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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KUMARIN 120°NiN SIGIR SERUM ALBUMIN’i (BSA) iLE MOLEKULER
ETKILESiMi VE METAL-iYON SENSOR OZELLiGININ iNCELENMESI

Esra OZTURK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Fizikokimya Bilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Yavuz ONGANER

Kumarin 120 (C120) bilesiginin Sigir serum albiimin (BSA) ile olan molekiiler
etkilesimleri ve bu ikilinin metal iyon sensor 6zelligi UV-Gor molekiiler absorpsiyon ve
durgun hal floresans spektroskopi teknikleriyle incelenip, floresans rezonans enerji
transfer (FRET) proseslerine uygunlugu tartisilmistir. Spektroskopik veriler BSA’nin
floresans kuenglesmesinin dinamik bir etkilesme ile meydana geldigini gostermistir.
Bunun i¢in Stern- Volmer metodu kullanilarak floresans kuencleme prosesi analiz
edilmis ve farkli sicakliklarda Stern-Volmer kuenglesme sabitleri hesaplanarak,
kuenglesme tiirliniin dinamik kuenglesme oldugu tespit edilmistir. Cift logaritmik
denklem kullanilarak molekiillerin baglanma sabitleri ve baglanma yeri sayisi
hesaplanip molekiiller arasindaki etkilesim tirii ve etkilesim bdlgesi tartisilmistir.
Sistemdeki  etkilesimleri yorumlamak amaciyla termodinamik  parametreler
hesaplanmistir. Van't Hoff denkleminin yorumu kullamilarak termodinamik
parametrelerden entalpi degisimi (AH), entropi degisimi (AS) ve ilave olarak serbest
Gibbs enerji degisimi (AG) hesaplanmistir. Negatif degerli AG degerleri molekiiller
aras1 etkilesimlerin sicaklikla istemli gergeklestigini, pozitif degerli AS ise
etkilesimlerde baskin kuvvetin hidrofobik etkilesimler oldugunu gostermistir. FRET
metodu kullanilarak BSA (donér) ve C120 (akseptor) arasindaki mesafe (r), enerji
transfer etkinligi (E) ve enerji transfer etkinliginin %50 olmas1 igin gereken kritik
mesafe (Ro) degerleri farkli sicakliklar igin belirlenmistir. Ayrica sistemin senkronize
floresans spektrumlari alinarak floroforun proteinin tirozin veya triptofan bolgelerinin
hangisiyle etkilesim gosterdigi incelenmistir. Son olarak da C120 ve BSA sistemi
{izerine on farkli metal iyonu (Na **, Li 1, Ag*?, Ca*2 ,Ba*?, Cr*2, Mn *2, Hg *2 Al
*3 . Sn *4 etkisi logaritmik denklem kullanilarak incelenmis ve C120-BSA ikilisinin
metal iyon sensor 6zelligi tartisiimistir.

2019, 70 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kumarin 120, Sigir serum albiimin (BSA), Floresans kuenglesme
modelleri, Floresans rezonans enerji transferi.



ABSTRACT

Master Thesis

THE INVESTIGATION OF MOLECULAR INTERACTION OF COUMARIN
120 WITH BOVINE SERUM ALBUMIN (BSA) AND METAL ION SENSOR
PROPERTIES

Esra OZTURK

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Department of Physical Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Yavuz ONGANER

Molecular interactions of coumarin 120 (C120) with Bovine Serum Album (BSA) were
also investigated in this study, and the metal ion detection properties of this pair of
molecules were also measured using different spectroscopic methods. UV-vis
Molecular absorption, fluorescence spectroscopy techniques and their suitability for
fluorescence resonance energy transfer (FRET) method and the situations to be
experienced in these processes have been investigated. As a result of the studies,
spectroscopic data were evaluated; It shows that BSA's fluorescence quenching is
involved in a dynamic interaction process. In this context, the technical researches
revealed that the fluorescence extinction process should be performed and analyzed
using the Stern-Volmer (S-V) method. For this purpose, using the Stern-VVolmer method
in analysis, S-V constants were calculated at different temperatures. As a result of the
calculations, it was determined that the type of quenching is dynamic. Thermodynamic
parameters were calculated in order to interpret the interactions in the system. Using the
Van’t Hoff equation, enthalpy change (AH), entropy change (AS) were calculated and
also free Gibbs energy change (AG) were determined. Negative free Gibbs energy
change (AG) values indicate that the interactions between molecules are spontaneously
formed whereas positive entropy change (AS) value shows that the dominant force in
interactions is hydrophobic interactions. Utilizing the FRET technique, the separation
(r) between the BSA and C120, the vitality exchange effectiveness (E) and the basic
separation (Ro) required for the vitality exchange proficiency to be half were resolved
for various temperatures. In addition, synchronous fluorescence spectra of the system
were taken and it was examined whether fluorophore interacted with the tyrosine or
tryptophan regions of the protein. Finally, the effect of ten different metal ions (Na *2,
Li *1, Ag*?, Ca*2, Ba*?, Cr*2, Mn *2, Hg *2, Al *3, Sn **) on C120 and BSA system was
examined by using a logarithmic equation and the metal-ion sensor property of C120-
BSA pair was discussed.

2019, 70 pages

Keywords: Coumarin 120, Bovine serum albumin (BSA), Fluorescence quenching
models, Fluorescence resonance energy transfer.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

v Dalgasayisi

® Kuantum verimi

A6C 6-amino kumarin

A7TC 4-metil-7-amino kumarin

BSA Si1g1r serum alblimin

C120 Kumarin 120

C151 Kumarin 151

CdS NPs Kadmiyum siilfiir nanopartiikiilleri
CVv Trifenil metan—kristal meneksesi
DEAT7C 4-metil-7-dietil amino kumarin
DFT Yogunluk Fonksiyonel Teori
DLS Dinamik 151k sagilimi

E Enerji transfer etkinligi

EPR Elektro paramagnetik rezonans
ICT Molekiil i¢i ytik transferi

J Ortiisme integrali

K Baglanma sabiti

K Kelvin

Kb Baglanma sabiti

Kb Ayrisma (dissosiasyon) sabiti
Ks Floresans hiz sabiti

kic I¢ doniisiim hiz sabiti

Kisc Sistemler arasi gegis hiz sabiti
Kis Statik kuenglesme sabiti

Knr Radyasyonsuz gecis hiz sabiti
Kp Fosforesans hiz sabiti

Kq Bimolekiiler kuenglesme sabiti
Kr Radyasyonlu gegis hiz sabiti

Vi



Kst

Ksv
Krs
LFP
mg

ml

nm
Nr

ns

Singlet uyarilmig halden triplet uyarilmis hale olan 1s1masiz gegis hiz
sabiti

Stern-Volmer kuenglesme sabiti

Triplet uyarilmis halden singlet temel hale olan 151masiz gegis hiz sabiti
Picosecond laser flash photolysis

miligram

mililitre

Baglanma yeri sayisi

Nanometre

Referans ¢oziiciiniin kirtlma indisi
Nanosaniye

Numunenin kirilma indisi

Nanosecond pulse radiolysis

Dondr ile akseptor arasindaki mesafe,
Dondr ile akseptor arasindaki kritik mesafe
Birinci singlet uyarilmis hal

Ikinci singlet uyarilmis hal

Singlet temel hal

Sicaklik (Kelvin)

Birinci triplet uyarilmis hal

Zaman bagimli yogunluk fonksiyonel teori
Biikiilmiis molekiil i¢i ytik transferi
Baglanma derecesi

Dipoliin goreceli yonelmesi

Floresans 6mri

Molar absorpsiyon katsayisi
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1. GIRIS

1.1. Liiminesans

Latince'den gelen Liiminesans sozciigii ilk olarak Eilhardt Wiedemann tarafindan
1888'de bilim camiasina kazandirilmistir. Liiminesans; elektronik olarak uyarilmis bir
tirden gelen mor Otesi, goriiniir ve kizil otesi fotonlarm emisyonu durumudur.
Liminesansin baglica gozlendigi bilesikler arasinda aromatik hidrokarbonlar,
floresinler, rodaminler, kumarinler, oksazinler, polienler, difenil poliesterler ve
aminoasitler gibi organik bilesiklerin yan1 sira kristaller, rutenyum, lantanit ve uranyum
iyonlarinin kompleksleri gibi inorganik bilesikleri ayrica fliiorojenik selatlama

maddelerini igeren organometalik bilesikler de yer almaktadir.

Liiminesans c¢esitleri uyarilma sekillerine bagli olarak asagidaki Cizelge 1.1°deki gibi

smiflandirilir.

Cizelge 1.1. Liiminesans Olay1 ve Uyarilma Sekilleri (Furetta et al. 1998)

Liiminesans Olay: Uyarmma Sekilleri
Biyoliiminesans Biyokimyasal reaksiyon kaynakl
Katodoliiminesans Katot 1s1nlarina dayali

Kimyasal Liiminesans Kimyasal etkilesim kaynakli
Elektroliiminesans Elektrokimyasal kaynakl
Fotolliiminesans UV, goriintir ve kizil 6tesi 151k kaynakl
Piezoliiminesans Basing (10 ton m™?)
Triboliiminesans Strtinme

Sonoliiminesans Ses dalgalari

Floresans UV ve goriiniir 151k kaynakli
Fosforesans

Termoliiminesans Sicakliga dayali




Tabloda belirtilen liiminesans olaylarindan kisaca bahsedecek olursak;

Biyoliiminesans: Canli bir organizmanin kimyasal yolla 11k liretmesine verilen isimdir.
Biyoliiminesans, lliminesans yapan canlilarda lusiferin pigmentinin oksijenle tepkimeye
girmesi ve luciferaz enziminin de bu reaksiyonu katalizlemesi suretiyle hiicre i¢i ve

hiicre disinda gerceklesebilen bir reaksiyondur.

Katodoliiminesans: Uyarmalar yiliksek enerjili elektron bombardimaniyla olur ve bu
uyarmalar sonucu gozlemlenen isimaya verilen isimdir. Degisik kullanim alanlari

vardir.

