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FLORETIN ILE HSA ARASINDAKI ETKILESIMININ LIPOZOM
SISTEMLERINDE SPEKTROSKOPIK YONTEMLERLE
INCELENMESI

OZET

[laglarin viicuttaki dagilimi, metabolizmas1 ve etkinligi hiicre zarlarindan lipit tabakasina
sizma yetenegine baghdir. Bu tezde, Floretin ile Insan Serum Albumin (HSA) arasindaki
etkilesim L-egg lecithin phosphatidycholine (PC) lipozom sisteminde floresans ve
absorbans spektroskopisi kullanilarak incelenmistir. Spektroskopik ve floresans
kuenlesme deneyleri, Floretin molekiillerinin lipozomlara niifuz ettigini gostermistir.
Floresans kuenclesme kullanilarak Floretinin lipzomlardaki ayrigma sabiti belirlenmistir.
Elde edilen sonuglarda Floretin ile HSA arasinda statik ve dinamik kuenglesme
mekanizmalarmin birlesmesiyle etkili bir soniim meydana geldigi goriilmiistiir. PC
lipozomlarinda Floretin ile HSA arasindaki etkilesimde Gibbs serbest enerji, entalpi ve
entropi degisim degerleri negatif ¢ikmistir. Gibbs serbest enerjisinin negatif ¢ikmasi
lipozom sisteminde HSA-Floretin arasindaki etkilesimin kendiliginden gergeklestigi,
entalpi ve entropi degisiminin negatif olmasi iki molekiil arasinda hidrojen bag1 ve giiglii
van der Waals etkilesimlerin varligini gosterir. Floretinin HSA’nin konfirmasyonu
tizerine etkisi ayni deneysel sartlar altinda sekronize floresans spektroskopisiyle
incelenmistir. Elde edilen sonuglarda, Floretinin HSA'ya baglanmasi HSA'nin
konfirmasyonunda degisiklige yol agtig1 bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Floretin, HSA ,lecithin, phosphatidycholine.



BIOPHYSICAL STUDY OF PHLORETIN WITH HUMAN SERUM
ALBUMIN IN LIPOSOME USING
SPECTROSCOPIC METHOD

ABSTRACT

The ability of drugs to diffuse through the lipid bilayer of cell membranes is important for
the distribution, metabolism, and efficacy of many drugs. In this thesis, the interaction
between Phloretin and Human serum albumin (HSA) in L-egg lecithin
phosphatidycholine (PC) liposome was examined using fluorescence and absorbance
spectroscopy. The spectroscopic and fluorescence quenching experiments show that
Phloretin molecules penetrated into the liposomes. The partition coefficient of Phloretin
in the PC liposomes was calculated by utilizing the fluorescence quenching. The results
show that Phloretin effectively quenched the intrinsic fluorescence of HSA via a
combination of static and dynamic quenching. The values of Gibbs free energy, the
enthalpy and entropic change in the binding process of Phloretin with HSA in the PC
liposomes were negative, suggesting that the binding process of Phloretin and HSA was
spontaneous and hydrogen bonding and van der Waals force interactions played an
important role in the interaction between Phloretin and HSA. According to synchronous
fluorescence spectra, the binding of Phloretin to HSA leads to changes in the
conformation of HSA.

Keywords: Phloretin, HSA, phosphatidycholine, lecithin.
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1. GIRIS

Lipozomlar yaklasik 30 yildir biyolojik ¢alisma alanlarinda kullanilmaktadir. Lipozomlar
dogal veya yapay lipitlerin kendiliginden bir araya gelmesiyle olusan i¢i su dolu yapilardir.
Bu yapilar hiicre zarma benzer olup keseciklerde denilmektedir. Lipozom yapilar1 oldukca
basit olup canli hiicreler kullanilarak elde edilen biyolojik bilgileri daha kolay ve hizli bir
sekilde saglamaktadir. Lipozom sitemleri su faz1 ve lipit faz1 olmak iizere iki béliimden
olusur. Lipit tabakalar1 sentetik veya dogal fosfolipitlerden meydana gelebilir. Lipozomlar
tek tabakali veya birkag¢ tabakadan da olusabilir. Tek tabakadan olusanlarin su fazi igteki

bolimdur.

==t 2N
Fosfolipit “
molekulii
Fosfolipit c¢ift tabaka
%"@gg S Eml.'
LIPOZOM

Sekil 1.1 Lipozomlarin yapisi ve olusumu (URL-1)

Lipozomlarin temel yapilari hiicre membran yapilarma benzer oldugundan in vitro
aragtirmalarmda model membran olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde ise basta ilag

tastyic1 partikiiler sistem olmak {iizere bir¢cok bilim dalinda farkli kullanim alanlarina

sahiptir. (Giirsoy vd 1989; Taylan ve Ozer 1991)

Lipozomlar i¢ine hapsedilen ilac1 tagiyabilecek {i¢ bolgeye sahiptir. Fosfolipit tabaka (lip
ofilik etkin maddeler), sulu kisim (hidrofilik etkin maddeler) ve su-lipit ara yiizeyi (peptit

ve kiiciik molekiiller) ila¢ molekiillerini hapsederek tasiyabilir. Lipozomlarin ilag tagima



yerleri Sekil 1.2°de gosterilmistir. Lipozomlarin bu ozellikleri sayesinde lipofilik ve

hidrofilik etkin madde hatta orta derece lipofiliteye sahip etkin maddeleri bile

tagtyabilmektedir.
Lipofilik bilesikler Q
(llaglar, besleyici 3.
maddeler, &:
vitaminler ) U'J
Amfifilik (_)
lipitler MLV
v ~

Hidrofilik

bilegikler (llaglar,

besleyici O

maddeler, vitaminler ) Su tabakasi Lipit tabakasi

Sekil 1.2. Cok tabakali lipozom modeli (Keller 2001)

Biiytikliik, tabaka ve elde edilme yontemlerine gore lipozomlar 4 farkli simifta
incelenmektedir (Giirsoy 2002). Birgok lipit tabakasinin bir araya gelmesiyle tabakalarin
arasina su fazinin yerlesmesi sonucu olusan yapilara ¢ok tabakali lipozomlar denir. Caplar1
0,4-3,5 um arasinda degisir. Sulu faz1 ¢evreleyen tek bir lipit tabakasindan olusan yapilara
ise tek tabakali lipozomlar denir. Caplar1 0,2-1 um arasinda degisir. Caplar1 genel olarak
30-100 nm araligma sahip Kiiglik tek tabakali lipozomlar genellikle ters faz teknigi ile
hazirlanir. Bu lipozomlar sulu fazi ¢evreleyen tek bir lipit tabakasindan olusan yapilardir
(Giirsoy 2002).

1.1. Floretin

Flavonoit ailesinin iiyelerinden olan Floretin, kalkon tiirevi bir molekiil olup elma, elma
suyu ve elma sarabi gibi irlinlerde yiiksek oranda bulunmaktadir. Elma kabugunda glikozit
formu olan floridzin formunda (floretin-2’-glukoz) 80-420 mg/kg ve elmanin etli
bolgesinde ise 16-20 mg/kg miktarinda bulunmaktadir (Escarpa ve Gonzalez 1988). Cesitli
elma tiirlerindeki miktarlar1 ve metabolitlerin diizeyleri HPLC-MS ile belirlenmistir
(Justesen vd 1998). Bu molekiiliin antioksidan ve anti-inflamatuar aktivitelere sahip oldugu

bilinir (Ang vd 2004). Antioksidan oOzelligine sahip olmasindan dolayr cilt bakim



iiriinlerinde kullanilmaktadir. Apoptozu indiikleyerek kansere karsi korucu gorev
gormektedir (Yang vd 2009). Floretinin Gstrojendik etkisi ve 0Ostrojen almaglarmna
baglanma afinitesi in vitro testlerle belirlenmistir. Molekiil agirlhigi 278,24 gr/mol olan

Floretin molekiiliiniin kimyasal yapis1 Sekil 1.3’de verilmistir.

Sekil 1.3. Floretinin molekiiliiniin kimyasal yapisi ( Ozer 2012)

Tetrahidroksikalkon tiirevi olan Floretin (Lee vd 2002; Yang vd 2001) canlilar igindeki

toksititesi ve ila¢ dinamigi, molekiiler seviyede anlagilmasi ve agiklanmasi gerekmektedir.

1.3. insan Serum Albiimin

Serum albiimin kan plazmasinda en ¢ok bulunan proteindir. Dolasim sisteminde ¢6ziinmiis
halde bulunan bu protein kanin igindeki degisik i¢ ve dis kaynakli bilesiklerin
tasinmasindan ve depolanmasindan sorumludur. Serum albiimin osmotik kan basincinda
ve ila¢ etkinliginde 6nemli bir role sahiptir (Raja vd 2003; Hassan vd 2007). Bu ylizden,
ilaclar ile albiiminler arasindaki etkilesimin molekiiler seviyede ac¢iklanmasi
gerekmektedir. Serum albiiminler amino asitlerin birbirlerine N-terminal peptit bagiyla
baglanmasi sonucu olusur. Insan serum albuminin molekiil agirlig1 yaklasik olarak 67 kDa
olup globiiler yapidadir. Insan serum albumin bir protein olup hormon, ilag, eser element
gibi degisik maddelerin kanda tasimnmasmdan sorumludur (Wang vd. 2010). Insan serum

albuminin temsili molekiil yapisi sekil 1.4’te verilmistir.



