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Son yillarda Biolojik sifre ve Protein sentezinin anlammm daha iyi
anlagilmasi ile protein sentezinin esas yapi tagi amino asitlerin, cesitli
metabolik iliskilere gore analizlerini ve degisimlerinin tatbiki icin ince
analizlerinin yapilmasi én plana cikmigtir, Bu bakimdan amino asitlerin
cok hassas ve ince analizleri yapilacak metod ve cihazlar gelistirilmis-
tir. Iste bu analizlere imkin veren 6nemli ve son yillarin modern cihaz-
farindan biri amino asit analizatériidiir. Ayni prensip i¢inde cesgitli firma-
larca farkli tip ve modeller halinde gelistirilmisleri vardir. Biz bu yaz-
mizda ozellikle Giessen Universitesi Bitki Besleme Kiirsiisiinde tizerin-
de caligtipimiz Model 120 B Beckman tipi amino asit analizatoriiniin ki-
saca tamimini ve bu cihazin Bitki Fizyolojisi ¢calismalarinda actifi yeni
imkanlar1 agklamaya calisacagiz.

Model 120 B Beckman amino asit analizatorii bir kangimin ihtiva
ettigi amino asitleri kendi kendine separe eder ve kantitatif olarak olcer.
Bu tip amino asit analizatoriinde kolorimetrik olarak ninhidrin reaksiyo-
nu ile komponentin seperasyonunun tesbiti, kolonlardaki mevcut tampon
soliisyondan dolay1 birbirini takip eden iyon degismeleri ile olan kromo-
tografi ayirimi, analizin esas prensipleri iizerinde rol oynar. Alet bu tes-
bit ve ayirma isi i¢in bir pompa sistemine, bircok noktali isaretleyiciye
umumi renk reaksiyonu ve kantitatif analiz icin bir kolorimetreye sahip-
tir. Ayn1 zamanda alet, analizin devami esnasinda kullanilan biitiin ay1-
raclari kolayca icinde depolayabilmektedir. Bu bakimdan Model 120 B
Beckman amino asit analizatorii muhtelif soliisyonlarm amino asitlerini
kantitatif olarak tesbit eden bash basina bir laboratuvar gibidir.

12




ha iyi
cesitli
¢ ince
itlerin
ilmig-
cithaz-
irma-
yazi-
zerin-
in ki-
yeni

ihtiva
olcer.
<siyo-
mpon
‘'omo-
1 tes-
riciye
ahip-
. ayi-
120 B

lerini

Analizator peptit hydrolidaz ve protein icindeki bilegiklerde fizyo-
lojik sivilarda, urin ve kan plazmasmda, doku ekstrelerindeki bazik, not-
ral, asit tipteki amino asitlerin analizinde kullanilmaktadir. Elektroforez-
de hazirlanmis tecrilbe materyellerinin amino asitleri de az farkli bir
muamele tatbik edilmek sureti ile analizatorde 6lciilebilir.

