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FiZYOLOJIK pH’DA Cd(I1) VE Zn(I1) iYONLARININ VARLIGINDA VE
YOKLUGUNDA LEVOFLOKSASIN’IN SISTEIN iLE ETKIiLESIMININ
VOLTAMETRIK INCELENMESI

OZET

Bu tez galismasinda, oncelikle, Cd®* ve Zn?* yoklugunda bir antibiyotik ilag olan
Levofloksasin (LEVOF)’un Sistein (RSH) aminoasidi ile etkilesimi Britton-Robinson
tamponu (pH 7,4) ‘nda kare-dalga ve doniisiimlii voltametri (KDV ve DV) teknikleri
ile incelenmistir. RSH’nin lizerine LEVOF eklenmesiyle RSH’ nin civa elektrottaki ana
pik akiminda (yani civa(l) sistein tiyolat’ in pik akiminda) azalma gdzlenmistir.
Akimdaki bu azalma sulu ortamda LEVOF ile RSH arasinda bir etkilesimin oldugunu
belirtmistir. LEVOF’un RSH ile etkilesimi UV-GB ve IR spektroskopisi metotlari ile
de desteklenmistir. Daha sonra LEVOF, RSH ve incelenilen metal iyonlar1 (Cd?",
Zn?*) arasindaki etkilesimler ayn1 deneysel kosullarda KDV metodu ile test edilmistir.

Son olarak, Cd** ve Zn?" iyonlarimin varhginda, LEVOF’un RSH ile
etkilesimin voltametrik incelenmesi gergeklestirilmistir. Biyomolekiler ve metal iyon
komplekslerinin baglanma sabitleri ve stokiyometrileri hesaplanmistir. Etkilesim
islemleri i¢in muhtemel mekanizmalar 6nerilmis ve agiklanmistir.

Anahtar Kelimeler: Levofloksasin, Sistein, Etkilesim, Voltametri, Spektroskopi,
Metal Iyon, Baglanma Sabiti, Stokiyometri
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VOLTAMMETRIC INVESTIGATION OF THE INTERACTION OF
LEVOFLOXACIN WITH CYSTEINE IN THE PRESENCE AND ABSENCE OF
Cd(I1) AND Zn(11) IONS AT PHYSIOLOGICAL pH

ABSTRACT

In this study, firstly, the interaction of an antibiotic drug levofloxacin (LEVOF) with
cysteine (RSH) was investigated in the absence of Cd?* and Zn?" ions by using
square wave voltammetry (SWV), cyclic voltammetry (CV) in Britton—Robinson (B—
R) buffer of pH 7.4. Addition of the LEVOF into RSH solution resulted in the drop
of the main reduction peak current of RSH (the current of mercurous cysteine
thiolate, Hg2(RS)2). The vary in the peak current of Hg2(RS)2, after the addition of
the LEVOF indicated an interaction between RSH and LEVOF molecules in aqueous
medium. Interaction of LEVOF with RSH also confirmed with UV-Vis. and IR
spectroscopic methods. Then, the interactions between LEVOF, RSH and metal ions
(Cd**, Zn*") tested with SWV measurements under the same experimental
conditions.

Finally, voltammetric behaviors of LEVOF interaction with RSH in the
presence of Cd?* and Zn?* ions have been observed. Binding constants and ratios of
metal ion complexes and biocomplex were calculated. Plausible interaction
mechanisms for interaction processes were proposed and explained.

Keywords: Levofloxacin, Cysteine, Interaction, Voltammetry, Spectroscopy, Metal
lons, Binding Constant, Binding Ratio
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1. GIRIS

Tarih boyunca, bulasici hastaliklar insan topluklarini ¢ok etkilemistir. Tip
alaninda elde edilen biiyiik basarilara ragmen, bulasic1 hastaliklar diinyanin birgok
yerinde ginumuze kadar etkilerini surdirmektedirler. Antibakteriyel ozellikleriyle,
antibiotikler ¢ok uzun slreden guniumize kadar bulasici hastaliklarin tedavisi
konusunda c¢ok onemli rol oynamislardir. Yapisal ve etki mekanizmalar1 farkina
gore, antibiyotikler birg¢ok tipte siniflandirilmaktadirlar [1-7].

Levofloksasin[(-)-(S)-9-fluoro-2,3-dihidro-3-metil-10-(4-metil-1-piperazinil)-
7-0kso-7H-pirido[1,2,3-de]-1,4-benzoksazin-6-karboksilik asit hemihidrat] (LEVOF)
birgok gram-pozitif ve gram-negatif aerob bakterilere karsi etki gosteren genis
spektrumlu bir antimikrobiyal ajandir. Ayn1 zamanda LEVOF ofloksasin’in saf (-)-
(S)-enantiyomeridir [1-7].

LEVOF fluorokinolonlar olarak adlandiriliran antibiyotikler smifinda yer alir.
Bu smif ayrica siproflofloksasin, norfloksasin, ofloksasin, trovafloksasin ve
lomefloksasin antibiyotiklerini de igermektedir. Fluorokinolonlarin antibakteriyel
aktivitesi bakterilerin DNA sentezini engellemek ve bdylece bakterilerin ¢cogalmasini
durdurma yoluyla ger¢eklesmektedir. Tiim kinolonlar gibi LEVOF un antibakteriyel
aktivitesi de bakteri hicrelerin bolinmesinde gerekli olan DNA gyrase ve
topoizomeraz IV gibi iki tirll enzimi kendisine hedef segmesiyle gerceklesmektedir
[1-7].

LEVOF’un sentezi, kantitatif tayini, kimyasal yapis1 ve antibakteriyel islevi ile
ilgili bircok calisma yapilmustir [8-14]. Ustelik, LEVOF un cams1 karbon elektrot ve
asili civa elektrodu (ACDE) kullanilarak insan idrarinda ve gida 6rneklerinde tespiti
ile birlikte camsi karbon elektrot iizerinde DNA ile etkilesimi ve metal kompleksleri
ile ilgili galismalar da yapilmistir [15-20].

Sistein (RSH) yapisinda kiikiirt igeren bir amino asittir. Insan viicudunda
metabolizma sirasinda az miktarda iiretilmektedir [21]. Elektroaktif 6zelliginden

dolay1, RSH bir¢ok voltammetrik ve polarografik ¢alismalara konu olmustur [22-34].



Son yillarda, bazi ila¢ etken maddeleri ve amino asitler arasindaki etkilesim
mekanizmas: hakkinda daha detayli bilgileri elde edebilmek igin, voltametrik
calismalar da yapilmistir [35-37].

Ancak, fizyolojik pH’da ACDE iizerinde Cd?* ve Zn?* iyonlarinin varhginda ve
yoklugunda LEVOF’un RSH ile etkilesimi iizerine voltametrik ve spektroskopik
caligmalar bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda, fizyolojik pH’da Britton-
Robinson (B-R) tamponunda Cd?* ve Zn?' iyonlarmm varliginda ve yoklugunda
LEVOF’un RSH ile etkilesimi doniisimlii (DV) ve kare-dalga voltametri (KDV)
voltametri teknikleri kullanilarak incelenmis ve hem elektrot ylizeyinde hem de
¢ozelti fazinda molekiiller arasinda olusan etkilesimler i¢in mekanizmalar

Onerilmistir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Antibiyotikler

Bakterilerin neden oludugu bulasic1 hastaliklarin tedavisinde kullanilan maddelere
antibiyotikler denir. Ancak, bazi antibiyotikler belirli bir miktarda alindigi zaman
insanlar ve hayvanlar i¢in zararl etkiler gosterebilmektedirler. Antibiyotikler grip
gibi baz1 viriisler i¢in etkili degildirler. Antibiyotikler yanlis kullandiginda zehirli de
olabilmektedirler [38].

1928 yilinda Nobel 6diilii sahibi Alexander Fleming tarafindan penisilin’in
bulunmasi antibiyotik donemin baglangici olarak bilinmektedir. Antibiyotiklerin
kesfi tip biliminde biiyiik bir atilim olmasina ragmen, ancak ikinci Diinya Savasi'na
kadar popiiler olamamigtir. Kesiften Once, yaralarin bakteriyel enfeksiyonundan
dolay1 ¢ok sayida kisi 6liiyordu, ancak, ikinci diinya savasi zamaninda yarali askeri
personelin hizlica iyilesmesi antibiyotikleri o zamanin en popiiler ve en giiclii ilaci
haline getirmistir. Daha sonraki yillarda, penisilin’in bulunmasindan sonra, bir¢cok
penisilin tlrevi antibiyotikler bulundu, sentezlendi ve enfeksiyonlarin tedavisi igin
kullanildi [39].

Antibiyotikleri ve onlarin etki mekanizmalarini daha iyi anlayabilmek ig¢in
antibiyotiklerle 1ilgili bazi temel terim ve kavramlar1 bilmek gereklidir.
Antibiyotiklerin engelledigi ya da 6ldiirebildigi mikroorganizma araligina spektrum
denir. Antibiyotikler hedef o6zelligine dayali olarak dar ya da genis spektrumlu
antibiyotikler diye ikiye ayrilirlar. Kombinasyon, iki ya da daha fazla anti-bakteriyal
ajanlarin ayni zamanda kullanilmasidir ve bir mikroorganizmanin bir antimikrobiyal
ilaca kars1 direncine “antimikrobiyal diren¢” denir. Antibiyotiklerin birlikte ayni
anda kullanim1 (kombinasyonu) antibiyotiklerin etkinliklerini kuvvetlendirecegi gibi
onlarin spektrumlarini da genisletecektir [40].

Ik once, antibiyotikler bakterilerin yapisim1 hedef alir, daha sonra hedef
noktasina baglanir. Baglandiktan sonra, bakterilerin canlili§i i¢in gerekli olan

metabolik aktiviteyi inhibe eder. Sonug olarak, bakteri 6lir veya ¢ogalamaz [40].



Mekanizmast ve hedefine gore, antibiyotikler birka¢ gruba ayrilmaktadir.

Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore

verilmistir [40].

siniflandirilmasi

Cizelge 2.1.'de

Cizelge 2.1. Etki mekanizmalarina gore antibiyotik tiirleri

Etki mekanizmasi

Antibiyotik

Hucre duvari sentezinin engellenmesi veya
ortadan kaldirilmasi

Penisilinler
Glikopeptidler
Gefaloporinler
Monobaktamlar

Sitoplazmik membranin imha edilmesi

Polimiksinler
Polien antifungallar

Nukleik asit sentezini veya metabolizmasini
engelleyerek gorevini yerine getirme

Kinolonlar
Rifampin
Nitrofurantoinler

Hedef protein biyosentezini engelleme

Tetrasiklinler
Kloramfenikol
Makrolidler
Linkozamidler
Aminoglikozidler

Enerji metabolizmasini etkileme

Sulfonamidler
Trimetoprim
Dapson




2.2. LEVOF ve Ozellikleri

LEVOF (Sekil 2.1.) Japon kaynakli sentetik genis spektrumlu bir antibakteriyel
ajandir [8]. Bu ajan 6zellikle solunum patojenleri, liriner sistem, gastrointestinal ve
abdominal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir [41]. LEVOF ilk kez 1987 yilinda
patentlenmistir ve yapisinda karboksilik asit icermektedir [8]. Metal iyonlar1 ve bazi

proteinler ile kompleksler olusturmaktadir [19, 42, 43].

OH

N N 1/2 H,0

CHj

H
Sekil 2.1. Levofloksasin (LEVOF) Hemihidrat’in kimyasal yapisi

Molekil Formili; C1sH20FN304 (Hidratsiz)
Ortalama molekdl kitlesi: 361,367 g/mol



2.3. LEVOF ile Tlgili Literatiir Arastirmasi

LEVOF ile ilgili olarak, analitik kimya, farmakoloji, biyokimya, biyoteknoloji,
mikrobiyoloji, ilag kimyasi, genetik ve molekiiler biyoloji vb agisindan birgok
calisma yapilmistir.

Ashour ve Al-Khalil bromfenol mavisi (BPB) ve bromkresol yesili (BCG)’nin
iki farkli yontemini kullanarak tabletlerde LEVOF’u tespit etmistir. Onlar bu tespit
yontemlerinin biiyiik dogruluk ve hassasiyeti yani sira hizli ve basit olmasi gibi pek
cok avantajlara sahip oldugunu da belirtmislerdir. Hatta bu yeni yontemler 1,85 pg
ml*’e kadar oldukca diisiik miktarlarda tayine miisaade etmislerdir [5].

Bir grup Japon bilim adamlari kolayca LEVOF’ye doniisebilen LEVOF ara
maddesinin sentezi i¢in yeni bir yontem gelistirmistir. Bunlar, kendi sentezleri
sirasinda iridyum(I)-kiral bifosfin ve bizmut (IIT) iyodiir’den olusan yeni bir katalitik
sistemi kullanmislardir. Bu yeni sentez yolunun en biiyiik avantaji iyi saflik (% 90)
ve % 96’lik verim olmustur [9].

ABD'den iki bilim adami Fish ve Chow, LEVOF’un klinik farmakokinetik
etkisini test etmislerdir. Onlar, baz1 6zel niifus gruplar1 6rnegin yas, cinsiyet ve irk
etkileri lizerine arastirmalarini yapmislardir. Ayn1 zamanda, onlar diger ilaglar ile
LEVOF’un etkilesimi hakkinda baz1 verileri de toplamislardir. LEVOF un teofilin ve
arfarin gibi diger ilaglar ile 6nemli etkilesimleri i¢in kiiglik bir potansiyele sahip
oldugunu bulmuslardir. Ancak, florokinolonlar ailesinin diger iyelerine benzer
sekilde, LEVOF’un bazi metal-ihtiva eden antasitler ve demir sulfat ile 6nemli ilag
etkilesime sahip oldugunu belirtmislerdir [13].

