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PYRONIN Y BIiLESIGIiNiN BSA VE HSA iLE ETKILESIMININ
SPEKTROSKOPIK YONTEMLERLE iNCELENMESI

OZET

Bu caligmada; bir ksentan tiirevi olan Pyronin Y (PyY) bilesiginin bovine serum albiimin
(BSA) ve human serum albiimin (HSA) arasindaki etkilesimi, floresans, absorpsiyon ve
FT-IR spektroskopisi ile incelenmistir.

HSA ve BSA floresans siddetleri, PyY’nin artan konsantrasyonuyla azaldigi tespit
edilmigtir. Stern-Volmer esitligi kullanilarak BSA-PyY ile HSA-PyY arasindaki
etkilesimin tiirii belirlenmistir. BSA-PyY ile HSA-PyY arasinda karanlik bir kompleks
olusumu belirlenmistir. Baglanma sabitleri ve termodinamik parametreler farkli
sicakliklarda hesaplanmistir. BSA-PyY arasinda hidrofobik etkilesimler ve van der-Walls
etkilesimin etkin oldugu; HSA-PyY arasinda ise gliglii hidrofobik ve elektrostatik
etkilesimlerin etkin oldugu belirlenmistir. HSA-PyY ve BSA-PyY arasindaki etkilesim
mesafeleri forster enerji transfer teorisine gore incelenmistir. Her iki sistemde molekiiller
arasindaki mesafenin 8 nm’den kiigiik oldugu belirlenmistir. PyY bilesiginin HSA ve
BSA proteinlerinin konformasyonun iizerine etkisi senkronize floresans, absorpsiyon,
FT-IR spektroskopisi kullanilarak incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: BSA, HSA, pyronin Y, hidrofobik, senkronize.



THE INVESTIGATION ON INTERACTION OF PYRONIN Y WITH
BSA AND HSA BY SPECTROSCOPIC METHODS

ABSTRACT

In this study, the interactions of Pyronin Y (PyY) ,a kind of xanthine derivative, with
bovine serum albumin (BSA) and human serum albumin (HSA) have been investigated
by various spectroscopic techniques.

It was found that, the fluorescence intensity of HSA and BSA decreased gradually with
the increasing of PyY concentration. The spectroscopic data was analyzed using Stern—
Volmer equation. Fluorescence tests showed that PyY could bind to BSA/HSA to form
complexes. The binding constants and the thermodynamic parameters were calculated at
different temperatures. It was revealed that the binding of PyY-BSA depended on
hydrophobic interaction and van der Waal’s interaction, and the binding of PyY-HSA
might involve strong hydrophobic and electrostatic interactions. The binding distance
between PyY and BSA/HSA was evaluated according to Foster non-radioactive energy
transfer theory. The binding distance was found to be smaller than 8 nm in both systems.
The effect of PyY on the conformation of BSA/HSA was also investigated using the
synchronous fluorescence, absorbance and FT-IR spectroscopy.

Keywords: BSA, HSA, pyronin Y, hydrophobic, synchronous.
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1. GIRIS

Ik olarak 1960’11 yillarm sonunda floresans kuenclesme teknigi biyokimyasal
problemler icin kullanilmaya baglanmistir. Floresans kuenglesme reaksiyonlari
proteinler, membranlar ve diger makro molekiil sistemleri hakkinda bilgi verirler.
Ornegin bu teknikte oksijen, akriylamid, iyodat iyonu gibi molekiiller kullanilarak
makromolekiil guruplarindaki floresan guruplarin yeri hakkinda bilgi saglanmaktadir
(Lakowicz 2002). Bu yaklasim optik olarak duyarli biyosensorler, hedef bir protein
veya peptidi tanimasi ve baglanmasi i¢cin de tasarlanabilir (Lakowicz 2002). Ayrica
floresans kuenglesme, proteinler ve biyolojik olarak 6neme sahip molekiiller arasindaki
etkilesimi molekiiler seviyede incelenmek i¢inde kullanilmaktadir. Floresans
kuenglesme, bimolekiiler deaktivasyon proseslerinde uyarilmis halde bulunan
molekiilden temel halde bulunan sondiiriicti (kuengir) molekiiliine elektronik uyarilma
enerjisini 151masiz bir sekilde transfer etmesine denir. Bu olaydan sonra uyarilmis halde
bulunan molekiil 1s1masiz bir sekilde temel hale donerken kuencgir molekiilii uyarilmig
hale gecer. Bu gerceklesen enerji transferi olayina sensitizasyon da denilmektedir.
Kuenglesme olayi, birincil veya ikincil bir molekiil kullanilarak herhangi bir sisteme
uygulanabilir. Ayrica floresan kuenglesme reaksiyonlar: kiigiik miktardaki numunelere
de kolaylikla uygulanabilir. En karakteristik ve en 6nemli bilgiler floresans kuenglesme

teknigi ile saglanabilir (Lakowicz 2002).

Genel olarak floresans kenglesme teknigi ile yapilan analizler 107 ve 10” M derisime
kadar duyarlidir. Miktar1 ¢ok az ve belli yapida maddelerin floresans 6zeligi gdstermesi
bir yandan floresans kuenglesme teknigine istiinliik saglarken diger taraftan calisma
alaninin kisitl olmasimdan dolay1 dezavantaj olusturmaktadir. Bundan dolay1 ikincil bir
molekiil kullanilarak da uygulama yapilabilir. Uyarilmis halde bulunan bir molekiiliin
floresansin soniimlenmesini etkileyen pek ¢ok faktoriin bulunmasindan dolayr bu

yontem c¢ok hassas calismay1 gerektirmektedir (Lakowicz 2002; Valuer 2012).



Iki molekiil arasindaki etkilesimin esas alindig1 kuenclesme reaksiyonlar1 genellikle
dinamik ve statik olmak tizere iki mekanizma iizerinde yiiriir (Arik vd 2005). Dinamik
kuenglesme florofor ve kuengir arasindaki diflizyon sonucu carpigmalar ve bu
carpismalardan dolay1 florofor uyarilma 6mrii boyunca soniimlenir diger molekil ise
151k absorbsiyonu sonucu uyarilmis duruma geger. Statik kuenglesme olayinda ise
florofor ile kuengir arasinda floresans 6zelligi olmayan kararl bir karanlik kompleks
olusumu meydana gelir (Lakowicz 1983; Valuer 2012). Bu teknigin temelini, 15181n
madde ile etkilesimine dayandigindan 151¢m yapist hakkinda ¢ok iyi bilgi sahibi olmak

gerekir.
1.1. Isik ve Madde Etkilesimi
Isik birbirine dik elektrik ve manyetik alan vektorlerinden olusur. Siniisoidal harekete

sahip olan 151k, dalga 6zelligi yaninda tanecik ozeligine de sahiptir. Bu 06zellik

Einstein’in fotoelektrik olayi ile ispatlanmistir. Isigin bilesenleri asagida verilmistir.

Momyetik alan wektori

o

R

Slaiga i
hareiaet
LSl

Dafgg Do

alan wektérk

Sekil 1.1. Isigin bilesenlerinin gosterimi (URL-1 2014)

Isigin madde ile etkilesimini inceleyen bilim dalina spektroskopi denir. Spektroskopi,
bir bilesimdeki atom, molekiil ve iyonlarin bir 1s1may1 sogurmasi veya yaymasi
sirasinda atom, molekiil ve iyonlarin bir enerji diizeyinden diger bir enerji diizeyine
gecigleri sirasinda elektromanyetik 1simanin  Olgiilmesi ve degerlendirilmesidir.
Elektromanyetik 1s1may1 absorplayan bir molekiiliin, 6teleme, donme, titresim ve

elektronik uyarilma hallerin meydana gelmesine sebep olur. Uyarilmis bir atom veya



molekiil enerjisinin artmasindan dolayr kararsizdir. Atom veya molekiil temel hale
donerken enerjisinin tiimiinii ya da bir kismmi 1s18a doniistiirerek c¢evreye salar.
Elektromanyetik radyasyon ile uyarilma sonucunda molekiiliin enerjisini ortama 1s1k
olarak vermesi durumuna fotoliiminesans veya liiminesans adi verilir. Liiminesans
floresans veya fosforesans seklinde olusabilir. Floresans, uyarilmis bir singlet halden
temel haldeki singlet hal durumuna isimali gegisi; fosforesans ise uyarilmis triplet
halden sistemin temel haldeki singlet hale 1simali gecisini belirtmektedir (Lakowicz
1986; Sarikaya 1998; Giindiiz 2007; Valuer 2012). Sekil 1.2°deki jablonski
diyagrammda molekiiliin elektromanyetik radyasyonu absorplamasi  sonucu

olusabilecek fotofiziksel prosesler gosterilmistir.

Singlet uyarilmis hal Triplet uyarilmisg hal

. Sistemlerarasi gegis

TL

Absorbans

Sekil 1.2. Jablonski Diyagrami (Giindiiz 2007)

Sekilde goriildiigli gibi Sy ile gosterilen bir molekiiliin singlet temel hali, S; ve S, ile
gosterilenler bu molekiiliin uyarilmis singlet halleridir. Diyagramdaki hallerin altinda
bulunan kalin ¢izgilere o halin elektronik seviyesini, iizerindeki a, b, c,.. ile gdsterilen
ince ¢izgiler o halin titresim seviyesini gostermektedir. 1 ile gosterilen durum i¢ gegisi
ve 2 ile gosteril durum ise sistemler aras1 gegisi belirtmektedir. Yukaridaki diyagramda

gosterilen olaylar1 kisaca 6zetlenecek olursa:



Absorpsiyon; singlet temel halden, S; ve S, ile gosterilen singlet uyarilmis hale
elektronik bir gecistir. Bu olaymn yaklagik 107 saniyede gerceklesmesi ve uyarilma
sirasinda Franck-Condom prensibine gore ¢ekirdegin yer degistirmesi dnemsenmeyecek
kadar az oldugundan, molekiiliin her ii¢ durumdaki geometrik yapis1 birbiriyle aynidir.
Singlet halden singlet hale gegisler spektroskopik olarak izinli gegislerdir. Singlet temel
halden tirplet uyarilmig hale gecis ise fotofiziksel olarak miisaade edilmeyen gecistir.
Sistem triplet uyarilmis hale ancak uyarilmis singlet halin, bir triplet titresim enerji

seviyesiyle ¢cakigmasi sonucu izin verir (Skoog vd 1998; Valuer 2012).

Floresans: Uyarilmig bir singlet halindeki molekiiliin temel haldeki singlet durumuna
isimali gecisi gosterir. Bu olay yaklasik 107 ve 10 saniye gibi kisa bir siirede
gerceklesen elektronik bir gegis basamagidir.

Fosforesans: Uyarilmis bir triplet halinden temel haldeki singlet hale sistemin 1s1mal1 bir
sekilde gecisini belirtmektedir. Bu olay sirasinda elektron triplet uyarilmig halden
singlet uyarilmis hale gecerken spin degistireceginden elektronun miiltiplisitesi degisir
bu nedenle fotofiziksel olarak spin bakimmdan miisaade edilmeyen bu durum yaklagik

olarak 10~ veya 1 saniyeden daha fazla siirede meydana gelir.