Kemiliiminesans: Uyarilma enerjisinin kaynagimi kimyasal bir tepkimeden alan
liminesans c¢esididir. Bir baska agiklamayla kimyasal 1sildama olarak da bilinen
kemiliiminesans, kimyasal reaksiyon sonucunda c¢ok az miktarda 1sil 1s1ma ve 151k
1stmast durumudur. Kimyasal reaksiyon sonucunda ortaya c¢ikan enerji reaksiyonda
gorev alan ara molekiillerde dahil olmak {izere her bir molekiiliin enerji seviyelerinde
degisime sebep olur ve bu bahsi gecen molekiillerin karakterlerine uygun olarak belirli

bir dalga boyunda foton yayimlarlar.

Elektroliiminesans (elektrokemoliiminesans): Uyarilma enerjisinin kaynagi elektrot

tepkimesiyse elektroliiminesans veya elektrokemoliiminesans adini alir.

Piezoliiminesans: Uyarilma sekli basing oldugu durumlarda ortaya ¢ikan liiminesans

olayina verilen isimdir.

Triboliiminesans: Ogiitiilen, ¢izilen veya ovulan bir mineralin 151k yayma 6zelligine
denir. Triboliminesans gosteren minerallere 6rnek olarak florit, sfalerit ve lepidolit

mineralleri gosterilebilir.

Sonoliiminesans: Uyarilma sekli, titresim frekansi kaynakli olan liiminesans ¢esididir.



Termoliiminesans: Akkor halinden daha diisiik sicakliklarda isitilan bir maddenin
goriinen 151k yaymasidir. Bu 6zellik en iyi, safsizlik olarak aktivator igeren minerallerde

goruliir.

Fotoliiminesans: Bir foton absorplanmasi sonucu uyarilmis hal olusur. Bu uyarilmaya
foton emisyonu eslik ederse bu olay fotoliiminesans (fosforesans, floresans ve gecikmis
floresans) adin1 alir (Valeur 2001). Fosforesans, floresans ve gecikmis floresans; Isik ve

Madde Etkilesimleri baglig1 altinda sematik olarak detayl sekilde verilmistir.

1.2. Isik ve Madde Etkilesimleri

Foton (Isik)-madde (molekiil, atom) etkilesimi sematik olarak Sekil 1.1°de
verilmektedir. Bu semada adi gecen proseslerin bir kismi Cizelge 1.1°de verilmis olup
aciklamalar1 yapilmistir. Foton madde etkilesiminde sacilma olayi, ¢alisma konumuzda

s6z konusu olmayip, kolloidal sistemlerin bazilarinda gozlenen bir durumdur.



Isik-Madde
Etkilesimleri

Sagilma Absorbsiyon
Elastik Elastik Olmayan

/ Floresans
- Fotoliiminesans

Fosforesans
- Elektroliminesans

- Termoliiminesans
- Kimyasal Liminesans

- Biyoliminesans v.b

Liminesans

Sekil 1.1. Isik-madde etkilesimi ve floresans ile fosforesans (\Valeur 2001)

Foton-molekiil (atom) etkilesiminde, molekiilde veya atomda bulunan degerlik
elektronlar1 sogurma veya emisyon olaylarinda gorev almaktadirlar. Bu nedenle

yapilardaki elektron dagilimini bu yoniiyle tanimlamada fayda vardir. Buna gore;

Pauli Prensibi: Pauli Disarlama prensibine gore; bir atomda bulunan iki elektron i¢in
dort kuantum sayisinin hepsi birden ayni degildir. Bu prensibe gore bir orbitalde iki
elektrondan daha fazla elektron bulunamaz ve bu elektronlar ayni spinli olamaz. Bu
sartlar altinda Pauli disarlama prensibine goére spinler eslenmis halde bulunur. Spin
eslesmesi nedeniyle molekiillerin ¢ogu net bir manyetik alan gostermez ve diamanyetik
olarak adlandirilirlar. Yani durgun manyetik alan tarafindan ne itilir ne de gekilirler.
Ama yapilarinda eslenmemis elektron igeren molekiiller manyetik bir momente
sahiptirler ve bu moment nedeniyle manyetik alan tarafindan ¢ekilirler ve paramanyetik
olarak adlandirilirlar. Elektronlarin orbitallere yerlesimlerinden kaynakli olarak, bir

molekiiliin singlet hali ve triplet hali birbirinden oldukca farklilik gosterir. Bu



farkliliklardan biri de bir molekiilin singlet hali diamagnetik iken triplet halinin

paramagnetik olusudur.

Temel Hal: Herhangi bir atomun ya da molekiiliin elektronlarinin en diisiik enerji

seviyesindeki orbitallere yerlesmesi durumuna atom ya da molekiiliin temel hali denir.

Singlet Hal: Pauli Disarlama Ilkesi’ne gore elektronlar orbitallere birbirlerine zit
spinlerde olacak sekilde yerlesirler. Bir baska ifadeyle ciftlesmis spinler halinde
yerlesirler. Mevcut elektronlarinin  hepsinin spinlerinin ¢iftlestigi bir molekiiler
elektronik hale “singlet ya da tekli” hal denir ve spin eslesmesinden kaynakli olarak
singlet haldeki molekiil magnetik alanda tutulursa ve g¢ekirdek spininin etkisi thmal
edilirse spin ¢iftlesmesinin belirli bir elektron spini olmadigi i¢in enerji seviyesinde

ayrilma gozlenmez.

Triplet Hal: Molekiilde elektronlar orbitallere yerlesirken iki elektron igin paralel spinli
bir durum olusur. Bu yapiya triplet hal denir. Bir molekiiliin singlet ve triplet halleri

Sekil 1.2°de gosterilmistir.

Singlet temel  Singlet uyarilms Triplet uyarilmis
hal hal hal

Sekil 1.2. Singlet ve triplet hallerin gosterimi (Bayraktutan 2015)

Uyanilmis Hal: iki atom arasinda olusan bir bag temelde bu baglar1 olusturan iki

elektronun atomik orbitallerinin birbirinin {izerine gelmesiyle olusan bir ya da daha



fazla molekiiler orbitalle baglantilidir. Birbiri iizerine gelen atomik orbitaller bir bag
orbitalini ve birde antibag orbitalini olustururlar. Olusan bu orbitallerden birinin enerjisi
digerinden daha kiigliktiir. Enerjisinin kiiciik olmasi temel haldeki elektronlarinin
buraya yerlesmesine neden olur (Skoog and West 1980). Fotonla uyarilmis bir molekiil
floresans emisyonu, i¢ doniisiim, sistemler arasi gecis, konformasyonel degisiklikler,
elektron transferleri, proton transferleri, enerji transferleri, eksimer ve eksipleks
olusumlar1 ve fotokimyasal degisimler gibi yollar1 takip edebilir. Foton absorpsiyonu, i¢
doniisiim, sistemler arasi gecis, singlet haller, triplet haller, temel hal, floresans,
gecikmis floresasans, fosforesans vb. olasi durumlart gorsellestirebilmek igin Perrin-

Jablonski Diyagrami kullanilir. Perrin-Jablonski Diyagrami Sekil 1.3’de verilmistir.

Singlet uyariimis hal Triplet uyariimis hal
N T, T Titresimsel
{ I¢ déniistim oriléna
Sz ¥ ‘ T // Sistemler
f* : 1 ?. arasi gecis
Ar ? Y
Si ‘A '
Y -
[ " .
f
T T 111
Hik
@
: N
‘ ic ve dis FLrlt
Absorbsiyon Floresans déniisim Fosforesans
i I
LAk
O I |
I A S
I
\ R’
Y ¥ Titresimsel : : ; Y
So-+= [ Y durulma :b‘h'.ﬁ_
41 Y
Temel hal ¥ y X
Ay M A, A A As

Sekil 1.3. Perrin-Jablonski diyagrami (Sen 2018 and Valeur 2001)

Bu Tablodaki deaktivasyon prosesleri kendi iglerinde 1s1mali ve 1s1masiz olmak {iizere

ikiye ayrilir. I¢ doniisiim, sistemler aras1 gecis ve titresimsel durulma olmak iizere 3



cesit 1s1masiz deaktivasyon prosesi varken, absorpsiyon, fosforesans ve floresans

prosesleri 1g1mal1 proseslerdir.

ei¢c Doniisiim: Eger bir molekiil fazla enerjisinin tamamimi ya da bir kismini 1sin
yaymadan ¢evresine verip daha diisiik enerjili elektronik hale gegiyorsa (S1-So) buna i¢
doniisiim denir. I¢ doniisiim genellikle birbirine yakin iki elektronik hal arasinda vuku
buluyorsa bu adi alir. I¢ doniisiim istisnalar haricinde birbirine yakin iki elektronik
seviyenin birbiriyle ¢akisacak kadar yakin oldugu durumlarda ortaya g¢ikar. Birbirine
yakin bu elektronik seviyeler arasindaki gecisin olma olasiligi floresans olayinin
gerceklesmesiyle karsilastirilirsa daha yiiksek olasilikli oldugu goriiliir. Bir baska
anlatimla titresim seviyelerinin {ist Tlste diismesiyle gerceklesebilecek enerji

transferlerinin daha olasi olmasi floresansi engeller.(Skoog and West 1980)

e Dis Doniisiim: Uyarilmis bir elektronik halin deaktivasyonu, uyarilmis molekiil ve
¢oziicli (ya da diger molekiiller) arasindaki etkilesim ve enerji transferiyle ilgilidir. Dig
dontisiimiin detaylar1 bilinmemekle beraber ¢oziiciiniin floresans olayini etkilemesi dis
doniistimiin varhiginin kanitidir. Ayrica tanecikler arasi ¢arpigmanin arttirtlmasi ve
azaltilmasi floresansin artip azalmasimi etkilemektedir. En diisiik uyarilmis triplet
halden singlet temel hale 1s1masiz gegis bazi kaynaklarda dis doniisiim olarak

adlandirilmaktadir.

e Sistemler Arasi Gegis: Singlet uyarilmis haldeki bir molekiiliin elektronun spin
degistirerek triplet uyarilmis yapiya donmesi ile gergeklesen 1simasiz bir prosestir. Bu
gecisin gerceklesme ihtimali, iki ayr1 halin titresim seviyelerinin iist {iste ¢akigmastyla,
agir atom bulunduran molekiillerde spin ve orbitaller arasindaki etkilesim artmasiyla

spin degisikligin olma olasilig1 artar. Bu durum floresansin olma ihtimalini azaltir.

eFloresans: Molekiildeki elektron hareketi bir foton emisyonuyla Si’den So’a
gerceklesiyorsa bu proses floresans adini alir. Ayn1 zamanda 1s1mali bir deaktivasyon

olayidir.



eFosforesans: Eger elektron haraketi bir foton emisyonuyla Ti’den Sp’a

gerceklesiyorsa bu proses fosforesans adini alir ve 1g1mali bir deaktivasyon olayidir.