Liang ve arkadaslar1 LEVOF, siprofloksasin, gatifloksasin, moksifloksasin,
trovafloksasin ve sinoksasinleri birbirinden ayirmak igin yiiksek-performans sivi
kromatografisini uygulamiglar ve daha sonra ayni yontemi insan plazmasinda
LEVOF’un miktar tayini i¢in kullanmislardir [44].

Sultana ve arastirma ekibi bazi kimyasal yontemler araciligiyla LEVOF un
metal komplekslerini incelemislerdir. Onlar ¢alismalarinda, ilk 6nce, LEVOF’un ¢ift
gecis metali komplekslerini sentezlemisler ve daha sonra fizikokimyasal ve
spektroskopik tekniklerle bu komplekslerin karakterizasyonu gergeklestirmislerdir.

Son olarak, komplekslerin bagisiklik aktivitesi de test edilmistir [19].



Seedher ve Agarwal bes adet metal katyonu Mg(Il), Fe(Ill), Zn(II), Cu(Il),
AI(I11) ile dort adet florokinolon, LEVOF, sparfloksasin, siprofloksasin hidroklordr,
enrofloksasin ve insan serumu albiimini (HSA)’nin komplekslesmesini floresans ve
ultraviyole absorpsiyon teknikleri ile incelenmislerdir. Calismanin ana amaci,
ilaclarin metaller ve proteinlerle etkilesme sirasindaki biyoyararlanimini incelemek
olmustur. Ayrica, metal-florokinolonlar ve metal-HSA komplekslerinin baglanma
sabitlerini hesaplanmislardir. Ustelik florokinolonlarin HSA ile etkilesimi iizerine
metal katyonlarinin etkisi de arastirilmistir. Sonug olarak, metal iyonlar1 varliginin
HSA-florokinolon etkilesiminin baglanma ilgisini degistirebildigi gibi, metal selat
olusumunun florokinolon antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitesinde Onemli
derecede azalmaya neden olabildigini bulmuslardir [45].

Seedher ve Agarwal floresans ve dairesel dikroizm spektroskopisi tekniklerini
kullanarak florokinolon antibiyotiklerin ve diger bazi ilaglarin HSA’ya yarigmali
baglanmasini incelemisledir. Sonug¢ olarak, sistemde bulunan rakip ilaglarin
florokinolonlarin HSA’ya baglama ilgisini diigiirecegi, fakat bu rekabetci
baglanmanin HSA molekiillerinde herhangi bir biiyiikk yapisal degisiklikler
getirmeyecegi belirlenmistir [46].

Uivarosi kinolon antibiyotiklerin metal komplekslerini ve kullanimlarini
incelemistir. Sonug¢ olarak metal iyonlar: ile kinolonlarin etkilesiminin kinolonlarin
farmakokinetigi, biyo-saglanabilirligi ve ¢Oziniirliigli acisindan pek c¢ok
degisikliklere neden oldugunu ve ayn1 zamanda bunun antibakteriyel maddelerin etki
mekanizmasina bagl oldugu ortaya cikarmustir. Ustelik, metal iyonlarryla kinolon
komplekslesmesinin kinolon veya metal iyonlarinin tespiti gibi bir¢ok analitik
uygulanmalara sahip oldugunu da belirlemistir [47].

Djurdjevic ve arkadaslari, bazi1 florokinolon antibiyotiklerin insan
plazmasindaki Cu?*, Ni?", Zn?* iyonlarmin biyo-tiirlemesi (zerine etkisini
incelemislerdir. Calisma sonucu Cu?* plazma kompleksine gore florokinolon
antibiyotiklerin Ni?*, Zn?* plazma kompleksleri iizerine daha cok etkileri oldugunu
ve gerekli metal iyonlar1 hareketliliklerinin fizyolojik kusullarda ilag ¢alismasi igin
herhangi bir sorun getirmeyecegini de gostermistir [48].

Akinremi ve arkadaslari, baz1 metal-florokinolon komplekslerinin biyolojik
aktivitelerini arastirmiglardir. Sonu¢ olarak, metal komplekslerinin g¢ogunun test
edilen organizmalara karsi hemen hemen ayni, fakat bir kacinin daha biiyiik bir

aktivite gosterdigini bulmuslardir. Diger taraftan, viicut dokular1 ¢aligmasi sirasinda,
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onlarin ana ilaglarina gore bazisi daha az yan etki gostermistir. Bu sonuglar
florokinolon metal komplekslerinin ilag olarak kullanilanilabilme potansiyeline sahip
oldugunu gostermistir [49].

Turel kinolon antibakteriyel ajanlar ile metal iyonlarmin etkilesimlerini
incelemistir. Sonu¢ olarak bu arastirmaci kinolon ilaglarinin magnezyum veya
aluminyum antasitlerle ayni zamanda alindiginda absorpsiyonlarinin azaldigini
gozlemlemistir. Calismaya gore, elde edilen sonucun kinolon’un metale selat
baglanmasindan olabilecegi belirtilmistir [50].

Kawai ve arkadaslari, sulu ¢ozeltide baz1 metal iyonlari ile kinolon etkilesimini
pH titrasyonu, NMR ve spektrofotometri teknikleri ile test etmislerdir. Onlar metal-
kinolon komplekslerinin baglanma sabitleri arasinda fazla farkliliklar olmadiginm
bulmuslardir. Ustelik, sulu ¢ozeltide metal kompleksinin miktara bagl calismalarinin
sonucu kompleks olusumunun viicutta kinolon absorpsiyonunu etkileyen nemli bir
faktor oldugu gostermistir [51].

Mohd ve arkadaslari, LEVOF’un iki degerlilik toksik metal iyonlar1 ile
etkilesimini ve floresans davranislarini incelemislerdir. Calismanin sonuglart LEVOF
ile bazi metal iyonlart karstirildigi zaman, metal-LEVOF komplekslerinin
olusumundan dolayr LEVOF’un floresans siddetinin kayboldugunu gostermistir.
Etkilesim isleminin kendiliginden yuriyen ve aslinda strtic kuvvetin entropi oldugu
belirlenmistir [52].

En onemlisi, B-R tamponunda (pH 7,96), ACDE uzerinde diferansiyel puls
anodik siyirma voltametrisi (DPASV) kullanilarak LEVOF tespiti ile ilgili bir
calisma bulunmaktadir. Yong ve ekibi 2,38 ng / ml belirleme siur1 ile LEVOF’u
tayin etmislerdir [17].



2.4. RSH ve Literatlr Arastirmasi

RSH molekil formuli HO2CCH(NH2)CH2SH olan ve yapisinda kiikiirt igeren bir
amino asittir. RSH yapisindaki tiyol (HS) grubu daima bazi enzimler ve enzimatik
tepkimelerin Kkatalitik siire¢lerine katilmaktadir ve tiyol oksidasyonundan ortaya
cikan disiilfit tlirevi, bircok proteinlerde onemli yapisal rol oynamaktadir. RSH
organizma icgin gerekli olmayan bir amino asit olmasina ragmen bazi 6zel grup
insanlarin O0rnegin bebekler, yaslilar ve metabolik hastalii olan bireyler igin
gerekmektedir. RSH et, yumurta, siit ve bazi 6zel bitkiler gibi baz1 yiiksek proteinli
gidalardan elde edilebilir [21].

O

HS OH

NH->

Sekil 2.2. Sistein (RSH)’in kimyasal yapisi

Molekl formili; CsH7NO2S
Molekiil agirhigi: 121,16 g/mol



Novotny giimiis ve bakir kati amalgam elektrotlar kullanarak katodik siyirma
voltametri teknigiyle RSH tespiti yapilmistir ve tayin st 3x10° M olarak
belirlenmistir [24].

Bicer ve Ozdemir tarafindan B-R tamponunda (pH 5, 7 ve 9) UV-GB
spektroskopisi ve KDV teknikleri kullanarak ACDE uzerinde RSH ile
hidroklorotiyazid (HCTZ) arasindaki etkilesimi incelenmistir. HCTZ’nin
eklenmesiyle, civa(I) sistein tiyolat (Hg2(RS)2)’in pik akiminin azaldigim ve pik
potansiyelinin daha az negatif degerlere kaydigii gozlemlemislerdir. Bu sonucun
amino asit ve ilag arasindaki etkilesimden kaynaklandigini belirtmislerdir [35].

Biger ve Tatlidil B-R tamponunda (pH 7,4) KDV ve DV tekniklerini
kullanarak ACDE uzerinde RSH ile piridin mono-karboksilik asit izomerleri
(PKAT’leri) arasindaki etkilesimi incelenmistir. Onlar PKAI’ler ve RSH arasindaki
etkilesimin daha iyi tamimlanmasi i¢in UV-GB ve kiziltesi spektroskopisi
tekniklerini de kullanmiglardir. Sonug¢ olarak, PKAI’ler ve RSH arasinda yeni
elektroaktif kompleksler olustugunu ve durumun serbest RSH derisimi ile civa(I)
sistein tiyolat (Hg2(RS)2)’in pik akiminda azalmaya neden oldugunu rapor
etmislerdir [36].

Cakir ve Bicer KDV ve DV tekniklerini uygulayarak sulu ortamda tip I-
kollajen ile RSH’1n etkilesimini incelemislerdir. RSH varliginda tip I-kollajenin pik
akiminin azalmasi bu iki molekiil arasinda bir etkilesim oldugunu gostermistir [53].

Cakir ve arkadaglar1 RSH ve sakkarin’in yeni Schiff-baz bilesigini
sentezlemisler ve bu yeni bilesigin B-R tamponunda (pH 5,0-9,0) durgun civa damla
elektrodu (DCDE) iizerindeki voltametrik davraniglarimi DV ve KDV tekniklerini
kullanarak incelemislerdir. Onlara gore bu c¢alismanin 6nemi biyolojik sistemlerde
sakarin’in davranislar1 hakkinda daha fazla bilgi temin etmektir [54].

Bicer ve Coskun nétral pH’da ve Mn(II) iyonu varliginda ve yoklugunda, yar1
sentetik penisilin antibiyotik ila¢ olan okzasilin sodyum (OXA) ve RSH arasindaki
etkilesimin voltammetrik davranisini incelemislerdir. Onlar OXA ve RSH arasindaki
kompleks olusumunun RSH’nin pik akiminin azalmasima neden oldugunu, iistelik
OXA’nin bir katalizor olarak, Mn(II) nin indirgenme islemini hizlandirdig1 ve buna
zit olarak, sistemde bu ii¢ tlir birarada bulundugu zaman RSH’nin OXA ile kendi
bilesigini olusturarak OXA’nin katalizor roliinii engelledigi sonuclarint elde

etmislerdir [55].
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Biger ve Cinar tarafindan bazi spektroskopik ve voltametrik yontemleri
kullanarak UV 1sinlamas1 varliginda ve yoklugunda RSH ile pentoksifilin (PTX)’in
etkilesimini incelenmislerdir. Sonug olarak, uzun siire UV 1smlamas1 altinda, tiyol
radikalinin olusumundan dolay1, RSH sirasiyla siilfonil radikali (-0,056 V), distlfidik
anyon (S,>"; -0,684 V) ve serbest sistin (RSSR; -0,800 V) gibi ii¢ farkli indirgenme
piki gostermistir. Ancak, UV ile 1sinlanmis RSH iizerine PTX’in eklenmesiyle tiyol
radikali (RS-) olusumu ve PTX-RSH kompleksinin olusmasi vasitasiyla onun daha
ileri oksidasyonu engellenmistir [56].

Cakar ve Biger pH 7,4'te, Cu(Il) iyonu varliinda DCDE {izerinde KDV teknigini
kullanarak RSH ve sakarin’in voltametrik davranisini arastirmiglardir. Cu(Il) iyonu
varliginda RSH ii¢ tane indirgenme piki vermistir ve Cu(Il)-sakkarinat ile de karisik
ligand kompleksi olusturmustur. Calismanin sonucu karigik ligand kompleksinin
baglama sabitinin, Cu(I)SR ve Cu(Il)-sakkarinat komplekslerinin baglanma
sabitlerinden daha biiyiik oldugunu gdstermistir [57].

Cakir ve Biger fizyolojik pH’da RSH’nin ve onun monosakkaritlerle olan
etkilesimininin ~ kare-dalga  adsorptif ~ siyirma  voltametrik  davraniglarini
incelemislerdir. Biriktirme potansiyeli, biriktirme zamani, tarama hizi ve damla
boyutu ile optimize etme yoluyla bu ¢alismay1 gergeklestirilmislerdir. Aragtirmacilar
bu ¢alismanin monosakkaritler ile RSH etkilesimi {izerine voltametrik tekniklerin bir
uygulamasi oldugunu rapor etmislerdir [58].

Hignett ve arkadaslari tiyolin bir kinon ile tepkimesini kullanalarak RSH’nin
belirlenmesi igin KDV teknigini uygulamiglardir. Onlar kinon-RSH katilma {iriinii ve
tepkimeye girmemis kinon arasinda net fark oldugunu, kinon-RSH katilma tiriiniiniin
5 ile 47 uM arasinda dogrusal bir cevap verdigini gozlemlemislerdir. Bu yeni
yaklasimin pratik kullanimin1  idrarda RSH’ye karst cevabi inceleyerek de
gozlemislerdir [59].

White ve arkadaslar1 kinon ara {irlinlerinin elektrokimyasal iiretimleri ve onlarin
stlfidril tiyoller (RSH) ile miteakip tepkimesini inceleyerek silfidril tiyollerin
miktar belirlemeleri i¢in yenilik¢i bir yol tasarlamiglardir. Tiyol turlerinin
elektrokimyasal olarak iiretilmis kinoid yapiya niikleofilik eklenmesiyle olusan
katilma {driiniiniin oksidasyonundan dolayr oksidatif akimin blyidagl ve bu
durumun sistemdeki tiyol derisimine bagh oldugu belirlenmistir [60].