I¢c gecis: Genelde bu olay izomerlesme veya rezonans halleri bulunan molekiillerde
goriilir ve molekiil hangi elektronik seviyeye uyarilsa uyarilsin en altta bulunan enerji
halin elektronik enerji seviyesinden floresans 1511 yayarak temel hale gecisi ifade eden

durumdur.

Dis gecis: molekiil lizerinde tasidigi uyarilma enerjisini ortamda bulunan safsizlik

molekiilleriyle carpismasi suretiyle temele hale donmesine dis gecis denir.

Titresim relaksasyonu: Molekiil uyarildigi 1smin siddetine bagh olarak uyarilmis enerji
seviyesinde herhangi bir titresim enerji seviyesine yiikselir. Ancak uyarilmis molekiil
titresim enerjisini molekiiliin i¢inde bulundugu ¢6ziicii ortamiyla ¢arpismasi sonucu

10" gibi kisa bir saniyede disar1 salar. Bu gegisler 1simasiz olup floresans olayiyla

rekabet eden ve onu bastirmaya ¢alisan bir durumdur. (Valuer and Santos 2012)



Sistemler aras1 gecis: Elektromanyetik radyasyonla uyarilmis bir molekiiliin singlet
halinin o molekiiliin triplet halindeki titresim enerji seviyeleriyle ¢akigmasi durumunda
uyarilmis molekiiliin elektronu, spin degistirerek triplet halin enerji seviyesine geger. Bu
olay genel olarak spin/orbital etkilesimin ¢ok fazla oldugu diisiiniilen agir element

iceren molekiilerde goriiliir (Giindiiz 2007).

1.1.1. Deaktivasyon Prosesleri

Elektromanyetik radyasyonun madde ile etkilesimi sirasinda wuyarilmis halin
deaktivasyonu fotofiziksel veya fotofikimyasal olarak gerceklesir. Monomolekiiller ve
bimolekiiller ortamlar deaktivasyon proseslerinin farkli gerceklesmesine sebep olur.

Deaktivasyon prosesleri Sekil 1.3’te verilmistir.

(a)

P1
Monomolekiller (b)
pr— RO+ hv

RO + 1s (<)

hv
Ro R
(d)

P1 (+P2...)
L o Resr- (e)
Bimolekuller RO + Q (f)

Sekil 1.3. Deaktivasyon prosesleri (Bozkurt 2007)

Sekilde temel halde bulunan Ry molekiilii elektromanyetik radyasyon ile uyarilmistir.
Uyarilma sonucu R* molekiilii olusmakta ve eger ortamda baska bir molekiil yoksa bu
molekiil monomolekiiler deaktivasyon proseslerine maruz kalacaktir. Sekilde a, b ve ¢
ile gosterilen prosesler sirasiyla; fotokimyasal reaksiyon sonucu yeni iirlin olusabilir,
molekiil absorpladigi enerjiyi disartya floresans seklinde verebilir ve R* aldigi
radyasyonu 1simasiz olarak disariya 1s1 seklinde verecektir. Fakat bu 1s1 ortamin

sicakligin1 artirmayacak molekiillerin kinetik enerjisinde harcanacaktir.



Eger ortamda Q gibi baska bir molekiil bulunursa R* bimolekiiler prosesler sonucu d, e
ve f seklinde gosterilen durumlar olusabilir. Bu olaylar sirasiyla; R*, Q ile etkileserek
fotokimyasal bir reaksiyon sonucunda iirlin veya iiriinler olusabilir. R* etkilestigi Q’ye
elektron vererek R'* sekline doniismesi ve Q ise aldigi bu elektron sayesinde Q'
sekline doniismesini ifade eder. Elektron transferi olarak aktaracagimiz bu islem

asagidaki mekanizmalar iizerinden yiiriir.

R+ hv — 'R* (1.1)
IR*  —»IR* (1.2.)
R*+1Q° —R*+QT (1.3)

2R'++2Q" — 1R°+1Q° (1.4.)

Deaktivasyon proseslerinde son olarak uyarilmis R* molekiili tasidigir radyasyon
enerjisini Q molekiiliine vererek Q*’in olugmasina sebep olurken molekiil Ry haline
1s1masiz bir sekilde donebilir. Bu olaya kuenclesme buna sebep olan molekiile ise

kuengir denilir.

1.2. Floresans Kuenclesme

Uyarilmis molekiil (florofor=R*) ile kuencirin (Q) Sekil 1.3.te bimolekiiler
deaktivasyon prosesi sathasinda gosterildigi gibi etkilesmesi sonucu floresans
kuenclesme olayr meydana gelmektedir. Floresans kuencglesme genel olarak statik ve
dinamik olmak {iizere iki mekanizma {lizerinde meydana gelmektedir. Bazi durumlarda
sistemde hem dinamik hem de statik kuenglesme birlikte yiiriimektedir (Lakowicz

2002).

1.2.1.(a). Statik Kuenc¢lesme Mekanizmasi

Cozelti ortaminda florofor ile kuencirin etkilesmesi sirasinda kuengirin florofora
diftizlenmesi sonucu 1s1ma 6zeligi olmayan bir kompleks meydana geliyorsa bu olaya
statik kuenclesme denir. Iki molekiil arasinda gerceklesen bu olay Stern-Volmer esitligi

ile ifade edilir ( Lakowicz 1983).



= (1+ Ky, [QD (1 + KalQ]) (1.5)

Yukarida verilen (1.5) denkleminde; Iy ortamda kueng¢ir olmadigi durumda floroforun
floresans siddetini, I ise ortamda kuencir ve florofor oldugu andaki floroforun floresans
siddetini, Q kuenc¢ir konsantrasyonu, K, Stern-Volmer kuenclesme sabitini, Ka ise

kompleks olusum sabitini ifade etmektedir (Lakowicz 1983).

I + Q I...Q (a)

+hv

o+ Q @..Q* (b

Sekil 1.4. Statik kuenglesme gosterimi (Lakowicz 2002)

Sekil 1.4’te a ve b ile gosterilen durumlar statik kuenglesmenin iki durumda
gerceklestigini gosterir. Burada a, statik kuenglesmede florofor ile kuengir arasinda
temel halde floresans 6zeligi olmayan bir kompleks olusabilecegini gosterir. Sekilde b
ile gosterilen diger durumunda florofor uyarildiktan sonra floresans 6zeligi olmayan bir

komplekste olusabilir (Bozkurt 2007).

1.2.1.(b). Dinamik Kuenclesme Mekanizmasi

Sistemde bulunan kuengir florofora diftizlenip floroforun floresans aktif bolgesine
carpip ayrilirken kisa siireligine soniim olayr meydana getiriyorsa bu olaya dinamik

kuenclesme denir. Bu floresans kuenglesme mekanizmasi Stern-Volmer esitligi ile ifade

edilmektedir.

0 =1+ ko 7o[Q] = (1 + Ko [QD) (1.6)



Yukarida verilen (1.6) denkleminde; Iy ortamda kueng¢ir olmadig1r durumda floroforun
floresans siddetini, I ise ortamda kuencir ve florofor oldugu durumda floresans siddetini
kq biomolekiiler kuenglesme sabitini, Q kuencir konsantrasyonu, 7y ise kuengirin

olmadig1 durumdaki floroforun floresans dmriinii belirtmektedir (Lakowicz 2002).

Yukaridaki denklemde gosterilen k, teorik olarak Smoluchowski esitligi kullanilarak

elde edilir. Denklem (1.6)’de Smoluchowski esitligi verilmistir.

4TTRND
KairF = 550 (1.7)

1.3 denkleminde belirtilen R florofor ile kuenc¢ir arasinda carpigsmanin gerceklestigi
durumda florofor ile kuengirin ¢aplarin toplamini belirtmektedir. N, Avogadro sayisini
ve D ise florofor ile kuencirin difiizyon katsayilarm toplamini belirtmektedir. D degeri

ise Stokes-Einstein esitliginden elde edilir. Stokes-Einstein esitligi (1.8)’de verilmistir.

p=—L (1.8)

- 6TNnR

Denklem (1.8)’de verilen k Boltzman sabitini, p ise ¢0ziiciiniin viskozitesini

belirtmektedir.

Coziicii viskozitesine bagh olan k, degeri elde edilirken kullanilan A ve a ise ¢oziicti

viskozitesine bagl olmayan sabitlerdir ( Arik vd 2003).

k, = Ap @ (1.9)

1.2.1.(c). Yarismah Mekanizma

Cesitli durumlarda florofor aym1 kuenc¢ir ile hem kompleks olusturmakta hem de
dinamik kueng¢lesme gosterebilmektedir. Bu durum, sicakligin bir fonksiyonu olarak

cizilen Stern-Volmer grafiginde bimolekiiler kuenglesme sabitlerinin elde edildigi



egrinin y eksenine dogru i¢ biikey bir hal almasiyla anlagilabilir. Bu durum modifiye

edilmis Stern-Volmer denklemiyle gosterilir (Denklem 1.10).

= (1+ Kp[QD (1 + KslQD) (1.10)

Bu denklem diizenlenirse asagidaki sekilde de ifade edilebilir (Lakowicz 1983).

2= 1+ (Kp + K)[Q] + KpK,Q? (1.11)

Yukarida ifade edilen durumlar agsagidaki sekilde kisaca 6zetlenebilir.

m=KpxKsg

Kp + K;

[l (o}

a) Aynikuengirlafloroforun statik kuenglegmesi
b) Aynikuengirlafloroforun dinamik kuenglegmesi

Sekil 1.5. Ayni1 kuengirla floroforun dinamik ve statik kuenglesmesi (Bozkurt 2007)

1.2.2. Kuen¢lesme Mekanizmalarini Ayirt Etme Yontemleri

Kuencirin  florofora difiizlemesiyle gerceklesen statik ve dinamik kuenglesme
reaksiyonlarini bir birlerinden ayrt etmek icin sicaklik, viskozite, floresans yagam omiir

Ol¢timleri ve absorpsiyon spektrumlarindan faydalanilir.
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1.2.2.(a). Sicakhk

Dinamik kuenglesme reaksiyonunda artan sicaklik ile birlikte bimolekiiller kuenglesme
sabitleri diflizyon kat sayisina bagli olarak artarken; statik kuenglesmede sicakligin
artmasiyla kompleksin stabilizesi azalacagi icin bu deger azalir (Lakowicz 1983).
Dinamik ve Statik kuenclesmenin sicakliga bagl gosterimi Sekil 1.10’da sirastyla

gosterilmistir.