Floresans yasam Omrii (lifetime) 107 ila 10 saniye arasinda degisirken fosforesans
yasam omrii 107 saniyeden dakikalara kadar ulasabilir. Bu yiizden floresans istatistiksel
acidan fosforesanstan daha fazla gergeklesir. Bahsi gegcen olaylarin zaman skalasi

asagida Cizelge 1.2°de verilmistir.

Cizelge 1.2. Deaktivasyon Proseslerinin Zaman Skalalar1

Gegis Zaman Skalasi Isinim
I¢ Déniisiim 1014-10Ms yok
Titresimsel Durulma 1014-10Ms yok
Absorpsiyon 101%°s var
Fosforesans 10%-10%s var
Sistemler Aras1 gecis 108-103s yok
Floresans 10°-10"s var

*Titresimsel Durulma: Sekil 1.3’de goriildiigli lizere bir molekiil uyarma islemi
esnasinda aldig1 enerjiyle orantili olarak herhangi bir elektronik enerji seviyesinin
titresim enerji seviyesinde bulunabilir. Bu durum ¢ozeltilerde uyarilmis halde bulunan
molekiillerle ¢oziicii molekiilleri arasindaki ¢arpigsmalarda 6nem kazanmaktadir. Ciinkii
gerceklesen bu carpigmalar sayesinde titresim enerji kaybi yasanirken, bu enerjinin
aktarimiyla ¢oziicii molekiilerinin kinetik enerjilerinde bir artma meydana gelir.
Titresimce uyarilmis halde bulunan molekiiliin ortalama yasam siiresi 10°12 saniye ya da
daha az ise relaksasyon islemi adini alir. Durulma islemi siiresi elektronik uyarilmig bir
halin yagsam siiresiyle karsilastirildiginda daha kisa oldugu goriiliir. Bu da ¢ozeltide
floresans olusmasi i¢in uyarilmis halden en diisiik titresim seviyesine geg¢isin olmasinin
zaruriyetini gosterir. Titresim durulmasinin yeterliligi durumunda floresans bandi ve
absorpsiyon bandi karsilastirildiginda floresans bandinin daha diisiik frekanslara kaydigi

goriiliir. Absorpsiyon bandinin {izerine diisen rezonans piki temel haldeki en diisiik



titresim seviyesine uygun uyarilmig hal seviyesi arasindaki gecislerle olusan rezonans
piki oldugu gériiliir (Skoog and West 1980). Titresimsel durulma <102 saniyeden daha

kisa siirede gergeklestigi i¢in en hizli prosestir.

1.3. Absorpsiyon Spektroskopisi

Bir ¢ozeltiden belli dalga boyunda elektromanyetik 1s1ik gegirildiginde ¢ozeltiden ¢ikan
151810 siddetinde bir azalma olur. Buna gore; gegirgenlik (transmittans) ¢ozeltiden ¢ikan
151k siddetinin ¢ozeltiye giren 1sik siddetine oranina verilen isimdir. Giren 11k siddetine

lo ¢ikan 151k siddetine | dersek; bu durumda gegirgenlik (T);

T=21 (1.1)

olarak tanimlanir. Gegirgenlik 6l¢iimleri genellikle ¢ozeltilerin farkli konsantrasyon
degerleri i¢in yapildiginda hiperbolik bir egri ¢ikar. Hiperbolik bir egride hesap
zorlugunu gbz Oniinde bulundurarak % transmittansin eksi logaritmasi alinarak
absorbans (optik yogunluk) adini alan lineer bir ifadeye doniistiiriiliir. Buna gore
absorbans (A)

A=elC (1.2)

olarak tanimlanmustir.

(1.2) denkleminde, A; absorbans (optik yogunluk), &; molar absorpsiyon katsayisi

(L/mol.L), I; 1s1k yolu (cm) ve C; konsantrasyondur (mol/L).

1.4. Floroforlarin Bazi Uygulama Alanlan

Floresans veya fosforesans yapabilen molekiiller genel anlamda florofor olarak

adlandirilirlar. Ornek olarak tipik poliaromatik hidrokarbonlar triptofan, tirozin gibi baz
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aminoasitler 6rnek verilebilir. Bundan baska floroforlar; Ekzojen Florofor (Rhodamine,
Akridin, Oraj, Etidium Bromid vb.) ve Endojen Florofor (NADH Otofloresans vb.)
olmak tizere iki grubu ayrilabilir. Floroforlarin bazi uygulamalarini asagidaki gibi

siralayabiliriz;

-Immiinofloresans

- Iyon duyarli boyalar

*(K*, Na*, Ca*? spesifik isaretleyiciler)
*pH gostergeleri

-Zar potansiyeli

*Hiicre i¢i floresans artisi

-DNA boyalar1

-Protein floresan tayini

1.4.1. Floresans ve fosforesansi etkileyen degiskenler

Floresansin ve fosforesansin gerceklesmesinin baslica 3 sebebe bagli oldugu
sOylenebilir. Bunlar; 1- Molekiiler yapt ve molekiiler yapiy1 degistirecek etkenler
(sicaklik, pH, agir atom vb.), 2- Kimyasal ¢evre, 3- Olusan emisyonun siddetidir.
Emisyon olaymin siddeti, kuntum verimleri iizerinden tanimlanmaktadir. Ornegin
floresans olay1 i¢in floresans kuantum verimi, fosforesans olay1 i¢in fosforesans

kuantum verimi.

1.4.2. Floresans kuantum verimi

Floresans icin kuantum verimi hesaplanirken temel olarak 1s1ma yapan molekiillerin
sayisi toplamda uyarilmis molekiillerin sayisina oranlanir. Bu oranin 1’e yaklagsmasi
floresans kuantum veriminin oldukca yliksek oldugunu gosterirken 0’a yaklagmasi

kuantum veriminin ¢ok diisiik olduguna isaret eder.
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(1) _ Salinan foton sayisi (1 3)
- Absorplanan fotonlarin sayisi '

k¢
ke + kisc + Kkic

¢ = (1.4)

Bu denklemde ks, floresans hiz sabiti, kisc; sistemler arasi gegis hiz sabiti, Kic; i¢
doniistim hiz sabitidir (Valeur 2001).

Floresans olayr 250 nm’den kii¢iik dalga boylarinda nadir olarak gergeklesir. Ciinkii,
organik molekiiller bu 1sinlarin sebep oldugu miktardaki enerjiyle koparilabilecek
baglara sahip olduklari i¢in 6 — o* ge¢isi nedeniyle olan floresans nadiren goriiliir; bu

gecistense daha az enerji gerektiren 1 —7* ve n— ©* gecisleri gozlenir.
1.4.3. Floresans kuantum verimi ve gecis tipleri

n—7* gegislerinin molar absorbtivitesi n—n* gegislerinin 10?2 —10° katidir. Yine n—n*
gecisleri n—n* gecislerinden daha kisa siirelidir. Bu da m —n* gecislerinin kuantum
veriminin daha fazla oldugunu kanitlar. Ayrica singlet — triplet halleri arasindaki
gecislerdeki enerji farkinin biiyilik olmasi, sistemler aras1 gecis hizi sabiti kisc’nin, t ,t*
uyarilmis halinden daha kii¢iik olmasina neden olur. Yani © ,m* uyarilmis halinin
elektron ¢iftlerini ayirmak i¢in daha fazla enerjiye gereksinimi vardir. Bu nedenle
singlet uyarilmis hal ile triplet uyarilmis halin titresim enerji seviyelerinin ¢akismasi ve

sistemler aras1 gecis ihtimali daha az olasidir (Skoog and West 1980).
1.4.4. Floresans ve yapi

Floresans 6zellik tastyan molekiiller incelendiginde, molekiiler yapinin icerdigi gruplara
bagl oldugu goriilmiistiir. Bu gruplar icerisinde diisiik enerjili m —n* gegislerine sahip
olan aromatik fonksiyonel gruplari iceren bilesiklerin daha fazla floresans 6zellige sahip

oldugu goriilmiistiir. Aromatik bilesiklerin yani sira alifatik, alisiklik ve karbonil grubu
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iceren yapilar1 biinyesinde bulunduran bilesikler, ¢ok yiiksek konjuge ¢ift bag iceren
yapilar da floresans 6zelligi gostermesi ihtimal dahilindedir. Ancak aromatik bilesiklere
oranla daha azdirlar. Tim bu yapilarin yam sira siibstitiisyonda floresans verimini
etkiler (Skoog and West 1980). Halojenik siibstitiisyonda; halojenin atom
numarasindaki artis agir atom etkisi nedeniyle floresansi azaltir. Aromatik halkaya
karboksilik asit veya karbonil grubunun siibsititiisyonu floresansi engeller ¢iinkii bu tip
bilesiklerde n, 7* sisteminin enerjisi rt, n* sisteminden daha azdir ve floresans verimleri

0’a yakindir.

......

Eger molekiiliin yapisi rijit yapili ise bu molekiillerin floresanst daha fazla olur.
Floresans 0zellik gosteren boyar maddeler kati bir yiizey iizerinde adsorplandiginda

emisyonu artar. Bazi organik maddeler bir metal iyonuyla kompleks olusturmasi

artis gozlenebilir.