Sekil 1.4. Insan serum albumin temsili gosterimi (URL-2 2014)

1.4. Isik ve Fotofizik

Siniizoidal harekete sahip olan 1sik, birbirine dik olan elektrik ve manyetik alan
vektorlerinden meydana gelmektedir. Elektro manyetik radyasyon (EM) olarak ta
adlandirilir. Planck’1n siyah cisim 1s1masi1 olay1 ve Einstein’in fotoelektrik olayi ile 1s181n

tanecik 6zelligi kanitlanmistir.

Spektroskopi, 1s1k ile madde arasindaki etkilesimi inceleyen bilim dalidir. Molekiiliin
elektromanyetik radyasyonu absorplamasiyla oteleme, donme, titresim ve elektronik
uyarilma hallerinde bir degisim olmaktadir. Isik ile bir molekiiliin etkilesim gosterebilmesi
icin 15181n elektrik alan vektori ile molekiiliin dipol momentinin gakigsmasi gereklidir.

Gozlemlenen bu ¢akigsma sonucunda absorpsiyon meydana gelecektir.

Bir molekiiliin 15181 absorplamasi sonucu olusacak fotofiziksel deaktivasyon prosesleri

Sekil 1.5°de Jablonski diyagraminda verilmistir.
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Sekil 1.5. Jablonski Diyagrami

Jablonski diyagrami kisaca 6zetlenecek olursa; Sp singlet temel hali, Sy uyarilmis 1. singlet
hali, S uyarilmis 2. singlet hali, T1 ise uyarilmis triplet hali géstermektedir. Singlet temel
halden (So) singlet uyarilmis hale (S1 ve S) elektronik gegisine absorpsiyon denir. Sistemin
temel halden uyarilmis hale gegisi yaklasik 107° saniyede gerceklesmektedir. Tek

molekiillii sistem icin Jablonski diyagrami kisaca asagidaki gibi aciklanabilir.

I¢ doniisiim,uyarilmis bir molekiiliin, titresim enerji seviyelerinin ¢akismasi sonucu
uyarilmig halden diger uyarilmis hale 1s1masiz (radyasyonsuz) ge¢ise denir. Radyasyonsuz

geciste sistem aldig1 uyarilma enerjisini disariya 1s1 olarak verir.

Di1s doniisiim, uyarilmis halde bulunan sistem ¢oziicii veya diger ¢6ziinen molekiiller ile

carpismasi sonucunda temel hale radyasyonsuz bir sekilde gegmesine denir.

Sistemler aras1 gegis, triplet uyarilmis halden singlet uyarilmis hale veya singlet uyarilmis
halden triplet uyarilmis hale ge¢is olayina denir. Bu gegislerin gerceklesebilmesi igin
titresim enerji seviyelerinin ¢akismasi gerekmektedir. Ayrica bu gegisler sirasinda elektron
spin degistirmektedir. Bu gecisler sistemin fosforens yapmasini artirrken floresans

yapmasini azaltacaktir.



Floresans, molekiiliin uyarilmis singlet halden temel hale 1s1mali gegisine denir. Bu 1s1mali
gecis 107 ve 1078 saniye gibi kisa bir siirede gergeklesir. Fosforesans ise triplet uyarilmis
halden singlet temel hale 1s1mali gegise denilmektedir.

Ortamda birden fazla molekiil varsa uyarilmis haldeki molekiil, temel halde bulunan
molekiile (sondiiriici veya kuencir) elektronik uyarilma enerjisini 1s1masiz bir sekilde
transfer edebilir. Bu olaya Floresans kuenglesme denir. Uyarilmis halde bulunan molekiil
radyasyon enerjisini kuencire 1simasiz olarak vererek temel hale doénerken kuengir
molekiilii uyarilmis hale gecer. Bu olaya enerji transferi denir. Floresans kuenglesme
reaksiyonlar1 kiiciik miktardaki numunelere uygulanabilir. Ayrica ortamda ikincil bir

molekiil kullanilarak istenilen sistemlere uygulanabilir (Lakowicz 2002).

Kuenglesme etkilesimleri genelde dinamik ve statik mekanizmalar {izerinden yiirtir (Arik
vd 2005). Dinamik kuenglesme mekanizmasinda florofor ile kuengirin gelisi giizel
hareketleri sirasinda birbirleri ile temas etmeleri gerekir. Molekiillerden biri uyarilmis hale
gecerken, diger molekiil temel hale 1s1masiz bir sekilde doner bu olaya dinamik kuenglesme
denir. Statik kuenglesme mekanizmasinda florofor ve kuengirbirleserek floresans 6zelligine
sahip olmayan kararli bir karanlik kompleks olusur (Lakowicz 1983; Valuer 2012). iki
molekiil arasindaki bu olay, Stern-Volmer denklemi ile ifade edilir(Lakowich 1983). Statik

kuenglesme Sekil 1.6’te gosterilmistir.

I +Q - L.Q (a)
+hv
¥ +Q a.Q* (b)

Sekil 1.6. Statik kuenglesme gosterimi (Lakowicz 2002)

Sekil 1.6’da Statik kuenglesmenin iki durumda gergeklesmesi a ve b ile gosterilmistir.

(a)Temel halde florofor ile kuengir birleserek emisyon o6zeligi olmayan kompleks



olusabilir. (b) Florofor uyarildiktan sonra emisyon ozeligi olan bir kompleks

olusabilecegini gosterir (Bozkurt2007).

Bazi hallerde florofor ile kuengir hem dinamik olarak hem de kompleks olusturarak
etkilesebilir. Sistemde statik ve dinamik kuenglesmeninin birlikte olmasi, Stern-Volmer
egrisine bakilarak anlasilabilir. Sabit sicaklikta ¢izilen grafikte egrinin y eksenine dogru i¢
biikey bir hal almaktadir. Statik ve dinamik kuen¢lesmenin ayn1 anda oldugu sistemler i¢in

cizilen Stern Volmer egrileri Sekil 1.7°de gdsterilmistir.

m=KpxKs

Kp + K

Q] [a]

a) Aynikuencirlafloroforun statik kuenclesmesi
b) Aynikuencirlafloroforun dinamik kuenglegmesi

Sekil 1.7. Statik ve Dinamik kuenlesmenin birlesmesi (Bozkurt2007)

Kuenglesme mekanizmasini belirlemek i¢in Stern-Volmer denkleminden faydalanilir.

Stern-Volmer denklemi Esitlik 1.1°de verilmistir.
= 14 K [Q] = 1+ kq7oQl7 (.9)

Bu denklemde, lo ortamda kuen¢irm bulunmadigi andaki, | ise ortamda kuengirin
bulundugu andaki floresans siddeti ve [Q] ise kuengir konsantrasyonudur. K,,= k7. 0lup,
dinamik Stern-Volmer hiz sabitini temsil etmektedir. k,bimolekiiler kuenglesme sabiti, 7,
ise kuengirin ortamda olmadigr andaki floresans Omriidiir. Statik ve dinamik
kuenglesmenin ayni anda yiiriidiigii sistemler i¢in modifiye edilmis Stern-Volmer denklemi

kullanilir. Modifiye edilmis Stern-Volmer denklemi Esitlik 1.2°de verilmistir.

=1+ (Kp + K)[Q] + (KpKs)[Q]? (1.2)



Burada, K, ve K sirastyla dinamik ve statik kuenglesme sabitlerini ifade etmektedir.

1.4.1. Floresans Kuenclesme Mekanizmasimin Belirlenmesi

Kuenglesme mekanizmasinin belirlemek igin ortamin viskozitesi, sicakligi, floresans
yasam Omrii ve absorpsiyon spektrumlarindan faydalanilir. Dinamik kuenglesmede
ortamin sicakhigi arttirilirsa Stern-Volmer sabitleri difiizyon kat sayisina bagl olarak artis
gostermektedir. Statik keunglesmede sicakligin artmasi ile kompleksin stabilitesinin
azalmasina neden olur. Bunu sonucu olarak Stern-Volmer sabitlerinde bir azalma meydana
gelir (Lakowicz 1983). Sicakliga bagl olarak Stern-Volmer egrileri Sekil 1.8°de

gosterilmistir.

Ql ) Qi

a) Dinamik Kuenglesme b) Statik Kuenglesme

Sekil 1.8. Sicakliga bagli olarak Stern Volmer Egrileri (Lakowicz 1983)

Dinamik kunclesmede sistemin viskozitesinin arttirilmasi ¢ozelti i¢indeki kuengirin
mobilitesini azaltacagindan kuenclesme sabiti azalir. Statik kuenclesmede ise bunun tam

tersi olarak viskozitenin artmasi ile statik kuenglesme artar (Arik vd 2004).

