GENEL BILGILER VE KURALLAR
Verimli bir laboratuvar ¢alismasi i¢in 6grencilerin asagidaki kurallara uymalar1 gerekmektedir.
1.1. Laboratuvarda Uyulmas1 Gereken Temel Kurallar

(1) Cesitli kimyasal maddelerin etkilerinden korunmak amaciyla laboratuvar onliigii giyilmelidir.

(2) Laboratuvarda herhangi bir sey yenmemeli ve icilmemelidir.

(3) Calisilan ortam, kullanilan alet ve cam malzemeler temiz olmal1 ve kullanildiktan sonra temiz
birakilmalidir.

(4) Kimyasal maddelere elle dokunulmamali, tadina ve kokusuna bakilmamalidir.

(5) I¢inde reaktif veya kimyasal madde bulunan kaplarin agz1 kapali tutulmahdir.

(6) Herhangi bir laboratuvar kazasi durumunda vakit gecirmeden laboratuvar sorumlusuna

haber verilmelidir.

(7) Laboratuvarda kullanilan arag ve cihazlarin ¢ok temiz olmasi gereklidir.

(8) Bagka bir tiipe veya kaba aktarilan reaktiflerin siselerinin etiketleri yukar1 kisimda tutulmal

ve etiketin reaktifle kirletilmesi onlenmelidir

(9) Reaktifin aktarilmasi, etiketin karsisina gelen sise agzindan yapilmali ve kapaklar zaman

gecirmeden kapatilmalidir.
(10) Reaktifler yontemde belirtilen dl¢iilerde kullanilmalidir.

(11) Pipetle calisihiyorsa, bir pipet yalriz bir reaktif igin kullanilmalidir, baska bir reaktif icin

kullanilmamalidir.

(12) Deney tiiplerinin 1sitilmasinin gerektigi deneylerde tiip hafifce egilir ve siv1 yiizeyinin biraz
altindan 1sitilir. Ayn1 zamanda kaynamadan dogan sigramalar1 6nlemek igin de tiip diizenli bir

bicimde ve dikkatlice sallanir. Isitilan tiipiin agz1 da kimsenin bulunmadig1 yone gevrilir.

(13) Bir sivinin uzun siire kaynatilmas: gerektiginde, beher (veya erlenmayer) ya Bunzen beki
tizerindeki metal elege ya da 1sitilan saca yerlestirilir. Deneyden hog olmayan kokular ¢ikiyorsa,

islem ¢eker ocakta yapilmalidir.

(14) Su veya sulu bir ¢ozelti hicbir zaman derisik siilfiirik asit (der. H2504) igerisine
dokiilmemelidir. Ciinkii bu islem ¢ok ekzotermik cereyan edecegi icin tehlikeli si¢cramalar
meydana gelebilir ve bu da istenmeyen sonuglar dogurabilir. Derisik siilfiirik asit seyreltilecekse,

derisik stilfiirik asit suya azar azar ilave edilmeli ve ayn1 anda bir cam ¢ubukla karigtirilmalidur.



(15) Derisik stilfiirik asidin temas etmemesi gereken diger bir kimyasal madde de potasyum

ferrosiyantir’diir. Clinkii bu temastan ¢ok zehirli siyaniir asidi (HCN) agiga cikar.

(16) Cabuk alev alabilen bir sivi ile (eter, alkol, karbon siilfiir gibi) ates yakininda
calisiimamalidir. Bu gibi sivilarin bulundugu ¢ozeltiler 1sitmak igin istenirse sicak su banyosu

kullanilmalidir.

(17) Deney tiipii hi¢bir zaman dip kismindan 1sitilmamalidir. Ozellikle bazik &zellikli ¢ozelti ile
deney tiiplerinin 1sitilmasinda kaynamanin ve sigramanin kolay oldugu unutmamalidir.
Koklama ve tatma testleri higbir zaman yapilmaz. Isitma sirasinda sivi sigramalarina karsi

giivenlik gozliigii takilmalidar.

(18) Idrar ve kan &rnekleri ile cahsilirken mutlaka eldiven giyilmeli ve deney sonrasinda

kullanilan tiip ve pipetler camasir suyu ile yitkanmalidir.

1.1.2. Laboratuvar kazalarinda ilk yardim

Kimyasal maddelerin yutulmas: veya dokiiliip deri ile temas1 gibi olasi laboratuvar
kazalarinda, sogukkanli davranilarak laboratuvar sorumlusuna durum hemen bildirilmeli ve

doktora gitmeden 6nce asagidaki acil durum 6nlemleri alinmalidir.

a) Asit yaniklar: Asitlerin ele dokiilmesi veya yiize sigramasi durumunda, asitin sigradigy yer
once bol su, sonra bikarbonat ¢ozeltisi ve daha sonra tekrar bol su ile yitkanmalidir. Asitlerin goze
sicramas! durumunda da goz bol su ile yikanmali, sonra %1’lik sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ile

banyo yaptirilmali ve mutlaka goz doktoruna bagvurulmalidir.

b) Baz yaniklari: Bazlarin neden oldugu yaniklarda yanan yer sirasiyla bol su, sonra %1’lik asetik

asit ¢ozeltisi ve daha sonra tekrar bol su ile yikanmalidir.