1.4.6. Floresansa konsantrasyon etkisi

Floresans siddeti konsantrasyon ile dogru orantilidir. Floresans 1gtmanin giicii F, sistem

tarafindan absorplanan uyarici 151k (Io) giicliyle orantilidir. Yani

F = k(lo-1) (1.5)

Bu denklemde lo; Uyarict 1s1n siddeti, I; Gegen 1s1n siddeti k; Kuantum verimidir.

Lambert-Beer yasasindan faydalanarak;

I=1p10°'C (1.6)



13

degeri denklem (1.5)’de yerine koyup diizenleme yaparsak;

F=klo(1-10 ') (1.7)

esitligi elde edilir. Esitlikte €; molar absorpsiyon katsayisi (L / mol.cm), I; 6rnek kabinin
kalinligi veya 1s18in ¢ozelti iginde kat ettigi yol (cm), C; ¢Ozeltinin molar
konsantrasyonudur (mol / L). Bu denklemi, denklem (1.2)’de verilen absorbans

denkleminden yararlanarak Mac Lauren serisi ile actigimizda;

F=klo (2.303 A — (2.303 A)2/2! + (2.303 A)3/3! — (2.303 A)4/4! + ...) (1.8)

esitligi elde edilir. Disik konsantrasyonlarda bu esitligin yalnizca ilk terimi

kullanilabilecegi i¢in denklem;

F=klo (2.303 A) (1.9)

olarak yazilabilir. Burada Denklem (1.2)’deki esitlik kullanilir ve sabitlere K denirse,
Denklem (1.9)’daki esitlik;

F=KlelC (1.10)

haline doniisiir. Denklemde; floresans siddetinin konsantrasyon ile dogru orantili
oldugunu soyleyebiliriz. Aynen Lambert-Beer yasasinda oldugu gibi burada da
floresans siddeti ile konsantrasyon artigt degerleri belirli limitlerde lineerligi
korumaktadir. Floresans siddeti — Derisim egrisinin dogrusalliktan sapmasinin iKi
nedeni vardir. Bunlar 6zsogurma (Tekrardan sogurma = reabsorption) ve 6zsondiirme
(Kuenglesme = Quenching) olaylaridir. Bu olaylar sebebiyle negatif yonde sapmalar

goriiliir.
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Ozsogurma; Molekiillerin yayimladig: floresans 1smin dedektére gelinceye kadar aldig:
yolda diger molekiillerle karsilasmasi suretiyle enerjisinin bir kismini bu karsilastigi
molekiillerce sogurulmasi olayidir. Yiiksek konsantrasyonlu veya derisik ¢ozeltilerde

karsilasilacak molekiil sayis1 ¢ok olacag i¢in floresans siddeti diiser.

Ozsondiirme: Uyarilmis molekiillerin  birbirleriyle ve ¢oziiciiniin molekiilleriyle
etkileserek kendi biinyelerindeki enerjiyi 1simasiz olarak diger molekiillere aktarmak
suretiyle dis doniisim gergeklestirirler bu olaya 6zsondiirme (kuenglesme) denir ve
derisim artisiyla etkilesimin artmasina bagli olarak floresans siddetinde azalma
gozlemlenir. Ayrica absorbans degerinin yiiksek olmasi durumunda da (6rnegin 1,0
veya yukar1 degerler gibi) floresans siddeti ile konsantrasyon arasindaki dogrusalliktan

sapmalar goriilmektedir.

1.4.7. Sicaklik ve ¢oziicii etkileri

Birgok molekiil i¢in sicakligin artmasi, c¢arpisma frekansini arttirip 1s1masiz
deaktivasyon olasiligin1 yiikselttigi i¢in floresans kuantum verimini azaltir. Coziicii
viskozitesinin azalmasi ve sicakligin artmasi aymi etkiyi yaparak i1simasiz gegis
olaylarmin olasiligint arttirict etki yapar. Coziicii polaritesine bagl olarak, n—n* gecis
enerjilerinin polar ¢oziiciilerde artmasi, T—n* gecis enerjisinin azalmasi sonucunda
n—7* gegis olaymin floresansi artar. Agir atom igeren ¢oziiciiler ve/veya yapisinda agir
atom bulunduran bilesikler i¢in floresans siddeti azalacak yonde bir davranig sergiler.
Bunun sebebi orbital-spin etkilesimine bagh olarak triplet yapiya geg¢is durumu hizinin

artmasina baglanmaktadir.

1.4.8. Floresansa pH’nin etKisi

Asidik veya bazik ana halkaya bagli fonksiyonel gruplar1 bulunan bir aromatik bilesigin
floresansi, ¢cogunlukla pH’ya baglidir. Uyarilmis molekiiliin asit dissosiasyon sabiti ayni
molekiiliin temel haldeki degerlerinden farklidir. Yapilan ¢esitli ¢calismalarda uyarilma

ile asit, baz disosiasyon sabitlerinin degisebildigi gézlemlenmistir (Valeur 2001).
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1.4.9. Floresansa ¢oziinmiis oksijen etkisi

Floresans o6zellik gosteren bir ¢ozeltinin siddeti; ortamda ¢6ziinmiis oksijen bulunmasi
durumunda azalir. Floresans siddetinin azalmasinin nedenlerinden birisi, molekiil-
oksijen ikilisinin fotokimyasal tesirle oksidasyonu kaynakli olabilir. Bir digeri ise
molekiiler oksijen paramagnetik o6zelliktedir. Bu yiizden sistemler arasi gegisi
hizlandirir ve uyarilmis molekiillerin triplet hale ge¢mesini hizlandirarak sonugta

floresans siddeti azalmasina neden olurlar.

1.4.10. Floresans yasam omrii (Lifetime)

Floresans 6mrii, floroforun uyarilmis halde gegirdigi karakteristik zamandir. Uyarilmis

halde florofor ¢evreyle bir takim etkilesmeler gegirir. Bunlar:

-Carpismayla kuenglesmeler
-Floresans enerji transferleri
-Sistemler aras1 gegisler

-Donme hareketleri’dir.

Homojen sistemler prensip olarak tek bir floresans yasam omrii degeri gosterirken
heterojen sistemler ise tipik olarak birden fazla floresans yasam Omrii degerine

sahiptirler.

1.5. Floresans Rezonans Enerji Transferi (FRET)

FRET uzun menzilli dipol-dipol etkilesimleri ile donor-akseptor arasi elektromanyetik
enerji transferidir. Floresans rezonans enerji transferi mekanizmasi Forster tarafindan
(1946) ilk olarak agikliga kavusturulmustur. Floresans rezonans enerji transferinde
floresans ozellikli uyarilmis ilk molekiiliin (donér) sahip oldugu uyarilmis durum

enerjisini baska bir molekiile (akseptor) aktarmasinin s6z konusu oldugu fiziksel bir
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stiregtir ve transfer verimi dondr ile akseptor arasindaki mesafeye baglidir (Valeur
2001).

FRET’in potansiyel olarak kullaniminin 6nemli hale gelmesi 1970’lerin ortalarindan
sonra gerceklesmistir. Floresans 6mrii enstiirmantosyonda meydana gelen gelismeler ve
oryantasyon faktorlerindeki belirsizligi minimize hale getirmek i¢in yapilan
onermelerden sonra daha dogru hesaplanmaya baslanmistir ve bu sayede enerji transferi

temelli molekiiler uzakliklar tizerine literatiir artis1 gozlemlenmistir.

Bir ¢ok ¢aligma kompleks intermolekiiler yapilarin Karakteristik 6zelliklerini incelemek
ve protein, lipit, niikleik asitler gibi ¢esitli molekiiler bilesenlerden olusan multi
komponent yapilarin geometrik karakteristiklerini saptamak i¢in kullanilan bir teknik
olarak belirtilmistir. Bu yontem yliksek hassaslikta, spesifiklikte, hizlilikta ve rolatif

basitlikte 6l¢tim imkan1 saglamasindan dolayi ilgi ¢ekmistir.

FRET, uyarilma enerjisinin molekiiler-aras1 uzun menzilli dipol-dipol etkilesime bagl
olarak, bir uyarilmis florofordan (dondr) baska bir molekiile (akseptor) aktarildig:
mesafeye bagh bir fiziksel islemdir. FRET, molekiiller aras1 mesafenin genellikle 10-
100 A oldugu durumlarda dogru sonuglar veren bir yéntemdir. Eger donor ve akseptor
arasindaki mesafe yeterince yakinsa diger bir ifadeyle donoriin yarigapina yakin bir
mesafede konumlanmigsa oldukea etkili bir yontemdir (Sekil 1.4) (Sekar and Periasamy
2003).

Enerji transferinin s6z konusu oldugu bu teoride enerji transferi yapabilecek bir
titresimli dipole sahip uyarilmis elektronik durumdaki florofor grubunun benzer bir
rezonans frekansma sahip ikinci bir dipol ile etkilesmesi mantigima dayanmaktadir

(Meer et al. 1994).
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Dondr Grup

Akseptor Grup

Absorpsiyon Enerji Transferi

Floresans
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Sekil 1.4. FRET in temsili sematik gdosterimi.

FRET mekanizmasinda, ilk olarak donor fotonla uyarilarak bir miktar enerji absorbe
eder ve uyarilma enerjisi yakininda bulunan akseptdr bir molekiile transfer eder. Enerji
transferi, dondr grubun floresans siddetinin azalmasi yoluyla ya da spektrumunun diisiik
enerjili bolgeye kaymasi ile ger¢eklesmektedir. Bu durum donér grubun floresansinin
azalmas1 uyarilmis hal Omriinliin azalmasi, akseptor grubun floresans siddetinin

artmastyla beraber gergeklesir (Ozgesmeci 2010).