Kullanilacak materyelin  vasfina gore degirmende veya dogiilerek
elde edilen un halindeki numuneden 100 mg. tartilip buna 100 ml. 6n
HCI ilave edilir ve 110° Cde 22 saat miiddetle hidrolize terkedilir,
(Alet calisirken amino asitlere ait egrilerin ¢ok biiyiik veya kiicik olu-
suna gore bu kuru agirhk miktars, paralel yapilacak tecriibede degistiri-
lebilir). Bu hidroliz neticesinde proteinler amino asitlere parcalanmak-
tadir. Eger serbest amino asitlerle caligilmak isteniyorsa materyel taze
halde iken ethanol ile ekstre edilir ve alette burada elde edilecek soliis-
yon kullanilir, Hidrolizden ayrilan soliisyona soguduktan sonra spatiil
ucu ile biraz aktif karbon ildve edilir, filtre kAgidmdan siiziiliir. Siiziin-
tilye birkac tane cam inci atilarak rotasyon aparatinda 45° de asitin cik-
mast beklenir. Tamami ile kuru kalan balona 10-15ml PH = 2,2 tampon
soliisyonundan konarak, (bu tampon soliisyonlarin hazirlanmasi alete ait
katologda verilmigtir) iyice calkalanir. I¢ ice konan iki ozel filtre kagi-
dindan siiziiliir (589° band filtr 0,0005 gr.). Bu tip filtre kAgidi amino
asitler icin en elverigli olamdir. Agz1 kapah siseler icine konan soliisyon
frijderde muhafaza edilir. icinde bakteri tiremedigi miiddetce kullanila-
bilir. Fakat iki paralel tecriibe arasindaki zamani fazla uzatmamak I4-
zimdir. Alette iki tip kolon mevcuttur. Bu kolonlar firmadan 6zel olarak
gonderilen bir recine ile doldurulmustur. Bunlarin katiyen kuru kalma-
mast lazimdir. Devamli olarak iizerlerinde muayyen tampon soliisyonlar
bulunmalidir. Her iki kolonda recinenin iizerinde 6zel bir filtre bulunur.
Kolonlara verilen soliisyonlar bu filtreden siiziilerek recineye gelitler.
Normal olarak bu filtrelerin de alti ayda bir degistirilmesi lAzimdur.
Eger bu filtrelerden yoksa o zaman bir metal filtre ile bunun iizerine
tic normal filtre kdgidi konur. Bunlarin da hic olmazsa haftada bir de-
gistirilmesi l1dzimdir. Alet bu tip bitkisel tecriibeler icin daimi sabit olan
50°C de cahgir. Fakat kan plazmasi veya diger fizyolojik sivilar icin bu
temparatiir yiikseltilmektedir.