¢) Yutulan maddelerle olan zehirlenmeler: Eger asit yutulmus ise, 6nce bol su sonra sodyum
bikarbonat ¢ozeltisi igirilmelidir. Yutulan baz ise 6nce bol su, sonra sirke (ya da %1’lik asetik asit
¢Ozeltisi) veya limon suyu (ya da sitrik asit ¢ozeltisi) i¢irilmelidir.
1.2. Biyokimyasal Analizler

Bu analizler, biyokimya veya klinik biyokimya laboratuvarlarinda yapilmaktadir. Biyolojik
materyallerde, hastaliklarin tanisi, bir hastaligin siddetinin belirlenmesi, bir hastaligin tedavisinin

izlenmesi gibi durumlarda istenen maddeleri tanimlama veya miktarlarim1 belirleme

yontemleridir.



Biyokimya laboratuvarlarinda kullanilan teknikler biyokimyasal analiz kapsamina
girmektedir. Bu yontemler, kimyasal, fiziksel ve immiinokimyasal yontemler olmak {izere tige

ayrilir.
1.2.1. Biyokimya laboratuvarlarinda sik kullanilan teknikler

Titrimetri (voliimetri), bir ¢ozeltideki madde miktarinin (analit) konsantrasyonu, agirli§1 ya da
hacmi bilinen ve analit ile belirli bir kantitatif reaksiyon verebilen bir baska ¢ozelti (standart

¢Ozelti, titrasyon ¢ozeltisi) yardimiyla tayini esasina dayanan analiz yontemidir.

Spektrofotometri, 151k kaynagi ile prizma arasina yerlestirilen renkli maddenin 1s1k
spektrumunun bazi renklerini absorplamasi ve konsantrasyona gore spektrumda zayif veya

kuvvetli bant gostermesi 6zelligine dayanan miktar tayin yontemidir.

Analiz edilen 6rnek iizerine gonderilen 1s1k demetinin bir kismuinu filtreler kullanarak ayiran
ve gonderen aletlere kolorimetre veya fotometre, bu segiciligi prizmalar aracilig1 ile yapan

aletlere ise spektrofotometre denir.
1.3. Cozeltiler ve Hazirlanmalar1

fki veya daha fazla maddenin meydana getirdigi homojen karigimlara ¢ozelti adi verilir.
Cozeltiyi olusturan bilesenlerden fazlaca olan ¢Oziicli, az olan ¢6ziinendir. Ozel olarak

belirtilmemis ise ¢oziicli sudur.

Cozelti hazirlarken kati maddeler tarti islemi sirasinda yapismayacaklari yiizeylerde

tartilmalidir.

Bir kati madde sivi igerisinde ¢Oziilecekse, behere Oonce biraz ¢oziicii konulur sonra kati
madde ilave edilir ve ¢oziilmesi saglanir daha sonra bu ¢ozelti balon jojeye aktarilarak istenilen

hacme tamamlanair.

Laboratuvar calismalarinda kalitatif ve kantitatif tayinler i¢in gesitli ¢ozeltilerin hazirlanmasi
gerekir. Cozelti hazirlamanin amaci, belirli miktar ¢ozeltide belirli miktarda ¢oziicii ve ¢oziinenin

bulunmasini saglamaktir. Bu amagla baz1 standart tanimlardan faydalanailir.

Agirlik yiizdesi (%ow/w): Bir ¢ozeltinin 100 graminda bulunan madde miktaridir. Ornegin

%37’lik HCl ¢ozeltisi denildiginde, bu ¢ozeltinin 100 graminda 37 gram HCl igerdigi anlagilir.

Coziinen madde miktari (g)

Agirlik(%) =
gurhik(%) Cozeltinin kiitlesi (g)



Hacimce yiizde (%v/v): Bir ¢ozeltinin 100 mL’sinde bulunan madde miktar1 olarak
tanuimlanir. Ornegin %5'lik etanol ¢ozeltisi denildiginde 100 mL ¢bzeltinin 5 mL etanol igerdigi
anlagilir.

Hacim(%) = Coziinen madde miktar1 (mL)

Cozeltinin hacmi (mL)

Agirlik-Hacimce yiizde (%w/v): Hibrit bir tanimdir. Ornegin %51ik NaOH ¢ozeltisi
denildiginde 5 g NaOH'in 100 mL’ye suyla tamamlanmasi ile hazirlanmasi anlagilir. Rutin

laboratuvar ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda genellikle bu ifade kullanilir.