FRET olayi; transfer olunan enerjinin biiyiikliigli veya verimliliginin tespiti, iki florofor
arasindaki mesafenin tespitinde, molekiiler etkilesimlerin anlasilmasinda, molekiillerin
konformasyonel yapilar1 ve biyokimyasal olaylarin aydinlatilmasi i¢in verimli bir

yontemdir.
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1.6. Floresans Kueng¢lesmesi

Floresans kuenglesmesi, bir floresans o6zellik gosteren maddenin floresans siddetini
azaltan herhangi bir isleme verilen isimdir. Literatiirdeki bazi c¢alismalarda, bazi
floroforlarin farkli islemler sonucunda floresans kuenglesmesine maruz kaldiklari
bahsedilmistir. Bu islemlerden bazilarimi1 6rnek verecek olursak; uyarilmisg hal
reaksiyonlari, enerji transferleri, kompleks olusumlari, ¢arpismaya bagli (dinamik)

kuenglesme basta gelir.

Kuenglesmenin anlasilmasi i¢in 6ncelikle florofor ve kuengir (kueglesmeye neden olan
ikinci bir tiir; molekiil veya atom) arasindaki iliski bilinmelidir. Florofor ve kuencir
arasindaki etkilesime bagli olarak statik ve dinamik kuenglesmeden bahsedilmektedir
(Valeur 2001). Statik kuenglesmede temel hal kompleks olusumu esas teskil ederken,
dinamik kuenglesmede florofor ve kuencir arasindaki ¢arpismalar belirleyicidir. Statik

kuenglesme dinamik kuenglesmeye oranla daha komplike bir prosestir.

Floresans kuenclesmesi, hem temel bir olay olarak hem de floresansin biyokimyasal
problemlere uygulanmasinda kapsamli olarak incelenmistir. Bu uygulamalar
kuenglesme prosesinin olumlu ozelliklerinden kaynakli olarak ortaya ¢ikmistir. Hem
statik kuenglesme hem de dinamik kuenglesme florofor ve kuengir arasinda molekiiler

temasi gerektirir.

Dinamik kuenglesmede, kuengirin uyarilmis florofora diffiize olmasi1 6nemlidir. Kuengir
ile temasla florofor bir foton emisyonu olmadan temel durumuna doéner. Statik
kuenglesmede ise florofor ve sondiiriicti (Kuengir) arasinda bir kompleks olusur ve bu
kompleks floresans 6zellikte degildir. Her iki durumda da florofor ve kuengirin arasinda
bir temasin bulunmasina ihtiya¢ vardir. Ornegin kuenglesme &lgiimlerinde, kuengirin
florofor molekiiliine ulasilabilirligi belirleyici olmaktadir. Eger ¢oiiziicii fazla viskoz
yapidaysa bu difiizyonun yavas olmasina neden olur ve kuenglesmeyi engeller.
Dolayisiyla kuenglesme, kuengir molekiilerinin diffiizyon oraninin belirlenmesini

saglamis olur. Bunun yan1 sira membranda ya da bir proteine bagl: florofor varliginda,
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protein veya membran, kuengir (sondiiriicii) i¢in gegirimsizse ve florofor makro
molekiiliin i¢ kisminda bulundugu bir durumdaysa dinamik ve statik kuenglesmenin
ikisi de meydana gelmez. Ciinkii yukarida anlatilanlar sebebiyle proteindeki ve
membrandaki florofor lokalizasyonunu anlamak ve kuengir gecirgenliklerini ortaya
cikarmak i¢in kuenglesme calismalari yapilabilir. Dinamik kuenglesmenin bir diger
onemli Ozelligi ise, deneyde gozlenebilirligi etkileyen floresans yogunlugu ve floresans
yasam omrii gibi parametrelere bagli olarak, ¢6zelti igerisindeki diffiizyon mesafesinin

ve hacminin artabilmesidir.

Cogu florofor kuenglesmesi ic¢in oksijen ile c¢arpismalari karsilastirilir bu ylizden
floresans kuenglesme Olgilimleri ortalama olarak kuencir diffiizyonlarini ortaya ¢ikarir.
25°C’eki suda bulunan oksijen molekiiliiniin diffiizyon katsayis1 2,5x10° cm?%/sn’dir.
Floresans yasam omrii boyunca tipik bir oksijen molekiilii 44 A’a kadar difiize olabilir.
Yasam siiresine bagl olarak difiizyon mesafesi de degisir. Oksijenin 20 ns ve 100 ns
omiirleri igin oksijenin difiizyonu igin ortalama mesafeler yaklasik 100 A ve 224 A
araligindadir. Yukarida bahsedilen durum ¢oziicii relaksasyonu ile karistirilabilir.
Coziicli molekiillerin yoneliminden kaynaklanan spektral kaymalar, 6ncelikle floroforun

hemen yaninda bulunan ¢oziicii kabugundan kaynaklanmaktadir (Lakowicz 1983).

Deaktivasyon prosesleri incelendiginde ortamda tek bir tir molekiil varsa
monomolekiiler, ilgilenilen tiirlin disinda baska bir tiir varsa bimolekiiler terimleri
kullanilmaktadir. Uyarilmis haldeki florofor ortamdaki bir diger molekiil olan kuengir
ile temas ederek deaktive olursa carpismali (dinamik) kuenglesme meydana gelirken,
kuengir ile florofor temel halde bir kompleks olusturarak deaktive olursa statik

kuenclesme meydana gelir.

Kuenlesme olaylar1 temel olarak Stern-Volmer (S-V) denklemiyle incelenmektedir
(Lakowicz 1983). S-V denklemi asagidaki gibidir.

2 =1+ Ke[Q] (1.11)
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Esitlikte I, kuencir yoklugunda floroforun floresans siddetini, I , kuencir varliginda
floroforun floresans siddetini, Kg,, S-V sabitini ve [Q], kuen¢ir konsantrasyonunu
temsil eder. Statik ve dinamik kuenglesmeyi birbirinden ayirt etmek amaciyla sistemin
farkli sicaklik, viskozite ve floresans yasam Omrii Olglimlerinden yararlanilabilir.
Dinamik kuenc¢lesmede sicaklik arttikca difiizyon katsayisindaki artisa bagli olarak
bimolekiiler kuen¢lesme sabitinin degeri artar. Statik kuenglesmede dinamik
kuenglesmenin aksine sicaklik artisiyla kompleks stabilitesinde azalma olacagi i¢in
statik kuenglesme sabitinde azalma gozlenir (Munkholm et al. 1990). Temsili Stern-

Volmer grafigi Sekil 1.5°de verilmistir.

To/T To/T
veya veya
lo/I lo/1
egim= Ks egim= Ksv=KqTo
Statik Kuenging [Ql/m Dinamik Kuenging [Q)/m

Sekil 1.5. Statik ve dinamik kuenglesmenin temsili gosterimi

Statik ve dinamik kuenglesmeyi birbirinden ayirt etmek icin kullanabilecegimiz bir yol
olarak florofor absorpsiyon spektrumundaki degisimin incelenmesidir. Dinamik
kuenglesmede sadece floroforun uyarilmis halleri etkilenirken, floroforun absorpsiyon
bandinda degisme gézlenmez. Bunun aksine statik kuenclesmede temel halde kompleks

olusumu sebebiyle floroforun absorpsiyon spektrumunda degisim gdzlenebilir.

Statik ve dinamik kuenglesmeyi ayirt etmede bir diger ve en etkili metot floresans dmrii
Olctimleridir. Kompleks olusturan florofor, floresans o6zelliginde degildir ve
gozlemlenen floresans sadece kompleks olusturmamis florofordan kaynaklanir. Statik

kuenclesmede floresans omrii sabit iken baslangi¢ emisyon siddeti azalir. Dinamik
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kuenclesmede kuencir konsantrasyonunun artisi ile baslangic emisyon siddeti sabit

kalirken floresans yasam Omiirleri azalir.

1.7. Sigir Serum Albiimin (Bovine Serum Albumine=BSA)

BSA, si1gir serum albiimin, genellikle standart protein olarak kullanilan bir proteindir.
BSA proteini 607 aminoasitten olusur. Ancak proteinin N terminal ucunda 18
aminoasitten olusan sinyal peptit dizisi, salgilanma sirasinda oncii proteinden ¢ikarilir.
Ayrica olgun BSA proteininin olusmas: i¢in bu proteinin N terminal ucundan 4
aminoasit ¢ikarilmasi gerekir. Bu islemler sonucu BSA proteini 585 aminoasit igeren bir
protein haline gelir. BSA proteininin molekiiler agirligi 66,463 Da, erime sicaklii

60°C’dir.

Sigir serum alblimini biyolojik reaksiyonlarda kararli olup ¢ok sayida biyokimyasal
uygulamada kullanilan globiiler bir proteindir. Coziinlir monomerik bir protein olan
albliimin proteini serum proteinlerinin yaklasik olarak yarisin1 olusturur. Albiimin
steroitler, yag asitleri, tiroit hormonlar1 gibi molekiiller i¢in bir tasiyicidir ve
ekstraseliiler sivi hacmini dengeler. Albiimin kiiresel bir glioksilatlanmis serum
proteinidir ve karacigerde preproalbiimin olarak sentezlenir. Bir peptit ¢ikarildiktan
sonra ilkel endoplazmik retikulumdan proalbiimin salinir daha sonra salgilanan

albiimini iiretmek i¢in golgi vezikiillerinde parcalanir.

BSA serum proteinlerinden albiimin alt sinifina dahil olup plazmadaki toplam proteinin
yaklasik yarisin1 albiiminler olusturmaktadir. Bu da albliminlerin plazmadaki en kararli
ve en ylksek c¢oziiniirlikteki protein oldugunu gostermektedir. Albiimin yapisi
oncelikle yapilan hidrodinamik deneyler (Hughes 1954; Squire et al. 1968; Wright and
Thompson 1975) ve diisiik a¢ili X-Isin1 sa¢ilmasi deneylerine (Bloomfield 1966) dayali
sonuglara baglt olarak 140x40 A boyutlarida bir elips oldugunu gdstermistir. Bu
calismalar1 takip eden daha sonraki g¢alismalarda albiimin yapisinin puro seklinde
oldugu ortaya konmustur. Ama *H NMR ile yapilan calismalarda yapinin elips seklinde
degil, daha dogru tasvirinin kalp seklinde oldugunu gostermistir (Akkili¢ 2006).
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Si1gir Serum Albiimin 3 domain (iinite) ve bu {i¢ domain’in her birinde ikiser tane olmak
lizere toplamda 6 tane alt iiniteden (subdomain’den) meydana gelmistir. BSA
molekiiliiniin primer yapisinda diizenli bir yiik dagilimi goriilmez. Sigir serum

albumin’in tahmini yapis1 Sekil 1.6’da oldugu gibidir.