Statik ve dinamik kuenglesmenin aywt etmede en etkili yontem floresans Omiir
Olciimleridir. Dinamik kuenclesmede floresans siddeti sabit kalirken artan kuancir
konsantrasyonundan dolay1 floresans yasam 6mrii azalir. Statik kuenglesmede ise floresans
siddeti sabit kalmaz. Kuengir konsantrasyonu arttik¢a siddet azalip floresans yasam dmrii

sabit kalmaktadir.

Statik ve dinamik kuenglesmeyi ayirt etmede floroforun ve kuengirin absorpsiyon

spektrumlarindaki  degisime  bakilabilir.  Statik  kuenglesmede sabit  florofor



konsantrasyonunda ortama kuengir eklendigi zaman karanlik bir kompleks olusumundan
dolay1 absorpsiyon spektrumunda bir artis gézlemlenir. Dinamik kuenglesmede kuengirin
florofora difiizyonu floroforun uyarilmis hallerini etkilememesinden dolay1 absorpsiyon

spektrumunda degisme gozlemlenmez (Lakowicz 1983).
1.4.2. Baglanma Sabiti ve Baglanma Yeri Sayisi

Statik kuenglesmede florofor ile kuengir arasinda bir baglanma meydana gelmektedir.
Modifiye edilmis Sten-Volmer denklemi kullanilarak iki molekiiliin bir birine baglanmasi
hakkinda kantitatif degerler elde edilmektedir. Modifiye edilmis Sten-Volmer denklemi

Esitlik 1.3’te verilmistir.
log% = logK, + nlog|[Q] (1.3)

Bu denklemde K, baglanma sabiti, n ise baglanma yeri sayismin gostermektedir. Statik
kuenglesmede sicakligin artmasiyla kompleksin stabilitesi azaldigi igin baglanma sabitide

azalmaktadir.
1.4.3. Termodinamik Parametreler

Kiiciik molekiiller biyolojik makromolekiillere hidrojen baglari, van der Waals etkilesimi,
elektrostatik etkilesim ve hidrofobik kuvvet iceren zayif etkilesimler ile baglanir.
Molekiiller arasindaki etkilesim kuvvetlerini  belirlemek i¢in  termodinamik
parametrelerden faydalanilir. Degisik sicakliklarda elde edilen baglanma sabiti degerleri
van’t Hoff denkleminde kullanilarak termodinamik parametreler hesaplanabilir. van’t Hoff

denklemi Esitlik 1.4’te verilmistir.

0 0

Bu denklemde K;, baglanma sabiti, R ise ideal gaz sabitidir. Serbest enerji degisimi
AG Esitlik 1.5 ile hesaplanmaktadir.
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AG® = AH® — TAS?® (1.5)

Kiigiik molekiil-biyomolekiil etkilesimi i¢in, AH°<0, AS°< 0 olursa van der Waals
kuvvetleri ve hidrojen bagi olusumu etkilidir, AH°>0, AS°> 0 iki molekiil arasinda
hidrofobik etkilesimler baskindir; AH°~0, AS°> 0 oldugu zaman iki molekiil arasinda

elektrostatik kuvvetin varligimi gosterir.

Floresans kuenglesme ydntemi, 107 ve 10° M arahgindaki konsantrasyonlara kars: duyarl
olmas1 bu yontemi digerlerine kars tistiin kilmaktadir. Ancak belli yapidaki maddelerin
floresans oOzelligi gostermesi ve kisith ¢alisma alanindan dolay1 da dezavantaj
saglamaktadir. Bu dezavantaji bertaraf etmek i¢in ikincil bir molekiil kullanilabilir. Yine
uyarilmis halde bulunan bir molekiiliin floresans soniimlenmesini etkileyen pek ¢ok faktor
vardir. Floresans kuenglesme calisilmalar1 yapilirken oldukca dikkatli olunmalidir
(Lakowicz 2002; Valuer 2012). Floresans spektroskopsi ilk olarak 1960’11 yillarin sonunda
biyokimyasal olaylar i¢in kullanilmaya baslamistir. Akriylamid, oksijen ve iyodat iyonu
gibi molekiiller kullanilarak makromolekiillerde bulunan floresan gruplarin yeri hakkinda
bilgi edinilmistir. Ozellikle floresans kuenglesme yontemi proteinler, membranlar ve diger
makro molekiil sistemler hakkinda bilgi vermektedir (Lakowicz 2002). Ayn1 zamanda
biyolojik 6neme sahip olan molekiiller ile proteinler arasindaki etkilesimin molekiiler

seviyede incelenmesine de katki saglamaktadir.

1.5. Ayrisma Sabitinin Belirlenmesi

Floresans kuenglesme sulu ve lipit fazlar1 arasindaki molekiiler dagilimi belirlemek i¢in
uygun bir yontemdir. Lipit tabakalarinda bulunan florofor ile kuengir arasindaki etkilesim
derecesi, kuengir molekiiliiniin zardaki konsantrasyonuna, lipit tabakasina sizmasina ve
lipit tabaksindaki hareketliligine baglidir (Eyer vd 2014). Membran iizerindeki kuengir
molekiilleri, floroforun floresans siddetinde bir azalmaya neden olur ve bu da membrandaki
ortalama kuencir molekiiliiniin sayis1 hakkinda bilgi verir. Molekiillerin lipit ve su fazlari
arasindaki oranlarina ayrisma (dagilim) katsayist denir (Neunert vd 2015). Bu dagilim,
bilesiklerin lipofilikligi, yiikii, biiyiikliigli ve hidrojen bagi ozellikleri ile ilgili olup
molekiiliin hiicre zarina gegirgenlik derecesini etkilemektedir ( Bozkurt vd 2013). Lipit

tabakalarma sizma kinetigi, ila¢ gelistirme ve toksikoloji alaninda genis ilgi gérmektedir.
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Bu sayisal oran ilaglarin molekiiler mekanizmasini, toksisitesini ve boyalarin hiicre zar1
icindeki yerlerini anlamada 6nemli bir rol oynayacaktir (Takegami vd 2015). Su veya lipit
fazdaki kuengir sayisi lipit ve sulu fazlar arasindaki dagilima baglidir. Kuengir molekiilleri
lipit katmanina gegerse su fazindaki miktar1 azalacaktir (Przybylo vd 2014). Bu azalma goz
online alinwrsa farkl lipit konsantrasyonlar1 kullanilarak ayrigma sabiti hesaplanabilir.
Kuengir, sulu ve lipit fazlar1 arasinda dagildiginda, ayrigsma katsayist denklemi ile
tanimlanmaktadir (Toprak 2015). Kuengirin, sulu ve lipit fazlar1 arasinda dagilma(ayrisma)

orani Esitlik 1.6’da verilmistir.

Burada [Q], Ve [Q]s, sirasiyla lipit ve su fazindaki kuengir konsantrasyonudur. K, ise
dagima sabitidir. Numunedeki toplam kuengir konsantrasyonu ([Q]sp) Esitlik 1.7°de

verilmistir.

[Q]tothop = [QI.VL + [QlsuVou (1.7)

Denklemde, V,,, ve V,, sirastyla sistemin ve suyun toplam hacmidir. V; ise lipidin toplam

hacmidir. Lipit fazinin hacminin sistem hacmine orani («;) Esitlik 1.8’de verilmistir.
ap = VL/Vtop (1-8)

Denklem 1.6, 1.7 ve 1.8 kullanilarak kuengirin lipit takasindaki miktar1 Esitlik 1.9’da

verilmistir.

[0l = (L9)

L— KpaL+(1_aL)

Uygun donisiimler yapildiktan sonra Stern-Volmer denklemi Esitlik 1.10°daki gibi

yazilabilir.

_ TokmKp [Q]top
1 Kpa'L+(1—aL)

=1+ 70Kapp [Q]7 (1.10)
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Bu denklemde K, goriinen kuenglesme sabiti, k,,, ise membran fazindaki bimolekiiler

kuenglesme sabitidir. Bu denkelem Esitlik 1.11 gibi modifiye edilebilir.

L =aL(i— L )+ L (1.11)

Kapp

1/Kqpp karst a;, gragigi ¢izilerek ayrisma sabiti (K, )ve k., degerleri hesaplanabilir. Bu
tez calismasinda kullanilan L-egg lecithin phosphatidylcholine lipidinin molekiiler agirlig:

ve lipit molar hacmi sirasiyla 700 gr/mol ve 0.688 L/mol’dir (Yang vd 2001).

Bu tez galigmasinda, bir¢ok biyolojik fonksiyona sahip olan Floretin ile HSA arasindaki
etkilesim lipozom ortaminda molekiiler seviyede incelenecektir. Bunun igin absorpsiyon,
floresans ve senkronize floresans spektroskopileri kullanilacaktir. Ayrica etkilesim tiiriiniin
mekanizmasi, baglanma sabiti ve termodinamik parametreler belirlenecektir. Floretinin
HSA’nm konfirmasyonu iizerine etkisi senkronize floresans ve absorpsiyon spektroskopisi
kullanilarak belirlenecektir. Floresans kunglesme yardimiyla Floretinin L-egg lecithin
phosphatidylcholine ile olusturulan lipozom sistemlerindeki ayrisma sabiti belirlenecektir.