Agarlik — hacim(%) = Coziinen madde miktari (g)

Cozeltinin hacmi (mL)

Ornek 1: 0.9 g NaOH’den 500 mL ¢ozeltiyi %g/L ve %w/v olarak hesaplayiniz. (NaOH=40

g/mol)

Cozelti 0.9 g/ 500 mL yani 1.8 g/L igerir,

%w/v olarak ise; 1.8 g/L =0.18 g/ 100 mL = %0.16'likt1r.

Ornek 2: %20’lik 500 mL NaCl ¢ozeltisi hazirlamak icin kag g NaCl gereklidir?
%(w/v) = g kat1/ 100 mL ¢ozelti
%20 =20 g NaCl/ 100 mL

Molarite (M): Bir litre ¢ozelti iginde ¢6ziinen maddenin molekiil sayisini ifade eder.

Mol say1s = Madder}m ilglrligl Molarite — Cozune.r.l Ijlé{dde'nln mol say1s1
Molekiil agirlig: Coziiclti miktar: (L)
1 mM=10°M =1 mmol/L = lumol/mL
1 mmol= 10°mol 1 nmol= 10°mol
1 uM =10°M =1 pmol/L =1 nmol/mL
1umol= 10°mol 1 pmol=102mol
1nM=10°M =1 nmol/L =1 pmol/mL




Ornek 3: 0.01 uM 250 mL NaOH ¢ozeltisi hazirlamak igin ne kadar NaOH gereklidir?

= 0.1x10° g NaOH alinir,

0 mol NaOH %250 mL cozelti x 1L N 40 g NaOH

0.01 x1 -
L ¢ozelti 10°mL 1 mol NaOH

250 mL'ye suyla tamamlanur.

Ornek 4: 6 M 100 mL HCI ¢ozeltisi nasil hazirlanir? (HCI icin Ma = 36.5 g/mol, %37 ve

d= 1.18 g/cm?)

wx 100 mL cozelti x 13L 5 36.5 g HC1 8 100 g reaktif . 1L r3eakt1f _ 0.05L HCl = 50 mL
L ¢ozelti 10°mL 1molHClI  37gHCI  1.18x10°g reaktif

Bu nedenle 50 mL HCI alinarak su ile 100 mL'ye seyreltilir.

Not: Asit ¢ozeltileri hazirlanirken belirli bir miktar su {izerine derisik asit yavas bir sekilde ilave edilir.

Normalite (N): Bir litrede ¢6ziinen maddenin esdeger gram sayisini ifade eder.

Coziinen maddenin esdeger gram sayisi
Cozelti miktar1 (L)

Normalite =

Molekiil agirhig:
Tesir degerligi

Esdeger gram =

Normalite = Molarite x Tesir degerligi

Tesir degerligi (z): Asitlerin ortama verdigi H* sayisi, bazlarin ortama verdigi OH- sayisi,

tuzlarin ise ortama verdigi ya da aldig1 elektron sayisidir.

Omnek 5: 0.4 N 150 mL H2S0x: ¢zeltisini hazirlayinz. (H2SO:igin Ma = 98 g/mol, %96, d =

1.841 g/cm?3)

Esdeger gram H,SO, = % =49 g/mol



1 H 49¢gH i i
4 Mo ! 2894 %500 mL cizelti x 13L 5 9 ¢ H,S0, N 100 g reaktif N 1L re3akt1f
L ¢ozelti 10°mL 1mol H,SO, 96gH,SO, 1.841x10°g reaktif

= 0.0055 L. H,S0, =5.5 mL

Bu nedenle 5.5 mL H,SO, alinarak su ile 500 mL'ye seyreltilir.

Seyreltme: Baz1 durumlarda elde bulunan yiiksek konsantrasyondaki bir ¢ozeltiden daha

diisiik konsantrasyonlu baska ¢ozeltiler de hazirlanabilir. Bu islemler asagidaki baginti kullanilir;

CixVi=C2x V2

C1: Tlk ¢bzeltinin konsantrasyonu

Vi: 11k ¢ozeltinin hacmi

C:2 : Istenilen konsantrasyon

V2 : Istenilen hacim

Ornek 6: %95lik etil alkolden 400 mL %25'lik yeni bir alkol ¢ozeltisi nasil hazirlanir?
CixVi=C2x V2
95 xVi=25x400 Vi=105mL

105 mL %95’lik etil alkol saf su ile 400 mL’ye tamamlanirsa istenilen ¢6zelti hazirlanmis olur.

1.3.1. Biyokimyada kullanilan ¢ozeltiler

izotonik cozelti: Osmotik basinct hiicre suyunun osmotik basincina esit olan ¢ozeltilere denir.
Izotonik cozelti icerisine konan hiicre degisiklige ugramaz. %0.9Tuk NaCl ¢dzeltisi, viicut sivisma

izotoniktir. Buna fizyolojik ¢ozelti (serum fizyolojik) denir.

Hipotonik ¢6zelti: Osmotik basinci hiicre suyunun osmotik basincindan diisiik olan ¢ozeltilere
denir. Hipotonik ¢6zelti icerisine konan hiicrede sisme gozlenir. Hipotonik ortamda hiicrenin su

alarak sismesine deplazmoliz denir.