B Domainl|

Site |l

Domain Il

Site |

Domain |l

Sekil 1.6. Sigir serum albiiminin yapis1 (Patra et al. 2012)

BSA yapisinda bulundurdugu aspartik asit ve glutamik asit sebebiyle asidik 6zellik
gosterirken; yapisinda bulundurdugu arjinin, histidin, lisin aminoasitleri sebebiylede
bazik 6zellik gosterir. Bu sebeple amfoter 6zellige sahip olan BSA kolayca proton alma
ya da proton verme Ozelligine sahip olmaktadir. pH’1n diisiik oldugu asidik ortamlarda
BSA ortamdan proton aldig1 i¢in pozitif olarak yiiklenirken, pH’1n yliksek oldugu bazik

ortamlarda ise molekiil proton vererek negatif olarak yiiklenmektedir (Acar 2006).

1.8. Kumarin

Kumarin bitkilerde sik rastlanan kimyasal bilesiklerden biridir. Ozellikle; orkideler,

baklagiller, maydanozgiller ve aromal1 bitkiler gibi bitki tiirleri dogal olarak olusan
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kumarin bilesiklerinin baslica kaynagidir. Benzo-a-piron grubunun ana bilesigi olan
kumarinin izole edilmesi ilk olarak tonka baklasi (Dipteryx Odorata) agacinin
tohumlarindan Vogel (1820) tarafindan gergeklestirilmistir. Kumarinin yapist hakkinda
cesitli kimyasal yapilar onerilmis olup ilk dogru yap1 Strecker (1867) ve Fitting (1868)
tarafindan ortaya konulmustur (Sethna ve Shah 1945). Kumarin bilesiginin molekiiler

yapst Sekil 1.7°de verilmistir.

Sekil 1.7. Kumarin’in molekiiler yapisi

Kumarin ve tiirevleri; analjezik, antifungisit, antihelmitik, anti HIV, antienflamatuar,
antikoagiilant, antikanser, antioksidan, diiiretik, hipotermal, lipit diisiiriicli, vazodilator,
bakteriostatik vb. etkilere sahip olmalar1 nedeniyle 6zellikle biyoloji ve tip alaninda
yapilan arastirmalara konu olmustur. Asagidaki Cizelge 1.3’de kumarinin biyolojik

etkileri ve bu etkilerini arastiran bilim adamlar1 verilmistir.

Cizelge 1.3. Kumarin ve tiirevlerinin biyolojik etkileri (Kogak 2011)

Biyolojik etki Etkiyi bulan bilim insam
Analjezik (Agri kesici) (O'Kenedy and Thornes 1997)

) _ (Soine 1964; Inoue et al. 1994; Kayser and
Antibakteriyel o

Kolodziej 1997)

Anti-fungisit (O’Kenedy and Thornes 1997)
Anti-helminitik (Solucan diisiiriici | (Soine 1964)
ilag)

) (O’Kenedy and Thornes 1997; Spino et al.
Anti-HIV

1998; Ivezic and Trkovnik 2003)
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Cizelge 1.3. (devam)

Anti-inflamasyon (iltihaplanma (O’Kenedy and Thornes 1997)
kesici)

(Sener ve Mutlugil 1987; Wang et al. 2002;
Kempen et al. 2003; Reddy et al. 2004)

(Soine 1964; Singer and Kong 1966; Murray
Antikoagiilan (Kan sulandirici) 1982; Wolfbeis et al. 1983; Sener ve Mutlugil
1987; Takadate et al. 1997)

Antikanserojen

Antioksidan (Kontogiorgis and Hadjipavlou 2003)
Ditiretik (idrar arttiran ilag) (O’Kenedy and Thornes 1997)
Hipotermal (Ates diisiiriicii) (Soine 1964)

iltihaplanmay1 azaltmak (Khan and Sharma 1993)

Koloretik (Karacigerden safra (Soine 1964)

salgilanmasini uyaran madde)

Lipit diistiriicti ajanlar (Madhavan et al. 2003)

Ostrojenik (Soine 1964)

Solunum stimiilasyonu (Soine 1964)

Steroid 5a-rediiktaz’in inhibesi (Fan et al. 2001)
(Soine 1964; Hoult and Paya 1996; O’Kenedy
and Thornes 1997)

Vazodilator (Damar genisletici)

Kumarinler, dogal olarak elde edilebilir veya sentetik olarak sentezlenebilirler. Piron
halkasiin benzen halkasi ile kondense olmasi sonucu benzopiranlar olarak bilinen bir
heterosiklik bilesik sinifi olusur. Heterosiklik halkadaki karbonil grubunun konumuna
gore iki tiir benzopiron bilesiginden s6z etmek miimkiin olur. Bunlardan ilki a-piron
halkasinin benzen halkasina kondense olmasiyla olusan kumarindir. Digeri, y-piron
halkasinin benzen halkasina kondense olmasiyla olusan kromondur (Sekil 1.8).
Gilintimiizde farkli sentez yontemleri kullanilarak sentezlenen kumarin tiirevlerini igeren
materyaller elektro-optik materyallerde, organik-inorganik hibrit materyallerde, sivi

kristal materyallerde, 151k depolama/enerji transfer materyallerinde ve biyokimyasal
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malzeme gibi birgok endiistriyel uygulamada kullanilir. Yine organik kimyada énemli
bir yere sahip olan kumarinler, gida, parflim katki maddesi, boya, serbest radikal yok
edici gibi bir¢ok uygulama alaninda mevcut olup gelisen teknolojide artarak yer

almaktadir.

o) o O
(0]
Kumarin Kromon

Sekil 1.8. Kumarin ve kromon bilesigiklerinin temel yapist

Kumarinler ve tlirevleri Pechmann, Knovengel, Witting ve Perkin gibi farkh
yontemlerle sentezlenebilen tiirevleri ilk defa 1868 yilinda Perkin yoOntemiyle
sentezlenmistir. Bitkiler, kumarinlerin en 6nemli dogal kaynagidir, ancak bitkilerden

izole edilmeleri zaman alicidir ve gelismis aletler gerektirir.

Kumarinler renksiz bilesiklerdir. Ancak kumarin halkasina takilan siibstitiientlere gore
renkli olabilmektedirler. Ayrica takilan siibstitiientlerin konumu kazanacaklar1 6zellikler
acisindan onemlidir. Ornegin 7 konumunda elektron verici gruplar bulunduran yapilar
floresans ozelligi, 6 konumunda hidroksit yapili olanlar anti fungal 6zelligi gosterir.
Kumarin bilesikleri gosterdikleri floresans 6zelliklerinden dolay1 son yillarda 6zellikle
ilgi cekmektedir. Siibstitiie olmayan kumarin tlirevi ¢ok az floresans 6zellik gosterirken,
ozellikle 7-konumuna g¢esitli siibstitiie gruplarin yapiya dahil edilmesiyle bilesigin
floresans ozellik gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle; kumarin bilesiginin 7- konumuna
bir elektron verici grubun oldugu ve 3- velveya 4- konumunda bir siibstitiientin
(genellikle 3-konumunda heterosiklik halka olan) oldugu kumarin bilesiklerinin
gosterdigi onemli fotofiziksel davranisin incelendigi ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.
7-konumunda bir elektron verici grup bulunan kumarin bilesiklerin floresans 6zellik

gostermesi yapidaki dipol—dipol rezonans etkilesimleri ile agiklanmaktadir ve yapidaki



26

benzen halkasinin bir elektron verici, piron halkasinin ise elektron g¢ekici grup olarak

davrandigi belirlenmistir (Yanar 2014).

Kumarin halkasi i¢eren polimerler, kumarin tiirevleri, kumarinlerin dye lazerlerde ve
organik 151k yayan diotlarda (LED) kullanimi iizerine yapilan ¢alismalarda goriiniir
bolgede etkili floresans Ozellik gosterdigi tespit edilmistir. 1940°dan sonra kumarin
bilesiklerinin kismen absorbans ve floresansinin ayarlanabilirliginden fotofiziksel
Ozellikleri ¢alisilmaya baslanmistir. 1950’lerin sonlarinda ise Wheelock, kumarin
yapilar iizerindeki siibstitliientlerin floresans bandinda kaymaya sebep oldugunu

gostermistir.

Kumarinlerin giiclii absorpsiyon ve yliksek 1sinim verimleri onlari iyi bir dye lazer
boyast yapmaktadir. Kumarinlerin kismi rijitlik ve solvatokromik 6zellikleri yogun faz
ortamlarinin florasans problar1 olarak, ozellikle floresans depolarizasyonu yoluyla
¢Oziicli-¢oziinen etkilesimi ve zamana bagimli ¢oziicii yeniden diizenlemesiyle Stokes

kaymasi flrosesans ¢aligsmalari i¢in genis bir kullanim alan1 olusturmaktadir.