Elde edilen sonuglar Floretinin ilag bilimi ve klinik tipta kullanilmasina katk1 saglayacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Lipid oksidasyonu, lipitlerin ve lipit igeren materyallerin bozulmasina izin veren bir serbest
radikal zincir prosesidir. Antioksidan eklemek oksidasyonu yavaslatmak icin en etkili
yontemlerden biridir. Antioksidan 6zellige sahip olmak, radikallerin yer aldig1 reaksiyona
katilmalarma baghdir. Biitil hidroksianisol (BHA) gibi sentetik antioksidanlar ¢cok yaygin
olarak kullanilmasina karsin son yillarda dogal antioksidanlara ilgi artmistir. Bu ¢alismada
linoleik asit icerisinde kinetik analizlerle, Buteinin antioksidan davranislar1 belirlenmistir.
Proses karanlikta ve 40 °C de yiiksek oksijen konsantrasyonunda yapilmistir. Etkinlik
Olciisii olarak stabilizasyon faktorii, 6l¢limiin dayanikliligi olarak oksidasyon hiz oram
belirlenmistir. Bu iki parametrenin birlestirilerek antioksidant aktivitesi ve inhibitor
tilketim ortalamasi gibi farkli kinetik parametreler belirlenmistir. Bunun i¢in %0,02
biitillenmis hidroksitoluenden (BHT) ve degisik oranlarda Butein kullanilmistir. Sonugcta
40 °C’ de ve karanlikta linoleik asitli ortamda meydana gelen reaksiyon siirecinde peroksit
birikimi kinetik egrileri hesaplanmis ve kiyaslama yapilmistir. %0,10 dan daha diisiik
konsantrasyonlarda Butein radikal zincir genisleme reaksiyonuna katilmamistir (Raja vd
2003).

Epitemal mezankimal degisimleri (EMT) kanser yayiliminda kritik rol oynadigina dair
kanitlarda artis vardir. Ornegin EMT degisimleri embriyogenezin dnemli bir sebebi olarak
kabul edilmis ve ektoderm ile endoderm arasinda gelisen orta tabaka hiicrelerine
(mezoderme) ve sinir ucuna katildigi bulunmustur. Polifenolik bir bilesik olan Buteinin
kanserli hiicreler iizerine anti-proliforesyon (¢ogalmayi engelleyen) etki sergiledigi
bilinmektedir. Kanser metasdasi, primer tiimorlerden daha ¢ok kanser hiicrelerinin
Oliimiinden sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada bu etkisinin yani sira baska
etkilerine de bakilmistir. Butein insan mesane kanser hiicrelerinde ERK1/2 ve NF-kB
sinyal yollaria dogru go¢ ve yayilma (invazyon) gosterebilir. Bu engelleyici etki EMT

tersini olusturmustur. Bu olay kisaca agiklanacak olursa in vitroda EMT olayin1 tersine
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cevirerek hiicrenin yayilma becerisini engelledigi goriilmiistiir. Buna gére mesane
kanserinde Buteinin hiicre yayilmasini engelleye bildigi gibi yeni bir fonksiyonu oldugu

sonucuna varilmistir (Stangl vd 2005).

Flavonoid ailesi igerisinde yer alan Floretin ve onun glikozit tiirevleri aga¢ kabuklari,
yapraklar ve elma agaglarinin meyvelerinde bol miktarda bulunmaktadirlar. Floretin
molekiilii glikoz tasiyicilar1 diizenlemesi ve anti-oksidaz aktivitesi dahil bir ¢ok biyolojik
ozelliklere sahiptir. Makroforajlar degisik inflamatuvar cevaplarda 6nemli rol oynarlar.
Bunun i¢in kullanilan Gram-pozitif bakterileri lipopolisakkaritleri (LPS) serbest
brrakabilir, bu olay 11makroforojlarla teshis edilir. Bu ¢alismada fare makroforajlarma
Floretin ve Florezinin, anti-enflamatuvar etkisi c¢alistlmistir. Bunun i¢in RAW264.7
hiicreleri degisik miktarlarda Floretin ve Florezine tabi tutulmus ve hiicre inflamatuvari
LPS ile dl¢iilmiistiir. Sonugta 10 uMFloretin 6nemli seviyede NO, PGE2, IL-6, TNF-q,
iNOS and COX-2 miktarini inhibe etmistir. {lging olarak Floretin protein 95 in alt birimi
NF-xB ¢ekirdek translokasyonunu bastirmis buna karsin Florezin bastiramamustir ( Hassan

vd 2007).

Bir flavonoid bilesik olan Hyprosid’in antiviral etkinlik, iltihap sokiicii, antidepresan gibi
cesitli biyolojik fonksiyonlar gdsterdigi bilinmektedir. Bu ¢alismada Hyprosid ile sigir
serum albiimin (BSA) arasindaki etkilesim floresans spektroskopisiyle degisik sicaklilarda
incelenmistir. Bulunan spektroskopik datalar (Tachiya modeli ve Stern-Volmer denklemi)
kullanilarak Hyprosid ve BSA arasindaki baglanma sabiti ve baglanma yeri sayisi
belirlenmistir. Ayrica bu iki denklemin sonuglar1 kiyaslanilmis ve literatiirdeki trans-
resveratrol ile BSA molekiilii etkilesimine benzer oldugu goriilmiistiir. Bulunan entalpi ve
entropi degisimlerinden baglanma etkilesimlerinde, hidrofobik gii¢lerin ana rol oynadigi
belirlenmistir. Senkronize floresans spektroskopisi kullanilarak BSA konfirmasyonu
iizerine Hyprosid molekiiliiniin  etkisi incelenmis ve hyprosid’in  BSA’nin
konfirmasyonunu degistirdigi ve BSA’nin triptofan amino grup kismma baglandig:
bulunmustur. Cu #* , Ca #* ve Zn ?* iyonlarinin varligit BSA ve hyprosid baglanmasimni

gii¢lendirmis buna karsin Mg 2* iyonu zayiflatmustir (Qin vd 2010).

Rutin molekiilii bir flavanol glukozittir. Yapisinda flavonol kuersetin ile ramnoz ve

glikozdan meydana gelen dissakkarit molekiillerini bulundurur. Rutin, siyah ¢ay ve elma
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gibi ¢cogu bitkilerde bulunan ve genel olarak diyetlerde tiiketilmektedir. Rutin molekiili
geleneksel olarak birgok biyolojik ilag uygulamalarinda tedavi edici 6zellige sahiptir. Bu
calismada Rutin ile hayvan serum albiimin (BSA) arasindaki etkilesim floresans ve UV
spektroskopisi ile incelenmistir. Ayrica ortamda bulunan metal iyonlar1 ilag-protein
etkilesmelerini etkiledigi i¢in bazi metal iyonlarmm (Cu 2, Fe 3 ) BSA ile Rutin
arasindaki etkilesime etkisi incelenmistir. Floresans titrasyonu sonucun da Rutinin
BSA’nin floresans siddetini statikkuenglesme ile azalttigi bulunmustur. Baglanma yeri,
baglanma sayis1 ve BSA ile Rutin arasindaki baglanma mesafesi Cu 2+ ve Fe 3+ metal
iyonlar1 ile bu iyonlarin olmadig1 durumlar incelenmistir. Sonugta Cu 2+ ve Fe 3+ metal
iyonlarm varlig1 baglanma sabitini 3,1 x10™ ten sirasiyla 1,15 x10° ve 3,13 x107° azalttig,
donor ile akseptor arasindaki mesafeyi 4,56 nm’den sirasiyla 4,93 ve 5,18 nm’ye
degistirdigi belirlenmistir. Bu deger azalmasi olaymni1 metal iyonunun Rutin ile BSA
molekiilii arasma girmesi sonucunda oldugu belirtilmistir. Rutinin BSA konfirmasyonu
iizerine etkisi incelenmis ve sonu¢ olarak Rutin molekiiliiniin BSA molekiiliiniin ITA

(triptofan amino grup kismi) kismia baglandig: bulunmustur (Hilt vd 2003).

Apigenin (Ap)ve Insan serum albumin (HSA) arasindaki etkilesim spektrokopik
yontemlerde incelenmistir. Elde edile sonuglarda HSA ile Apigeninarasinda ¢ok giiclii
biretkilesimin oldugu ve etkilesim mekanizmasinin statik kuenlesme mekanizmasindan
yuriidiigligoériilmiistiir. Termodinamik parametreler farkli sicakliklar kullanilarak
hesaplanmistir. Entapi ve entropi degisimleri sirastyla 17,49 kimol* ve 37,04 Jmol2olarak
hesaplanmistir. ki molekiil arasinda elektrostatik vehidrofobik etkilesimin baskm oldugu
tespit edilmistir. Apigenin HSA konfirmasyonu iizerine etkisi senkronize floresans
spektrumlar1 ve molekiiler modelleme kullanilarak incelenmistir. Apigenin HSA’nin L.
bdlgesine baglandigi tespit edilmistir. Forster enerji transferine gore bu bolgede Hidrojen
baglarinm bulunmadigi tespit edilmis 3,21 nm de baglanma mesafesi olarak bulunmustur

(yuan vd 2007).