Heyrovsky ve Prokopova voltametrik tekniklerle folatlarin tiyollerle

etkilesimini incelemislerdir. Calisma sonucu sulu ortamda folatlarin tiyollere
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etkilesmedigini, fakat elektrot yiizeyinde katilma tirtinlerini olusturarak disiilfitlerin
voltametrik tersinir indirgenme piklerinin kaymasina neden oldugunu gdstermistir.
Bu arastirmadaki molekiil arasindaki bu etkilesimin canli organizmadaki folatlar ve
proteinler arasindaki etkilesim i¢cin model olabilecegini diistinmiislerdir [37, 61].

Biger ve Cmar RSH’nin varliginda ve yoklugunda, pentoksifilin (PTX)’in
Zn(1D) ile etkilesimin voltametrik davranisini incelemislerdir. Sonu¢ olarak, PTX’in
Zn(Il) ile inert kompleks olusturdugu ve sistemde RSH’nin varligmin Zn(II)
iyonunun PTX’den ayrilarak Zn(II)-RSH kompleksinin olusumuna neden oldugu
gbzlenmistir [62].

Forsman ACDE {izerinde katodik siyirma voltametrisi (KSV)’ni kullanarak
RSH’nin ve onun komplekslerinin analizi i¢in yeni bir yontem gelistirmistir. Deney
sirasinda, RSH bir Cu(I) kompleksi olusturmustur. Asirt Cu(II) durumunda ise RSH
bakir-amalgam da meydana getirmistir. RSH ic¢in dogrusal kalibrasyon egrileri
2x107° M - 1x10" M derisim aralig1 icin elde edilmistir. RSH’mn KSV davranis,
Cu(Il) iyonlar1 yoklugunda bile incelenmistir [28].

Nekrassova ve arastirma ekibi, ferri siyaniir tarafindan RSH’nin oksidasyonunu
incelemislerdir. Bu tepkimenin kinetigini ve mekanizma c¢alismalarin1i bor
katkilanmis elmas elektrodun kullanildigi DV ve dogrusal-taramali voltametri
(DTV) teknikleri ile arastirmislardir. RSH’in  hem protonlanmig hem de
protonlanmamig ~ molekdl  bicimlerinin  ferri  siyaniir  kullanilmasiyla
yukseltgendiklerini gézlemislerdir. Diger taraftan, ferri siyaniirin RSH tarafindan
elektrokatalitik indirgenmesi icin farkli pH degerlerinde hiz sabitini de

belirlemislerdir. Bu hiz sabitinin artan pH ile arttigin1 bulmuslardir [29].

12



2.5. Metaller ve Insan Saghg Uzerine Etkileri

Metaller genellikle insan sagligi icin ¢ok kiicik miktarlarda gerekli veya
vazgecilmez olarak kabul edilmistir. Metaller insan vicudundaki bir¢cok enzimin
yapisinda bulunmaktadir ve bir katalizor olarak biyokimyasal veya metabolik
siireglere katilmaktadirlar [63]. Ornegin, alkol dehidrojenaz, karbonik anhidraz,
karboksipeptidaz gibi enzimlerin bazi gruplar1 kataliz sirasinda ¢inkoyu kofaktor
olarak kullanmaktadirlar [64]. Metallerin ¢oguna kolayca erisilebilmektedir.
Ozellikle toprak ve maden yataklarinda bulunmaktadirlar, gogu zaman, insanlar besin
zinciri ile bu metallere erismektedirler. Insan sagligma yararli olmasma ragmen,
sodyum ve kalsiyum gibi bazi metaller ise beslenme uzmanlar1 (diyetisyenler)
tarafindan metal olarak goriilmemektedir [63].

Cinko, demir, kobalt, bakir, mangan ve molibden gibi bazi agir metaller de
degisen miktarlarda canlilar i¢in gereklidir. Fakat biitiin agir metaller yiksek
derisimlerde zararlidir. Civa, plitonyum, kadmiyum ve kursun gibi bazi agir
metallerin eser miktarlar1 bile canli organizmalar i¢in zararlidir. En 6nemlisi, bu
metallerin canli organizmanlarin organlarinda birikiminin ciddi hastaliklara neden
Olmasidir. Kadmiyum memelilerin vicudunda bobrek ve karacigerde birikir.
Vanadyum ve tungsten gibi bazi metal elementleri normalde sadece belirli
organizmalar i¢gin zehirlidir ya da belirli kosullar altinda yararhidir [65-68].

Cinko ve kadmiyum arasindaki iligkileri tartisirken, calismalar temel esansiyel
metal olan cinkonun esansiyel olmayan kadmiyumun toksik etkilerini
diiserecebilicegini  gostermektedir. Bunun disinda, kadmiyum, ¢inko bagimh
enzimlerin aktivitesini diisiirebilmektedir ve kadmiyum toksisitesi, ¢inko gerektiren
enzimlerin kofaktér baglanma yerlerinde 1iki metal arasindaki rekabetten

kaynaklanmaktadir [69].
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2.6. Voltametri ve Voltametrik Teknikler

Voltametri analitik amacglar ve ¢esitli endiistriyel islemler ig¢in kullanilan
elektrokimyasal yontemlerin bir tirtddr. Voltametride, analiz edilen bir madde
hakkindaki bilgi degistirilerek uygulanilan potansiyele karsi akimin kaydedilmesiyle
elde edilir [70, 71]. Voltamogram uygulanan potansiyele kars1 akim grafigi olarak
tanimlanir ve redoks tepkimesinde yer alan madde hakkinda bilgi verir [72].

Ik voltammetrik teknikler kimyada giinliik kullanim i¢in uygulanabilirliklerini
kisitlayan olumsuzluklara sahip olmuslardir [73]. 1960'lardan 197Q'lere kadar,
voltametri bilgisayar ve bilgisayar kontrolli sistemlerin dahil edilmesiyle, hem teori
ve hem de enstrimantasyon agisindan ¢ok ilerlemistir. Yapilan bu ilerlemeler yeni
teknigin hassasiyet ve dogrulugunu gelistirmistir. Sanayi ucuz potentiyostat,
elektrotlar ve hiicrelerin tasarimi ile bu teknolojin yaygin ve etkili olarak giinliik
analitik calismalarda kullanmasina da yardimci olmustur [74, 75].

Ilk voltammetrik teknikler sadece iki elektrottan olusurken, giiniimiizdeki
modern potentiyostat {i¢ elektrotan olusmaktadir (Sekil 2.3.). Voltametride ¢alisma
elektroduna zamana-bagimli ve referans elektrodun sabit potansiyeline bagil olarak
degisen bir potansiyel uygulanirken, calisma ve karsit (yardimci) elektrotlar
arasindaki akim Olgtliir (Sekil 2.4.). Genellikle, civa ve platin tel sirasiyla ¢alisma ve
yardimct elektrot olarak kullanilirken, doygun kalomel elektrot (DKE) veya
Ag/AgCl elektrodu referans elektrot olarak kullanilmaktadir [76].
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Sekil 2.3. Voltametri i¢in ti¢ elektrotlu sistem. CE: ¢alisma elektrodu, RE: referans
elektrot, KE: karsit elektrot, V: potansiyometre, A: ampermetre
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Sekil 2.4. Voltametri i¢in temel cihaz semast
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Glinlimiizde, voltametrik tekniklerin farkli tiirleri vardir. En yaygin

voltametrik teknikler Cizelge 2.2.’de verilmistir [77].

Cizelge 2.2. Voltametrinin en yaygin tiirleri

Tar Kisa aciklama

Tiim deney sirasinda bir referans elektroda karsi
DTV calisma elektroduna zamanla dogrusal olarak
artan bir potansiyel uygulanir.

KDV Sadece bir civa damlasi aranan elektrokimyasal
verilerin toplanmasi i¢in yeterlidir.

DV Temelde bir tepkimenin tersinirligini test etmek
icin kullanilir.

‘ o Iki asamali olarak gergeklestirilir ve akim
Anodik styirma voltametrisi | siyirma asamasinda kaydediler.

Civa elektrodu oksitlenir ve anyonlarin
_ | ¢coziinmeyen c¢okeltileri olusur. Daha sonra
Katodik styirma voltametrisi | negatif bir potansiyel uygulanarak elektrotta
birikmis film tabakasi cozelti fazina gecirilir
(styirilir).

_ | Analiz  edilecek madde indirgenme icin
Adsortif styirma voltametrisi | adsorpsiyon yoluyla elektroda ulasir.

Polarografi Genis katodik aralifa ve yenilenebilir elektrot
yuzeyine sahiptir.

Akim degil, akim farki potansiyelin bir

Tirevsel puls voltametrisi fonksiyonu olarak cizilir.
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Voltametride Nernst (2.1) veya Butler-Volmer (2.2) gibi bazi taninmig
denklemler elektrot yiizeyinde analiz edilen maddenin redoks davraniglarini analiz
etmek i¢in kullanilir. Uygulanan potansiyel redoks turlerinin (Co ve Cr) derisimlerini

kontrol eder ve Ko tepkime hiz sabitidir [78].

E:EO—%In% (2.1)

i = NFKAK, {co exp[— Oé”—TF(E - Eo)} ~Cq em[%@ - Eo)}} (2.2)

Yukarida verilen esitliklerde Eo (V) redoks tepkimenin standart potansiyeli, E
(V) uygulanan potensiyel, R ideal gaz sabiti (8,314 J/K mol), F Faraday sabiti (96485
C/mol), T (K) termodinamik sicaklik, n ise elektron sayisi, A elektrot ylizey alani ve
a ise yik transfer katsayisidir (burada a=0,5).

Voltametrik teknikler hem endiistriyel ve hem de bilimsel arastirmalar dahil
genis bir uygulama alanina sahiptir. Voltametrik yontemlerin farmakoloji ve diger
saglik sistemleri lizerine uygulanmasi yenilik¢i ve hizli bir aragtirma araci olarak bu
alanlarda 6nemli degisiklikler getirmistir. Ayrica, gida sanayi ve ¢evre kirliligi gibi
alanlarda ¢esitli organik ve inorganik maddelerin degisik duyarliliklarda belirlenmesi
i¢in ¢ok sayida voltametrik sistemler (sensorler) de tiretilmistir [79-83].

Bu calismada kullanilan 6zel voltametrik teknikler olan KDV ve DV’nin

calisma mekanizmast ile ilgili daha detayl bilgiler sirastyla asagida ele alinmistir.
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2.6.1. Kare-dalga voltametrisi (KDV)

KDV iyi hassasiyet ve kisa analiz siiresi gibi 0Ozellikleriyle 6nemli bir
elektrokimyasal teknik olarak kabul edilmistir [84].

KDV 1957'de ilk rapor edildiginde damlayan civa elektrodu (DCE) caligma
elektrodu olarak kullanilmistir. Bu yeni teknigin en biiylik sinirlamasi tim deney
esnasinda civa damlasinin yiizey alaninin siirekli degismesi nedeniyle toplanan
elektrokimyasal verileri analiz etmek icin karmasik matematiksel modellemeye
gereksinim duymasi olmustur. Ancak, daha sonraki yillarda teknoloji iizerine yapilan
gelismeler, 6zellikle PAR Model 303A durgun civa damla elektrodunun (DCDE)
kullanim1 bu sorunu c¢ozmiistiir ve bir civa damlas1 iizerinde elektrokimyasal
verilerin toplanmasint miimkiin hale gelmistir. Boylece ¢alisma elektrodu yiizey
alanmin degismesi artik olmamistir ve hem  guvenilir hem de tekrarlanabilir
elektrokimyasal verilerin kolayca toplanmas1 miimkiin hale gelmistir [85, 86].

KDV’de potansiyel dalga sekli merdiven seklindedir (Sekil 2.5.(A)). Potansiyel
rampasinin her adimi, yiiksekligi esit ve zit yonlendirilmis iki potansiyel pulsundan
olusmaktadir. KDV de iki potansiyel pulsu tek potansiyel dongiisiinii insa eder (Sekil
2.5.(B)) ve bu potansiyel dongisi voltametrik deney esnasinda bu merdiven
rampasinin her adiminda tekrarlanir. Tek bir potansiyel pulsunun yiiksekligi kare-
dalga genligi (Esw) olarak tanimlanir. Merdiven seklindeki potansiyel rampasinin
yoniine iliskin olarak ileri ve geri potansiyel pulslar1 tanimlanmaktadir. Tek bir
potansiyel dongistnde, elektrot tepkimesi, ayn1 zamanda anodik ve katodik her iki
yonde gergeklestirilmektedir. Voltametrik deneyin kritik zamani tek bir potansiyel
dongusunun stresi ('), ya da tek bir potansiyel pulsunun stresi (Sp= I"/2) ile ifade
edilir. Voltametrik veriler t, Sp ya da potansiyel modiilasyon frekans: f=1/t cinsinden
ifade edilmektedir [86].
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Sekil 2.5. KDV’de uygulanilan basamakli potansiyel dalga sekli (A) ve 6rnek
bir potansiyel dalgasi (B)

KDV’de akim 6rnekleme her bir potansiyel pulsunun sonunda gerceklesir. Net
akim sirastyla ileri (i) ve geri (g) akimlardan olusur. Hem ileri ve hem de geri
bilesenler merdiven rampali1 potansiyele karsi ¢izilir ve bir potansiyel dongiisii her
potansiyel adimi igin tahsis edilen iki akim degeri ve iki komsu pulsun
potansiyelinden olusur. Net akim degeri tek bir potansiyel pulsunun ileri ve geri
akimlarinin ¢ikarilmasiyla hesaplanir. Her potansiyel donglsune karsilik gelen net
akimlar KDV voltamograminin net bilesenini olusturur (Sekil 2.6.). Ancak, KDV
analizlerinde potansiyel dongiileri arasinda diflizyon tabakasi yenilenemediginden

her bir dongiiyii ayri-ayr1 gdzlemlemek miimkiin degildir [84, 86].
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Sekil 2.6. KDV de ileri (anodik), geri (katodik) ve net bilesenden olusan

akim cevabi

Bircok elektrot tepkimesinde net kare-dalga bileseninin ¢an seklindeki egrisi
onun yerinin ve yiiksekliginin hassas belirlenmesine miisaade etmektedir. Bu arada,
ileri ve geri akimlarin ¢ikarilmasi yaklasimi kalan yiiklenme akiminin bertaraf
edilmesine katkida bulunur ve deneysel toplanmis net kare-dalga voltamograminin
gelistirilmis hassasiyeti ve dogrulugunun nedenlerinden biri oldugu kabul edilir [85].