[al [al

a) Dinamik Kuencglesme b) Statik Kuenglesme

Sekil 1.6. Statik ve dinamik kuenglesmenin sicakliga bagimlilig1 (Lakowicz 1983)
1.2.2.(b). Floresans Omiir Olciimleri

Floresans 6miir dl¢timleri statik ve dinamik kuenglesmenin ayirt edilmesinde kullanilan
en 6nemli yontemdir. Statik kuenglesmede olusan kompleks florofor 6zelligi gdstermez,
gozlemlenen floresans sadece ¢oOzelti iginde komplekslesmemis florofordan

kaynaklanir. Komplekslesmis kismin floresans 6zeligi olmadigindan ilgisizdir. Bu

yiizden statik kuenglesmede 170 = 1 oldugu durumda dinamik kuen¢lesmede 170 =17°

‘dir (Lakowicz 1983).

Bagka bir ifadeyle; dinamik kuenglesmede ilk liiminesans siddeti sabit kalirken artan
kuengir konsantrasyonuna bagli olarak floresans yasam 0mrii azalir. Bununla birlikte
Statik Kuenglesme de artan kuencir konsantrasyonuna bagli olarak floresans yasam

omrii sabit kalir (Suppan vd. 1994). Bu durum Sekil 1.11°de sirasiyla gosterilmistir.
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A 'y
e 3 a) b)
"",‘- IO
T e S———
] i [ e 1
I I = H
; ; : '
o] > t o st
Tq To To T%
a) Dinamik kuenclesme kinetigi b) Statik kuenclesme kinetigi

Sekil 1.7. Sirasiyla dinamik ve statik kueng¢lesme kinetikleri (Lakowicz 1983)

1.2.2.(c). Absorpsiyon Spektrumu Alinmasi

Statik ve dinamik kuenglesmenin ayirt etmenin bir diger yoluda floroforun absorpsiyon
spektrumunun  incelenmesidir.  Statik  kuenglesmede  floroforun absorpsiyon
spektrumunda genelikle diizensizlik olurken; dinamik kuenglesme sadece floroforun
uyartlmis hallerini etkileyeceginden dolay1 absorpsiyon spektrumunda pek degisme

olmamasi beklenir (Zaho vd 2010; Lakowicz 1983).

1.2.2.(d). Viskozite

Viskozitenin artmasiyla Dbirlikte ¢06zelti iginde bulunan kuengirmm mobilitesi
azalacagidan dolay1 dinamik kuenglesme orani azalir. Statik kuenglesme olayinda ise

bunun tersi bir durum gerceklesir (Arik vd 2004).

1.2.3. Baglanma Sabitleri ve Termodinamik Parametreler

Iki molekiil arasindaki etkilesimin hangi sartlar altinda gerceklestigini dgrenmek icin
etkilesimin gerceklestigi sitemin termodinamik parametreleri yardim edebilir.
Kuenglesme reaksiyonlarinda kiiciik molekiil makro molekiilin aktif noktasina
baglandigr zaman bu iki molekiil arasindaki etkilesim bir esitlik ile gosterilir (Qin vd
2010). Makro molekiil i¢in baglanma noktasinin ve baglanma sabitinin belirlendigi bu
esitlik sayesinde kuenglesme reaksiyonun termodinamik parametreleri hakkinda bilgi

edilebilir.
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Bu esitlik;

Uo-D) _

logT = logK, + nlog[Q] (1.12)

Yukarida verilen denklem (1.12)’de; K, makro molekiil i¢in baglanma sabitini ve n ise
makro molekiil i¢in baglanma noktasini ifade etmektedir. Bu denklem modifiye Stern-

Volmer denklemi olarak adlandirilir.

(1.12) denklemi kullanilarak log (IOI—_I)’in log[Q1’ye kars1 grafigi cizildiginde K, ve n
parametrelerini elde edebiliriz (Qin vd 2010).

Yukaridaki esitlikte elde ettigimiz K, degerini Van’t Hoff esitliginde (Denklem1.13)
kullanarak kiigiik molekiil ile biiyilk molekiil arasindaki etkilesimin termodinamik
parametreleri elde edebilir. Bu tiir etkilesimler genelde hidrofobik, van der Waals,
hidrojen baglar1 ve elektrostatik etkilesimlerdir. Bu etkilesim tiirlerinin ne oldugunu
asagidaki denklemler kullanilarak elde edilen termodinamik parametrelerden

belirlenebilir (Qin vd 2010).

Ink = -2 45 (1.13)
RT R

Bu denklemde, R gaz sabitini ifade etmektedir.

AH ve AS ise InK’nin %’ye kars1 grafigi ¢izildiginde grafigin egiminden ve

ekstrapolasyonundan sirasiyla elde edilebilir. Gibbs serbest enerjisi (AG) ise asagidaki

esitlik kullanilarak elde edilir.
AG = AH — TAS (1.14)
Burada, AG gibbs serbest enerjisini; AH, entalpi degisimini ve AS ise entropi degisimini

gostermektedir. Bu parametrelere bakarak makro molekiil ile kiigiik molekiil arasindaki

etkilesim tiirliniin ne oldugu tahmin edebilir.
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Sistemin termodinamik parametrelerin biiyiikliigii bize kuenglesme reaksiyonun hangi
sartlar altinda gerceklestigini ve bu reaksiyon gergeklesirken molekiiller arasindaki
etkilesimlerin tiirii hakkinda bilgi saglar. Sayet, AH > 0 ve AS > 0 ise hidrofobik
etkilesim; AH < 0 ve AS < 0 ise hidrojen baglar;; AH < 0 ve AS > 0 ise elektrostatik
etkilesim meydana geldigini gosterir (Qin vd 2010).

1.3. Floresans Enerji Transferi

Forster kinetigi dondr ile akseptor arasinda gergeklesen enerji transferi hakkinda da
bilgi saglamaktadir. Fotofiziksel bir proses olan floresans enerji transferi donor (D)
olarak adlandirilan floresant molekiil ile akseptor (A) olarak adlandirilan ikinci molekiil
arasinda gercekklesir. Bu olayda donor absorbe ettigi elektromanyetik radyasyonu
radyasyonsuz bir sekilde akseptdr molekiiliine transfer eder. Kendi temel hale 1s1masiz
gecerken akseptor molekiilii uyarilmis hale gelir. Daha sonra bu molekiil almis oldugu
radyasyonu 1s1mal1 bir sekilde disar1 salar (Chatterjee vd 2005). Iki molekiil arasinda
gerceklesen bu durum Sekil 1.8’de gosterilmistir.

Akseptor

T

| Ll

Enerji transferi

Absorpsiyon

Floresans

Sekil 1.8. Floresans enerji transfer prosesi (Toprak 2006)

Donor ve akseptor arasinda 1s1masiz bir sekilde gerceklesen enerji transferi olay1 bu iki

molekiil arasindaki dipol-dipol etkilesimlerden kaynaklanmaktadir (Tokmakof 2008).
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Enerji transfer mekanizmasi asagidaki gibi gerceklesmektedir.

D*+A——> D+ A* (1.15)

1.3.1. Enerji Transferi Ger¢ceklesme Kosullar

Donor ve akseptdr arasinda dipol-dipol etkilesimler sonucu meydana gelen floresans
enerji transferi iki parametreye bagl olarak gergeklesir (Lakowicz 2002). Bunlar enerji
transferinin gerceklestigi anda donor ve akseptor arasindaki mesafeye bir digeri de
akseptoriin absoprsiyon spektrumu ile donorun emisyon spektrumun cakismasina

baghdir.

1.3.1.(a). Donor ve Akseptor Arasindaki Mesafe

Donor ve akseptoriin etkilesmesiyle meydana gelen enerji transferinin bu iki molekiil
arasindaki mesafeye baghdir. Enerji transfer olaymin gerceklesmesi i¢in donor ile
akseptor arasindaki mesafenin 10 nm’nin altinda olmas1 gerekmektedir. Bu olay Sekil

1.9°da temsili olarak gosterilmektedir (Lakowicz 2002).

Donor "
Akseptor
R>10nm

h:“>.§x:kf O

oresans

hv

R<10nm

Sekil 1.9. Donor ve akseptor arasindaki mesafe gosterimi (Lakowicz 2002)
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Sekil 1.9’da goriildiigii gibi donor ile akseptor arasindaki mesafa 10 nm’den kiiciik
oldugu durumda donor molekiilii absorpladigi elektromanyetik radyasyonu akseptore
aktararak molekiiliin emisyon yapmasina sebep olmaktadir. Bu durumda enerji transferi
meydana gelir. Donor ile akseptdr arasindaki mesafe 10 nm’den biiyiik oldugu durumda
donorun absorpsiyonun yaninda emisyonu da goriilmektedir. Bu olay esnasinda enerji

transferi gerceklesmemektedir (Toprak 2006).

1.3.1.(b). Spektral Ortiisme

Floresans enerji transferinin gerceklesmesi icin gerekli olan bir diger sart, akseptoriin
absorpsiyon spektrumu ile donoriin emisyon spektrumun kismen olarak ortlismesi
gerekmektedir. Bu Ortiisme alanina overlap denilmektedir. Overlap ne kadar genisse
enerji transferi verimi o kadar biiyiik olacaktir (Valuer 2012). Sekil 1.10’da bu durum

temsili olarak gosterilmistir.

Spektral Ortiisme

Akseptdr
Absorpsiyon
Piki

Dalga boyu (nm)

Sekil 1.10. Donor ve Akseptdriin spektral ortiismesi (Lakowicz 1983)

Spektrumdaki ortligen alanin biiylikliigli hesaplanarak enerji transfer verimi biiyiikligii

hakkinda bilgi edinile bilinir (Lakowicz 1983).
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1.3.2. Floresans Enerji Transfer Denklemleri

Spektral ortligme ile donor ve akseptor arasindaki mesafeye bagli olarak gergeklesen
enerji transferine ait parametreler asagidaki denklemler yardimiyla elde edilebilir.

Forster kinetigine gore enerji transfer hizi (k) asagida verilmektedir.

_9000(In10)K2¢p % Fp(D)ea(®) -
kr = 128m5n*Nré1p fO 04 dv (1.16)
kr = (r®JK?n™*215)x8,71x10%3s1 (1.17)

Bu denklemde; J, akseptor ile donor arasinda oOrtiisen kismin alanini belirtmektedir. J
degeri denklem 1.18 kullanilarak hesaplanir. ¢, ortamda akseptdriin bulunmadigi
durumda donorun kuantum verimini, r akseptor ile donor arasindaki mesafeyi, K?
akseptor ve donore ait gecis dipollerini ifade eden faktorii, t, akseptOriin ortamda
bulunmadig1 andaki floresans 6mriinii, n ortamin kirilma indisini, N avogadro sayisini

ifade etmektedir.

Y(De(M)A*A1

SFQM (1.18)

] =
Yukaridaki denklemde F(A) dondriin floresans yogunlugunu, €(A) ise akseptdriin molar
absorpsiyon katsayisini belirtmektedir. Forster enerji transfer hizi asagidaki denklemde

gosterildigi gibi ifade edilmektedir.