CI Acid Red 73 bilesigi ile Insan serum albiimini (HSA) arasindaki etkilesim
Spektroskopik ve Molekiiler docking yontemleri kullanilarak incelenistir.C.1 Acid Red 73
bilesigi HSA’nin subdomain IB bdlgesine aktif olarak baglanabilecegi Molekiiller docking
yontemine gore tespit edilmistir. C.I Acid Red 73 bilesigi HSA’ya baglana bilecegi nokta
say1st noktasi sayis1 1,73 olarak bulunmustur. Spektroskopik yontemlerle C.I Acid Red 73
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bilesigi ile HSA etkilesim statik kunclesme mekanizmasi lizerinden yiiriidigi tespit
edilmistir. Molekiiller docking yontemi ve termodinamik verilerden yola ¢ikarak iKi
molekiil arasindaki hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler oldugu gézlemlenmistir.
goreC.l Acid Red 73’in HSA ’nin baglanma mesafesi Forster enerji transferi teorisine gore

3,28 nm olarak bulunmustur (Guo vd 2010).

Duragan-hal floresans spektroskopisini kullanan Debabrata ve arkadaslar1 7-Aminino
kumarin bilesikleri ile rhadomine 590 bilesigini susuz asetonitril ve metanol’de iki bilesik
arasindaki enerji transferlerini incelenmistir. Deneyler esnasinda dondr ve akseptor olarak
sirastyla7-amino kumarin ve rhadomine 590 bilesigi kullanilmistir. Elde edilen sonuglarda
Ro degeri 100 A”dan yiiksek ¢ikmustir. Farkli ¢ozeltilerde hesaplanan overlap bolgeleri (J)
oldukea biiyiik olup susuz asetonitril ve metanol i¢in sirastyla 10*tve 102 M cmolarak
tespit edilmistir. Overlaplarin yiiksek ¢ikmasina karsin enerji transfer hiz sabitler diisiik
elde edilmistir. Bu nedenle enerji transferindeki farklilik donérun yapisia bagh oldugu

ispatlanmistir (Debabrata vd 2004).

Niikleotid anologu olan ¢esitli hastaliklar ile ilgili farmakolojik etkilere sahip 2’-deoksi-
2’-fluoro-4’azidocytidine (FNC) molekiiliiniin insan hemoglobini (HHb) arasindaki iligki
floresans kuenglesme teknigi, absorbsiyon spektroskopisi, floresans kuenglesme teknigi,

senkronize floresans spektroskopisi teknikleriyle incelenmistir. FNC molekiilii ile HHb
arasindaki etkilesimin statik kuencglesme gosterdigi gozlemlenmistir. Termodinamik
parametreler ve molekiiler modelleme teknigine gore molekiiller arasinda hidrojen baglari

ve van der Waals kuvvetlerinin oldugu gézlemlenmistir (He vd 2014).
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3.MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismalarda kullanilan floretin (2,4,6-trihidroksi-3-(4-hidroksifenil)-propiofenon), Insan
serum albumin HSA (saflik%99), Etanol, H>SOs, NaOH ve L-egg lecithin
phosphatidylcholine ( saflik%99) SIGMA firmasindan satin alindi. Kloroform Scharlau

firmasindan temin edildi.

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre (Shimadzu UV-3600 UV-VIS-NIR) absorpsiyon o&lgtimleri igin
kullanildi. Spektroflorfotometre (Perkin Elmer LS55 Floresence Spektroflorometre)
floresans ve senkronize floresans Gl¢iimleri i¢in kullanildi. Ultrasonik Karistirici (Elma S
60H) lipozom ve ¢6zelti hazirlamak i¢in kullanildi. pH metre ( Thermo Scientific Orion 3

marka pH metre,) ¢ozeltilerinin pH'sin1 ayarlamak i¢in kullanilda.

3.2. Lipozom ve Numunelerin Hazirlanmasi

Lipozomlar ¢ozeltileri, ince film hidrasyon metodu kullanilarak L-egg lecithin
phosphatidylcholine’den (PC) hazirlanmustir (Bozkurtvd. 2013). Istenilen konsantrasyonda
PC fosfolipiti alinip kloroformda ¢6ziinerek lipit duvarlarinin olusmasi saglandi. Hafif bir
azot gazi akmu ile kloroform siselerden wuzaklastirildi. Coziiciiniin  tamamen
uzaklastirildigindan emin olmak igin en az 1 saat vakum altinda bekletildi. Daha sonra

tampon ¢ozelti (25 ml fosfat tampon, pH 7.4) eklenerek ultrasonik su banyosuna birakip
iki saat boyunca beklendi. Boylece ¢ok tabakali fosfolipid lipozomlari elde edildi. Dort
farkli lipit konsantrasyonu (220 uM, 242 pM, 260 uM, ve 282 uM) hazirlandi. HSA nin

konsantrasyonu 5uM olacak sekilde elde edilen lipozom ¢ozeltileri
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ne eklendi. Floretinin 1.0 mM’lik etanol igerinde stok ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢6zeltiden
uygun miktarda konsanrasyonu 5uM olacak sekilde elde edilen lipozom c¢dzeltilerine
eklendi.

Floretinin 1.0 mM’lik etanol igerinde stok ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozeltiden uygun
miktarda Floretin deneylerde kullanilmak tizere 10 ml’lik siselere Floretin deneylerde
kullanilmak tizere 10 ml’lik siselere konuldu. Siselerden azot gazi gegirilerek ortamdaki
etanol tamamen uzaklastirildi. Siselerden azot gazi gegirilerek ortamdaki etanol tamamen
uzaklastirildi.5 pM olacak sekilde elde edilen lipozom ¢ozeltilerine eklendi. Floretinin 5
mL HSA-Lipozom ¢ozeltisi eklendi. Elde edilen karigimlar uygulamadan 6nce 30 dakika
boyunca dengelendi ve deneyler yapildi. L-egg lecithin phosphatidylcholine molekiiliiniin
yapist Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. L-egg lecithin phosphatidylcholine molekiiliiniin yapist

3.3.1. Floresans ve Absorpsiyon Spektrumlarinin Alinmasi

Oncelikle Floretin ve HSAnn oda sicakhginda farkli lipozom ¢dzeltisi
konsantrasyonlarinda absorpsiyon ve floresans spektrumlari alinacaktir. Daha sonra
termodinamik parametrelerin belirlene bilmesi i¢in farkli sicakliklarda bu olgiimler
tekrarlanacaktir. Floretin’in HSA molekiiliiniin yapisal degisimine etkisini belirlemek i¢in
senkronize floresans (SF) spektrumlar1 ve absorpsiyon spektrumlarindan faydalanilacaktir.
SF spektrumu kromofor etrafindaki molekiiler ¢evre hakkinda bilgi vermektedir. Bu
metotta kromofor molekiiliiniin ¢evresindeki polaritenin degismesi sonucunda emisyon
maksimumda bir kayma olusur. Bu kaymanin miktarma bagli olarak molekiillerin serum
albiiminlerin hangi bolgesiyle etkilestigi bulunur. Ornegin SF spektrumu almirken,
uyarilma ve emisyon dalga boyu farki 15 nm’ye ayarlandigi zaman (AA =15 ) HSA
molekiiliiniin trozin amino grubunun zengin oldugu bdlge, uyarilma ve emisyon dalga boyu
farki 60 nm’ye ayarlandig1 zaman (AL =60 ) HSA’nin tiptofon amino grubunun zengin
oldugu bolge igin karakteristik bilgi saglamaktadir. Deneysel olarak bu dalgaboyu

farklarinda molekiiller uyarilacak ve grafikler bu dogrultuda yorumlanacaktir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Ik olarak lipozom ortammda HSA ve Floretin arasinda etkilesim olup olmadigma bakilda.
Bunun igin lipozom konsantrasyonu sabit tutulup HSA-Floretin sistemi i¢in floresans
Olgtimleri alind1. 260 pM’lik lipozom ortammda HSA'nin 5,0uM’da konsantrasyonu sabit
tutulup Floretinin artan konsantrasyonlar1 i¢in floresans spektrumlari lglilmiistiir. Elde

edilen floresans spektrumlar1 Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. 260 uM’lik lipozom igeren fosfat tamponu ¢ozeltisi ortaminda 5,0uM HSA’nin artan Floretin
miktarlarinda alinmis diizeltilmis floresans spektrumu. Floretinin konsantrasyonu:(1) OuM; (2) 2 uM; (3) 4
UM; (4) 6 uM (5) 8 uM; (6) 10uM; (7) 12 uM; (8) 16uM, (9) 20 M