Hipertonik c¢6zelti: Osmotik basinct hiicre suyunun osmotik basincindan yiiksek olan
¢ozeltilere denir. Hipertonik ¢ozelti icerisine konan hiicrede biiziilme gozlenir. Hipertonik ortamda

hiicrenin su kaybetmesi olayimna plazmoliz denilir.
1.4. Asit-Baz Dengesi

Asitler proton veren; bazlar ise proton alan maddeler olarak tanimlanir. Baska bir
ifadeyle asitler hidronyum iyonu, bazlar ise hidroksil iyonu verirler. Hem proton vericisi (donor),
hem proton alicis1 (akseptor) olan maddelere ‘amfoter maddeler” denir. Asit ve bazlarin suda
¢oziindiiklerinde iyonlasmalari faklidir. Buna gore zayif asit, kuvvetli asit, zayif baz veya
kuvvetli baz tanimi yapilir. Suda ¢oziindiiklerinde biiyiik oranda iyonize olan asitler kuvvetli

asitlerdir (Ka degerleri biiytiik, pKa degerleri kiigiik).
1.4.1. Tamponlar

Zayif bir asit ile onun eglenik baz1 veya zayif bir baz ile onun eglenik asidinin olusturdugu
¢Ozeltilere tampon c¢Ozeltiler denir. Tamponlar, kiiciik miktarlarda asit (H*) veya baz (OH")

eklendiginde pH degisikliklerine kars1 koyma egiliminde olan sulu sistemlerdir.

Zayif asit ve tuzunu igeren tampon ¢oOzeltilerinin pH’1 Handerson-Hasselbach esitligi ile

hesaplanabilmektedir. Zayif asit HA ve konjuge bazi BA ile gosterilirse;

HA o H" + A
BA«< B +A”
g AT -k [HA]
[HA] [A7]

Ortamda tuz olmadiginda zayif asit olan HA ¢ok az iyonlasir. Asit ¢ozeltisine BA eklendiginde
biitiin A- iyonlar1 daha fazla iyonlasan BA’dan gelir. Seyreltik tampon ¢ozeltilerde iyonlasmamus asit
konsantrasyonu [HA] toplam asit konsantrasyonuna esittir. Ayn1 zamanda asit iyon derisimi [A-]
toplam tuz konsantrasyonu olan [BA]'ya esittir. Yukaridaki denklem buna gore diizenlenirse;

1 g Lasit]
[H']=K veya [H']=K, —

Tampon igerisindeki asitin tuza molekiiler orani ve Ka degeri biliniyorsa, her iki tarafin eksi

logaritmasi aliarak pH degeri hesaplanur;



— loelH 1= [HA]
pH=-log[H"]=-log[K, B A]]

[HA]
[BA]

pH=-logK_ -log

[HA] _ ., [BAI]

-logK =pK -1
Og 8, =p&, Ve Og[BA] [HA]

[BA] veya pH=pK_ + logE

H=pK +lo
p PR g[HA] asit

Omek 1: 01 M 500 mL pH 7.4 fosfat tamponu nasil hazirlamir? (disodyum
monohidrojenfostat hepta hidrat ve monosodyum dihidrojenfosfat dihidrat pKa2degeri 7.2 ve Na:
23, P: 31, O: 16, H: 1 g/mol)

7.4=7.2 +log HPO«*/H2PO«s HPO4s# =a H2POs =Db olsun.
a/b=1.58 a+b=0.1 a=1.58b
2.58b=0.1 b =0.039 a=0.061

500 mL tampon ¢ozelti igin 0.061 M disodyum monohidrojenfostat hepta hidrat ve 0.039 M
monosodyum dihidrojenfosfat dihidrat miktarlar1 hesaplanir 0.1 N HsPOs ve 0.1 M NaOH ile pH

7.4’e ayarlanur.

1.4.2. pH'nin biyolojik 6nemi

Biyokimyacilar igin, suda ¢oziindiiklerinde tamamen iyonize olmayan zayif asit ve bazlarin
davranist onemlidir. Zayif asit ve bazlar, metabolizmanin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar.
Organizmada bulunan doku ve sivilarin normal fonksiyonunu gergeklestirebilmesi i¢in pH'nin
belirli sinirlar igerisinde kalmasi gerekmektedir. Ornegin, kan serumunun pH’si yaklagik 7.4 diir
ve viicut, kimyasal ve fiziksel mekanizmalarla kan pH’ini kontrol altinda tutabilmektedir. Asit-
baz metabolizmas1 bozukluklar1 6zellikle yogun bakim {initeleri ile acil servis hastalarinda sik

rastlanan klinik sorunlardandir.