KDV’de kullanilan frekanslar alisilageldik bi¢imde yaklasik 1 ile 120 Hz
arasinda degisir. Bu frekans aralig1 kare-dalga deneylerinin diger puls tekniklerine

gore 100 kat daha hizli olmasini saglar [86].

2.6.2. Doniisiimlii voltametri (DV)

DV elektrokimyasal tepkimeler hakkinda nitel bilgi elde etmek i¢in yaygin kullanilan
tekniklerden birisidir. DV bir ¢alisma elektrodu potansiyelinin dongii yapilmasiyla
ve elde edilen akimin Olgiilmesiyle gergeklestirilir [76].

DV’de elektrot potansiyeli rampalart dongiisel asamalarda zamana kars1
dogrusaldir (Sekil 2.7.). DV’de tarama hiz1 (V/s) uygulanilan potansiyele karsi akim

grafiginin ¢izilmesini saglayan verilerin toplandigi bu asamalarin herbirinde zamana
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kars1 potansiyel degisim orani olarak tanimlanir. Sekil 2.7.°de goériildiigii gibi,
baglangic ileri yonlii taramada esnasinda (fo‘dan ti’e) giderek artan bir indirgeme
potansiyeli uygulanir. Béylece indirgenebilir maddelerin oldugunu gésteren katodik
akim da zaman periyodu i¢inde artar. Eger indirgenebilir madde tersinir (geri-
doniigiimlii) ise indirgenmis madde ters (zit) taramada (ti‘den t2’ye) tekrar
yiikseltgenmeye baslayacak ve zit kutuplu bir akimin (anodik akimin) olusmasina
neden olacaktir. Indirgenme ve yiikseltgenme piklerinin benzerligi redoks ajanin
tersinirligine baghdir. Bu durum DV verilerinin elektrokimyasal tepkime hizlari ve

redoks potansiyelleri hakkinda bilgi saylayabilmesinin nedenidir [78].

Katodik
potansiyel

| |
o t1 t &
Zaman

Sekil 2.7. DV’de uygulanilan dalga sekli

Tersinir bir elektrot tepkimesi i¢in CV dalgasi Sekil 2.8.’de gosterilmistir.
Kutuplagsma (polarizasyon) ve difiizyon etkileri dikkate alindigi zaman tersinir
islemlerin dalga sekilleri daha karmasik olmaktadir. Sekil 2.8.’de Ipa V€ lpk sirasiyla
anodik ve katodik pik akimlaridir. Epa Ve Epk ise sirasiyla anodik ve katodik pik
potansiyelleri olarak tanimlanir. Bu iki pik potansiyeli arasindaki fark olan AEj, ise

AEp = Epk - Epa seklinde heasaplanir [78].
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Potansiyel (V)

Sekil 2.8. Tersinir bir iglem i¢in 6rnek doniisiimlii voltamogram

Iki pik potansiyeli arasindaki bu degisim analiz edilen maddenin difiizyon
hizlan etkilerinden kaynaklanmaktadir. Ornegin, tersinir ajanlarin ideal durumunda,
AEp degeri 59 mV’tur. Ancak, deneysel degerler genelde ideal degerden daha biiyiik
olup 70 veya 80 mV’a yaklasir. Ustelik, elektron transferi CV’de dalga bigimini
etkileyen diger bir ana faktdr olarak da kabul edilmistir. ideal bir sistemde n

elektronlu bir islem i¢in AEp arasmdaki bagintist E , —E

seklinde

yazilabilir.

Akim degerleri olarak, tersinir ¢ift lpa/lopx = 1 esitligi ile karakterize edilir [87].
Ancak, tersinmez islem iGin lpa/lpk#1°dir. Burada en biiyiik sebep elektron
transferinin tersinir olmamasidir. BOylece, tersinmez islemler tersinir karsiliklarina

gore oldukca farkli davranis sergilemektedirler [88].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler
Bu tez calismasinin deneylerinde kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.1°de

verilmigtir.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde Uretici Firma
LEVOF (Hemihidrat) Nealand
L-RSH (C3H7NO.S) Merck
Cinko siilfat (ZnSO4-5H,0) Merck
Kadmiyum nitrat (Cd(NOs)2:4H20) Merck
Asetik asit (CH3COOH) Merck

Borik asit (H:BO3) Merck
Fosforik asit (HzsPO4) Merck
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck
Nitrik asit (HNO3) Merck

3.1.2. Tampon ve ¢Ozeltiler

a. Asetik asit cozeltisinin hazirlanisi

0,5 M Asetik asit: 7 mL CH3COOH (99,8% a/a; 1 L=1,05 kg) alinarak ultra saf

su ile toplam hacim 250 mL’ye tamamlanmustir.
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b. Fosforik asit ¢ozeltisinin hazirlanisi

0,5 M Fosforik asit: 8,4 mL H3PO4 (85% a/a; 1 L = 1,71 kg) alinarak ultra saf

su ile toplam hacim 250 mL’ye tamamlanmaistir.
c. Borik asit ¢ozeltisinin hazirlanist

0,5 M Borik asit: 7,73 g H3BOs alinip ultra saf su ile ¢oziinmesi saglanarak
toplam hacim 250 mL’ye tamamlanmistir.
d. Sodyum hidroksit ¢ozeltisinin hazirlanisi

0,5 M Sodyum hidroksit: 5 g NaOH ultra saf su ile ¢dzllerek toplam hacim 250
mL’ye tamamlanmuistir.
e. Britton-Robinson (B-R) tampon ¢ozeltisinin (destek elektrolit) hazirianis:

0,5 M asetik asit, 0,5 M fosforik asit ve 0,5 M borik asit c¢ozeltilerinin
herbirinden 20 mL alinanmis ve ultra saf su eklenerek toplam hacim 250 mL’ye
tamamlanmustir. Istenilen pH degeri ise bu karisima uygun hacimlerde 0,5 M NaOH
cozeltisi eklenerek elde edilmistir.

f. LEVOF ¢ozeltisinin hazirlanisi

1x10° M LEVOF cozeltisi: 0,037 g LEVOF ultra saf su ile ¢oziilerek toplam
hacim 100 mL’ye tamamlanmuistir.
0. RSH ¢ozeltisinin hazirlanist

1x10° M RSH c¢ozeltisi: 0,012 g RSH ultra saf su ile ¢oziilerek toplam hacim
100 mL’ye tamamlanmaistir.

h. Cd?* ve Zn?* iyonu ¢ozeltilerinin hazirlanis

1x10° M Cd** ve 1x10° M Zn?* iyonu cozeltileri Cd(NO3)2-4H.O ve
ZnS04-5H,0 katilaridan uygun miktarlarda tartilip alinan maddelerin ultra saf su da

coziilerek toplam hacim 100 mL’ye tamamlanmuistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Voltametrik olgiimler ECDSOFT programi [89] ihtiva eden bir dizistt bilgisayar
tarafindan kontrol edilen ve ayni zamanda EG&G PARC Model 303A SMDE ii¢
elektrotlu elektrokimyasal sistem ile baglantili EG&GPAR Model 384B polarografik
analizorli  kullanilarak  gergeklestirilmistir. Ug¢ elektrotlu sistemde referans
(karsilastirma) elektrot olarak Ag|AgCIl|KClgoygun, karsit (yardimei) elektrot olarak
pilatin tel ve calisma elektrodu olarak asili civa damla elektrodu (ACDE)
kullanilmistir.  Voltamogramlar polarografik analizore bagli olan bilgisayarda

ECDSOFT programi ile goriintiilenmistir. UV-GB spektrumlart Thermo Scientific
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Evolution Array EA-1301005 UV-Vis spektrofotometresinde kuartz hiicreler (1 cm)
kullanilarak alinmistir. IR spektrumlari ise Bruker Vertex 80v FT-IR spektrometresi
ile alinmustir. pH 6l¢iimleri Jenway 3010 pH-metresi ile gergeklestirilmistir. Ultra saf

su (6z direnci = 18,2 MQ cm) MP MINIPURE Dest Up su saflsastirma sisteminden

elde edilmistir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Elektrokimyasal dl¢timler
3.3.1.1. KDV c¢ahsmalar1
KDYV deneyleri i¢in deneysel kosullar Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. KDV igin deneysel kosullar

Denge suresi 5s
Damla biiyiikliigii orta (0,0154 cm?)
Potansiyel tarama artis1 2 mV
Puls yiiksekligi 20 mV
Potansiyel tarama hizi 200 mV/s
Frekans 100 Hz
Damla modu Asili civa damla elektrodu (ACDE)

Tum kare-dalga voltametrisi deneyleri oda sicakliginda gergeklestirilmistir.
a. LEVOF ‘un RSH ile etkilesimi

Bu voltametrik 6l¢cimde, B-R tampon ¢ozeltisinin (pH 7,4) 10 mL’si elektrokimyasal
hicreye konularak icerisinden 5 dk saf N2 gazi gecirilmistir. Boylece destek
elektrolit ¢ozeltisi igendeki ¢oziinmiis olan oksijen uzaklagtirilmigtir. Sonra destek
elektrolit ¢ozeltisinin kare-dalga voltamogrami Cizelge 3.2.’deki deneysel sartlarda
ve -0,05 V ile -1,80 V araliginda potansiyel taramasi yapilarak alinmistir. Bu islem
sonrast RSH ve LEVOF stok ¢ozeltilerinin uygun miktarlar1 bir mikropipet

yardimiyla destek elektrolit ¢ozeltisine eklenerek bu maddelerin ayr1 ayri kare-dalga
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voltamogramlar1 kaydedilmistir. Son olarak, farkli derisimlerde LEVOF igeren
elektrokimyasal hiicrede ayni sartlarda RSH’in kare-dalga voltamogramlar1 elde
edilmistir. Artan LEVOF derisimi ile civa elektrotta RSH’in ana pik akimi ve

potansiyeli takip edilmistir.

b. LEVOF ve RSH ‘min Cd?ve Zn?* * iyonlar ile etkilesimleri

LEVOF‘un RSH ile etkilesimi i¢in uygulanilan yaklasim (Bolim 3.3.1.1.a) LEVOF
ve RSH’nin Cd?* ve Zn?* iyonlar ile etkilesimlerini incelemek icin de uygulanmistir.
Ayn1 deneysel sartlar altinda destek elektrolitin kare-dalga voltamogrami alindiktan
sonra, elektrokimyasal hiicreye Cd?* veya Zn?* stok cozeltilerinden mikropipet
yardimiyla belirli miktarlarda eklenerek bu metal iyonlarinin voltamogramlar1 azot
atmosferi altinda alinmistir. Daha sonra ayni destek elektrolitte ve ayni sartlar altinda
farkli LEVOF ve/veya RSH derisimlerinin varliginda belirli bir miktardaki Cd?*

2+ ¢

veya Zn<" ‘nin voltamogramlari elde edilmistir. Artan LEVOF veya RSH derigimi ile

civa elektrotta Cd?* veya Zn?*’nin pik akimlar1 ve potansiyelleri takip edilmistir.

C. Metal iyonlari varliginda LEVOF 'un RSH ile etkilegimi

Bolim 3.3.1.1.b’de anlatildig1 gibi azot atmosferi altinda incelenilen metal
iyonlar1 ile RSH komplekslerinin voltamogramlar: kaydedildikten sonra, metal iyonu
(Cd?* veya Zn?") igeren RSH karisimina LEVOF ¢ozeltisi eklenerek elde edilen yeni
karisimlarin -~ voltamogramlar1  alinarak yeni degisikliklerin  olup olmadigi

gdzlenmistir.
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3.3.1.2. DV calismalari

DV olcumleri B-R tamponu ¢ozeltisinde (pH 7,4) incelenilen maddelerin (LEVOF,

RSH, Zn?* ve Cd?") elektrot islemlerinin tersinirlik testleri igin gerceklestirilmistir.

DV deneyleri i¢in deneysel kosullar ise Cizelge 3.2°de belirtilmistir.

Cizelge 3.3. DV i¢in deneysel kosullar

Denge siiresi 5s
Damla biiyiikliigii orta (0,0154 cm?)
Potansiyel tarama artisi 4 mV
Potansiyel tarama hizi 500 mV/s
Damla modu ACDE

Tiim doniisiimlii voltametri deneyleri oda sicakliginda gerceklestirilmistir.

3.3.2. UV-GB spektroskopisi ¢alismalar:

Ilk énce, RSH ve LEVOF’un B-R tamponu ¢ozeltisinde (pH 7,4) elektronik
spektrumlar1 birbirinden bagimsiz olarak kaydedilmistir. Daha sonra, LEVOF
derisiminin 1x10* M’da sabit tutuldugu LEVOF c¢ozeltisine 2,5%10°-1,5x10* M
araliginda degisen derisimlerde RSH eklenerek UV-GB spektrumundaki degisiklikler
ozellikle 284 nm’de LEVOF’un absorbansindaki degisimler izlenmistir.
Spektroskopik Ol¢limlerin 6ncesinde tiim karisimlar homojenligi saglamak ig¢in
calkanmis ve oda sicakliginda 15 dk bekletilmistir. B-R tamponu ¢ozelti (pH 7,4)

blank olarak kullanilmistir.