1 (R
‘L'D(T

kp = = (Roye (1.19)

Bu denklemde R, Forster mesafesi olarak adlandirilir. Akseptdr ile donor arasindaki
enerji transfer veriminin % 50’sinin gerceklestigi mesafe olarak da tanimlanmaktadir.

R, asagidaki denklemle hesaplanabilir.

Ry = 9,79x103[K?n~*¢,J] /6 (1.20)
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Yukaridaki denklem 1.12°de verdigimiz parametreler ile bu denklemde verilen her bir

parametre aynidir.

Sekil 1.11 Forster mesafesi ile enerji transfer verimliligi arasindaki durumu

gostermektedir.

100

Rq

/

50
[ — — = == \'$—— Enerji transferin %50'si

Enerji transfer verimliligi

0 Uzaklik (nm) 10

Sekil 1.11. Forster mesafesine bagli olarak enerji transfer verimliligin gosterimi (Lakowicz 2002)

Enerji transfer olayinda en onemli parametrelerden birisi donor ile akseptdr arasinda
gerceklesen enerji transferin verimliligidir. Ry ve r ile I ve Iy kullanarak enerji trasnfer

verimliligi hesaplanabilir (Lakowicz 2002).

6
Ro” _—1_Dh (1.21)

T RyS+16 I

Bu Denklemde; Ry enerji trasnfer verimliligin %50’sinin gergeklestigi durumdaki
forster mesafesini, r enerji transferin gergeklestigi mesafesini belirtmektedir (Lakowicz
2002). Enerji transfer verimliligin belirlenmesi icin kullanilan bir diger esitlik enerji

transfer hiz oranin, tiim deaktivasyon proseslerin oraninda elde edilir. Bu esitlik;

E=—1lc (1.22)

" ketkpyk!

Bu esitlikte; k, floresans durulma oranini, k ise sistemdeki diger tiim deaktivasyon

proseslerini ifade etmektedir (Lakowicz 2002).
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1.4. Floresans Kueng¢lesme ve Floresans Enerji Transferi Uygulama Alanlan

Floresans kuenglesme ve Forster enerji transfer mekanizmalar1 genellikle enzim substrat
arasindaki etkilesimin belirlenmesinde, makro molekiillerin topogrofigal yapilarin
arastirilmasinda, molekiillerin konformasyonel degisimi hakkinda bilgi edinmekte
kullanilir (Lakowicz 2002). Proteinlerde bulunan kromoforik guruplarm yerlerinin
belirlenmesinde, biyolojik tabaka kalinligin hesaplanmasinda, proteinlerin yar1 ¢aplarin
tahmininde, dye lazerlerin enerji siddetlerinin kontrol edilmesinde, molekiil ve florofor
arasindaki birlesme proseslerinde uygun biosensorlerin gelistirilmesine (Guy and

Fabienne 1995; Hop vd 2000; Pampa dv 2003) yardimc1 olmaktadir.

1.5. Cahismanin Amaci

Calismamizda fotofiziksel Ozelikleri belirlenmis olan Pyronin Y bilesiginin fosfat
tamponu icerisinde hazirlanmis sigir serum albiimiini (BSA) ve insan serum albiimini
(HSA) arasinda enerji transfer olayr i¢in uygun molekiil c¢iftleri olusturup
olusturmayacaklari, enerji transfer kosullar1 gbz Oniline almarak incelenmesi

hedeflenmistir

Bu caligsmada akseptor molekiilii olarak kullanilan Pyronin Y molekiiliin Sekli 1.12°de

verilmistir.

Sekil 1.12. Pyronin Y bilesiginin kimyasal yapis1

Boyar maddeler anyonik, katyonik ve non-iyonik olarak ii¢ guruba ayrilirlar. Pyronin Y,

540 nm goriiniir bolgede maksimum absorpsiyon pikini veren katyonik bir boyar
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maddedir. As(IIl), Cr(VI) ve taninlerin belirlenmesinde kullanilmistir. Pyronin Y bir
ksanten tiirevi bilesik olup heterosiklik yapida, temel halde m orbitalleri icerir. Bu dye
bilesik floresans 6zeligine sahip olup kanda aksorbik asit, glukoz ve {irik asit tayininde
kullanilmasmin yani sira elektro optik manyetik 1s1ma veren dye lazerlerin 1g1manin
dalga boyunun ayarlamasinda kullanilmaktadir. Bu bilesik ayni1 zamanda tekstil, kagit
vb. alanlarda boyar madde olarak kullanilmaktadir (Rohatgi vd1966; Essawy vd 2013;
Arik vd 2003).

Bu ¢alismada triptofan ve trozin gibi floresans aktif bolgelerine sahip olan HSA ve BSA
model proteinler olarak se¢ilmistir. Sigir serum albiimin dogal olarak kiiresel bigimde
bulunan ve biiyiik molekiil agirligina sahip bir proteindir. 586 aminoasit residiisii 17
disiilfid baglariyla saglamlastirilmistir. Uzun iyonize amino asit zinciri sayesinde su
icerinde ¢Ozinlirliigii ¢ok yiiksektir. Kan plazmasinda bulunan sigir serum albiimini
proteinler ve metal iyonlarin tasinmasindan sorumludur (He vd 1992; Wikipedia url-2;

Kun vd. 2010). Sigir serum albiimin temsili sekli agagida verilmistir.

Sekil 1.13. Sigir serum albiiminin temsili sekli(URL-2 2014)

Insan serum albiimin ve sigir serum albiimin yapis1 yapilan galismalar sonucu % 76
benzer &zelik gdsteren homolog proteinler olarak belirlenmistir(Ye vd 2008 ). Insan
serum albiimini globiiler yapida olup molekiil agirligi yaklasik olarak 67 kDa’dur.
Amino asitlerin N-Terminal peptit baglartyla baglanmasi sonucu olusan insan serum
albiimini kanda hormon, ilag, eser element vb. maddelerin tasmmasinda ve
depolanmasinda sorumlu bir proteindir (Wikipedia url-2; Wang vd. 2010). Insan serum

albiimin temsili Sekli 1.14’°te verilmistir.
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Sekil 1.14. Insan serum albiiminin temsili sekli (URL-3 2014)

Pyronin Y bilesiginin biyolojik kullanim alanlarinin daha fazla arastiriimasi
gerekmektedir. Bu g¢alisma Pyronin Y ile serum albliminler arasindaki etkilesimin
molekiiller seviyede incelenmesi kapsamaktadir. Bu c¢alisma Pyronin Y molekiiliin
biyolojik kullanim alnin1 genisletecek ve degisik biyolojik alanlardaki ¢aligmalarina 151k

tutacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

Tetramethylpyrazine’in (TMPZ) Sigir serum albiimin (BSA) ve insan serum albiimin
(HSA) arasindaki etkilesim ¢esitli spektroskopik teknikler kullanilarak incelenmistir.
Floresans sonuglarma gére TMPZ’nin BSA ile HSA arasindaki etkilesimin kompleks
formunda oldugu bulunmustur. 278 K’de TMPZ-HSA ve TMPZ-BSA kompleksleri
arasindaki baglanma sabitleri sirasiyla 3,302x10° M', 1,442x10* M olarak
belirlenmistir. Farkli sicakliklara dayanarak elde edilen termodinamik parametrelere
(AH, AG ve AS) gore TMPZ-HSA baglanmasinin baslica hidrofobik etkilesime
dayandigi, fakat TMPZ-BSA baglanmasinin giiclii hidrofobik etkilesim ve elektrostatik
etkilesimlere dayandigi ortaya ¢ikmistir. Senkronize floresans, UV-vis absorpsiyon, FT-
IR, 3D floresans ve CD spektra yontemlerin sonucuna goére BSA ve HSA
konformasyonlarin TMPZ eklenmesiyle degistigi goriilmiistiir. TMPZ-HSA ve TMPZ-
BSA komplekslerinin baglanma mesafesi forster enerji transferine gore 2,045 ve 2,033
nm olarak bulunmugstur. Ek olarak TMPZ ile BSA/HSA arasindaki baglanma sabitleri
Ca+2, Zn+2, Mn+2, Fe+3, Cu+2, Cl, CH;COO, CO;> iyonlarm varlhiginda azaldig: tespit
edilmistir (Cheng 2012).

BSA ile Hiperosid arasindaki etkilesim floresans spektroskopisi kullanarak incelenmis
ve Stern-Volmer ile Tachiya model kullanilarak baglanma parametreleri elde edilmistir.
Tachiya modeline gore baglanma noktasi ve baglanma sabitleri artan sicaklifa bagh
olarak arttig1 bulunmustur, ancak Stern-Volmer esitligine gore baglanma sabitlerinin
artan sicakliga bagli olarak azaldi1 ve baglanma noktasinin sicakliga bagli olmadigi
ortaya ¢ikmistir. Termodinamik parametrelere gére BSA ile Hiperosid arasindaki
etkilesimin kendiliginden meydana geldigi ve hidrofobik etkilesimin 6nemli bir rol
aldig1 bulunmustur. Senkronize floresans oOlgiimlerine gore Hiperosid bilesiginin

BSA’nin triptofan bdlgesine baglandig1 sonucuna varilmistir ( Qin vd 2010).
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Fizyolojik kosullar altinda Sigir serum albiimini (BSA) ile adaravon (EDA) arasindaki
etkilesim floresans ve ultraviole spektroskopileri kullanilarak incelenmistir. BSA ile
EDA arasindaki etkilesimin diisiik EDA konsantrasyonlarinda statik kuenclesme,
yiilksek EDA konsantrasyonlarinda dinamik kuenglesme oldugu belirlenmistir. Foster
enerji transfer teorisine gore EDA ile BSA arasindaki baglanma mesafesi 3,10 nm
olarak bulunmugstur. Termodinamik parametrelere gore, iki farkli mekanizma iizerinde
yiirliyen bu kuenglesme olayinda hidrofobik etkilesimin 6nemli bir rol aldig1 ortaya
¢ikmustir. EDA ile BSA etkilesimi bazi metal iyonlarin (Mg, Ca™, Cu?, ve Ni"?) BSA
ile etkilesimiyle kiyaslanmis ve EDA/BSA etkilesimin baglanma sabiti bu iyonlarin
varliginda azaldigi tespit edilmistir (Yi vd 2011).