Normal pH, hiicre i¢i enzimlerin aktivitesinin stirdiiriilmesi i¢in zorunludur, bu ytizden pH

degisiklikleri 6liimctil olabilir. Hiicre igi ile hiicredisi pH siirekli olarak bir denge halindedir. Bu



dengenin olusumunda hem bazi iyon pompalari, hem de hiicre i¢indeki tamponlar rol oynar.
Normalde kan H* konsantrasyonu 40 nmol/L diizeyindedir. Bu rakamin pH’si 7.4 olarak bulunur.
Fizyolojik kosullarda pH 0.04-0.05’lik oynamalar gosterebilir. pH'de gergeklesen 0.1-0.2 birimlik
degisiklikler ise kendini ciddi kardiyovaskiiler ve norolojik belirtilerle gosterir. Yasamin
miimkiin olabildigi en diisitk H* konsantrasyonu 16 nmol/L (pH 7.8), en yiiksek konsantrasyon

ise 160 nmol/L (pH 6.8)’dir.

1.4.3. Viicut s1v1 ve hiicrelerindeki tampon sistemler ve asit-baz dengesinin diizenlenmesi
Viicutta asit-baz dengesinin saglanmasinda etkili baglica dort tampon sistemi vardir. Bunlar,
(a) Karbonik asit/bikarbonat tampon sistemi.
(b) Primer fosfat/sekonder fosfat tampon sistemi.
(c) Asit protein/proteinat tampon sistemi.
(d) Asit hemoglobin/hemoglobinat tampon sistemi.

(a) Karbonik asit/bikarbonat tampon sistemi

Hiice dig1 (ekstraselliiler) sistemdeki asit baz dengesini saglayanen en giiglii tampon sistemi,
bikarbonat tampon sistemidir. Bobrekler HCOs, akcigerler CO: konsantrasyonunun baslica
belirleyicileridir. Normal kosullarda kanda pH 7.35-7.45 Pcoz 37-42 mmHg, HCOs3
konsantrasyonu 22-26 mEq/L arasinda degisir. Plazma HCO= diizeyinde azalma veya COx'te
artma asidemi, HCO=3 diizeyinde artma veya CO2te azalma ise alkalemi olarak olarak

adlandirilan klinik tablolara neden olur.

Asagidaki reaksiyonlar ile hiicre dig1 stvinin pH’si sabit tutulmaya calisilir.

Asidik ortam, H+HCO, » H,CO,— CO,+H,0

Bazik ortam, OH +H,CO,— HCO, + H,0

(b) Primer fosfat/sekonder fosfat tampon sistemi

Primer fosfat/sekonder fosfat tampon sistemi, daha ¢ok hiicre igi (intraselliiler) sivilarin
tampon sistemidir. Eritrositlerde ve bdbrek tubulus hiicrelerinde fazlaca bulunur. Primer

fosfat/sekonder fosfat tampon sistemi, bdbreklerden H* iyonlarimin H,PO, seklinde

atilabilmelerinde 6nemli rol oynar.



Asagidaki reaksiyonlar ile ortamin pH’si sabit tutulmaya ¢aligilir.

+ 2- -
Asidik ortamda H +HPO, — H,PO,
- — 2_

Bazik ortamda OH +H,PO, — HPO, +H,0O

(c) Asit protein/proteinat tampon sistemi
Doku hiicrelerinde en ¢ok kullanilan tampon sistemlerindendir, kismen plazmada da islev

goriir. Asagidaki reaksiyonlar ile ortamin pH’si sabit tutulmaya galisilir.

Asit fazlaliginda: H + Proteinat — Asit protein

Baz fazlaliginda: OHi + Asit protein — Proteinat + H,O

(d) Asit hemoglobin/hemoglobinat tampon sistemi

Eritrositlerde bulunan tampon sistemidir. Karbondioksitin HCO-; seklinde tasinmasinda
etkilidir. CO,"in %51 plazmada serbest olarak bulunur, %20’si eritrositlerde karbohemoglobin

seklinde bulunur ve %75’i kanda HCO-, seklinde taginir.

Hiicresel metabolizma olaylarinda olusan CO,, doku bogluklarina ve kan plazmasina geger.

Plazmada konsantrasyonu artan CO, ise eritrositlere gecer.

1.5. Antikoagiilanlar

Kanin pihtilasmasini  6nleyen maddelere antikoagiilanlar adi verilir. Onemli

antikoagtilanlardan bazilar1 sunlardir.

In vitro (canlt disinda) olarak kullanilanlar; oksalat, sitrat, floriir, EDTA ve heparindir.

In vivo (canl1 icinde) olarak kullanilanlar ise; heparin, dikumarol ve tiirevleri, insan protein C
(K vitamini bagimli glikoprotein)'dir.

Oksalatlar: Kalsiyumu baglayarak kanin pihtilasmasini nler. %20lik ¢ozeltisi kullanilir. 10 mL
kan icin 0.1 mL ¢ozelti gerekir. Hemoglobin tayini, eritrosit ve 16kosit sayimlari, hematokrit tayini
yapilabilir. Asit-baz dengesini incelemek, elektrolit ve bazi kalsiyum 6l¢iim yontemleri, laktat
dehidrogenaz gibi baz1 enzimlerin tayini icin ise uygun degildir. Yayma preparatlar icin de

kullanilamaz.