3.3.3. Kuzil otesi (IR) spektroskopisi calismalar:

Sirasiyla RSH, LEVOF ve uygun miktarlarda RSH ve LEVOF’nin (1:1 molar
oranda) denge karisimini igeren ii¢ Ornek c¢ozelti B-R tamponunda (pH 7,4)
hazirlanmistir. Bu ti¢ ¢ozeltideki ¢Ozucl buharlasma ile uzaklastirilmasindan elde

edilen katilar (konsantre 6rnekler) IR spektroskopisi 6l¢timleri i¢in kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Cd?* ve Zn?* iyonlarmin varliginda ve yoklugunda LEVOF ‘nin RSH ile etkilesiminin
voltametrik ve spektroskopik davraniglart voltametrik ve spektroskopik teknikler
(KDV, DV, UV-GB ve IR) kullanilarak incelenmistir. Elde edilen deneysel sonuglar

asagida verilen bagliklar altinda tartisilmistir.

4.1. LEVOF, RSH ve Metal iyonlarimin (Cd?*, Zn?*) Voltametrik Davramslari

4.1.1. DV calismalar

Bolim 3.3.1.2.°de belirtildigi gibi B-R tamponunda (pH 7,4) uygun derisimlerde
LEVOF, RSH, Cd?*" ve Zn?* ¢ozeltilerinin doniisiimlii voltamogramlari almmustir.
Elde edilen voltamogramlar sirasiyla Sekil 4.1., Sekil 4. 2., Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.de

verilmistir.

1U
2000

1500

! (nA)

1000}

S00F

-1.6 . -1.5 -1.4 -1.3 -1.2
EM)

Sekil 4.1. 1,96x10° M LEVOF‘un B-R tamponu pH 7,4’de alinan déniisiimlii
voltamogrami. 1U, LEVOF molekiiliindeki karbonil grubunun
indirgenme piki
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LEVOF aynt zamanda kimyasal molekiil yapisina gore civa elektrotta
indirgenebilir bir karbonil grubu ihtiva eden elektrokimyasal olarak aktif bir
antibiyotiktir. Bu deneysel sartlar altinda, 1,96x10° M LEVOF tersinmez (anodik
piki yok) ve iyi belirlenmis bir katodik pike sahiptir (Sekil 4.1.).

Diger taraftan, 4,95x10°® M RSH’nin fizyolojik pH (7,4)’a sahip B-R
tamponundaki voltamogrami zayif adsorpsiyon 6zelligine sahip iyi belirlenmis yari-
tersinir bir elektrot islemi gostermistir (Sekil 4.2). Sekil 4.2.’den elde edilen bilgilere
gore civa(l)-sistein tiyolat (Hg2(RS)2)’1n elektrot tepkimi igin Epa- Epc = 68 mV ve
Ipa/ lpc = 0,084 “diir.

1U

300

/ (nA)

200

100§

-100 ¢

-0.2 -0.4 -0.6 -0.8 -1.0 -1.2 -1.4 -1.6 -1.8

EWV)

Sekil 4.2. 4,95x10° M RSH’1n B-R tamponu pH 7,4’de alinan déniisiimlii
voltamogrami. 1U, civa(]) sistein tiyolat (Hg2(RS)2)’1n indirgenme
piki

Sirastyla 3,96x10° M Cd?* ve 1,96x10° M Zn?* metal iyonlar1 ise incelenilen
potansiyel araliginda tersinir birer indirgenme tepkimesine sahiptirler (Sekil 4.3. ve
Sekil 4.4.). Cd(II) igin Sekil 4.3.’deki verilerden Epa- Epk =27 mV ve lpa/ lpc = 1,53
degerleri elde edilmistir. Zn(I1) i¢in Sekil 4.4.’deki verilerden Epa- Epk = 31 mV ve
Ipa/ lpk = 1,31 degerleri elde edilmistir. Epa - Epk degerleri metal iyonlarinin tersinir
2¢” ile indirgenmesine karsilik gelen teorik deger (25 °C’ta 29,6 mV) ile uyusum
icindedir.
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! (nA)

100} f

-100F

-0.2 -0.4 -0.6 -0.8 -1.0 -1.2 -1.4 -1.6 -1.8
EMNOY

Sekil 4.3. 3,96x10° M Cd?**nin B-R tamponu pH 7,4’de alian déniisiimlii
voltamogrami. 1U, Cd**‘nin Cd(Hg) ‘a indirgenme piki

500
< 400
c

= 300}
200 }

100 .,

-100
-200

-300¢

-0.2 -0.4 -0.6 -0.8 -1.0 -1.2 -1.4 -1.6 -1.8
E(\V)

Sekil 4.4. 1,96x10° M Zn?*“nin B-R tamponu pH 7,4’de alinan doniisiimlii
voltamogrami. 1U, Zn?*‘nin Zn(Hg) ‘a indirgenme piki
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4.1.2. KDV ¢alismalari

Yukarida bahsedildigi gibi, LEVOF‘nin voltametrik davranisi KDV teknigi ile de
incelenmistir. LEVOF’nin B-R tamponunda (pH 7,4) elde edilen kare-dalga

voltamogrami Sekil 4.5.’de verilmistir.

2500F

20004

1 (nA)

1500

L]
——

1000 \ /

500} .\ f ”

0.2 -0.4 -0.6 -0.8 -1.0 -1.2 -1.4 -1.6 -1.8
EV)

Sekil 4.5. 9,9x10° M LEVOF c¢6zeltisinin B-R tamponu pH 7,4’de
alian kare-dalga voltamogrami. 1U, LEVOF
molekulindeki karbonil grubunun indirgenme piki
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Sekil 4.5.deki voltamogram LEVOF’un -1,528 V’ta temel bir indirgenme pikine
sahip oldugunu gdstermektedir. Literatiirde LEVOF hakkinda bir¢ok elektrokimyasal
arastirma bulunmasina ragmen, onun ACDE’deki elektrokimyasal davranisinin
heniiz tam anlamiyla agikligr kavusmus oldugu sdylenemez. Gegen yillarda, onun
atast olarak tabir edilen ofloksasin (% 50 LEVOF’dan meydana gelen)’in
elektrokimyasal davranisi hakkinda bazi 6nemli ¢caligsmalar tiirevsel puls polarografisi
yardimiyla rapor edilmistir [90]. Rapor edilen bu c¢alismada [90], ofloksasin’in
elektrokimyasal aktivitesinin karbonil grubunun indirgenmesinden (Sekil 4.6.)

kaynaklandig1 bulunmustur.

N +2e+2H' \C/

- AN
| [
OH

(@

(@)

Sekil 4.6. Ofloksasin molekultndeki karbonil grubu igin indirgenme tepkimesi

LEVOF ve ofloksasin molekdlleri arasindaki ¢ok yakin benzerlikten dolayi,
LEVOF’un indirgenme isleminin ofloksasine benzer bir islem (Sekil 4.6.) izledigi
soylenebilir.

LEVOF’un yoklugunda RSH’nin kare-dalga voltamogrami asagida Sekil
4.7.de verilmistir. 4,95x10° M RSH’min B-R tamponu pH 7,4’deki kare-dalga
voltamogrami —0,572 V’ta géze carpan bir katodik pik (civa elektrotta her zaman
goriinen ana pik) sergilemistir. Zaten, civa elektrotta RSH’nin anodik tepkimelerinin
mekanizmas1 Heyrovsky ve ark. [91] tarafindan rapor edilmistir. Bu nedenle, —0,572

V’taki pik Hg2(SR)2’nin indirgenmesine atfedilebilir.
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Sekil 4.7. 4,95x10°° M RSH ¢ozeltisinin B-R tamponu pH 7,4’de alinan
kare-dalga voltamogrami. 1U, Hg2(RS)2’nin indirgenme piki

3,96x10° M Cd?* ve 1,96x10° M Zn?" iyonlarmin B-R tamponu pH 7,4’de
alinan kare-dalga voltamogramlart Sekil 4.8.°de verilmistir. Sekil 4.8.’den
gorildiigli gibi, iyonlarin her ikisi de toplam potansiyel alani igerisinde birer
katodik pik gostermislerdir. Bu pikler s6z konusu metal iyonlarinin (M?")

amalgama (M(Hg)) indirgenmesine karsilik gelmektedirler.
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Sekil 4.8. (a) 3,96x10° M Cd?* ve (b) 1,96x10° M Zn?* iyonlarinin B-R

tamponu pH 7,4’de alinan kare-dalga voltamogramlari. 1U
incelenilen metal iyonun amalgam’a indirgenme piki
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4.2. LEVOF’un RSH ile Etkilesimi

4.2.1. KDV cahismalar1

Bolim  3.3.1.1.a’da  belirtilen yOonteme  gore  voltametrik  calismalar
gerceklestirilmistir. RSH ¢ozeltisine LEVOF eklenmesi Hg2(SR)2‘nin pik akiminin
azalmasma ve potansiyelinin daha az negatif potansiyellere hafif¢ce kaydig
gozlenmistir (Sekil 4.10. 1U). LEVOF derisiminin artmasi ile Hg2(SR)2‘nin pik
akimi siirekli olarak azalmis ve sonunda minumum degere ulasmistir (Sekil 4.9 ve

Sekil 4.10.).

-0.3 -0.4 -0.5 -0.6 -0.7
E(V)

Sekil 4.9. LEVOF un yoklugunda (a, 1U) ve varliginda ((b) 1,9x10° M,
(c) 2,90x10° M, (d) 3,83x10° M, (e) 4,74x10° M, (f)
5,63x10° M, (g) 7,37x10° M, (h) 9,05x10° M, (i) 1,22x10*
M, (j) 1,66x10* M ve (k) 2,06x10“* M LEVOF, 4,95x10° M
RSH’in B-R tamponu pH 7,4’de alinan kare-dalga
voltamogramlari. 1U, Hg2(RS)2 nin indirgenme piki
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Sekil 4.10. B-R tamponu pH 7,4’de LEVOF derisimine ([LEVOF]) karsi
Hg2(SR)2‘nin pik akiminin degisimi

LEVOF un varliginda Hg2(SR)2’nin voltametrik davranisi novobiyosin [92] ve
okzasilin [55] gibi diger antibiyotiklerin varliginda ki elektrokimyasal davranisa ¢ok
benzerdir. LEVOF’un varliginda Hg2(SR)2’nin indirgenme potansiyelindeki pozitif
kaymanin yaklagik 96 mV oldugu tespit edilmistir. Bu potansiyel kaymasi ¢ok hizli
takip tepkimeleri i¢in sabit bir tarama hizinda beklenen degere (120 mV [61])
oldukc¢a yakindir. Kimyasal tepkime ne kadar hizli ise, katodik pik potansiyeli de o
kadar pozitif olacaktir [37]. Ayrica, bir tersinir elektron transferini takip eden bir
kimyasal tepkime etkisi redoks islemini kolaylastirmaktir [61]. Boylece,
elektrokimyasal indirgenme pozitif potansiyellere dogru Okayar [61]. Ancak,
adsorplanabilir bir madde genellikle tersinir bir elektrot tepkimesinin bir inhibitord
olarak davranir ve indirgenme islemini negatif potansiyellere dogru kaydirir [93].

LEVOF’un varliginda Hgz(SR)2’nin pik akimindaki azalma ve indirgenme
potansiyelindeki pozitif kaymaya gére, RSH’nin LEVOF ile baglanmasii takip eden
bir tepkimeden kaynaklanabildigi sonucuna varilabilir. Buna ek olarak, RSH ve
LEVOF arasinda yeni olusmus biyokompleksin sistemdeki serbest RSH miktarinin
azalmasina neden oldugu sonucu da ¢ikarilabilir. Bu durumda, Le Chatelier
prensibine gore Sekil 4. 11°deki ikinci denge sola dogru hareket eder ve

Hg2(SR)2’nin pik akimi azalir.
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2Hg Hg,?" + 2¢

Hg,(SR), + 2H"

Hg,?" + 2RSH

LEVOF + RSH — Biyo-kompleks

Sekil 4.11. Hg elektrotta RSH‘nin LEVOF ile etkilesimi

Diger taraftan, RSH’nin varliginda LEVOF’nin temel indirgenme piki de
daha az negatif potansiyelde (-1,482 V) goriilmiistiir. Halbuki, LEVOF derisiminin
artmasi ile LEVOF un temel pik akiminin arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.12.).

je—a
2000+
% :
< 1800 J
1600
1200.
800 4
400 1
1.3 1.4 1.5 -1.6 1.7
E\V)

Sekil 4.12. 4,95x10°% M RSH’nin varhiginda (a) 1,96x10° M, (b) 2,90x10° M, (c)
3,83x10°M, (d) 4,74x10°° M, (e) 5,63x107° M, (f) 7,37x10° M, (g)
9,05x10°M, (h) 1,22x10* M, (i) 1,66x10™* M ve (j) 2,06x10* M
LEVOF un B-R tamponu pH 7,4’de alinan kare-dalga voltamogramlari

Cams1 karbon c¢alisma elektrodu kullanilarak, benzer sonuglar pH’1 3 olan
sitrik asit ¢ozeltisinde RSH’nin varliginda benzokinon (BQ)’un voltametrik davranisi

icin gozlenmistir [59]. BQ-RSH katilma (iirliniin serbest BQ’nun indirgenme
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potansiyelinden (+0,02 V) daha pozitif potansiyelde (+0,24 V) indirgendigi
belirtilmistir [59].

4.3. UV-GB Spektroskopisi Calismalari

RSH, LEVOF ve RSH-LEVOF karigiminin B-R tamponu pH 7,4’de alinan UV-GB

spektrumlar Sekil 4.13.’de verilmistir.

