisindaki sterik etki ve tiyol gruplarma erisilebilirligin kisithi olmasindan
kaynaklandig: diistiniilmektedir. Gelistirilen sensor disiilflirlere cevap verebilirken, literatiirde

nil kirmizisi-AuNP esasli florometrik yontemde distilfiirlerin floresansta artisa sebep
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olmadiklar1 belirtilmistir (Chen ve Chang, 2004). Hem —SH hem S-S gruplar igeren tiyol

bilesiklerin tayin edilebilmesi bu yontemin 6nemli bir avantajidir.

Calisilan biyotiyollerden birkagi kullanilarak farkli kombinasyonlarda iiclii sentetik karigimlar
hazirlanmistir. Karisimlara RA6G/AuNP yontemi uygulanmis, teorik ve dlgiilen toplam tiyol
icerikleri (TTI) Esitlik 3.1 ve 3.2’de yer alan denklemlerden yararlanilarak mM sistein
esdegeri cinsinden hesaplanmistir (Tablo 4.4). Teorik ve deneysel Olgiilen igeriklerin
birbiriyle uyumlu oldugu gozlenmis ve kimyasal bir sapmaya sebep olacak bir etkilesime
girmedikleri gbzlenmistir. Yontemin kesinligi ve dogrulugunun tespiti icin %RSD ve geri
kazanim degerleri (%REC) hesaplanmistir. Bu baglamda, belirli oranlarda seyreltilmis bobrek
dokusu ve sentetik serum Ornegine bilinen derisimde standart CYS ¢ozeltisi (2 pM) katkist
yapilmistir. Yontemin yiizde bagil standart sapma degeri (% RSD) (N=6) sirasiyla 7.24 ve
8.58 bulunmustur. Yiizde geri kazanim (% REC) ise sirastyla % 106.5 ve % 111.5 olarak
belirlenmigtir.  Yontemin  seciciligini  belirlemek  i¢in  interferans  caligsmalari
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, katesin, gallik asit, kuersetin, kafeik asit gibi polifenolik
bilesikler, etanol, hidroksil amin gibi kiiciik organik bilesikler ve bilirubin, {irik asit ve
askorbik asit gibi viicutta bulunan antioksidan bilesiklerin RA6G/AuNP yontemine etkisi
incelenmistir. Girisim yapabilecek bilesiklerden gallik asit, hidroksilamin, askorbik asit ve
kafeik asitin konsantrasyonu sistein konsantrasyonunun 4 kati olarak belirlenmistir. Digerleri
icin oran 1:1 alinmistir. % Bagil hata polifenolik bilesikler i¢in %3 (-) ila % 9.9 (+) arasinda
degismektedir. Etanol, askorbik asit ve hidroksilaminin % bagil hata degeri 0 bulunmustur.
Urik asit i¢in %8.4 (+), bilirubin i¢in %3.9 (-) bulunmustur. Son olarak ydntem bazi
farmasotik ilag numunelerine uygulanmistir ve icerdikleri tiyol miktarlart HPLC bulgular ile
karsilastirilmistir. Asist surup, Mentopin ve NAC-600 efervesan tabletlerin tiyol icerikleri mg
cinsinden belirlenmistir. t-testi ile her iki yontem bulgular1 karsilastirilmis ve gelistirilen
Rd6G/AuNP yontemi ile HPLC yontemi bulgularmin %95 giivenilirlik diizeyinde benzerlik
gosterdigi goriilmistiir (P=0.05 i¢in tdeneysel = 0.28, twablo = 3.18, tdeneysel< twablo). Bununla
birlikte F-testi uygulanarak her iki yontemin kesinlikleri kiyaslanmis ve iki yontem arasinda
anlamli bir fark olmadig1 sonucuna varilmistir (P=0.05 i¢in Faeneysel = 1.02, Furitik(tablo) = 10.13,

Fdeneysel< Ftablo)).
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