Sekil 4.1°de gosterildigi gibi bir dizi artan Floretin konsantrasyonu ile HSA’nin floresans
siddeti azalmistir. HSA emisyon dalga boyunun maksimum degeri 345 nm olarak

bulunmustur. Ayrica yeni bir floresans bandi gozlenmemistir. HSA molekiiliiniin fosfat
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tamponu ortaminda emisyon maksimumu 345 nm olmasi, HSA ile lipozomlar arasinda bir
etkilesim olmadigmi gostermektedir. Ciinkii ortamdaki sicaklik, polarite ve viskozite
degisimleri molekiilllerin optik O6zelliklerini degistirmektedir (Toprak 2011). HSA
molekiiliiniin floresans 06zelligi biinyesinde bulunan triptofan, tirozin ve fenilalanin
kalintilarindan kaynaklanir. HSA'nin floresans siddetine esas katkiy1 bir florofor olarak
degisimleri molekiilllerin optik &zelliklerini degistirmektedir(Toprak 2011). HSA
molekiiliiniin floresans 06zelligi biinyesinde bulunan triptofan, tirozin ve fenilalanin
kalintilarindan kaynaklanir. HSA'nin floresans siddetine esas katkiy1 bir florofor olarak
islev goren triptofan yapar. Bu nedenle, HSA'nin merkezinin dibine yakin bulunan triptofan
kalintisi, 345 nm'de emisyon vermektedir(Steblecka vd 2015). HSA’nin floresans
siddetindeki azalma Floretin ile etkilestigini gostermektedir. Floresans siddetindeki asiri
sonme Floretinin HSA’nin triptofan aminoasit gruplarina daha yakin oldugunu gosterebilir.
Fakli lipozom konsantrasyonlarinda iki molekiil arasindaki etkilesim olup olmadigini
bakildi. Bunun i¢in 220 puM, 242uM ve 282 uM olmak {izere ii¢ tane lipozom
konsantrasyonunda floresans olgiimleri alindi. 220 uM, 242uM ve 282 uM’lik lipozom
ortammnda HSA'nin 5,0uM’da konsantrasyonu sabit tutulup floretinin artan
konsantrasyonlar1 igin floresans spektrumlar1 Olgiilmiistiir.  Elde edilen floresans
spektrumlar1 220 uM, 242uM ve 282 uM’lik lipozom ortamu i¢in sirasiyla Sekil 4.2, 4.3

ve 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.2. 220 uM’lik lipozom igeren fosfat tamponu ¢ozeltisi ortaminda 5,0uM HSA’nin artan Floretin
miktarlarinda alinmig diizeltilmis floresans spektrumu. Floretinin konsantrasyonu:(1) O0uM; (2) 2 uM; (3) 4

uM; (4) 6 uM (5) 8 uM; (6) 10uM; (7) 12 uM; (8) 16uM, (9) 20 uM
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Sekil 4.3. 242 uM’lik lipozom igeren fosfat tamponu ¢ozeltisi ortaminda 5,0uM HSA’nin artan Floretin
miktarlarinda alinmis diizeltilmis floresans spektrumu. Floretinin konsantrasyonu:(1) OuM; (2) 2 uM; (3) 4

UM; (4) 6 uM (5) 8 uM; (6) 10pM; (7) 12 uM; (8) 16uM, (9) 20 uM



22

400
350:
300:
250:
200:

150 -

Floresans Siddeti

100 -

504,

] - ] - ] - ] - ] - ] - ] - ]
300 320 340 360 380 400 420 440
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.4. 282 uM’lik lipozom igeren fosfat tamponu ¢ozeltisi ortaminda 5,0uM HSA’nin artan Floretin
miktarlarinda alinmis diizeltilmis floresans spektrumu. Floretinin konsantrasyonu:(1) OuM; (2) 2 uM; (3) 4
UM (4) 6 WM (5) 8 uM; (6) 101M; (7) 12 M (8) 161M, (9) 20 pM

Spektrumlardanda goriildiigli gibi tiim lipozom ¢dzeltilerinde HSA molekiiliiniin floresans
siddeti ortama eklenen artan Floretin konsantronlarmda diismistiir. Floresans cihazinin
acilip kapanmasi dikkate alinirsa farkli lipozom konsantrasyonlarinda HSA'nin floresans
siddetinde 6nemli bir degisiklik olmamistir. Ancak, lipozom konsantrasyonu arttikca HSA
spektrumunda, (282 uM) yapisal degisiklik ve maksimum floresans siddetinde 1 nm’lik bir
kayma oldugu goriilmektedir. Bu durum HSA molekiilii ile lipitler arasinda yiiksek
lipozom konsantrasyonlarina ¢ikildik¢a etkilesimin oldugunu géstermektedir (Sangra vd
2017).Tim lipozom konsantrasyonlarinda HSA'nin floresans siddeti, Floretin
konsantrasyonundaki artisla yavas yavas azaldigi goziikmektedir. Bu durum, tiim lipozom
konsantrasyonlarinda HSA ve Floretin arasindaki etkilesimin varligini gostermektedir. Bu
etkilesim, dogrudan Floresans kuenglesme nedeniyle olabilir. Floresans kuenglesme,
bilesiklerin serum albiimin ile etkilesimlerinin arastirilmasinda yaygin olarak kullanilir ve
bu teknik, bilesikler ve proteinler arasindaki baglanma mekanizmalarini, baglanma
sabitlerini ve baglanma modlarmi 6lgmek igin kullanilir. 260 pM’lik sabit lipozom
konsantrasyonunda Floretin ve HSA arasindaki etkilesimin mekanizmasini incelemek igin

floresans kuenglesme kullanilmistir. Floresans kuenglesme dinamik, statik ve ikisinin
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birlesmis sekli gibi ¢ kategoride incelenebilir. 260 pM’lik sabit lipozom
konsantrasyonunda 5,0uM’lik HSA {izerine artan miktarlarda Floretin eklendi. Bu
cozeltiler 298, 303, 307, 309 ve 311K sicakliklarda hazirlandi. Elde edilen ¢ozeltilerin
floresans spektrumlar1 alindi. Spektrumlardan elde edilen veriler Denklem 1.1°e yerine
koyularak Stern-Volmer grafigi ¢izildi. Bu grafikte Stern-Volmer hiz sabiti (Kj,)
belirlendi. 260 pM’lik lipozom sisteminde Floretin bilesiginin farkli konsantrasyonlar1 ve

sicakliklar icin ¢izilen Stern-Volmer grafigi Sekil 4.5°te verilmistir.
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Sekil 4.5. (a) Farkli sicakliklarda260 uM’lik lipozom igeren fosfat tamponu ¢ozeltisi ortaminda HSA-Floretin
sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi (b)HSA- Floretin sistemi igin lineer Stern-Volmer grafigi; Floretin
konsantrasyonu 2, 4, 6 ve 8 uM’dir

Sekilde goriildiigii gibi diisiik Floretin konsantrasyonunda lineerlik vardir. Ancak
konsantrasyon artisiyla bu lineerlik kaybolmaktadir. Sicaklik artisi [,/I oranlarimi
arttrmustir. 2, 4, 6 ve 8§ uM’lik Floretin konsantrasyonlar1 i¢in farkli sicakliklarda

hesaplanan Ky, ve k, degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1. Farkli sicakliklarda 260 pM’lik lipozom ¢ozeltisi ortaminda HSA-Floretin sistemi i¢in Stern-
Volmer kuenglesme ve baglanma sabitleri

T x? K, kq x?* K, n
(K) (x10° L. mol™)  (x10% L. mol*s?) (x107)
298 0,9597 17,5 17,5 0,9772 11,6 1,53
303 0,9702 18,4 18,4 0,9857 4,1 1,44
307 0,9688 19,2 19,3 0,9892 2,3 1,38
309 0,9797 20,3 20,3 0,9862 16 1,36
311 0,9974 24,1 24,1 0,9862 1,1 1,31

HSA gibi biopolimerlerin ortalama uyarilma émrii 108dir (Rhodes et al 2014). Tabloya
bakildiginda sonuglar, Stern-Volmer kuenglesme sabitinin degerlerinin artan sicaklikla
arttigr  gorilmektedir. Bu durum, HSA-Floretin arasindaki etkilesimin muhtemel
mekanizmasinm dinamik kuenglesme olabilecegini gostermektedir. Ancak tiim sicakliklar
igin k,degeri maksimum dinamik kuenlesme oran sabitinden oldukea biiyiiktiir. Dinamik
kenglesme sabitleri en fazla 2.0 x 107% L/mol.s olarak verilmektedir (Liu et al., 2012). iki
molekiil arasindaki etkilesim mekanizmasin1 netlestirebilmek ig¢in absorpsiyon
spektrokopisine basvuruldu. Ilk olarak 260 uM’lik lipozom ortammda HSA'nmn 5,0pM’da
konsantrasyonu sabit tutulup ortama 2 uM, 4 uM, 6 uM ve8 uM floretin eklenerek
absorpsiyon spektrumu alindi. Daha sonra 260 uM’lik lipozom ortaminda 2 uM, 4 uM, 6
uM ve 8 uM floretinin absorpsiyon spektrumlari alindi. Elde edilen absorpsiyon

spektrumlar1 birlestirilerek Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. 260 uM lipozom ¢ozeltisi i¢inde HSA’nin farkli konsantrasyonlarda floretin varligindaki
absorpsiyon spektrumlari. Floretin konsantrasyonlari: 2 pM, 4 pM, 6 uM ve8 uM; kesik ¢izgili kisim 260
M lipozom ¢ozeltisi i¢inde Floretinin adsorpsiyon spektrumu.