X

5

Absorbans (AU)
5 &

5

200 300 400 500 600 700
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.13. (a) 2,5x10* M RSH, (b) 1x10* M LEVOF, (c) 1x10* M RSH ve
1x10* M LEVOF igeren karisimin (1:1) UV-GB spektrumlari

Bu deneysel sartlar altinda RSH 220 nm (Amax)’de bir maksimum absorpsiyon bandi
gostermistir (Sekil 4.13.a). LEVOF ise 227 ve 330 nm’de iki absorsiyon bandlari ile
birlikte 284 nm (Amax)’de gii¢lii bir absorpsiyon sergilemistir (Sekil 4.13.b).
LEVOF’un RSH ile karistirtlmasi durumunda yeni bir spektrumun (Sekil 4.13.¢)
ortaya cikmasiyla birlikte, LEVOF icin gozlenen 227, 330 ve 284 nm’deki
absorbanslar 6nemli 6lgiide artmistir (hiperkromik etki). Ayni zamanda, sadece 227
nm’deki absorpsiyon bandi RSH varliginda daha kisa dalga boyuna (202 nm)
kaymustir. Boylece 227 nm’deki absorpsiyon bandi i¢in hiperkromik etki ile birlikte

bir hipsokromik kayma (maviye kayma) gozlenmistir. Yeni spektrumun absorpsiyon
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siddetleri LEVOF ve RSH’nin 190400 nm araligindaki absorpsiyon siddetlerinden
cok farkli olmasi LEVOF ve RSH arasindaki etkilesimden dolay1 olusmus yeni bir
yapmnin var oldugunu kuvvletlice belirtmektedir. Ustelik, bu calismalar LEVOF ve
RSH arasindaki etkilesimin sadece civa elektrot yiizeyinde degil ayn1 zamanda sulu
fazda (c¢ozelti fazinda) da olustugunu gostemistir. Benzer sonuglar RSH’nin

novobiyosin antibiyotigi ile etkilesiminde de gézlenmistir [92].

4.4. IR Spektroskopisi Calismalari

Bu iki molekiliin 6zel baglanma veya tepkime verme gruplari géz oniine alindiginda,
iki ihtimal olabilir. Bunlardan biri karbonil etkilesimi, digeri ise Michael-tlrl
katilmadir.

Gustav ve ark. asetaldehit ve diger karbonil bilesiklerinin karsilik gelen
hemitiyoasetaller ve hemitiyoketaller olusturmak (Uzere tiyol katilmasini
incelemislerdir. Bu arastirmacilar katilma tepkimelerinin spesifik baz katalizi ve
genel asit katalizi yollariylariyla olustugunu ve hidrate olmamis karbonil grubunun
tepkime veren (reaktif) tiir oldugunu rapor etmislerdir [94]. Bu katilma Sekil 4.14.’de

gorulmektedir.

o OH

\ \

Sekil 4.14. Karbonilin tiyol ile etkilesimi

a,B-doymamus karbonil bilesiklerine tiyollerin Michael katilmast literatiirde rapor
edilmistir [95]. Niikleofillerin elektronca fakirlesmis alkenlere Michael katilmasi
organik kimyada en 6énemli tepkimelerinden birisidir [95, 96]. Bu niikleofilik katilma
(tiyollerin bir karbon-kikirt bagi olusturmak fiizere tepkimesi) biyolojik aktif
maddelerin sentezinde oldugu kadar, biyosentezde de 6nemli bir tepkime olusturur
[95, 97-99]. Bu katilma Sekil 4.15.’de verilmistir.

Sekil 4.15. Michael katilmasi
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Sekil 4.12.°den goriildiigi gibi, RSH’nin varliginda daha pozitif potansiyelde
(-1,482V) karbonil grubu indirgenmesinin  goriilmesi RSH’mn  LEVOF
molekiiliindeki karbonil grubuna saldirmadigini  kanitlamistir. Yinede Bolim
3.3.3.’de anlatildigi gibi hazirlanan RSH, LEVOF ve LEVOF-RSH (1:1 mol
oraninda katilmasi) katilarinin IR spektrumlart alinmis ve elde edilen bu spektrumlar

Sekil 4.16.’da sunulmustur.

41



E T __"H—_--_.II r’_\_‘: y P Ir' ."..| jn'gl |
.\'I { .IIII L]
g - \I'| n ull |||U l‘ ‘| l‘
N | Il
P | / L) J n }
T |I i I il
o ~ y | | ‘
| /|
IR
g |
I-,\Il
: 0 200 2500 2000 500 000 50
Dalga sayisiCm-1

4 B)

Gecirgenlik 32
B

Ta

L]

L]

|
|

|

——
——

:—“—\\\Wﬁﬁpf #“\| I W |]W"""”“\

Dalga sayisi cm-1

[}

C)

Gecirgenlik 32
50 (]} 18 ag

40

T T T T T
3500 3000 50 00 1500
Dalga sayisi -1

Sekil 4.16. (a) RSH, (b) LEVO ve (c) RSH-LEVO karigiminin kati

numeleri i¢in IR spektrumlari
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RSH’nin IR spektrumunda (Sekil 4.16.a), baz1 6nemli pikler ve onlarin hangi
titresimlere karsilik geldikleri soyle verilebilir: 1586 ve 1393 cm™ (asimetrik ve
simetrik (COQ") titresimleri), 2550cm™ (S-H gerilmesi), 3177 ve 2963 cm™ (amino
grubunun asimetrik ve simetrik titresimleri) [100]. 3177 ve 2963 cm™’deki kuvvetli
ve genis sinyaller RSH molekdilinin —OH ve —NH; gruplar1 arasindaki hidrojen
bagmin kollektif etkisinden kaynaklanabilir [101]. 3428 cm™‘deki zayif ve genis
band ise yapidaki hidrate olmus su molekiiliiniin varligin1 géstermektedir.

LEVOF’un IR spektrumunda (Sekil 4.16.b), gézlenmis bazi 6nemli pikler ve
onlarin hangi titresimlere karsilik geldikleri ise soyle verilebilir: 1620 ve 1724 cm™
(7-okso- grubunun karbonil gerilmesi ve asit grubunun C=0O bandi) [102], 2802,
2848 ve 2935 cm? (alkil guruplari (-CHs), CH, ve aromatik C-H asimetrik
gerilmesi), 3271 ve 3420 cm™? (karboksil (-COOH) kismmin O-H grubu ve O-H
gerilme titresimi, molekiilleraras1 O-H bag1) [103, 104], 1292 cm™ (C-N gerilmesi)
ve 1090 cm (flor grubunun C-F gerilmesi) [105].

Sulu fazda RSH ve LEVO karisimindan (1:1 molar oranda) elde edilen katinin
IR spektrumunda (Sekil 4.16.c), serbest RSH’min 2550 cm™‘deki (Sekil 4.16.a) SH
gerilme titresimi bandi ortadan kaybolmustur. Bu durum agik¢a RSH’nin tiyol
bagmin bozuldugunu belirtmistir. Fakat, LEVOF’un 7-okso- grubunun karbonil
gerilmesi ve asit grubunun C=0O bandi kii¢ciik kaymalar hari¢ karigimin IR
spektrumunda yine gézlenmistir. Tepkimenin karbonil grubu vasitasiyla olustugunu
gosterebilen Onemli ve nitelikli degisiklikler gozlenmemistir. Karisimin IR
spektrumunda 3400 cm™ ‘de goriinen yeni genis bir pik numunenin neminden
kaynaklanmaktadir. Elde edilen bulgularin sonucu olarak RSH’mn LEVOF ile
LEVOF’un karbonil gubu vasitasiyla degil, Michael-tiiri katilmaya (Sekil 4.17.)

gore etkilestigi sOylenebilir

F
F
| OH RSH O
—_—
(\N \ (\ N N" “sR
N\) 0\)\ ’N\) O\/\k
, 2 HiC 3

Sekil 4.17. LEVOF’un RSH ile etkilesimi i¢in Micheal katilmasi
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4.5. Biyokompleksin Baglanma Sabitinin Hesaplanmasi

RSH ve LEVOF ‘un molekiiler yapilar1 goz éniinde tutulursa, RSH’nin LEVOF ile
sadece RSH-LEVOF seklinde tek bir kompleks olusturarak etkilestigi farzedilebilir.
Boylece, bu iki molekiil arasindaki baglanma sabiti asagida tanimlanmis

amperometrik titrasyon esitliginden (4.1.) elde edilebilir [106].

1 1-A)
[LEVOFT iy " (4.1)

Esitlik 4.1.de Ko kompleks olusum sabitidir. | ve losirasiyla LEVOF un varligindaki
ve yoklugundaki pik akimlaridir. [LEVOF] LEVOF un molar derisimi olup, A ise bir
sabittir. Esitlik 4.1.”in kullanim1 i¢in kosul, bir 1:1 birlesme kompleksinin olugsmasi
ve LEVOF derisimlerinin RSH’nin toplam derisiminden daha biiyiik olmasidir.

Elde edilen deneysel veriler kullanilarak 1/[1— (I/lo)]’a kars1 c¢izilen
1/[LEVOF] grafiginin (Sekil 4. 18.) bir dogrusal bagint1 vermesi LEVOF ve RSH
arasinda 1:1 birlesme kompleksinin olustugunu gostermistir. Bu dogrusal bagintinin

esitligi ve kompleks olusum sabiti Cizelge 4.1.’de verilmistir.

30000

N N
o al
o o
o o
o o
l

1/[LEVOF]

15000
10000

5000

0 L] L] L] L] L] L] L}
0 1 2 3 4 5 6 7

1/[1-(1171y)]
Sekil 4.18. 1/[(1— (I/10)]’e kars1 1/[LEVOF] "un grafigi
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Diger taraftan, RSH-LEVOF kompleksinin stokiyometrisi ve baglanma sabiti
bu sistemin elektronik spektroskopi verilerinden de belirlenmistir. Baglanma
sabitinin belirlenmesi i¢in 284 nm’deki band (Amax, Sekil 4. 13.) secilmistir.

Artan RSH miktari ile 284 nm’deki bagil absorbans orani (A/Ag) 1,0’lik molar
orana kadar artmistir ve sonra hemen hemen degismemistir (Sekil 4.19.). Sekil

4.19.’a gore, olusmus molekiiler kompleksin stokiyometrisinin 1:1 oldugu da

sOylenebilir.
1.6
1,4 -
-
‘!C
1,2 1
1’0 I 1 1

0.0 0.5 1,0 1,5
[ESH] / [LEVOF] molar oram

Sekil 4.19. 1x10* M LEVOF varliginda [RSH]/[LEVOF] molar oranina kars1
284 nm ‘deki bagil absorbans orani (A/A¢)’nin degisim grafigi

RSH-LEVOF kompleksinin baglanma sabitinin belirlenmesi igin Benesi-
Hildebrand esitligi (4.2) asagida verildigi gibi kullanilmigtir [107].

A, _ & L % 1
A=Ay &4c—& &uc—&s K,[RSH]

(4.2)

Esitlik 4.2.°de Ao ve A sirasiyla serbest ve baglanmis LEVOF molekiillerinin

absorbans degerleridir. g5 Ve &,,_g ise sirasiyla onlarin molar absortivite katsayilaridir.
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1/[RSH]‘a kars1 Ao/(A—Ao)‘in grafigi (Sekil 4.20.) LEVOF ve RSH arasinda
1:1 birlesme kompleksinin olugtugunu gdsteren bir dogrusal bagint1 sergilemektedir.
Elde edilen dogrusal esitlikteki kesim ve egim degerlerinden baglanma sabiti
4,544x10° M olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.1). Cizelge 4.1.’den goriildiigii gibi
spektroskopik olarak hesaplanmisbaglanma sabiti degeri elektrokimyasal verilerden

belirlenmis deger ile uyumludur.

4,5 O
'T‘:: 3,5 -
I o]
=
2,5 -
1,5 | T 1 1 1
0 5000 10000 15000 20000 25000

1/[RSH] (M)
Sekil 4.20. B-R tamponunda (pH 7,4) RSH-LEVOF sistemi i¢in Benesi-Hildebrand
grafigi

Cizelge 4.1. Fizyolojik pH’da (7,4) LEVOF ve RSH arasindaki etkilesim i¢in
uygulanan elektrokimyasal ve spektroskopik prosedurlerin verileri

Prosediir Dogrusal Esitlik Rke gresyon Ko veya Kp
atsayisi (M)
(R?)
Titrasyon 1/[LEVOF] (M) = 4681/[(1 — (1/10)] —4198,4 0,99 4198,4
(elektrokimyasal)
UvVv-GB Ao/(A—Ag) = 0,0002 (1/[RSH]) (M) + 0,9088 0,98 45440

LEVOF-RSH sisteminin baglanma sabiti (Cizelge 4.1.) notral pH’da
novobiyosin-RSH igin belirlenmis baglanma sabitinden (Ko = 1,54x10* M1 [92])
daha kiigiiktiir. Bu iki sistemin baglanma sabitleri karsilagtirildigi zaman LEVOF ve
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RSH arasindaki baglanma kuvvetinin hemen hemen benzer sartlarda novobiyosin’in
RSH ile baglanma kuvvetinden daha zayif oldugu sdylenebilir.