Wang ve arkadaslar1 azelnidipine ve BSA arasindaki etkilesimi floresans spektroskopisi
ve sirkiiler dikrozim (CD) teknigi ile incelemislerdir. BSA ile azelnidipine arasindaki
kuenglesmenin hem statik hem de dinamik kuenglesme iizerinde yiiriidiigiini tespit
etmislerdir. Van’t Hoff esitligi kullanilarak hesaplanan termodinamik parametreler
(AH®, AS") sirasiyla -49,77 kJmol” ve -64,47 J mol'K olarak bulunmus ve bunun
sonucunda azelnidipine-BSA kompleksinde hidrojen baglarinin biiyiik etkiye sahip
oldugu ortaya cikmistir. AA=15 ve AA=60 nm’de alinan senkronize floresans
spektroskopisine gore BSA’nmn triptofan bolgesinde polaritenin artigi goriilmiistiir.
Buna bagh olarak azelnidipine’in floroforun triptofan bolgesiyle daha ¢ok kuenclestigi
belirtilmistir. Enerji transfer parametreleri olan J= 5,33x10™"° cm’Lmol™, Ro= 2,29 nm,
r=2,66 nm, E=0,295 olarak bulunmustur. Bu ¢alismada ayrica insan viicudu i¢in 6nemli
rol alan Al”, Ca™, Cu™, K, Mg+2, Zn'™? etkisi incelenmis; sirastyla Cu™, Zn", Mg+2,
AI®, K', ve Ca™ varhgmnda azelnidipine-BSA baglanma sabitlerinin azaldig:
goriilmiistiir. Hesaplanan termodinamik parametrelere gore bu sistemde hidrojen

baglarinin 6nemli rol aldig1 goriilmiistiir (Wang vd 2010).
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5,6 benzo-4-azidomethyl coumarin (SBAMC) ile Analin’in arasindaki floresans
kuenglesmesi benzen, dioksan, tetrahidrofuran, asetonitril ve dimetilformamit
coziiciileri igerisindeki incelenmistir. Stern-Volmer esitligi kullanilark hesaplanan kq
degerleri géz Oniine alindiginda asetonitril ve dimetilformamit ¢oziiciilerin kullanildigt
kuenclesme olayinda diger ¢oziiciilerle kiyasla kuenglesme verimin ¢ok yiiksek oldugu
bulunmustur. Bulunan kq degerleri c¢oziici viskozitesi ve ¢dziicli polaritesi ile
kiyaslanmistir. Kiyaslanma sonucunda kq degerinin ¢dzelti polaritesinden bagimsiz ve

cozelti viskozitesine bagli oldugu ortaya ¢cikmstir (Melavanki vd 2009).

Apigenin (Ap) ile Insan serum albiimini arasindaki baglanmanin statik kuenclesme
mekanizmasi iizerinde yiirtiidiigi ve HSA’nin Apigenin ile kuenglesmesinin ¢ok giiclii
oldugu bulunmustur. Farkli sicakliklar kullanilarak hesaplanan termodinamik
parametrelere gore ( AH= 17,49 kJmol™, AS= 37,04 Jmol") bu olayda hidrofobik ve
elektrostatik etkilesimin etkin oldugu kabul edilmistir. Apigenin, AA= 15 nm AA= 60
nm’de alman senkronize floresans spektrumlar1 ve molekiiler modelleme teknigiyle
HSA’nm I. bolgesine baglandig1 ortaya ¢ikmustir. Hidrojen baglarinin bulunmadig: bu
bolgede forster enerji transferine gore baglanma mesafesi 3,21 nm olarak bulunmustur

( Zoua vd 2007).

3,4-dihydropyrimidin-2(1H)-ones bilesigin primidin halkasinda farkli aril guruplar:
iceren formlar1 ile Sigir serum albiimin (BSA) arasindaki etkilesim incelenmistir. Her
bir formun BSA ile etkilesimi sonucunda baglanma sabitleri bulunmus ve birbirleriyle
kiyaslanmugstir. forster enerji transferi teorisine gore formlarin baglanma mesafesi
yaklasik olarak 7 nm civarinda oldugu tespit edilmistir. Statik kuenclesme
mekanizmasinin etkin oldugu bulunmustur. Senkronize floresans Ol¢limlerine gore

BSA’nin konformasyonun degismedigi sonucuna varilmistir (Yi vd 2010).

Spektroskopik ve molekiiler docking yontemi kullanilarak C.I Acid Red 73 bilesigin
Insan serum albiimini (HSA) arasindaki etilesim incelenmistir. Molekiiller docking
yontemine gore HSA’nin subdomain IB bdlgesi C.I Acid Red 73 bilesigi icin aktif bir
baglanma noktasi oldugu bulunmustur. 298 K’de baglanma noktasi sayisi (n) 1,73
olarak bulunmustur. Ayrica C.I Acid Red 73 bilesigi ile HSA etkilesimin kompleks

olusum tiirtinden oldugu spektroskopik yontemlerle ortaya ¢ikarilmistir.
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Molekiiller docking ¢aligmasi ve termodinamik verilere gore hidrofobik ve hidrojen
baglar1 etkilesimi tespit edilmistir. Forster enerji transferi teorisine gore boyar madde ile

HSA’nin baglanma mesafesi 3,28 nm olarak hesaplanmistir (Gao vd 2010).

Pepsin (mide de bulunan bir enzim tiirii) ile prulifloxacin arasindaki etkilesim cesitli
spektroskopik yontemler kullanilarak incelenmistir. Pepsin ile prulifloxacin tarafinda
cok kuvvetli bir sekilde kuenclesmistir. Statik kuenclesme mekanizmasinin etkin oldugu
bu etkilesimde floresans kuenglesme teknikleri kullanilarak farkli sicakliklarda elde
edilen baglanma parametreleri degerlendirilmistir. 288 K’de n= 1,69 ve Ky=3,32x10°
Lmol™; 298 K’de n= 1,70, Ky= 3,35 Lmol; 308 K’de n=1,72 K,=3,96 Lmol'l olarak
bulunmustur. Baglanma sabitleri ve baglanma noktalarin degeri sicaklikla artig
goriilmiistir. Ug farkli sacaiklikta hesaplanan AG® ‘in negatif degerde g¢ikmasi
etkilesimin es zamanli oldugu tespit edilmistir. AS’in pozif degerde bulunmasi pepsin-
prulifloxacin sisteminde diizensizligin artiginin bir gdstergesidir. Dondr (pepsin) ve
akseptoriin (prulifloxacin) arasmndaki mesafe Forster enerji transferi teorisine gore 0,95

nm olarak hesaplanmustir ( Zi vd 2009).

Rhodium complex RhCI(CO)(TPPTS)> ile katyonik, non-iyonik ve anyonik
surfaktantlar arasindaki etkilesim spektroskopik yontemler kullanilarak incelenmistir.
Rhodium complex RhCI(CO)(TPPTS)?, katyonik surfaktant olan
cetyltrimethylammonium (CTAB) ile etkilesimin ¢ok hizli oldugu goriilmiistiir. Non-
iyonik surfactant Tween 20 ilavesiyle non-iyonik misel yiizeyinde zayif Rhodium
katalizlerinden dolay1 hidroformiilasyonun ¢ok acik bir sekilde artrmadigi sonucuna
varilmustir. Rhodium complex RhCI(CO)(TPPTS)” ile anyonik surfaktant olan SDS
etkilesimin SDS {izerindeki negatif guruplarin etkisiyle ger¢eklesmedigi goriilmiistiir (

Hua vd 2012).

Debabrata ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bu caliymada Duragan-Hal floresans
spektroskopisi kullanilarak 7-Aminino kumarin bilesikleri ile rhadomine 590 bilesigi
arasinda enerji transferleri susuz asetonitril ve metanol’de incelenmistir. Bu ¢alismada
7-amino kumarin bilesikleri donor olarak ve rhadomine 590 bilesigi ise akseptor olarak

kullanilmistir.
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Ry degerleri 100 A”dan yiiksek ¢ikmus ve overlap bdlgesi (J) de tiim donor ve
akseptorler i¢in yiiksek bulunmustur. J degerleri 10" ve 10> M™ ecm™ gibi yiiksek bir
degerde c¢ikmasma ragmen enerji transfer hiz sabiti diisik cikmistir. Enerji
transferlerindeki farklilik donorun yapisma baghh oldugunu ortaya koymustur

(Debabrata vd 2004).

Essaway ve arkadasi insan kaninda glukoz tayini i¢in pyronin Y ve glukoz etkilesimini
floresans kuenglesme teknigini kullanarak incelemislerdir. Pyronin Y ¢dzeltisine
eklenen glukozun PyY’nin kuenlesmesini ¢ok yliksek oldugu bulunmustur. PyY pozitif
yiik noktast ile ylik transfer uyarilma durumu sonucunda radyasyonsuz etkilesim artmis
buna bagl olarak PyY ile glukoz arasindaki kuenclesme durumu spesifik bir hal
almistir. Bu ¢alismada, uygun ¢oziicii, uygun pH ve eklenen florofor ile maksimum
floresans yogunlugu icelenmistir. 10 hasta ve 10 saglkli insandan alinan kan
orneklerinden floresans kuenglesme teknigiyle glukoz tayini, standart glukoz tayini ile
karsilastirilmis ve her test ii¢ kere tekrarlanmistir bunun sonucunda % 100’e yakin
sonuclar elde edilmistir. Ayrica, kanda girisime sebep olabilecek Na', K, Mg+, Ca' CT,
I, Zn', SO4‘2, fruktoz, laktoz, galaktoz, maltoz, aksorbik asit ile PyY etkilesimi
incelenmis ve glukoza gore kuenglesmelerinin ¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir (Essaway

ve Attia 2012).

Toprak ve arkadasi Orientin ile BSA arasindaki etkilesimi floresans ve absorbans
spektroskopisini kullanarak incelemisler. Kuenclesme mekanizmasi Strern-Volmer
esitligine gore orientin ve BSA arasindaki etkilesimin statik kuenclesme iizerinde
yiriidigli  belirlenmistir. Senkronize floresans yonetimi kullanilarak BSA’nin
konformasyonun degistigi goriilmiistiir. AA=15 nm’de alinmig senkronize floresans
spektrumlar1 ile AA=60 nm’de alinmis senkronize floresans spektrumlar karsilastirilmis
triptofan bolgesinde polaritenin tirozin bolgesine gore daha c¢ok artigi belirlenmis ve
bunun sonucunda orientinin BSA’nmn triptofan bolgesiyle daha ¢ok kuenclestigi
bildirilmistir. Forster enerji transfer denklemi kullanilarak enerji transfer parametreleri
olan Ry, r, E(enerji transfer hizi) ve J(overlap) degerleri sirasiyla 5,09 nm, 4,48 nm,
0,684 ve 6,8x10™"° cm’/Lmol olarak bulunmustur. Ayrica termodinamik parametreler
(AH, AG ve AS) hesaplanmis bunun sonucunda orientin-BSA sisteminde baslica

elektrostatik ve hidrofobik etkilesimin rol aldig1 belirlenmistir (Toprak ve Arik 2013).
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Theasinesin ile BSA arasindaki etkilesimin floresans kuenglesmesi incelenmis elde
edilen veriler Stern-Volmer esitligi kullanilarak degerlendirilmis ve bunun sonucunda
theasinesin ile BSA arasindaki mekanizmanin statik kuenclesme {izerinde yiiriidigi
belirtilmistir. Senkronize floresans spektroskopisinde uyarilma ve emisyon dalga
boylar1 arasindaki fark 15 ve 60 nm olacak sekilde ayarlanmig ve BSA’nin triptofan
bolgesinde polaritenin degistigi sonucuna varimig buna bagli olarak theasinesin
molekiiliin triptofan bolgesiyle daha ¢ok kuenglestigi sonucuna varilmistir. Bu sistemde
ayrica forster enerji transfer denklemi yardimiyla Ry, r, E, J, degerleri sirastyla 3,06 nm,
4,64 nm, 7.57, 8,68)(10‘15 cm’Lmol” olarak bulunmustur. Sistemin termodinamik
parametreleri (AH’<0, AG” <0 ve AS” >0) theasinesin-BSA etkilesiminde elektrostatik
ve hidrofobik etkilesim 6n planda oldugu sdylenmistir (Zhao vd 2010).