CHs

H,N o

Sekil 1.9. Kumarin 120 bilesiginin molekiiler yapist

Bizim tez ¢alismamizda kullandigimiz kumarin ailesinin iiyesi olan ve Sekil 1.9°da
gosterilen kumarin 120 bilesigi diger adiyla 7-amino-4-metil-kromen-2-on olarak da
bilinir. Kumarin ailesinin bilinen temel molekiillerinden biridir. Bu molekil 7
pozisyonunda bir elektron saglayici amin grubu icermekte olup molekiiliin floresans
Ozelligini arttirdig1 bilinmektedir. Kumarin bilesiklerinin 7-konumunda elektron verici

stibsitiient bulunduran tiirevleri giiclii floresans gosterirler. Kumarin tiirevlerinde oldugu
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gibi kumarin 120°de non-lineer optik kromofor ve homojen ¢ozeltilerdeki ¢oziiniirliik
dinamigi caligmalari icin uygun prob olarak kullanilabilmektedir. Molekiiler agirlig
175,187g/mol olan kumarin 120; aseton, kloroform, N,N-dimetil formamid, dimetil
siilfoksit, etanol, metanol gibi c¢oziiciilerde ¢oOziiniir. pH 7°de tampon soliisyonu
icerisinde hazirlanan ¢ozeltilerinde absorpsiyon ve emisyon pikleri sirastyla 342 nm ve
441 nm’dedir. Kumarin 120, amiloid B peptitlerin, bakterilerin, karbonhidrat/seker gibi
yapilarin, nanokristallerin, metal iyonlarmin, niikleotitlerin, proteinlerin, slika
nanopartikiillerin  isaretlenmesinde  kullanilmaktadir.  Biyolojik ve  medikal
uygulamalarda; etkili bir antitiberkiiler ajan olmalar1 sebebiyle bakterilerin
siniflandirilmasi, iiriner kallikrein seviyesinin ol¢iilmesi, kanser hiicrelerinin platin IV
indirgenmesi ve platin 1l reaksiyonlarinin goriintiilenmesi, aromatik aminoasit
dekarboksilaz aktivitesi, histon deasetilaz aktivitesi, hidrolaz/esteraz aktivitesi,
mikrobiyal nitrorediiktaz  aktivitesi, proteaz/proteinaz/peptidaz  aktivitesi  vb.
calismalarda yararlanilmaktadir. Endiistriyel olarak renk goriintiileme cihazlarinda,
miirekkeplerde, kaplanmis aliminyum korozyonunun goériintiillenmesinde, boya duyarh
giines pillerine (DSCs), gozenekli slika fiberlerde vb. kullanim alanlarinda
rastlanmaktadir (Sabnis 2015).

Bu tez ¢alismamizda kumarin 120 bilesiginin BSA proteini ile olan etkilesimi floresans
ve absorpsiyon spektroskopi teknikleriyle incelenmis, elde edilen veriler g¢esitli
modellerle yorumlanmis ve sonucta bu ikilinin sivi ortam iyon sensdr olma 6zelligi

irdelenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Siyanin boyar maddelerinin, kimyasal, fiziksel ve biyolojik Ozelliklerinden yola
cikilarak; asitlik sabiti spektrometrik ve kemometrik metotlara bagli olarak
hesaplanabilen yeni bir merosiyanin boyar madde sentezlenmistir. Sentezlenen bu yeni
katyonik merosiyanin boyar maddenin fizyolojik tampon ¢ozeltisi (pH 7,4) igerisinde
Sigir Serum Albumin (BSA) ile etkilesimleri UV-Gor absorpsiyon ve floresans
spektroskopi yontemleriyle incelenmistir. Artan boyar madde konsantrasyonuna karsin
BSA’ya ait band maksimumlarinda kuvvetli bir maviye kayma ve bu kaymaya eslik
eden kuvvetli bir floresans kuenglesmesi gozlenmistir. Kuenglesme mekanizmasinin
aydinlatilmasinda 3 farkl sicaklik (290 K, 300 K, 308 K) kullanilmis ve kuenglesme
sabitleri Stern-Volmer esitligi kullanilarak hesaplanmistir. Modifiye Stern-Volmer
denklemine gére BSA ve boyar madde arasindaki kuenglesmenin statik kuenglesme
mekanizmast lizerinden yiridiigi tespit edilmistir. Hesaplanan termodinamik
parametreler etkilesmelerin esas olarak entropi temelli oldugunu gosterirken; entropinin
pozitif, entalpinin negatif olmasina dayanarak elektrostatik etkilesimlerin 6nemli bir
roliiniin oldugu gosterilmistir. Yerinden ¢ikarma deneyleri, boyar maddenin albliminin
alt bolgesi 11 A’ya (Site I) baglandigin1 dogrulamistir. Ayrica senkronize floresans
spektroskopi ¢alismalari, boyar maddenin BSA’da bazi bolgesel konformasyonel
degisiklikleri indiikledigini ortaya koymustur. Dondr (BSA) ile akseptor (boyar madde)
arasindaki baglanma mesafesi r, Forster teorisine gore elde edilmis ve serbest BSA’nin
floresans spektrumu ile UV-Gor absorpsiyon spektrumu arasinda 1/1 oraninda spektral
ortiismeye dayanarak yliksek enerji transfer mekanizmasinin var oldugu belirlenmistir.
BSA’nin molekiiler ¢evresi hakkinda bilgi almak i¢in yapilan senkronize floresans
spektroskopisi calismalarinda 15 nm ve 60 nm’deki Olglimler sonucu tirozin
cevresindeki polaritenin azalmasina hidrofobikligin eslik ettigi bulunmustur. Bu ylizden
bu rezidiiniin boyar madde ilavesiyle daha az ¢6ziicliye maruz kaldigini ancak triptofan
bolgesi i¢cin bu durumun tersinin séz konusu oldugu goézlemlenmistir. Emisyon
maksimumunun kirmiziya kaymasi ise boyar madde baglanmasindan sonra etrafindaki

polariteyi arttirdigini ve hidrofobikligi azalttigini gostermistir (Samari et al. 2016).
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Kumarin 120 (C120) ve kumarin 151’in (C151) temel hal ve uyarilmig halinin
ozelliklerinin hesaplanmasinin amaclandigi ¢calismada CASSCI, CASPT2 (hem tek hem
de ¢ok asamali siiriimleri), CIS ve ZINDO’ya karsi Zaman Bagimli Yogunluk
Fonksiyonel Teorisi (TDDFT) hesaplamalar1 yapilmistir. TDDFT kullanilarak yapilan
hesaplamalar, deneysel Si, So uyarilma enerjileri ile uyumlu oldugu gériilmiistiir. Bu
calismaya dayanarak bazi sonuglara varilmistir. (1) C151’in gaz faz1 i¢in TICT olusumu
fotoeksetasyon lizerinde etkili olmadigina; (2) S: halinin, diizlemsel bir amin grubu
olusturmaya, temel halden daha fazla egilim gosterdigine; (3) gaz faz1 ve temel hal dipol
momentleri ile deneysel degerleri arasinda 6nemli farkliliklarin olduguna; (4) Su-C151
kompleksleri i¢in TDDFT sonuglari, Topp ve ¢alisma arkadaslarinin deney sonugclari ile

uyum i¢inde oldugu sonucuna varilmaistir.

Hibrit fonksiyonelleri kullanan TDDFT’nin sonuglari, deneysel verilerle yiiksek oranda
uyumlu oldugu gézlemlenmistir. ZINDO S/CI’nin (Zerner’s intermediate Neglect of
differential overlap-spectroscopic version with configuration Interactions) uyarilma
enerjilerini kullanan biitiin elektron metotlartyla uyumlu sonuglara sahip oldugu
bulunmustur. Ancak C120min S: durumu i¢in hesaplanan dipol momenti, diger
yontemlerle hesaplananlarla kiyaslandiginda daha kii¢iik bir degerde oldugu
goriilmistiir. C120’nin dipol momentinin C151’in dipol momentinden daha biiyiik
olmasiyla birlikte bu iki molekiil i¢inde benzer temel hal dipol moment degerleri
bulunmustur. Bununla birlikte C151°in ve C120’nin temel hal dipol momentleri i¢in
tiim yapilan hesaplamalar deneysel hesaplamalardan en az 0,5 D daha biiyiik oldugu
gorilmistir. Kullanilan g¢esitli metotlara dayanarak deneysel hesaplamalarin ¢ok daha
kiiclik olabilecegi veya amin halka baginda rotasyonla denge geometrisine gore dnemli
derecede dip durum dipol momentlerine yol agti1 ortalama termal geometriyi temsil
edebilecegi Onerilmistir. C151 igin temel hal ve Si hali arasindaki dipol moment
farkinin gaz fazinda yaklasik 3-4 D oldugunu ve bu c¢oziiniirlik etkisi i¢in
diizenlendiginde Samanta ve arkadaslarinin hesaplamalariyla uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Ayrica Topp ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢aligmada oldugu gibi {i¢
su-C120 kompleksi incelenmis ve deneylerde gézlemlenen sonuglara bu ¢alismada da

ulagilmistir. Ulasilan sonuclar DFT (Yogunluk Fonksiyonel Teori) ve TDDFT nin,
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kumarinlerin ve benzer organik kromoforlarin spektroskopisini ve o6zelliklerini

aragtirmak i¢in yararli ve olduk¢a dogru olacagini diisiindiirmiistiir (Cave et al. 2002).

Yapilan bir ¢alismada; endiistriyel bir boyar madde olan trifenil metan—Kristal
meneksesi (CV) ve sigir serum albiimin (BSA) arasindaki etkilesim incelenmistir. Bu
etkilesimin incelenmesinde spektroskopik yontemler ve molekiiler kenetlenme
(molecular docking) hesaplamalarindan yararlanilmistir. UV-Gor spektrofotometre ile
alinan absorpsiyon spektrumlarinda temel halde var olan bir kompleks gézlemlenirken,
floresans Olclimleriyle CV-BSA arasinda statik kuenglesme {izerinden yiirliyen bir
kuenclesme oldugu gozlenmistir. Molekiiler kenetlenme ile birlikte site markerlarinin
baglanma rekabeti deneyleri, CV molekiiliiniin BSA alt domainleri olan IT A’da spesifik
olarak bagh oldugu gozlemlenmistir. Termodinamik olarak yapilan denemelerle ve
molekiiler kenetlenme caligmalarinin bu denemeleri desteklemesiyle hidrofobik
etkilesimlerin hakim oldugu ve CV molekiiliiniin hidrofobik aminoasit kalintilartyla
cevrili oldugu kanitlanmistir. Baglanma siirecindeki BSA’nin  konformasyonel
degisikligini tespit etmek i¢in dairesel dikroizm spektrumu ve FTIR spektrumundan
yararlanilirken; dinamik 151k sagilimi (DLS) ile yapilan o6lgiimlerle de BSA’nin
boyutunun degisimi tespit edilmistir (Qin et al. 2016).