Sekilden’de gorildigi gibi HSA’ nin 5,0uM sabit konsantrasyonda olmasina karsin
ortama Floretin eklenmesiyle absorpsiyon spektrumlarinda artis meydan gelmistir. HSA-
Floretin sisteminin absorpsiyon spektrumlar1 bu molekiilerin tek basina almmis
spektrumlarindan farklidir. Bu da HSA ile ortama eklenen Floretin arasinda bir kompleksin
olustugunu gosterir. Bu durum HSA miktart sabit iken absorpsiyon siddetinin artmasini
gostermektedir. Absorpsiyon spektrumlari Floretin-HSA sisteminde statik kuenlesmenin
varhigmi da gostermektedir. Bu nedenle, 260 uM’lik lipozom ortaminda Floretin-HSA
arasidaki etkilesim mekanizmasinda statik ve dinamik kuenlesmenin ayni anda oldugu
soylenebilir. Dinamik ve statik keunlesmenin birlesmesiyle olusan sistemlerde modifiye
edilmis Stern-Volmer denklemi kullanilir. Bu denklem ile ¢izilen grafigin korelasyon
degeri (x2) ne kadar 1’e yakin olursa o kadar statik ve dinamik kuenlesme mekanizmasinin
ayni anda oldugunu gosterir. Kuenglesme mekanizmasini netlestirmek igin, veriler

Denlem1.3 ’e gore analiz edildi. Elde edilen grafik Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. Floretin-HSA sistemi igin [(Fy/F) — 1]/[Q] kars1 [Q]grafigi.

Grafikte goriildiigii gibi korelasyon degeri 0.9907 cikmustir. Tablo 4.1°¢ bakildiginda
Stern-Volmer denkleminden elde edilmis korelasyon degerinden biiyiiktiir ve ayrica 1’e
oldukea yakindir. Tiim bu sonuglar HSA ile Floretin arasinda etkilesimin dinamik ve statik
kuenglesme lizerinden yiiriidiigiinii gostermektedir. Biyomolekiiller bagimsiz baglanma
bolgelerine sahiptirler. ki molekiil arasinda baglanma sabitlerinin bulmak i¢in modifiye
edilmis Stern-Volmer denklemi kullanilir. Bunun i¢in 298, 303, 307, 309 ve 311K
sicaklikta 260 uM’lik lipozom ortaminda hazirlanmig HSA-Floretin ¢ifti ¢ozeltilerinden
elde edilmis floresans spektrumlar1 kullanildi. Veriler Denklem 1.2°de yerine koyularak
modifiye edilmis Stern-Volmer grafigi c¢izildi. Grafikten HSA-Floretin sistemi igin
baglanma sabiti ve baglanma sayisi (afinitesi) hesaplandi. 260 pM’lik lipozom sisteminde
Floretin bilesiginin farkli konsantrasyonlar1 ve Sicakliklar i¢in ¢izilen modifiye edilmis

Stern-Volmer grafigi Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. 260 uM’lik lipozom sisteminde HSA-Floretin etkilesimi i¢in baglanma sabiti grafigi

5 farkli sicaklik i¢in baglanma sayisi ve sabiti hesaplanmus, elde edilen veriler Tablo 4.1°de
verilmistir. Baglanma sabitinin biiyiikliigii Floretin ve HSA arasinda giiglii bir etkilesim
oldugunu gostermektedir. Ancak sicakligin artmasiyla baglanma sabitlerinin azaldig:
goriilmektedir. Bu durumda su sekilde agiklanabilir. Floretin ve HSA arasindaki etkilesim
mekanizmasina yiiksek sicakliklara ¢ikildik¢a dinamik kuenglesmenin katkis1 artmaktadir.
Diisiik sicakliklarda ise etkilesim mekanizmasina statik kuenlesmenin katkisi daha fazladir.
Buradan HSA’nin aktif bolgesine baglanan molekiil sayis1 ve HSA {izerindeki baglanma
noktasmin artan sicaklikla azaldigi ifade edilebilir. Molekiiller arasindaki etkilesim
kuvvetlerini belirlemek i¢cin termodinamik parametrelerden faydalanilir. Degisik
sicakliklarda elde edilen baglanma sabiti degerleri van’t Hoff denklemi kullanilarak
termodinamik parametreler hesaplanabilir. Denklem 1.4 kullanilarak grafik Sekil 4.9’da

verilmistir.
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Sekil 4.9. Floretin-HSA sistemine ait Van’t Hoff denklemi grafigi

Grafikten elde edilen degerler Denklem 1.5 kullanilmistir. 260 uM’lik lipozom sisteminde
Floretin-HSA arasindaki etkilesim i¢in elde edilmis termodinamik parametreler Tablo

4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. HSA- Floretin sistemi i¢in termodinamik parametreler

T (K) AG (kJ mol™) AH (kJ.mol™) AS (J. mol* K™
298 -45,89 -135,0 -299,0

303 -44,39

306 -43,19

309 -42,60

311 -42,00

Tablo 4.2” ye bakildiginda Gibbs serbest enerjisi negatif ¢ikmistir. Bu durum 260 pM’lik
lipozom sisteminde HSA-Floretin arasindaki etkilesimini kendiliginden ger¢eklestigini
belirtmektedir. Yine entalpi ve entropi degisiminin negatif degerde ¢ikmasi iki molekiil
arasinda hidrojen bagi ve giiclii van der Waals etkilesimlerinin oldugu sonucunu
gostermektedir. Ek olarak, entalpi degisiminin negatif olmasi, HSA-Floretin kompleks

olusumunun ekzotermik bir reaksiyon oldugunu gosterir. Gibbs serbest enerji degerlerinin
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artan sicaklikla yiikseldigi goriilmektedir. Buda iki molekiil arasindaki baglanmanin
sicaklik artik¢a azaldigi anlaminda gelir. Diisiik sicakliklarda iki molekiiliin baglanmasi
daha fazladir. Termodinamik sonuglar HSA ve Floretin arasindaki etkilesimde, statik ve
dinamik kuenlesmenin ayni anda oldugunu tekrar gostermektedir. Sistem yiiksek
sicakliklarda dinamik keunlesmeye kayarken diisiikk sicakliklarda statik kuenlesme
mekanizmasina yonelmektedir. Bu da lipozom ortaminda HSA ve Floretin arasindaki
etkilesim yarigmali olarak statik ve dinamik kuenglesme mekanizmasi {izerinden

yiridigiinii gostermektedir. Etkilesim mekanizmasi sicakliktan etkilenmektedir.

260 uM’lik lipozom sisteminde HSA’nin konfirmasyonu ortama ilave edilen Floretin ile
degisip degismedigini belirlemek i¢in senkronize floresans spektrumlar1 almmustir.

Floretin-HSA sisteminin senkronize floresans spektrumlart Sekil 4.10 ve 4.11°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.10. 260 uM’lik lipozom konsantrasyonun Floretin’in farkli konsantrasyonlarinda HSA molekiilii igin
alinmis senkronize floresans spektrumlari (AA=15 nm)
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Sekil 4.11. 260 uM’lik lipozom konsantrasyonun Floretin’in farkli konsantrasyonlarinda HSA molekiilii i¢in
alinmus senkronize floresans spektrumlari (AA=60 nm)

Grafikler incelendiginde Floretin-HSA etkilesiminin AA=60 nm i¢in ¢izilen grafiginin
AA=15 nm’de cizilen grafige gore daha fazla degistigi goriilmektedir. Bu degisim Floretin
molekiiliinin HSA’nin triptofan bolgesiyle daha fazla etkilesimde oldugu sonucunu
vermektedir. Sekil 4.11°de ortama artan konsantrasyonlarda Floretin eklendiginde
HSA’nin maksimum emisyon dalga boyunda herhangi bir kayma goézlenmemistir. Bu
durum HSA-Floretin sistemi igin HSA’nin triptofan bolgesindeki polaritenin
degismedigini  ve ayn1i zamanda HSA’nin konfirmasyonunun degismedigini
gostermektedir. Bu sonucu floresans spektrumlari da desteklemektedir. Diger taraftan Sekil
4.10’da emisyon siddetindeki azalmayla birlikte emisyon maksimumda kirmiziya kayma
meydana gelmistir. Bu durum da HSA molekiiliiniin bulundugu ortamin artan Floretin
konsantrasyonuyla polaritesinde bir degisimin oldugu goriilmektedir. Bu degisime bagli
olarak kirmiziya kayma meydan gelmistir. Floretin konsantrasyonu daha fazla
artirildiginda azalmanin yerini diizensiz bir spektruma c¢evirmistir. Bu durum Floretin
molekiiliiniin HSA nin trozin bolgesini etkiledigini, fakat konsantrasyondaki belirli artistan
sonra polaritenin degismedigi ve dolayisiyla enerji transfer verimliliginde bir azalmaya

sebep oldugunu gostermektedir.
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Floretin bilesiginin PC ile hazirlanmis degisik oranlarda lipozomlarda HSA ile etkilestigi
ve bu etkilesimin tipik olarak kuenglesme oldugu gosterildi. Fakli lipozom
konsantrasyonlarinda elde edilen floresans spektrumlar1 daha 6nce Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve
4.4’te verilmisti. Bu floresans spektrumlart kullanilarak Floretin bilesiginin PC
lipozomlarina sizma miktar1 belirlendi. 220 uM, 242uM, 260 uM ve 282 uM lipozom
cozeltileri i¢in Stern-Volmer grafigi Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4 kullanilarak ¢izildi. Elde
edilen Stern-Volmer grafigi Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. (a) Farkli lipozom konsantrayonlarinda HSA-Floretin sitemi i¢in Stern-Volmer grafigi (b) 2 uM,
4 uM, 6 uM ve 8 uM Floretin miktarlari i¢in lineer Stern-Volmer grafigi

Farkli lipozom konsantrasyonlarin i¢in hesaplanan Stern-Volmer hiz sabitleri Tablo 4.3’te

verilmistir.
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Tablo 4.3. Farkli lipozom konsantrasyonlarinda HSA-Floretin sistemi i¢in lineer Stern-Volmer sabitleri.