Dibozal ve BSA sitemi floresans UV-vis, RLS ve Fourier transform infrared (FT-IR)
spektrsokopisi kullanilarak incelenmistir. Wang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bu
calismada dibozal’in ,BSA ile kuenglesmesi statik kuenglesme mekanizmasina
dayandig1 belirtmiglerdir. Dibozal-BSA sisteminin baglanma sabitleri 295, 302 ve 309
K’de swrasiyla 0,83, 1.23, 1,62)(10’5 mol! L olarak bulunmustur. Termodinamik
parametreler olan AH’, AS” ‘m pozitif degerlerde ¢ikmasi sistemin etkilesiminde
hidrofobik giiciin etkin oldugu tespit edilmistir. Ayrica standart gibbs enerjisinin negatif
cikmasi dibozal-BSA etkilesimin kendiliginde oldugu bulunmustur. Forster enerji
transfer teorisine gore sistemin baglanma mesafesi 4,28 nm olarak hesaplanmistir. Bu
calismada dibozal-BSA sistemine ibuprofen ve fenilbutazon eklenerek bu molekiillerin
BSA’ya baglanmasi karsilagtirilmig ve sonugta fenilbutazon’un dibazol ile yarigmali
olarak BSA ile kuenglestigi ortaya ¢ikmustir. Sistemde Dibazolun yoklugunda Alman
FT-IR 6lgiimlerinde amid I pikleri 1653,3 cm™ siddetinde goriilmiistiir. Ortama dibazol
konuldugunda amid 1 pikleri 1653,2’ye kaymistir. Bunun sonucunda BSA
konformasyonu dibazol eklenmesiyle degistigi belirtilmistir (Wang vd 2010)

Bovine serum albiimin (BSA) ve Rhodamine (RH) arasindaki etkilesimin mekanizmast
floresans spektroskopisi kullanilarak arastirilmistir. Sistemde RB konsantrasyonu
artirildiginda BSA ile kuenclestigi goriilmiistiir. Benzer sekilde BSA konsantrasyonlar1
artirildiginda RB’nin  kuenglestigi goriilmiistiir. Bu sistemde gergeklesen c¢ift

kuenglesme RB-BSA arasindaki enerji transferine baglanmistir. Bu olaym floresans
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kuenclesmesi Stern-Volmer esitligine goére hem statik hem de dinamik oldugu
belirtilmistir. RB’nin floresans uyarilma spektrumu 580 nm’ye ayarlanip 250 nm’den
700 nm’ye kadar taranmstir. Elde edilen sonuglar 580 nm’de alinan emisyon 280 nm
uyarilma i¢in uygun oldugu tespit edilmistir. Bu ylizden BSA-RB kompleksi 280 nm’de
uyartlmistir (Zhu vd 2009).

Li ve arkadaglar1 rutin ile BSA arasindaki etkilesimi floresans ve absorbans
spektroskopisini kullanarak incelemislerdir. Kuenglesme mekanizmasi Strern-Volmer
esitligine gore, rutin ve BSA arasindaki etkilesimin statik kuenglesme {iizerinde
yiiriidiigii belirlenmistir. Bu ¢alisma da rutin ile BSA arasinda olusan kompleksin Cu™?,
Fe™ eklenmesiyle ortaya ¢ikan sonuglar tartisilmustir. UV-vis’den alman veriler Cu™,
Fe™ oldugu ortamda 210 nm’de giiclii absorbans pikleri elde edilmistir; bu iki metal
iyonun olmadig1 durumda 279 nm’de zayif pikler elde edilmistir. Rutin molekiiliiniin
BSA’nin hangi bolgesiyle etkilestigini belirlemek icin phenylbutazone (PB) ve
flufenamic (FA) ile yarismli reaksiyona sokulmustur. Daha 6nce yapilan deneylerde
PB’nin BSA’nin Subdomain ITA bolgesine ve FA’nin ise Subdomain IA bdlgesine
baglandig1 tespit edilmistir. Buna bagli olarak bu calismada PB’nin Rutin’in baglandig:
bolge olan Subdomain ITA bolgesine baglandigi belirlenmistir (Li vd 2011).

Floresin (FI) molekiilii ile katyonik boyar madde olan Safranin T (ST) ve setil trimetil
anonyum bromid’in (CTAB) misel ¢ozeltisi arasinda dipol-dipol etkilesim sayesinde
gerceklesen enerji trasnfer olayi incelenmistir. CTAB ile floresin arasindaki kritik enerji
transfer mesafesi (Rg) 8,52 nm olarak bulunmustur. CTAB’nin misel yar1 ¢ap uzunlugu
4,57 nm olarak hesaplanmistir. FI konsantrasyonu 3,3x10° moldm® ve ST
konsantrasyonu 3,2x10 moldm™ olarak sabit tutulmus ve CTAB’nin enerji transfer
verimliligi goézlemlenmistir. CTAB’nin konsantrasyonu kritik misel konsantrasyonun
oldugu noktaya kadar artirilmig ve bunun sonucunda enerji transfer verimliligin
dogrusal bir sekilde artig1 gézlemlenmistir. FI, 3,3x10° moldm™ oldugu durumda ST
konsantrasyonu artirilarak FI ¢Ozeltisine eklenmis FI'nin elektronik absorpsiyon
spektrumu ST’ nin varligindan etkilenmemistir. Diger bir taraftan kademeli olarak
cozeltiye eklenen ST, FI molekiiliin floresans siddetini ve kuantum verimini azaltmistir.
Bu yiizden ST molekiilii kuen¢ir olarak 6nemli bir rol oynamustir. FI molekiiliiniin

floresans yar1 dmrii su igerisinde 3,76 ns CTAB igerisinde 4,40 ns olarak bulunmustur.
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Bu durum FI’'nin misel igerisinde hareketinin kisitli olmasindan kaynaklandigi
belirtilmistir. FI’nin misel ve CTAB sisteminde baglanma sabitleri K ve n sirasiyla
n=1,27, K=6,76x10° dm’mol’ ve n=1,29, K= 5,29x10° olarak bulunmustur. Bu
calismada ayrica alkol ¢oOzeltilerin viskozitesinin enerji transferi iizerine etkisi
incelenmistir. Baglanma sabiti degerleri, Biitanol>Propanol>Etanol>Metanol seklinde
bulunmustur. Bu durumda artan viskoziteye bagli olarak enerji transfer verimliligi ve

baglanma sabitleri art1g1 seklinde izah edilmistir (Chatterjee vd 2005).



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Cahsmada Kullamilan Kimyasal Maddeler.

Calismalarda kullanilan pyronin Y (PyY), Insan serum albiimin (HSA), sigir serum
albiimin (BSA), H,SO4, H3PO,4, ve Etanol SIGMA-ALDRICH firmasindan temin
edilmistir. NaOH, CARLO ERBA firmasindan temin edilmistir.

3.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Spektrofotometre : Shimadzu UV-3600 UV-VIS-NIR Spektrofotometre

Spektroflorometre : Perkin Elmer LS55 Floresence Spektroflorometre
Ultrasonik Banyo : Wisd
IR Spektrometre : Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR Spektrometre

Otomotik Pipetler : Scorex
Diyonize Su Cihaz1 : GFL 2008
pH Metre : Orian 3 Star
Ultrasonik Karistirict : Elma S 60 H

Hassas Terazi : Denver Instrument SI-234

3.3. Numunelerin Hazirlanmasi

Pyronin Y ’nin etanol igerisinde 1,0x10™ M’lik stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Donor
olarak kullanilan HSA ve BSA nin pH~7,2 fosfat tamponu igerisinde 5,0x10° M’lik
sabit ¢ozeltileri hazirlanmistir. Fosfat tamponun hazirlanmasi i¢in uygun miktarda
alinmis H3POj4 ¢ozeltisi lizerine NaOH eklenerek olusan fosfat tamponun pH’s1 7,2

olarak ayarlanmigtir
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3.4. Yontemler

3.4.1. Floresans ve Senkronize Floresans Spektrumlarin alinmasi

Fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis HSA ve BSA ¢ozeltilerine farkli miktarlarda
PyY eklenerek elde edilen ¢ozeltilerin floresans spektrumlari oda sicakliginda dahil dort
farkli sicaklikta almmistir. Ayni yOntemle hazirlanmis HSA-PyY ve BSA-PyY
cozeltilerin senkronize floresansi sadece oda sicakhiginda alinmistir. Floresans
spektrumlarin sekli, sadece floresans siddetine bagli olmadigi gibi cihazda bulunan
lambanin, monokoromatdriin ve transduserin Ozeliklerine bagli oldugu igin

diizenlenmistir.

Sekil 3.1°de sekli gosterilen biitiin florometreler de glic kaynagindaki dalgalanmalarin
etkisini gidermek i¢in ¢ift 1smnlt optik sistem kullanilir. Gii¢ kaynagindan ¢ikan 15
numuneye gelmeden dnce floresans uyaracak 1sinlar1 geciren ve emisyona sebep olacak
ismlar1 digarida tutan birincil optik filtreler olarak adlandirilan uyarilma filtresi veya bir
monokromatdrden gecer. Numuneye ulasan 1sin numunenin floresans uyarilmasina
sebep olur ancak floresans i¢in uygun 151 dik agidan gozlenen 1sindir. Ornekten yayilan
151 sistemde bulunan ikincil optik filtrelerle secildikten sonra numune cogalticisina
gonderilir. Ote taraftan referans 151 demeti ise 15min giiciinii floresans 1smina azaltan
bir demet zayiflaticidan gegtikten sonra referans ¢ogalticiya ulagir. Referans ve numune
cogalticidan gelen sinyaller fark yiikselticiden okuma diizenegine gdonderilir (Glindiiz

2007). Sekil 3.2°de kullanilan spektroflorometre cihazi gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Bir spektroflorometrenin bilesenleri (Skoog vd 1998)

Sekil 3.2. Perkin Elmer LS55 Floresence Spektroflorometre

3.4.2 Absorpsiyon spektrumlarin alinmasi

Sekil 3.3’te ¢ift 151k yollu spektrometrenin bilesenleri gosterilmistir. Bu sistemde 151k
kaynagindan ¢ikan 151n 6nce monokromatore gelir. Monokromatdrden ¢ikan 151k iki esit
dalga boyuna ayrilarak 6rnek hiicresine ve referans hiicresine gonderilir. Bu iki 151k
demeti iki farkli dedektorle algilanir. Detektorlerde ornekteki gegirgenlik degeri ile
referans hiicreye konulan ¢oziicliniin gegirgenlik degeri siirekli karsilastirilmis olur ve
burada olusan sinyallerin orani sinyal okuyucuda okunur. Kullanilan spektrometre Sekil