Deneye baglamadan once kolondaki tampon soliisyon cekilir. Once
deney soliisyonumuzdan 0,5-1ml. verilir ve bu kolona hava pompast
baglanarak recineye emdirilir. Iki defada 0,5m!. den ibaret PH: 5,28
tampon soliisyon verilir. Bu da recineye yine hava pompasi ile emdirilir
ve kiiciik kolonun calismasmin 22 inci dakikasinda biiyiik kolonda tec-
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riibeye baglanir. Tecriibe soliisyonu. ya kiiciik kolonda oldugu -gibi 1 ml.
veya daha fazla verilir. Bu miktar cizilen amino asit egrilerinin biiyiik
veya kiigiik olusuna gore degistirilebilir, Biiyiik kolon i¢in kullanilan
tampon soliisy‘on. PH: 328 dir. Kiiciik kolon ¢aligirken buna ait mano-
metrenin 30-60 biiyikk kolonun ise 150-180 arasmi gostermesi lAzimdar.
Bunlarda aletteki herhangi bir bozukluk sebebi ile yiikselme olursa gra-
fik degerlendirilmemelidir. Ciinkii tampon soliisyonun izl ilerlemesi
yiiziinden farkli amino asitler ayn orijinden gelebilirler ve neticeler ha-
tali olur. Devamli gelen tampon soliisyondan dolay1 recineye absorbe
olan deney soliisyonundaki amino asitler muayyen iyon degismelerine
uprayarak asagiya itilir. Asagida meveut bir su banyosunda ninhidrin ile
kolorimetrik olarak reaksiyon verir. Bu renk reaksiyonu cizdirici kol va-
sitas1 ile logaritmik isaretlenmis grafik kagidi iizerinde renkli noktacik-
lar halinde amino asit egrilerini cizer. Amino asit egrileri kagit iizerinde
yan dallarmn biiyiikligiine gore bir sira takip ederler. Gerek biiyiik, ge-
rekse kiiciik kolondaki ilk cizilen egri daima atilir, Kiiciik kolonda mev-
cut tampon soliisyona gore lysin, histidin, arginin, biiyiik  kolonda ise
asparagin asit, thereonin, serin glutamin asit, prolin, glycin, alanin cys-
tin, valin, methionin, isoleucin, leucin, tyrosin, phenylalanin egrileri
alet tarafindan cizilir. Kiiciik ve biiyiik kolonun caligmasi 3,5-4 saat de-
vam eder. Son amino asit egrisi cizildikten bir miiddet sonra alet otoma-
tik olarak durur veya cizdirici durdurulduktan sonra kiiciik kolon igin
10 dakika, biiyiik kolon icin 15 dakika sonra alet bizim tarafimizdan
durdurulur. Tecriibe bittikten sonra kolon 8-4 tecriibeden sonra yarim
saat 0,2n NaOH ve yarim saatte PH: 5,28 ile yikanir, Biiyiik kolon ise her
tecriibenin bitiminde bir buguk saat 0,2n NaOH ve ii¢ saatte PH: 3,28 tam-
pon soliisyon ile yikanir, Bu siireler minimum siirelerdir. Daha uzun ol-
mast muhakkak cok daha iyidir. 0,2n NaOH recinedeki arta kalan farkl
iyonlar1 notiirlestirir. Bu stire sonunda alet yeni bir tecriibeye hazir de-
mektir. Grafik kagidi iizerindeki amino asit egrilerinin boyu ile eni 6l-
ciiliir. Bunlar toplum hacim ile carpilir, belli bir C sabitine boliiniir. Bu
C sabiti de standart mahliile gore hesaplamr. Cikan say1, hangi amino asi-
tini hesaphyorsak onun mol gr. aguh: ile carpilir. Alman kuru madde-
deki amino asit miktan yiizde olarak hesaplamr. ‘
Giessen Universitesinde kaldigim siirede farkli reaksiyonlara ugra-
tilan geng Lens culinaris ve Vicia faba koklerinin amino asitlerini bu tip
analizatorde oleme imkdnimmi buldum. Dekapitasyona ugratilan, Colchi-
sin, Cumarin ile muamele edilen koklerde ve dolayis1 ile bu koklerin
epidermis ve korteks hiicrelerinde boyuna uzamalarinin tipik inhibisyo-
nuna mukabil enine geniglemelerinin stimiile edilisi miisahede edilmis-

14




i 1ml.
biiyiik
anilan
mano-
amdir.
a gra-
lemesi
er ha-
ssorbe
:lerine
rin ile
ol va-
tacik-
erinde
k, ge-
mev-
da ise
1 cys-
grileri
at de-
itoma-
1 icin
nzdan
yarm
se her
3 tam-
an ol-
farkls
ir de-
ni 6l-
ir. Bu
o asi-

adde-

ugra-
»u tip
olchi-
klerin
bisyo-
ilmig-

tir. Acaba bu gekilde farklilagmis koklerde amino asitler yoniinden de
bir fark olabilir mi sorusu bizi bu tecriibeye sevketmistir. Neticede re-
aksiyona ugratilan koklerde muayyen amino asitler yoniinden bir artig
tesbit edilmigtir. Su halde bu tip koklerde kontrol koklere nazaran pro-
tein sentezi yoniinden de bir fark var demektir.

Bunun gibi gerek bitkisel gerekse hayvansal dokulardan cesitli sart-
larda elde edilen ekstrelerde meveut amino asit miktarlar: tayin edilerek
fizyolojik yonden pek cok aydinlatici neticelere varilabilir.

Proteinler ve dolayisiyla amino asitler  bitkilerde, hayvanlarda ve
bunlardan husule gelmis her seyde biiyiik miktarda bulunmaktadir ve
bunlarin canli yapidaki yerlerinin onemi de giin gectikce daha fazla art-
maktadir, Bu bakimdan gayet dakik olarak amino asitlerin kantitatif ta-
yinlerini yapabilen bu analizatérlerin biolojik arastirmalarda onemi cok
biiyiik olacaktir,
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Amino asit analizatoriiniin genel goriinigii.
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