Sitratlar: Kalsiyumu baglayarak kanin pihtilasmasimi onler. 1 mL kan i¢in 5 mg sodyum sitrat

gerekir. %3.8'1lik ¢ozeltisi kullanilir.
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Floriirler: Kalsiyumu baglayarak kanin pihtilasmasini 6nler. 1 mL kan igin 10 mg sodyum floriir

gerekir.

EDTA (etilendiamintetraasetikasit): Kalsiyum ile kompleks yaparak kanin pihtilasmasini onler.
1 mL kan i¢in 1 mg Na-EDTA gerekir.

Heparin: Spesifik olarak pihtilasma faktorleri IX ve XI'i baglayarak, antitrombin III ile etkilesip
trombini inaktive etme yetenegini artirarak kanin pihtilasmasimi onler. 1 mL kan igin 75 IU

heparin gerekir.

Kumarin grubu ilaglar: Vitamin K antagonistleri; kinon tiirevlerinin aktif hidrokinon sekillerine
indirgenmelerini inhibe ederler. Pihtilasma faktorii II, VII, IX ve X'un amino-terminal

bolgelerinde glutamik asit kalintilarinin vitamin K’ye bagimli karboksilasyonu inhibe olur.

insan protein C: Trombinle aktif hale gelir, pithtilasma faktorleri V ile VIIIa’y1 inaktif hale getirir.

1.6. Biyolojik Orneklerdeki Proteinlerin Coktiiriilmesi

Yapilan biyokimyasal analizleri bozan maddelerin basinda proteinler gelmektedir. Kan ve
viicut stvilarinda bulunan pek ¢cok maddenin tayininde, oncelikle bu proteinlerin uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Bunun icin proteinlerin asit, agir metal ya da antikor yardimiyla ¢oktiiriilmesi ve
¢Okeltinin stiziilerek ya da santrifiijlenerek uzaklastirilmas: gerekmektedir. Kalan stiiziintiiye
‘proteinsiz filtrat’ad1 verilir. Proteinsiz filtratlarin elde edilmesinde ¢ogunlukla agir metaller
(cinko, kadmiyum, demir, civa, bakir, kursun), derisik asitler ve spesifik antikorlar

kullanilmaktadar.

1.6.1. Asitler ile ¢oktiirme

Serumda bulunan proteinlerdeki serbest amino gruplar1 gibi bazik gruplar stilfosalisilik asit
ile birlesirler ve protein- siilfosalisilik asit bilesigi olusur. Bu bilesik suda ¢oziinmediginden
¢oker. Bu proteinler trikloroasetik asit (TCA)'in anyonlar1 ile baglanarak da suda ¢oziinmeyen
tuzlar1 olusturarak c¢okerler. Bir¢cok protein son konsantrasyonu %5 (v/v) TCA ilavesiyle ¢oker.
Molekiil agirlig1 20.000"in altinda olan proteinler igin %10 civarinda TCA eklenmesi gerekebilir.
Sivi faz santrifiijleme ile uzaklastirilarak ¢okelek birkag kez tampon (veya liyofilize edilecekse saf

su) ile yikanir ve az miktarda tamponda (veya saf suda) stispanse edilir.
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1.6.2. Tuz ile ¢oktiirme (Salting Out)

Notral tuzlarin ortama giderek artan miktarda eklenmesi ile ¢oktiirme, kullanilan en yaygin
yontemdir. Ortama eklenecek nétral bir tuz, genellikle denatiirasyona yol agmadan, proteinlerin

agregasyonuna (biraraya gelmelerine) ve ¢ozeltiden ayrilarak ¢cokmelerine yol acar.

Tuzlarin ¢Oktiiriicii etkisi, protein molekiillerinin bagladig1 suyu ¢ekmelerinden kaynaklanr.
Salting-out protein ytiizeyinin hidrofobik yapisina baghdir. Suyu sevmeyen gruplar genellikle
proteinin i¢ kisminda bulunurlar. Sisteme tuzlar eklendiginde su, tuz iyonlarini ¢ozer ve tuz
derisimi arttikca i¢ kisimlarda yer alan hidrofobik gruplar etrafindaki su molekiilleri tuz iyonlar
tarafindan uzaklagtirilir, bu durumda hidrofobik gruplarin birbirleri ile olan etkilesimleri artar ve

proteinler ¢oker. Bu yonteme ise “salting out” denir.

1.7. Kan

Kan, hiicrelerden ve “plazma “ ad1 verilen bir sividan olusmustur. Hiicreler eritrositler
(kirmiz1 kan hiicreleri), 16kositler (beyaz kan hiicreleri) ve trombositlerdir. Hiicrelerin %99'undan
fazlasin eritrositler olusturur. Eritrositler kanin oksijen tagiyan hiicreleridir. Lokositler vucudu
enfeksiyonlara ve kansere kars: koruyan hiicrelerdir. Trombositler ise kanin pihtilasmasinda

gorev alirlar.