Daha kiicliik baglanma sabitinin benzer durumlari florokinolonlarin bazi
hedefler (6rnegin DNA [108] ve cyclodextrin [109]) ile etkilesimleri incelendigi
zaman da rapor edilmistir ve baglanma sabitlerinin degerleri 10> M™ mertebesinde
belirlenmistir. Ancak, florokinolonlarin insan serum albiimini (HSA) [46] ve sigir
serum albiimini (BSA) [110] gibi proteinler ile etkilesimleri incelendiginde daha
biiyiik baglanma sabiti degerleri sirasiyla 9,64x10* M (27 °C ve pH 7,4°de) ve
3,19x10* M? (20 °C ve pH 7,4’de) olarak rapor edilmistir. Ciinkii albiimin ¢ok
sayida ligand baglanma yeri igeren dogal bir tasiyici proteindir [111]. Bu nedenle
RSH aminoasidine kiyasla HSA ve BSA, LEVOF ile daha biiyiik baglanma
sabitlerine sahip daha kararli kompleksler olusturabilir. Zaten bu beklenen bir
durumdur.

Sonu¢ olarak, hem LEVOF’un hem de RSH’nin baglanma ilgileri hedef

molekiillerin kimyasal yapilarina baglhdir.

4.6. LEVOF*nin Cd?*ve Zn?* Iyonlar ile Etkilesimlerinin Voltametrik
davramslan

B-R tamponunda (pH 7,4) ayri ayri Cd** ve Zn?" iyonlar1 iceren elektrokimyasal
hiicrelere LEVOF eklenmesi serbest Cd?* ve Zn?" ‘nin kare-dalga voltamogramlarini
biiyiik Ol¢lide degistirmis ve sirastyla —0,672 V ve —1,204 V’ta bazi yeni pikler
goriinmeye baslamistir (Sekil 4.21. ve Sekil 4.22). Bu pikler aym sartlar altinda,
fakat LEVOF’un yoklugunda Cd(II) ve Zn(Il) iyonlar1 i¢in alinan
voltamogramlardan elde edilen piklerden (yani serbest iyonlarin indirgenme
sinyallerinden) daha negatif potansiyellerde ortaya ¢ikmislardir (Sekil 4.21 ve Sekil
4.22.). Bu sonu¢ Cd(ll) ve Zn(Il) iyonlar: ile LEVOF arasindaki etkilesimin bir
gostergesidir. Artan LEVOF derisimi ile yeni olusan piklerin potansiyelleri daha
negatif yone dogru kayarken, akimlar siirekli artmis ve sonunda bir maksimum
degere ulagsmistir. LEVOF eklenmesiyle daha negatif potansiyellerde daha biiyiik
akima sahip piklere doniisen Cd(Il) ve Zn(Il) iyonlarmin katodik pikleri olusmus
komplekslerin (metal-ligand) ACDE’de indirgenmeleriyle agiklabilir.
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-0.5 -0.6 -0.7 -0.8 -0.9
EV)
Sekil 4.21. LEVOF un yoklugunda (a) ve varliginda ((b) 5,16x10° M, (c)
6,48x10° M, (d) 7,7%10°° M, (€) 9,01x10°® M, (f) 1,06x10* M
LEVOF) 9,90x10°® M Cd?*‘nin B-R tamponu pH 7,4’de alinan
kare-dalga voltamogramlari
3zoo0o0}
a4—» 2 .
2500} 'J._fi"\
2000} -
i \
1so0} 1
1000} /\ /
soo} X/
s
0 - L 4 L —
-0.9 -1.0 -1.1 -1.2 -1.3

Sekil 4.22. LEVOF un yoklugunda (a) ve varhginda ((b) 3,77x10° M, (c)
4,67x10° M, (d) 6,42x10° M, (e) 7,27x10° M LEVOF)
1,96x10° M Zn**‘nin B-R tamponu pH 7,4’de alman kare-
dalga voltamogramlari
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Cd(I)-LEVOF ve Zn(I)-LEVOF komplekslerinin godzlenmis voltametrik
davraniglar1 beklenen bir durumdur. Ciinkii eger kompleksler elektroaktif ise serbest
metal iyonunun sinyalinden daha negatif potansiyellerde yeni sinyallerin olustugu ve
ayni zamanda pik akimlarmin karsilik gelen kompleksin ortamdaki miktarinin

artmastyla dogru orantili oldugu iyi bilinmektedir [112].

4.6.1. Cd?* ve Zn?*- LEVOF komplekslerinin koordinasyon sayilar1 ve kararhlk
sabitleri

Olusmus metal-ligand komplekslerinin (M(11)-(LEVOF)m) koordinasyon sayilari (m)
ve kararlilik sabitleri (f) asagida verien esitlik (4.3) yardimiyla delirlenmistir [113].

1_ 1 1
| | BN e -CF (43)

P p,max

Esitlik 4.3.’{in yeniden diizenlenmesiyle asagida gosterilen esitlik 4.4. elde edilebilir.

p,max p

I
— log( ﬁ) =—log #-mlog C, (4.4)

Yukarida verilen esitliklerde, lp kompleksin pik akimi; Ilpmax metal
komplekslesmesinin tamamlanmasi durumundaki pik akimi ve Cp ise LEVOF’un
derigimi. Cd(I1)-LEVOF kompleksinin koordinasyon sayisini belirlemek i¢in, esitlik
4.3.e gore farkli m degerleri i¢cin (m=1, 2, 3,...... ) 1/[LEVOF]’a kars1 1/lp’nin
grafikleri c¢izilmistir. Ancak, en ¢ok ideal dogrusal bagint1 (R=0,996) m=1 oldugu
zaman elde edilmistir (Sekil 4.23.).
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I/[LEVOF] (M)

Sekil 4.23. 1/[LEVOF] ‘a kars1 1/lp*nin grafigi

Ayni sekilde, esitlik 4.4.°e gore Zn(II)-LEVOF kompleksinin koordinasyon
sayisinin  ve kararlilik sabitinin belirlenmesi i¢cin —log [LEVOF]’a karsi —log
[1p/(Ipmax — Ip )I’nin grafiginin (Sekil 4.24.) ¢izimiyle elde edilen dogrunun egim ve

kesim degerleri bulunmustur.

1,70 -
1,60 -
1,50 -
1,40 -

1,30 -

=log [1/{1y mu1)]
]

1,20 -

1,10 -

1,00

4,15 4,20 4,25 4,30 4,35 4,40 4,45
-log ([LEVOF] / M)

Sekil 4.24. —log[LEVOF] ‘a karst —log [lp /(Ip,max — Ip )] ‘nin grafigi
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Sekil 4.23. ve Sekil 4.24.’den elde edilen verilerden Cd(ll)-LEVOF ve
Zn(I11)-LEVOF komplekslerinin m ve S degerlerinin sirasiyla m=1, f11= 4,5x10*
Mlve m=2, f12= 2,4x101 M2 oldugu belirlenmistir.

Kinolonlar ve metal katyonlar1 arasindaki etkilesimin genel mekanizmasinin
keton ve karboksilik gruplarindaki oksijen atomlar1 ve metal arasindaki selatlasmanin
oldugu iyi bilinmektedir [49].

Cd(I)-LEVOF ve Zn(11)-LEVOF komplekslerinin kimyasal yapilar1 Sekil 4.25
ve Sekil 4.26.’da gosterilmistir.

Benzer yapilar bazi metal-florokinolonlar komplekslerinin  biyolojik

aktiviteleri test edildigi zaman da rapor edilmistir [50].

Cd
W5 N

H>,O

Sekil 4.25. Cd(I1)-LEVOF kompleksi i¢in dnerilmis yap1
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Sekil 4.26. Zn(11)-LEVOF kompleksi i¢in 6nerilmis yapi

Bu ¢alisgmada Cd(II)-LEVOF ve Zn(Il)-LEVOF kompleksleri igin belirlenmis

kararlilik sabitlerinin literatiir verileri ile karsilastirilmasi amaciyla asagidaki Cizelge

4.2. hazirlanmustir.

Cizelge 4.2. Cd(11)-LEVOF ve Zn(I1)-LEVOF komplekslerinin kararlilik sabitleri

Kompleks Bu calisma Literatlr
Cd(I)-LEVOF log (B1:1/M™) = 4,653 log K = 9,399 [52]?
P1:2(M?) = 2,4x101 K (M) =5,924x10° [45]°
Zn(I1)-LEVOF Veya
) log f1:2= 9,53 [114]°
| 2/IM?) = 11,38
09 (fr2/M") log B12= 9,68 [48]°

225 °C*da Job metodu kullanilmig ve metal:LEVOF orami 1:2’dir.

b 25 °C’da 1:1 kompleksi i¢in UV spektroskopisi teknigi ile belirlenmistir.
€22 °Cve 0,1 M NaCl’de UV spektroskopisi titrasyon metodu kullanilmustir.
437 °C ve 0,15 M NaCl’de potansiyometrik ve spektroskopik élgiimler kullanilmistir.

Cizelge 4.2.°ye gore, komplekslerin kararlilik (olusma) sabitleri arasindaki

fark onlarin m degerlerinden kaynaklanabilir. Yani, m degeri ne kadar diisiikse
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kararlilik sabitinin de o kadar diisiik oldugu sdylenebilir. Ustelik Cizelge 4.2.”de aym
m degerine sahip Zn(II)-LEVOF kompleksi i¢in belirlenmis kararlilik sabitlerinin (5)

birbirine yakin oldugu da goriilmiis olup, sunulan bu c¢alisma ve literatiirdeki f

degerleri arasindaki farkin ise uygulanilan yoOntemlerden kaynaklabilecegi
distiniilmistir.

4.7. RSH‘in Cd?*ve Zn?* iyonlari ile etkilesimlerinin voltametrik davramslar:

Fizyolojik pH (7,4) degerine sahip B-R tamponunda RSH ve Cd(Il), Zn(Il) metal

iyonlar1 arasindaki etkilesimlerin kare-dalga voltametrik davraniglar1 da
incelenmistir.

Cd?" iyonu iceren elektrokimyasal hiicrede RSH derisiminin gittikge arttirilmasi
RSH’nin yoklugunda Cd?* iyonunun (yani serbest Cd?* ‘nin) kendi pikinden daha
negatif potansiyele sahip yeni bir pikin goriinmesine neden olmustur (Sekil 4.27.).
Bu sonug yeni bir Cd(I1)-RSH kompleksinin olustugunu gostermistir. Bu yeni pikin

akim1 RSH derisiminin arttirilmasiyla artmistir ve nihayetinde maksimum bir diizeye
ulagmustir.

4000

3500

/(nA)
-

3000
2500
2000
1500
1000

500

0

-0.6 -0.7 -0.8 -0.9 -1.0
EN)
Sekil 4.27. RSH ‘nin yoklugunda (a) ve varliginda ((b) 4,93x10° M, (c) 9,8x10° M,
(d) 1,94x10° M, (e) 3,81x10° M, (f) 5,61x10° M, (g) 7,34x10° M RSH)

9,90x10° M Cd?**nin B-R tamponu pH 7,4’de alinan kare-dalga
voltamogramlari
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Ancak, Cd?*‘nin aksine, RSH’nin Zn?" iyonlar ile etkilesiminin kare-dalga
voltametrik davranisinin tamamen farkli oldugu tespit edilmistir. Zn(II) iyonu igeren
elektrokimyasal hiicreye RSH’nin eklenmesiyle, Zn(II) iyonunun pik akimi pik
potansiyelinde kayma olmaksizin belirgin bir sekilde azalmistir (Sekil 4.28.).
RSH’nin artan derisimi ile siirekli olarak azalma egilimi gosteren serbest Zn(II)
iyonunun pik akimi sonunda bir minumum degere ulagsmigtir. Bu davranigs RSH’nin

Zn(1Il) iyonlar ile elektroinaktif inert kompleks olusturmasindan dolay1 gézlenmistir.

800F

/(nA)
b |
o
(=]

600
500
400
300
200
100

-0.9 -1.0 -1.1 -1.2 -1.3 -1.4 -1.5
E (V)

Sekil 4.28. RSH “in yoklugunda (a) ve varliginda ((b) 4,88x10° M, (c)
1,45x10° M, (d) 2,39x10° M, (e) 3,32x10° M, (f) 4,23x10° M,
(9) 5,99x10° M, (h) 7,69x10° M, (i) 1,09x10* M, (g) 1,54x10* M,
(k) 2,06x10* M RSH) 1,96x10° M Zn?**nin B-R tamponu pH
7,4’de alinan kare-dalga voltamogramlar1

Zaten, elektroinaktif kompleks olusumu durumunda, ortamdaki serbest metal
iyonunun derisimi ile dogru orantili olan pik akimi ile birlikte serbest metalin
sinyalinin her zaman sabit bir pik potansiyelde ortaya ¢iktigi rapor edilmistir [112].
Ek olarak,“inert kompleks”kavrami ayrigma kinetigi voltametrik Sl¢iimlerin zamana
gore ¢cok yavas olan metal-ligand kompleksini ifade etmektedir [115].

Literatirde benzer sonuclar, Zn(ll) iyonunun etilen diamin [115] ve nitrilo

triasetik asit [116] ile voltametrik titrasyonlarindan elde edilmistir.
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4.7.1. Cd?>* ve Zn?*-RSH komplekslerinin koordinasyon sayilar1 ve kararhhk
sabitleri

Cd(I)-RSH kompleksinin kararlilik sabiti esitlik 4.5 ile temsil edilen DeFord ve

Hume metodu [117] kullanilarak hesaplanmaistir.

F(X) =[(0,4343nF / RT)AE +log( 1. / 1,,)] = log Byy; + Jjlog Cy (4.5)

ESltllk 4.5.°de CX ligandln analitik derlslml, AE plk potansiyeli kaymaSI, IM ve
| sirastyla serbest ve komplekslesmis metal iyonlarimin akimlari, g, kompleksin

kararlilik sabiti ve j kompleksin stokiyometrisi olup diger semboller ise onlarin
olagan kendi anlamlarina sahiptirler.

Esitlik 4.5.¢ gore, log [RSH]’a kars1 F(X)’in grafigi (Sekil 4.29.) bir dogrusal
baginti vermistir. Sekil 4.29.’daki dogrusal bagmtidan j=1 ve log fi.1=9,00

degerleri elde edilmistir.