Cozeltiler x? Kpp (x10° L. mol™) kq(xlolzlL. molts
)

220 uM Lipozom 0,937 20,2 20,2

242 uM Lipozom 0,839 18,3 18,3

260 uM Lipozom 0,932 17,5 17,5

280 uM Lipozom 0,917 16,6 16,6

Goriinen kuenglesme sabitleri kullanilarak Floretin molekiiliiniin PC lipitleri ile olusturulan
lipozom fazindaki ayrigsma oran sabiti hesaplandi. Bunun igin Denklem 1.11 kullanilarak

cizilen grafik Sekil 4.13’te verilmistir.
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Sekil 4.13. Floretin bilesiginin PC lipozomlarindaki ayrigsma sabiti grafigi

Tablo 4.13’¢ bakildiginda lipozom konsantrasyonu arttik¢a goriinen kuenglesme sabitleri
azalmaya baslamistir. Tim lipozom ¢ozeltileri icin HSA miktar1 ve ortama eklenen kuengir
miktar: sabittir. Lipozom miktarmin artmasiyla goriinen kuenglesme sabitlerindeki diisiis,
HSA konsantrasyonu sabit oldugundan ortamda bulunan kueng¢ir miktarinin azaldigini
gosterir. Bu durum sistemde bulunan kuengir molekiillerinin lipozom fazina sizdig1 ve sulu

fazda azaldig1 anlamma gelmektedir. Grafikten Floretinin PC lipozomlarindaki ayrisma
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sabiti K,ve membran fazindaki bimolekiiler kuenglesme sabitli (k) sirastyla 42900 ve
3.33x10° olacak sekilde hesaplanmistir. Ayrisma sabiti oldukca biiyiik olmas: Floretinin
PC lipozomlarina sizma oranin az oldugunu gostermektedir. Floretin molekiiliiniin
lipofilikligi (kimyasal bilesigin yaglarda, yaglarda, lipidlerde ve heksan veya toluen gibi
polar olmayan ¢oziiciilerde ¢oziinme kabiliyeti) diisiik ve hidrojen bag1 yapma ozelligi

yiiksektir. Bu bilgiler Floretin molekiiliiyle ilag gelistirilmesine 151k tutacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda HSA ile Floretin arasindaki etkilesim, L-egg lecithin
phosphatidylcholine’den (PC) hazirlanmis lipozom sistemlerinde absorpsion, floresans ve
senkroniz floresans spektroskopileri kullanilarak incelenmistir. Ayrica floresans
kuenlesme kullanilarak Floretinin PC lipozomlarindaki dagilma (ayrisma) sabiti
belirlenmistir. 220 uM, 242uM, 260 uM ve 282 uM’lik lipozom ortaminda HSA’nin sabit
miktari tizerine artan miktarlarda Floretin eklenerek floresans spektrumlari alinmistir. Elde
edilen tim floresans spektrumlarinda sabit miktar1 {izerine artan miktarlarda Floretin
eklendiginde HSA’nin floresans spektrumlarinda azalma goriilmiistiir. Bundan dolay1 HSA
ile Floretin arasinda bir etkilesimin oldugu gériilmiistiir. HSA’nin floresans maksimum
dalga boyu ilk ti¢ lipozom siteminde 345 nm, 282 uM’lik lipozom sisteminde ise 346 nm
olarak bulunmustur. Ayrica 282 uM’lhik lipozom sisteminde HSA’nin floresans
spektrumunda yapisal degisiklikler goriilmiistiir. Bu durum HSA molekiili ile lipitler

arasinda etkilesimin oldugunu gostermektedir (Sangravd 2017).

260 uM ‘lik lipozom ortaminda HSA-Floretin etkilesimin mekanizmasimni belirlemek i¢in
floresans kuenglesmeden faydalanilmustir. Farkli sicakliklarda elde edilen floresans
spektumlar1 ile Stern-Volmer grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiklerden Stern-Volmer hiz sabiti
(Kp) belirlenmistir. Sicaklik artitikga Stern-Volmer kuenglesme sabitinin degerlerinin
artig1 goriilmiistiir. Ancak tiim sicakliklar igin k, degeri maksimum dinamik kuenlesme
oran sabitinden oldukca biiyiik bulunmustur. Yine HSA-Floretin sitemi i¢in alinan
absorpsiyon spektrumlarinda HSA-Floretin sisteminin absorpsiyon spektrumlar1 bu
molekiillerin tek bagina alinmis spektrumlarindan farkli oldugu bulunmustur. Bu bulgular
g0z oniline alindiginda HSA ile Floretin arasindaki etkilesim mekanizmasmin statik ve
dinamik kuenglesmenin ayni anda oldugu onerilmistir. Bu 6neriyi desteklemek

Onerilmistir modifiye edilmis Stern-Volmer denklemi kullanilmis ve cizilen grafikte

korelasyon degeri (x?) bire ¢cok yakin oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak HSA ve Floretin
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arasindaki
etkilesim mekanizmasima yliksek sicakliklarda dinamik kuen¢lesme, diisiik sicakliklarda

ise statik kuenglesmenin katkisinin daha fazla oldugu 6nerildi.

HSA ve Floretin arasindaki etkilesim kuvvetlerini belirlemek i¢in termodinamik
parametreler belirlendi. Gibbs serbest enerjisi negatif ¢ikmasi lipozom sisteminde HSA-
Floretin arasindaki etkilesimin kendiliginden gergeklestigini gostermektedir. Entalpi ve
entropi degisiminin negatif olmasi iki molekiil arasinda hidrojen bag1 ve gii¢lii van der
Waals etkilesimlerinin oldugunu gosterdi. Gibbs serbest enerji degerlerinin artan sicaklikla
yiikselmesi iki molekiil arasindaki baglanmanin sicaklik artik¢a azaldigini gostermektedir.
Termodinamik sonuglar HSA ve Floretin arasindaki etkilesiminin yiiksek sicakliklarda
dinamik keunlesmeye kayarken diisiik sicaklikla da statik kuenlesmeye kaydigmi

gostermektedir.

HSA’nm konfirmasyonuna ortama eklenen Floretinin etkisini belirlemek igin senkronize
floresans spektrumlar1 alinmistir. Elde edilen sonuglarda Floretin molekiilit HSA’nin trozin
bolgesini etkiledigi, fakat konsantrasyondaki belirli artistan sonra polaritenin degismedigi
ve dolayistyla enerji transfer verimliliginde bir azalma meydana geldigi seklinde
aciklanmistir. HSA’nin triptofan bolgesindeki polaritenin degismedigi Onerilmistir.
Floretin-HSA etkilesiminin AA=60 nm i¢in ¢izilen grafiginin AA=15 nm’de ¢izilen grafige
gore daha fazla degigsmesi Floretin molekiiliiniin HSA’ nin triptofan bolgesiyle daha fazla

etkilesimde bulundugunu gostermektedir.

Goriinen kuenglesme sabitleri kullanilarak Floretin molekiiliiniin lipozom fazindaki
ayrigma oran sabiti hesaplandi. Lipozom miktarmmn artmasiyla goriinen kuenglesme
sabitlerinde diisme meydana gelmistir. Sonu¢ olarak HSA konsantrasyonu sabit
oldugundan su fazinda bulunan kuencir miktar1 azalmis yani kuengir molekiilleri lipit faza
sizmugtir. Floretinin PC lipozomlarindaki K, ve k,, degerleri sirasiyla 42900 ve 3.33x10°
olarak hesaplanmistir. Ayrigma sabitinin biiylik olmas1 Floretin molekiiliiniin su fazinda

daha fazla oldugunu gostermistir. Sonug olarak Floretin molekiiliiniin yaglarda, lipitlerd,
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hekzan veya toluen gibi polar olmayan ¢oziiciilerde ¢6ziinme kabiliyeti diisiik hidrojen bagi
yapma Ozelligi yiiksektir. Floretin bilesiginin sudaki ¢oziiniirliigiiniin yiiksek olmasi bu

molekiiliin viicuttan atilimin1 kolaylastirmaktadir. Yani toksititesini diisiirmektedir.
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