Tam kan (total kan): Serum veya plazmasi ayrilmamis kandir. Antikoagulanli tiipe alinir.
Kan saymmi (hemogram) ve eritrosit sedimantasyon hizi (ESR) tayini, kan hiicrelerinin (eritrosit,

l16kosit, trombosit) eldesi i¢in gereklidir.

Serum: Pihtilasmis kandan sekilli elemanlar (eritrosit, 16kosit, trombosit) ayrildiktan
sonra geri kalan sivi kisimdir. Antikoagulansiz tiipe alinan kandan elde edilir. Biliriibin ve

karotenler serumun sar1 renkli olmasina neden olur. Bir¢ok analiz i¢in tercih edilir.

Plazma: Pihtilasmas: antikoagulanlarla 6nlenmis kandan sekilli elemanlar ayrildiktan
sonra geri kalan sivi kisimdir. Antikoagulanli tiipe alinan kandan elde edilir. Baz1 6zel analizler
icin gereklidir. Plazma kanin sivi kismidir, su iginde ¢oziinmiis ¢ok sayida organik ve inorganik
maddelerden olusur. Bu maddelerden en 6nemlisi proteinlerdir. Proteinler plazmanin toplam
agirhiginin yaklasik %7’sini olusturur. Plazma proteinleri 3 ana gruba ayrilir. Bunlar, albiiminler,

globulinler ve fibrinojendir. Plazma ile serum arasindaki fark, plazmanin fibrinojen igermesidir.
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1.8. Deneysel Calismalar
Deney 1.8.1. Trikloroasetik Asit ile Proteinsiz Filtrat Hazirlanmasi

Deneyin prensibi: Kan proteinlerinin trikloroasetik asit ile olusturdugu ¢oziinmeyen tuzlarin

¢Oktiiriilmesi esasina dayanur.

Deneyin yapilisi: Bir deney tiiptine 1 mL kan veya serum ilave edilir ve {izerine damla damla 0.5
mL %20 trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi konulur. Iyice calkalanan tiip 10 dk bekletilir ve filtre

kagidindan siiziiliir. Stiziintii, protein disinda tiim maddeleri icermektedir.

Cozeltiler:

%20 TCA: 20 mL TCA almir 100 mL’ye distile su ile tamamlanir.

Deney 1.8.2. Amonyum Siilfat ile Coktiirme Sonucunda Serumdaki Globulinler ile

Albuminlerin Ayrilmasi

Deneyin prensibi: Globulinler, yar1 doymus amonyum siilfat ¢ozeltisinde, albuminler ise tam
doymus amonyum siilfat ¢ozeltisinde ¢okerler. Serumda bulunan globulinler ve albuminler,
seyreltik c¢ozeltide ¢Oziinmiis haldedirler. Seyreltik ¢ozeltinin yar1 doymus amonyum siilfat
¢Ozeltisi haline getirilmesiyle globulinler ¢okerler. Siizme sirasinda globulinler stizge¢ kagidinin
tizerinde kalirken albuminler ¢6ziinmiis halde siizgeg kagidindan siiziintiiye gecerler ve boylece
globulinlerle albuminler birbirlerinden ayrilmis olurlar. Siizlintiiniin tam doymus amonyum
stilfat ¢ozeltisi haline getirilmesiyle de albuminler ¢oker. Coziinmiis proteinlerin amonyum siilfat

gibi notral tuzlarin etkisiyle ¢cokmelerinin nedeni, protein molekiillerine bagh suyun ¢ekilmesidir.

Deneyin yapilisi: Bir deney tiipiine 1 mL serum konur. Deney tiipiindeki serum iizerine 1 mL su
eklenerek karistirilir ve boylece serum seyreltilir. Deney tiipiindeki seyreltik serum {izerine 2 mL
doymus amonyum siilfat ¢ozeltisi eklenerek karistirilir. Boylece olusan yar1 doymus amonyum
stilfat ¢ozeltisi iginde beyaz bir bulaniklik olustugu gozlenir. Deney tiiptindeki bularuk karisim
stiziiliir. Berrak olan siiziintiiye azar azar amonyum stilfat kristalleri atilip karistirilarak doymus
amonyum siilfat ¢ozeltisi elde edilir. Doymus amonyum siilfat ¢ozeltisi i¢inde yeniden bulaniklik

olustugu gozlenir.