4,5 -

3,5 -

25

[y °]

-6 5,5 5 4,5 4 3,5 3

log ([RSH] / M)

Sekil 4.29. log[RSH]’a kars1 F(X)’in grafigi
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Zn(Il)’nin RSH ile etkilesiminin elektroinaktif inert bir kompleks olusturmasi
nedeniyle Zn(I1)-(RSH)m kompleksinin toplam kararlilik sabitini hesaplamak i¢in
sirifinci-derece Leden esitligi (4.6) [118] uygulanmustir.

| inert

|:o,inert = TO - 1+ Z IBm [Cz. ]m (4.6)

Esitlik 4.6.’da | ve lp sirasiyla ligandin varliginda ve yoklugunda metal
iyonunun pik akimlaridir. C;; ligandin ortamdaki derigsimi ve Sm ise kompleksinin

toplam kararlilik sabiti anlamina gelmektedir.

Esitlik 4.6.’ya gore farkli m degerleri (m=1, 2, 3,........ ) igin [RSH]™ ‘e kars1
lo/l ‘in grafikleri ¢izildiginde en ideal dogrusal baginti (R=0,993) m=2 igin elde
edilmistir (Sekil 4.30.). Boylece, Sekil 4.30.’da goriilen grafikteki dogrunun egim
degerinden f1.> degeri elde edilmistir. Sonug olarak Zn(II)-(RSH). kompleksi icin
log 3., =8,60 degeri elde edilmistir.

18 ®
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12 -

b LY - =]
L

n L] L] L] L] L] L]
0,0E+00 1,0E-08 20E-08 3,0E-08 4,0E-08 5,0E-08

[RSH]* (M?)
Sekil 4.30. [RSH]?’a kars1 lo/l ‘nin grafigi
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Bu c¢alismada Cd(II)-RSH ve Zn(I1)-RSH kompleksleri i¢in belirlenmis
kararlilik sabiti degerlerini literatlir verileri ile karsilastirmak amaciyla asagida

verilen Cizelge 4.3. olusturulmustur.

Cizelge 4.3. Cd(I1)-RSH ve Zn(I1)-RSH komplekslerinin kararlilik sabitleri

Kompleks Bu ¢calisma Literatr

Cd(11)-RSH log f11 = 9,00 log (K/M) = 8,27 [119]°

log S1:2= 9,94 [62]°

Zn(l1)-RSH log f1:0= 8,60 ,
(n 95 log Kz'= 8,40 [120]°

30,59 M NaNOs, pH ~9 ve 23 °C’ta (1:1 komplekslesmesi) Cd?*‘nin RSH ile dogrudan
titrasyonundan elde edilmistir.

0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,40) kare-dalga voltametrik verilerinden elde edilmistir.

€25 °C’ta Zn(Il)’nin RSH ile kompleksi i¢in floresans dlgiimlerinden elde edilmistir.

Cizelge 4.3.den gorildigi gibi, sunulan ¢alismada elde edilen metal-RSH

komplekslerinin kararlilik sabiti degerleri literatiir degerleri ile uyum i¢indedir.
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4.8. Cd?* Iyonu Varhginda LEVOF’un RSH ile Etkilesimi

Boliim 3.3.1.1.c’de bahsedildigi gibi, Cd(IT) ve RSH igeren elektrokimyasal sisteme
(yani Cd(I1)-RSH kompleks sistemine) LEVOF’un eklenmesiyle Cd(I1)-RSH
kompleksinin daha az negatif potansiyele (-0,794 V’tan -0,752 V’a) kaydig1 ve artan
LEVOF derisimi ile Cd-RSH kompleksinin pik akiminin siirekli olarak azaldig
gozlenmistir (Sekil 4.31.). Aym1 zamanda, RSH’dan kaynaklanan Hg>(SR)2’nin pik
akimi da bir 6l¢iide diiserken, aksine, LEVOF’un pik akimi artan LEVOF derigimi
ile artmistir (Sekil 4.31.).

: § 8 8

0.2 0.4 -0.6 -0.8 1.0 1.2 14 1.6 1.8

Sekil 4.31. LEVOF’un yoklugunda (a) ve varhiginda ((b) 8,47x10° M, (c)
1,68x10° M, (d) 2,5x10° M, (e) 5,57x10° M, (f) 6,4x10° M, ()
1,45x10* M LEVOF) 8,55x10°% M Cd?* ve 1,37x10* M RSH
karigtmmmin - B-R  tamponu pH 7,4’de alman kare-dalga
voltamogramlari. 1U, Hg(RS)2‘m Hgz(RS)2’a indirgenme piki

Bu sonuglara ek olarak, serbest Cd(Il)’nin indirgenme piki gdzlenmemistir.
Sayet gozlenseydi, serbest Cd(II) elektrokimyasal hiicredeki LEVOF ile etkilesecek
ve olusan Cd(II)-LEVOF kompleksinin pik akim1 Sekil 4.21.’deki gibi artacakti.

Tim bu gozlemlere gore, LEVOF varhiginda Cd(II)-RSH kompleksinin pik
akimindaki azalmaya Cd(Il)-RSH’nin LEVOF ile etkilesiminin neden oldugu
sOylenebilir. Bu durumda Cd(I1)-RSH kompleksinin difiizyon katsayisi azalir ve
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boylece ACDE yiizeyine tasinmasit daha zor olan, fakat kolay indirgenebilen bir
karisik ligand kompleksinin olustugu sdylenebilir. Bu durum igin etkilesim plani
Sekil 4.32.’de verilmistir.

RSH-CA(II) + LEVOF —— » [ EVOF-Cd(I)-RSH

Sekil 4.32. LEVOF’un varliginda Cd(II)-RSH sistemii¢in dnerilmis etkilesim

plant

Cd(I1)-RSH  kompleksinin LEVOF ile -elektrostatik baglanma yoluyla
etkilesebilecegi diisiiniilerek olusan karisik ligand kompleksinin Onerilmis yapisi

Sekil 4.33.’de gosterilmistir.

) 4 H,0 _ -
ﬁ ¢ RS-
o
c—o0 Cd o—0c?
LEVOF- *
B B H,0

Sekil 4.33. LEVOF ve Cd(I1)-RSH sistemi arasinda olusan karisik ligand
kompleksinin 6nerilmis yapist

4.9. Zn?* Tyonu Varhgmmda LEVOF’un RSH ile Etkilesimi

Boliim 4.7.”de belirtildigi gibi, Zn(I[)-RSH kompleksi bir elektroinaktif kompleksdir
ve onun kararlilik sabiti (log fi2= 8,60, bakiniz g¢izelge 4.3.) Zn(II)-LEVOF un
kararlihk sabitinden (f12= 2,4x10* M2, bakiniz Bolim 4.6.1.) daha kiiciiktiir.
Icerisinde Zn(II) ve RSH ihtiva eden elektrokimyasal hiicreye (yani Zn(ll)-RSH
kompleks sistemine) LEVOF’un eklenmesiyle, LEVOF’un Zn(I)-RSH inert
kompleksinden Zn(Il)’yi uzaklastirdigi ve Sekil 4.22.’dekine benzer potansiyelde
(yaklagik -1,2 V civarinda) kendi Zn(IT)-LEVOF elektroaktif kompleksini
olusturdugu gozlenmistir (Sekil 4.34.). Sekil. 4.34.’den de goriildiigii gibi Zn(II)-
LEVOF sisteminin katodik sinyali yine artan LEVOF miktari ile hafifce daha negatif
potansiyellere dogru kayarken, pik akimi da artar ve sonunda maksimum seviyesine

ulasir. Elde edilen bu deneysel bulgu Bo6lim 4.6.’da (Sekil 4.22.) tartisilan Zn(II)-
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LEVOF kompleksinin voltametrik davranisi ile uyum igindedir. Diger taraftan,
LEVOF’un eklenmesiyle bu sistemde Hgz(RS)2’nin pik potansiyelinin daha az
negatif potansiyellere kaymasi ile birlikte pik akimi da siirekli olarak azalmistir
(Sekil 4.34.). Bu davranis Zn(II) iyonlarim1 kaybeden serbest RSH’in sistemde tek
basina hareket etmedigi anlamina gelir. S6yleki RSH ortamda fazla olan LEVOF’a
baglanir ve o da kendi biyokompleksini olusturur. Bu durum Boliim 4.2.de tartisilan
(ayrica bakmiz Sekil 4.10.) LEVOF varliginda RSH’in voltametrik davranisi ile
uyum icindedir. Nihayetinde iki kompleks sisteminin (RSH-LEVOF ve Zn(ll)-
LEVOF) dengeye ulastigi gozlenmistir. Asir1 LEVOF varliginda Zn(I1)-RSH
sisteminin spesifik voltametrik davraniglar1 ve bu sistem i¢in 6nerilmis mekanizma

strastyla Sekil 4.34. ve Sekil 4.35.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.34. LEVOF un yoklugunda (a) ve varliginda ((b) 1,53x10° M, (c)
3,74x10° M, (d) 6,54x10° M, () 1,28x10* M, (f) 1,74x10* M
LEVOF) 1,56x10°M Zn?* ve 2,06x10“*M RSH karisiminin B-R
tamponu pH 7,4°de alinan kare-dalga voltamogramlari

LEVOF
Zn(ID)-(RSH); —————— 7Zn(II)-LEVOF + LEVOF-RSH

Sekil 4.35. Asirt LEVOF un varliginda Zn(I1)-RSH sistemi igin 6nerilmis

etkilesim plani
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, Cd?*, Zn?* iyonlarinin varliginda ve yoklugunda LEVOF’un RSH ile
etkilesimi fizyolojik pH’da bazi voltametrik ve spektroskopik yontemler ile
incelenmistir. Elde edilen sonug¢lar maddeler halinde asagida sunulmustur.

e LEVOF’un RSH ile etkilesimi ACDE {iizerinde RSH’nin temel sinyalinde
(Hg2(RS)2’nin katodik pikinde) pozitife dogru kayma ile birlikte akim degerinin
azalmasina neden olacak sekilde bir biyo-kompleks olusturmustur. Dahast,
spektroskopik caligsmalarin sonuglar1 bu etkilesimin sadece ACDE {izerinde degil,
ayn1 zamanda ¢ozelti fazinda (sulu fazda) da olustugunu gostermistir. LEVOF-RSH
kompleksinin hesaplanmis olusum sabitinin nétral pH’da Novobiyosin-RSH
kompleksinin olusum sabitine gore daha kiiciik oldugu goriilmiistiir. Bundan baska,
diger florokinolon grubu antibiyotiklerin ve LEVOF’un bazi molekiiller (DNA,
siklodekstrin, HSA ve BSA) ile olan etkilesimleri i¢in literatiirden elde edilen
baglanma sabiti degerleri de dikkate alindiginda LEVOF ve RSH’in baglanma
ilgilerinin hedef molekullerin yapilarma bagli olarak degistigi sonucu da
cikarilmistir.

e LEVOF ve RSH’nin Cd?" ve Zn?* metal iyonlari ile etkilestikleri ve farkli
baglanma stokiyometrilerine sahip metal-ligand komplekslerini meydana
getirdikleri belirlenmistir. Cd(II)-(LEVOF)m ve Cd(ll)-(RSH)m kompleklerinin
baglanma sabitleri ve oranlar1 (m) igin sirasiyla m=1, p11= 4,5x10* M (Cd(II)-
(LEVOF)m icin) ve m=1, logBi:1=9,00 (Cd(Il)-(RSH)m icin) degerleri elde
edilmistir. Ayrica, Zn(I1)-(LEVOF)m ve Zn(l1)-(RSH)m kompleklerinin baglanma
sabitleri ve baglanma oranlar1 (m) igin ise sirastyla m=2, f1o= 2,4x10* M2 ve
m=2, log f12= 8,60 degerleri elde edilmistir. Bu metal-ligand kompleksleri igin
elde edilen verilerin literatiir verileri ile karsilastirilmasindan, baglanma oraninin
(m) kompleks baglanma sabitini ¢ogunlukla etkileyen Onemli bir faktér olarak
davrandigi, yani daha kiiciik m degerine sahip belli bir kompleks i¢in daha diisiik

baglanma sabitinin elde edildigi sonucuna varilmistir.
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* Metal(l1)-RSH sistemlerine LEVOF’un eklenmesi voltamogramlarda bazi
onemli degisikliklere neden olmustur. Soyleki, Cd(I1)-RSH sisteminde LEVOF ve
Cd(I)-RSH arasinda karigik ligand kompleksinin = olusumu Cd(II)-RSH’in
difizyonunda farkedilir derecede azalmaya neden olmasindan dolay1 pik akiminda
azalma gozlenmistir. Zn(11)-RSH sisteminde ise, LEVOF’un elektroinaktif Zn(II)-
RSH kompleksinden Zn(I) iyonlarin1 kopararak elektroaktif Zn(II)-LEVOF
kompleksini olusturmustur.

* Voltametrik teknikler LEVOF’un RSH’ya baglanmasinda oldugu gibi ilag
ve elektroaktif aminoasitler arasindaki etkilesimlerin etkili ve hizli bir sekilde
karakterize edilmesini saglayabilir.

Elde edilen bulgulara dayanilarak, LEVOF-RSH, metal-LEVOF, metal-RSH ve
LEVOF-metal-RSH komplekslerinin olusumuna pH etkisini incelemek igin farkli pH
degerlerinde bazi voltametrik ve spektroskopik ¢aligmalarin da yapilmasi
Onerilmektedir. Ayrica, bazi bilgisayar programlar1 kullanilarak LEVOF-RSH
etkilesiminin ~ molekiiler —optimizasyonu incelenerek molekiiler baglanma

geometrisine ait teorik bulgularin elde edilmesi de 6nerilmektedir.
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