3.4’te gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Cift 151k yollu spektrometre (Skoog vd 1998)

Sekil 3.4. Shimadzu UV-3600 UV-VIS-NIR Spektrofotometre

3.4.3 IR Spektrumlarin alinmasi

Olgiimlerde kullanilan FT-IR cihazmin fotografi Sekil 3.5’te gosterilmistir. Fosfat
tamponu ¢ozeltisinde hazirlanmis 5 uM BSA ve HSA c¢ozeltileri ATR aparatin {izerine
damlatildiktan sonra spektrumlar alinmistir. Sonra ayni yontemle SuM BSA-PyY ve
HSA-PyY ¢ozeltilerin IR spektrumlar1 alinmistir.
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Sekil 3.5. Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR Spektrometre



4. BULGULAR VE TARTISMA

Floresans kuenglesme reaksiyonlarinda, floroforun floresans siddeti kuengir molekiilleri
ile etkilesime girmesiyle azalma gostermektedir (Evale vd 2009 and Guo vd 2009).
HSA ve BSA molekiillerinin PyY’nin artan konsantrasyonlarinda alinmis floresans
spektrumlar1 sirasiyla Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir. Spektrumlardan
anlasilacagi gibi PyY eklenmesiyle HSA ve BSA’nin floresans siddetlerinde azalma
meydana gelmistir. Sonug olarak bu iki molekiille PyY arasinda bir etkilesimin oldugu

goziikmektedir.

uM PyY
0

—10
—15
—20
—25
—30
—35
—40
—50

Floresans Siddeti

T T T T T T
300 350 400 450

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1. Oda sicakliginda farkli konsantrasyonlarda Pyronin Y igeren BSA ¢ozeltisine ait floresans

spektrumlari
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Sekil 4.2. Oda sicakliginda farkli konsantrasyonlarda Pyronin Y igeren HSA ¢ozeltisine ait floresans

spektrumlart

Etkilesimin tiiriinii belirlemek i¢in Stern-Volmer denkleminden yararlanilmistir.
Florofor ile kuencir arasinda meyda gelen etkilesim iki mekanizma iizerinde
yiirlimektedir. Biri karanlik komplek olusumuyla sonug¢lanan statik kuenglesme digeri
ise c¢arpisma sonucu olusan dinamik kuenglesmedir. BSA-PyY ile HSA-PyY
molekiilleri arasindaki kuenglesme mekanizmasini belirlemek i¢in farkli sicakliklarda
Olciimler alinmis ve Stern-Volmer denklemi denklem 1.6 kullanilarak sistemlere ait
kuenglesme sabitleri sicakligin bir fonksiyonu olarak elde edilmistir. Sekil 4.3 ve 4.4’te
verilen grafiklerin egiminden elde edilen Kuenglesme sabitleri Tablo 4.1 ve 4.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.3. BSA-PyY sistemine ait Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.4. HSA-PyY sistemine ait Stern-Volmer grafigi,
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Tablo 4.1. BSA-PyY sistemine ait ve farkli sicakliklarda elde edilmis kuencglesme sabitler

T(K) Ksy K, R?
(x10* L. mol™) (x10” L. mol™. s

298 8,26 8,26 0,9868

303 8,24 8,24 0,9779

306 8,21 8,21 0,9734

309 8,10 8,10 0,9862

Tablo 4.2. HSA-PyY sistemine ait ve farkli sicakliklarda elde edilmis kuenglesme sabitleri

T(K) Ksy K, R?
(x10* L. mol™) (x10"2 L. mol™. s™)
298 8,70 8,70 0,9820
303 8,58 8,58 0,9775
306 8,32 8,32 0,9844
309 8,26 8,26 0,9799

Statik kuenglesme olayinda kuencir floroforun aktif bolgesiyle bir kompleks
olusturdugu i¢cin kuenglesme sabiti (Ksy) sicaklik artisiyla azalmaktadir. Dinamik
kuenglesme de ise, sicakhigin artmasiyla birlikte kuen¢irin diflizyonu arttigi igin
kuenclesme sabiti artmaktadir(Bozkurt vd 2013). Tablo 4.1 ve 4.2°’de verilen
kuenglesme sabitlerinin sicakliga baglh olarak azaldigi goriilmiistiir. Bu duruma bagh
olarak her iki sistemin etkilesim mekanizmasmin statik kuenglesme {izerinde
yiiriidiiglinii soyleyebiliriz. Ayrica bimolekiiller kuenclesme sabitlerinin her iki sistem
icin dinamik kuenglesme sabitinden (2,0x10' L.mol's™) biiyiik olmasi statik
kuenclesmeyi desteklemektedir (Huang vd 2010).

Statik kuenglesme olayinda florofor ile kuencir arasinda komleks olustugu i¢in sistemin
absorpsiyon spektrumunda diizensizlik olurken; dinamik kuenglesme olayinda ise

sistemin absorpsiyon spektrumunda herhangi bir degisim olmamaktadir ( Ge vd 2010
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and Li vd 2011). HSA-PyY ile BSA-PyY sistemlerine ait absorpsiyon spektrumlari
Sekil 4.5 ve 4.6°da gosterilmistir.

2,0
1,5-
£ 1,04
£ PyY+HSA
2
HSA
0,5 PyY
0,0

T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 3C
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.5. Saf PyY ile PyY-HSA sistemlerine absorpsiyon spektrumlar1
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Sekil 4.6. Saf PyY ile PyY-BSA sistemine ait absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.5. PyY ile PyY-HSA, Sekil 4.6. ise PyY ile PyY-BSA sistemlerinin absorpsiyon
spektrumlar1 verilmistir. Her iki durumda PyY’nin varligimnda HSA ve BSA’nin
absorpsiyon spektrumlarinda diizensizlik goriilmiistiir. Bu durum artan kuengir
konsantrasyonunda da goriilmektedir. Floroforun absorpsiyon piklerindeki diizensizlik
kuenglesme mekanizmasinin statik kuenglesme lizerinde yiiriidiiglinii desteklemektedir.
Maksimum absorpsiyon dalga boylarmim maviye dogru kaymasi sistemde hidrofobik

etkilesimin artigin1 géstermektedir (Toprak vd 2014).

BSA-PyY ile HSA-PyY sistemlerinde florofor ile kuengir arasindaki kuenglesme
mekanizmasinin statik kuenglesme oldugu belirlenmistir. Baglanma parametreleri
hakkinda daha fazla bilgi edinmek i¢in denklem 1.12 kullanilarak BSA-PyY ile HSA-
PyY sistemleri ait modifiye Stern-Volmer grafikleri ¢izilmis ve swrasiyla Sekil 4.7 ile

4.8’de gosterilmistir.
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Seki 4.8. HSA-PyY sistemi i¢in modifiye Stern-Volmer denklemi

Bu grafikler ve denklem 1.12 kullanilarak her iki sistem icin elde edilen baglanma

sabitleri Tablo 4.3 ve Tablo 4.4°da gosterilmistir



42

Tablo.4.3. Farkli sicakliklar kullanilarak elde edilen BSA-PyY etkilesimine ait baglanma sabitleri

T(K) Ka(x10'Lmol™) n R’
298 1,7 1,3114 0,9894
303 2,2 1,3432 0,9905
306 2,3 1,3536 0,9908
309 2,5 1,3616 0,9920

Tablo.4.4. Farkli sicakliklar kullanilarak elde edilen HSA-PyY etkilesimine ait baglanma sabitleri

T(K) Ka(x10'Lmol™) n R’
298 1,6 1,3072 0,99958
303 1,3 1,2925 0,9940
306 1,1 1,2784 0,9949
309 0,9 1,2549 0,9969

Ka ve n degerleri makro molekiil guruplar i¢in sirasiyla baglanma sabitleri ve baglanma
noktasini ifade etmektedir. Tablo 4.3’te gosterilen BSA-PyY sistemine ait baglanma
sabitleri ve baglanma noktasi degerleri sicakligm artmasiyla birlikte artig1 goriilmiistiir.
Buna bagli olarak BSA’nin aktif yapisma baglanan molekiil sayisinin ve baglanma

noktasinin sicaklikla artig1 belirlenmistir.

Tablo 4.4’te gosterilen ve HSA-PyY sistemine ait farkli sicakliklarda elde edilmis
baglanma sabitleri ve baglanma noktasi degerleri azaldigi goriilmiistiir. BSA-PyY
sistemin tersine, HSA-PyY sisteminde sicakliin artmasiyla HSA’nin aktif yapisina
baglanan molekiil sayis1 ve HSA {izerindeki baglanma noktalarinin azaldig:
sOyleyebiliriz. Bu molekiil ¢iftlerinin baglanma olaymin dogasini daha iyi bir sekilde
belirleye bilmek icin termodinamik parametrelere basvuruldu bunun i¢in Ka’nin farkh
sicakliklardaki degerleri denklem 1.13 ve 1.14 kullanilarak ¢izilmis grafikleri Sekil 4.9

ve 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.9. HSA-PyY sistemi i¢in Von’t Hoff denklemi grafigi
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Sekil 4.10. BSA-PyY sistemi i¢in Von’t Hoff denklemi grafigi
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Grafiklerden ve denklem 1.13 ve 1.14 ‘den elde edilen sabitler BSA-PyY ve HSA-PyY

sistemleri i¢in sirasiyla Tablo 4.5 ve 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.5. BSA-PyY sistemine ait termodinamik parametreler

T(K) AG AH AS
(kJmol™) (kJ.mol ™) (J. mol'K™)

298 -35,757 23,43 198,63

303 -36,747

306 -37,344

309 -37,940

Tablo 4.6. HSA-PyY sistemine ait termodinamik parametreler

T(K) AG AH AS
(kJ.mol™) (kJmol™) (J.mol'K™)

298 -35,41 -30,79 15,50

303 -35,49

306 -35,53

309 -35,58

Her iki tabloda Gibbs serbest (AG) enerjilerinin negatif ¢ikmast HSA-PyY ve BSA-PyY
sistemleri arasindaki etkilesimin kendiliginden gerceklestigini gostermektedir. Tablo
4.6’da HSA-PyY icin entalpi degisimi (AH) negatif ve entropi degisiminin (AS) pozitif
olmas1 iki molekiil arasindaki etkilesimlerde giiclii hidrofobik etkilesimin yani sira
elektrostatik etkilesimin de etkin oldugu goriilmektedir. BSA-PyY sisteminde entalpi
(AH) ve entropi degisiminin (AS) pozitif olmasi bu iki molekiil arasinda hidrofobik

etkilesimler ve van der Walls baglarinin etkili oldugunu gdstermektedir.
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Iki molekiil arasindaki etkilesim mesafelerini ve enerji transfer verimini hesaplamak
icin Forster teorisinden faydalanilmaktadir. BSA-PyY ile HSA-PyY sistemleri i¢in ayn1
sartlar altinda alinmig donorun absorbans spektrumu ile akseptoriin floresans emisyon

spektrumlar1 arasindaki overlaplar sirasiyla Sekil 4.11 ile Sekil 4.12°da gosterilmistir.
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Sekil 4.11. BSA-PyY sistemine ait spektral ortiisme grafigi
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Sekil 4.12. HSA-PyY sistemine ait spektral ortiisme grafigi
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Sekil 4.11°’de BSA-PyY, Sekil 4.12°de HSA-PyY molekiil ¢iftlerinin spektral
ortiismelerini gosteren spektrumlarin altinda kalan alan (J) enerji transfer hiz sabitinin
ve Forster mesafesinin (Ry) belirlenmesinde kullanilmigtir. Spektral ortiisme alani (J)

denklem 1.18 kullanilarak belirlenmistir. Forster mesafesi (Rg) denklem 1.20
kullanilarak elde edilmistir. Bu denklemde kuantum verimi (¢p) BSA igin 0,14; K*=2/3
fosfat tamponun kirilma indisi n ise 1,336 olarak alinmistir (Li vd). HSA i¢in kuantum
verimi (¢p) 0,118 olarak alimmustir (Lakowicz 1973). E degeri ise denklem 1.21
kullanilarak elde edilmistir. Bu denklemler kullanilarak BSA-PyY ile HSA-PyY

molekiil ¢iftlerine ait enerji transfer parametreleri agsagidaki tablolarda gosterilmistir.