Deney 1.8.3. Siit kazeininin eldesi ve tanimlanmasi deneyi

Deneyin prensibi: Siitteki kazein bir fosfoproteindir; asetik asit ile denatiire olur ve protein

tanimlama yontemleriyle tanimlanur.
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Deneyin yapilisi: Bir deney tiipiine 5 mL siit konur ve 1:1 oraninda su ile seyreltilir. Tiipteki
sulandirilmis siit tizerine damla damla 2 N asetik asit ¢ozeltisi eklenir ve kiigiik topaklar halinde
bir ¢okelti olustugu goriliir. Ikinci basamakta olusan c¢okelti, karisimimn filtre kagidindan
stiziilmesiyle filtre kagidi iizerine almir; siiziintii de bir bagka tiipte toplanir (siizlintii sonraki
deneyde kullanilacaktir). Filtre kagidi {izerine almnan ¢okelti ile proteinleri tamimlama
deneylerinden biiiret deneyi yapilir ve (+) sonug¢ gozlenmesiyle kazeinin protein oldugu

tanimlanmus olur. Stizgeg kagidi tizerindeki ¢okeltiye reaktif ilave edilir.

Cozeltiler:
2 N asetik asit: 11 mL %99.9'luk asetik asit alinir, distile su ile 100 mL’ye tamamlanur.
Biiiret reaktifi: 6 g Na-K tartarat, 1.5 g kristalize bakir siilfat 300 mL %10'luk NaOH, hacim

distile suyla 1 litreye tamamlanarak karistirilip ¢oziiliir.

Deney 1.8.4. Siitteki laktalbumin ile laktoglobulini ¢6ktiirme ve tanimlama deneyi
Deneyin prensibi: Siitteki laktalbumin ile laktoglobulin 1s1 etkisiyle denatiire olurlar ve

proteinleri tanimlama yontemleriyle tanimlanabilirler.

Deneyin yapilisi: Bir deney tiipiine Deney 3’de elde edilen siiziintiiden 3 mL konur. Tiipteki
stizlintiiye 2 damla metil kirmizis1 indikatorii damlatilir ve karigtirilir. Tiipteki karisima, renk sar1
oluncaya kadar %51lik NaOH damlatilarak asitlik giderilir. Tiip, kiiclik bir alev {izerinde
dikkatlice 1sitilarak karisim kaynatilir; bu sirada tiipte bir bularuklik veya ¢okelti olustugu
gozlenir. Tiipteki karisim sogutulur ve soguduktan sonra bir filtre kagidindan siiziiliir; ¢okelti,
filtre kagid1 tizerine alinir, siiziintli de bir bagka tiipte toplanir. Filtre kagidi {izerine alinan ¢okelti
ile proteinleri tanimlama deneylerinden kursun asetat deneyi yapilir ve (+) sonug gozlenmesiyle

laktalbumin ile laktoglobulinin protein oldugu tanimlanmus olur.

Cozeltiler:

Metil kirmizis1 indikatori

%5’lik NaOH: 5 g NaOH alinur, distile su ile ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlanur.
0.005 M Pb(C:H302)2: 0.16 g Pb(C2H302)2 alinur, distile su ile ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye
tamamlanir.

%401k NaOH: 40 g alinr, distile su ile ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlanur.
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Deney 1.8.5. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi
Asetat tamponunun hazirlanmas: (pH= 4)

0.1 M asetat tamponunun hazirlanmasi i¢in, 82 mL 0.2 M asetik asit ve 18 mL 0.2 M sodyum
asetat ¢ozeltilerinden olusan karisim bidistile suyla 200 mL’ye tamamlanir. pH metre ile pH 4’e

ayarlanir.
Fosfat tamponunun hazirlanmas: (pH=7)

0.1 M fosfat tamponunun hazirlanmasi igin, 39 mL 0.2 M monobazik sodyum fosfat ve 61 mL 0.2
M dibazik sodyum fosfat ¢ozeltilerinden olusan karisim bidistile suyla 200 mL’ye tamamlanir.

pH metre ile pH 7’e ayarlanir.
Karbonat tamponunun hazirlanmas: (pH=10)

0.1 M karbonat tamponunun hazirlanmasi igin, 27.5 mL 0.2 M sodyum karbonat ve 22.5 mL 0.2 M
sodyum bikarbonat ¢ozeltilerinden olusan karisim bidistile suyla 200 mL’ye tamamlanir. pH

metre ile pH 10’a ayarlanir.
Deney 1.8.6. Seyrelterek Cozelti Hazirlama ve Spektrofotometrik Tayin
Seyreltme-I

1. 1M CuSOs ¢ozeltisi hazirlayimmiz (Ma=159.55 g/mol)

2. 1 M CuSOs ¢ozeltisini kullanarak toplam hacim 1 mL olacak sekilde suyla seyrelterek
asagidaki CuSOs ¢ozeltilerini hazirlayimiz.

1:2, 1:5, 1:10, 1:50 ve 1:100
3. Her bir seyreltmenin absorbans degerini 700 nm’de belirleyiniz.

4. Konsantrasyonu bilinmeyen CuSOs c¢Ozeltisinin absorbans degerine karsilik gelen

konsantrasyon 2. basamakta elde edilen standart kalibrasyon grafiginden bulunur.
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