Tablo 4.7. BSA-PyY sistemine ait enerji transfer parametreleri

E J Ry r
(nm) (nm)
(cm’ L'mol™)

0.565 1.199x10"* 3.65 3,00

Tablo 4.8. HSA-PyY sistemine ait enerji transfer parametreleri

E J Ry r
(em® L™'mol™) (nm) (nm)
0.741 2.24x107" 5.64 1.96

Literatiirde molekiiller arasindaki enerji transferinin gergeklesmesi icin r degerinin 8
nm’den kii¢lik olmas1 6n goriilmiistiir. BSA-PyY ile HSA-PyY sistemlerinde r degerleri
sirastyla 3,00 ile 1,96 nm olarak bulunmustur. r degerlerin 8 nm’den kiigiik olmasi1
enerji transfer olasiligini arttirmakta ve degerlerin olduk¢a kii¢iik bulunmasi her iki
sistemde genel olarak statik kuenglesmenin etkin oldugunu gostermektedir (Wang vd

2011).

Ortama eklenen kueng¢rr proteinin konformasyonunu degistirebilir. Bu durum

senkronize floresans spektrumlar1 almarak tespit edilmistir. Senkronize floresans
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spektrumlar1 BSA ve HSA proteinlerinin konformasyonlarint etkileyip etkilemedigi
hakkinda bize bilgi verir. Clinkii, albiiminlerin floresans aktif bolgeleri olan triptofan ve
tirozin resiidiilerinin floresan emisyon siddetlerindeki degisimin orani bize kuengirin
hangi bolgeyle daha fazla etkilesim i¢inde oldugunu gdstermektedir. AA=15 nm’de
alinmig senkronize floresans spektrumlarin siddetindeki degisim sadece tirozin
residiisiiniin karakteri hakkinda bilgi verir. AA=60 nm’de alinmis senkronize floresans
spektrumlar: siddetindeki degisim sadece triptofan residiisiiniin karakteri hakkinda bize
bilgi verir (Ye and Xu 2007). BSA-PyY ile HSA-PyY sistemlerine ait senkronize

floresans spektrumlar1 agagida gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Oda sicakliginda PyY nin farkli konsantrasyonlarinda BSA molekiilii i¢in alinmis senkronize

floresans spektumlar1 (AA=60 nm)
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Sekil 4.14. Oda sicakliginda PyY’nin farkli konsantrasyonlarinda HSA molekiilii i¢in alinmis senkronize

floresans spektumlar1 (AA=60 nm)
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Sekil 4.15. Oda sicakliginda PyY’nin farkli konsantrasyonlarinda BSA molekiilii i¢in alinmis senkronize

floresans spektumlar1 (AA=15 nm)
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Sekil 4.16. Oda sicakliginda PyY’nin farkli konsantrasyonlarinda HSA molekiilii i¢in alinmis senkronize

floresans spektumlar1 (AA=15 nm)

BSA-PyY sistemi i¢in senkronize floresans spektrumlari incelendiginde Sekil 4.15°teki
grafikte floresans siddetinin Sekil 4.13°e gore oranla daha fazla degistigi goriilmiistiir.
Bu durumda PyY molekiillerin BSA’nin tirozin bolgesiyle daha fazla etkilestigini
gostermektedir. HSA-PyY sistemi i¢in senkronize floresans spektrumlari incelendiginde
Sekil 4.16°da floresans siddetinin Sekil 4.14’e gore daha fazla degistigi belirlenmistir.
Bu durum, PyY molekiillerin HSA’nin da tirozin bolgesiyle daha fazla etkilestigini

gostermektedir.

Ortamda PyY bulunmadigi sirada BSA’nin maksimum emsiyon dalga boyu 278 nm’de
goriilmiistiir. Farkli konsantrasyonlarda PyY eklendiginde Sekil 4.13 ve 4.15°te
BSA’nin maksimum emisyon pikinde dikkate deger bir kayma gdzlemlenmemistir.
Sekli 4.14’de ve 4.16’da ¢ozelti ortammda PyY bulunmadigi siwrada HSA’nin
maksimum emisyon pikinin 282 nm oldugu gorilmiis ve ortama farkh
konsantrasyonlarda PyY eklendiginde HSA nin maksimum emisyon pikinde herhangi
bir degisim tespit edilmemistir. Sonu¢ olarak her iki sistemde hem tirozin hem de
triptofan bolgelerin polaritesinin degismedigi buna bagla olarak BSA ve HSA

proteinlerinin konformasyonu degismemistir.
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BSA-PyY ve HSA-PyY sistemi hakkinda daha fazla bilgi edinmek icin FT-IR
spektroskopisi kullanilmistir. FT-IR spektroskopisi ile proteinlerin peptit baglarinda
bulunan amid bandlarin titresimi hakkinda bilgi edinilir. Proteinlerdeki amid baglar
arasinda amid I pikleri 1600-1700 nm bdlgesinde, amid II pikleri 1548 nm bolgesinde
goriliir. Ancak amid I bandlar1 amid II bandlaria goére daha hasastir (Wang vd 2010).

FT-IR spektroskopisi kullanilarak elde edilen spektrumlar agsagida verilmistir.
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Sekil 4.17. Sadece BSA ile BSA-PyY ’nin oldugu sisteme ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.18. Sadece HSA ile HSA-PyY nin oldugu sisteme ait FT-IR spektrumu

Sekil 4.17°de ve Sekil 4.18’de verilen ve sistemlere ait FT-IR spektrumlarinda
proteinlere ait amid I ve amid II piklerin goriildiigii bélgelerde piklerde dikkate deger
bir degisim goriilmemistir. Bunun sonucunda hem BSA hem de HSA proteinlerinin
konformasyonunda herhangi bir degisim meydana gelmedigini soylebiliriz. Bu durum

senkronize floresans spektrumlarinda elde edilen sonug ile benzerlik gostermektedir.



5. SONUCLAR

Serum alblimiinler, kanda bolca bulunun ve dolagim sistemini meydana getiren dnemli
proteinlerdir. Bu proteinler, kana karisan ilaclarin, eser elementlerin, boyar maddelerin,
vb. maddelerin depolanmasmi ve tasmmini saglamaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalarda PyY molekiiliin metabolizmada molekiiller arasindaki etkilesim tespit
edilmesine ragmen bu boyar maddenin metabolizmadaki molekiillerle etkilesim tiirii
iizerine c¢alisilmamistir. Bu calismada PyY molekiilin BSA ve HSA molekiilleri

arasindaki etkilesim tiirii belirlenmis ve asagidaki sonuclar elde edilmistir.

Fosfat tamponu icerisinde pH~7.20’de HSA ve BSA konsantrasyonu sabit tutularak
PyY konsantrasyonu degistirilerek floresans, absorbsiyon ve senkronize floresans, FT-
IR spektrumlar1 alinmistir. Floresans spektroskopisi ile elde edilen verilerde artan PyY
konsantrasyonlarima bagli olarak BSA ile HSA’nin floresans siddetinin azaldigi
goriilmiistiir. Buna bagli olarak BSA-PyY ile HSA-PyY molekiileri arasinda etkilesimin
meydana geldigi, bu etkilesimin farkli sicakliklarda Stern-Volmer modeline gore
incelenmis ve karanlik bir kompleks olusum olarak bilinen statik kuen¢lesme oldugu
belirlenmistir. Ayrica bimolekiiller kuenglesme sabitlerinin her iki sistem i¢in bipolimer

kuencglesme sabitinden biiyiik olmasi statik kuenglesmeyi desteklemistir.

Farkli sicakliklar kullanilarak elde edilen termodinamik parametreler (AG, AH, AS),
BSA-PyY arasinda hidrofobik etkilesim ve van der-Walls etkilesimin etkin oldugu;
HSA-PyY arasindaki etkilesimde gii¢lii hidrofobik ve elektrostatik etkilesimin etkin
oldugu goriilmiistiir. Her iki sistem i¢in Gibbs serbest enerji degisimin negatif olmasi

molekiiller arasindaki etkilesimin kendiliginden gerc¢eklestigini gostermistir.

BSA-PyY cifti ile HSA-PyY g¢ifti arasindaki etkilesim Forster enerji transfer teorisine
gore incelenmistir. Buna gore enerji transferin gerceklestigi durumda BSA ile PyY

arasindaki mesafe 3,00 nm; HSA ile PyY arasindaki mesafe 1,96 nm olarak
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belirlenmistir. Bu durum HSA-PyY ile BSA-PyY sistemlerinde statik kuenglesmenin

oldugunu desteklemistir.

Alman Senkronize floresans spektrumlari ile protein molekiillerin konformasyonlarinin
PyY varliginda degisip degismedi hakkinda bilgi edinmistir. Buna bagl olarak her iki
protein molekiiliin polaritesinin degismemesi konformasyonel yapinin degismedigini
gostermistir. BSA-PyY ile HSA-PyY’nin absorbsiyon spektrumlarinda diizensizlik
olmasi Stern-Volmer esitligi kullanilarak belirlenen statik kuenglesme mekanizmasini
desteklemistir. FT-IR spektroskopisi ile proteinlerin peptit baglarinda bulunan amid
bandalarin titresimi hakkinda bilgi edinilmis buna goére hem HSA-PyY sisteminde hem
de BSA-PyY sisteminde amid bandlarin yer degistirmedigi tespit edilmistir. Bunun

sonucunda her iki sistemde konformasyonel yapilarin degismedigi dogrulanmustir.
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