6-amino kumarin (A6C) bilesigine ait floresans Ol¢iimleri ile yapilan ¢alismada, A6C
bilesiginin 7-siibstitiie analoglari olan 4-metil-7-amino kumarin (A7C) ve 4-metil-7-
dietil amino kumarin (DEA7C)’in spektrum karsilastiriimalar1 yapilmis ve A6C ‘ye ait
emisyon band maksimumlarinda ¢ok kuvvetli bir kirmiziya kayma gozlemlenmistir.
Homolog alkollerdeki solvatokromik kirmiziya kayma, A6C i¢in ¢ok daha giiclii oldugu
gozlemlenmis ve bu durumun artmis bir dipol momente de isaret edebilecegi
diisiiniilmiistlir. Bu emisyondan sorumlu durumlardan birinin de biikiilmiis molekiil ici
yiik transferi (Twisted Intramolecular Charge Transfer, TICT) durumu oldugu tespit
edilmistir. Yalnizca 7 konumunda bir elektron donor gruba sahip olan kumarin boyalari
olduk¢a yiiksek ve ayarlanabilir bir laser etkinligi gosterirken, 6 konumunda bir
elektron donor grubun olmasi floresans kuantum verimini kuvvetle diisiirdigi

gozlemlenmistir. Siibstitlie grup ve c¢oziiciye bagimli olarak, amin ve kumarin
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kisimlarinin  verici (donor) ve alici (akseptor) Ozellikleriyle baglantili oldugu
gosterilmistir. Dialkil iskelet diizlemine dikey olarak biikiilmiis dialkil amino grubu ile
biikiilmiis molekiil i¢i ylk transferi (TICT) durumu olarak belirlenmistir. Rijit haldeki
rodamin boyar maddeleri oda sicakliginda rijit olmayan yapilarina (rhodamine B’ye
karsi rhodamine 101 [9-11]) kiyasla, arttirllmis bir floresans kuantum verimi
gostermistir. Tiim bu bahsedilen durumlarda TICT halinin floresan 6zellikte olmadigi
bulunmustur. TICT halinde emisyon ¢ok istisnaidir ancak bununla beraber TICT
emisyonunun ger¢eklestigi Ornekler genellikle ikili floresansla [8,14-19] birlikte
gerceklesir ve TICT halinde emisyonla ilgili bilgi edinmek i¢in ikili floresans ile
gerceklesen emisyonun Onemli bilgiler verebilecegi kanaatine  varilmustir.
Salvatokromik oOlgiimler TICT durumunun simetrik bilesikler i¢in bile tam bir yiik
ayrimi icerdigini gostermektedir. Bu ¢alismadaki fotofiziksel veriler TICT durumundaki

emisyonun tutarli oldugunu gostermistir (Retting and Klock 1985).

iki yeni C-glikozid-kumarin boyar maddesi sentezlenmis ve bu maddelerin sigir serum
albiimin (BSA) ile etkilesimleri UV-Gor ve floresans spektroskopisi ile incelenmistir.
Boyar maddelerin floresans emisyonunda ¢oziicli polaritesinin artmasiyla kirmiziya
kaymalar ve kuenclesmeler goriilmiistiir. Ayrica boyar maddelerin floresans
siddetlerinde, pH 7,4 ve fosfat tampon soliisyonunda BSA eklenmesiyle bir artig
gozlenmistir. BSA’nin miktarinin belirlenmesinde floresans ayiract olarak goriilen bazi
proteinlerden ve aminoasitlerden daha secici ve daha duyarli oldugu tespit edilmistir.
BSA igin hazirlanan floresans prob, kumarin floroforuna -C-Furil Glikosid eklenerek
hazirlanmistir ve sentezlenen bu bilesikte floresans siddeti ve BSA konsantrasyonu
arasinda lineer bir iliski gdzlemlenmistir. Iyi segicilik, dogrusal konsantrasyon-sinyal
iligkisi (0-2,0 mg/ml), prob’un biyolojik 6rneklerde BSA algilamasi i¢in potansiyel bir
aday olabilecegi diisiinlilmiistiir (Gu et al. 2017).

Sigir serum albiimin (BSA) ve kumarin 35 (C35) arasindaki baglanma mekanizmasi ve
protein floresans prob etkilesimleri UV-Gor absorpsiyon ve floresans spektroskopileri
kullanilarak arastirilmistir. Spektroskopik veriler BSA-C35 sistemi i¢in temel hal

kompleksinin olusturdugu varsayilan statik kuenclesme gozlemlenmistir. Bu floresans
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kuenclesme islemi Stern-Volmer kuenglesme sabitleri ve baglanma sabitleri farkl
sicakliklarda hesaplanarak Stern-Volmer yontemiyle analiz edilmistir. Senkronize
floresans spektroskopisi yontemi konformasyonel degisiklikleri incelemek igin
kullanilmistir. Senkronize floresans ¢alismalar1 sonucunda C35 molekiillerinin BSA’ya
tirozin bolgesi tarafindan yaklastifi sonucuna varilmistir. Sistemin etkilesimleri ve
yapisal degisikliklerinin anlasilmast i¢in termodinamik parametreler kullanilmistir.
Hesaplanan termodinamik parametreler, BSA-C35 c¢iftinin absorpsiyon ve floresans
verileri ile birlikte, hidrofobik etkilesimlerin BSA’nin C35 ile olan etkilesiminde 6nemli
rol oynadigini dogrulamigtir. BSA (donor) ile C35 (akseptor) arasindaki mesafe r, FRET
yontemi kullanilarak 2,75 nm olarak hesaplanmistir (Bayraktutan and Onganer 2017).

Kumarin 120’nin fotofiziksel ozellikleri iizerine ¢oziicli polaritesi, sicaklik etkisi,
uyarilan boyar maddesi i¢in farkli deeksitasyon yollarin1 ortaya ¢ikarmak ve bdylece
polar olmayan c¢oziiciilerde alisilmadik davranislarin1 anlamak iizere yapilan ¢alismada
kumarin 120’nin fotofiziksel 6zellikleri farkli ¢oziicii polaritesine gore degisimi LFP
(picosecond laser flash photolysis)ve PR (hanosecond pulse radiolysis) yontemleri
kullanilarak incelenmistir. Bu yontemler kullanilarak yapilan calismada ¢oziiciiler
icerisindeki mevcut boyar madde i¢in sistemler arast gegis prosesinin ihmal
edilebilirligi ortaya konmustur. Orta ve yliksek polariteli ¢oziiciilerde boyar maddenin
7-NH2 grubu ve 1,2 benzopiran kismi arasindaki bagin énemli ¢ift bag karakteri elde
ettigi ve intramolekiiler bir yiik transferi yapisinda oldugu belirtilmis ve bu yapida 7-
NH: grubunun flip-flop hareketi oldukg¢a kisitli halde oldugu vurgulanmistir. C120 orta
ve yiiksek polaritedeki coziiciilere kiyasla polar olmayan c¢oziiciilerde beklenmedik
sonuglar gostermistir. Orta ve yiiksek polaritedeki c¢oziiciilerde Stokes kaymasi
durumunda; floresans kuantum verimleri ve floresans omiirleri, ¢oziicli polaritesi ile
daha az lineer korelasyon gostermistir. Nonpolar c¢oziiclilerde tiim bu degerlerde
alistlmadik derecede sapmalar gozlemlenmistir. Floresans kuantum verimleri ve
floresans omiirleri polar olmayan ¢oziiciilerde, diger ¢oziiciilerden farkli olarak yiiksek
oranda sicakliga bagimlidir. C120’nin uyarilmis Si durumunun, diger ¢oziiciilerde
bulunmayan hizli aktivasyon kontrollii radyasyonsuz deaktivasyon islemine ugradigi

gosterilmistir (Pal et al. 2003).
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Yapilan bir ¢calismada siirekli akis elektroforezi yontemiyle kumarin antikoagiilan ilaci
olan varfarin sodyumun yalnizca plazma proteinlerinin albiimin franksiyonuna bagl
oldugu bulunmustur. insan plazma albiimini kristali ve varfarin sodyum soliisyonlarinin
etkilesimleri denge diyaliziyle incelenmistir. Yapilan analiz sonuglarina gore albiimin
varfarin igerisinde 30°C’de 154.000’lik bir birlesme sabitine sahiptir ve giiglii bir
baglanma bolgesi vardir. Ayrica daha kiiciik afiniteli birkag sitenin sekonder siniflarina
da sahip oldugu gériilmiistiir. ilk anyonun 3°C ve 370°C’de belirlenen sabit baglanma
enerjisi, sirastyla mol basina -6,54 ve -7,01 Kkal’dir. Standart entalpi degisimi sz
konusu etkilesim i¢in mol basina -3,48 Kkal ve entropi degisimi +11,2 U olarak
hesaplanmistir. Negatif entalpi degisimi beklenmedik sekilde biiyiikk iken pozitif
entropinin anyon-albiimin etkilesimi i¢in kiigiik olmasi noniyonik baglanmanin s6z
konusu olabilecegini  disiindiirmiistir.  Yiksek konsantrasyonlarda varfarin
kullanildiginda, alblimin baglanma bolgelerinin doyurulma yetersizligi, baglanma iglemi
sirasinda alblimin molekiiliiniin tersine cevrilebilir bir konfiiglirasyon degisimiyle
baglantili oldugunu géstermistir. Termodinamik veriler incelendiginde varfarin sodyum
icin albiimin baglanma boélgelerinin antijen antikor reaksiyonlar1 sirasinda
olugmasindansa, baglanma islemi sirasinda olustugunun daha olast oldugunu
gostermistir. Baglanma isleminin giiciine bakarak, insandaki varfarin sodyumun
farmakodinamik niteliklerinin ¢ogunda, plazma albiimin ile gii¢lii bir etkilesim i¢inde

oldugunu gostermistir (O'Reilly and Kowitz 1967).

Kumarin 120 (C120)’nin sulu ¢ozeltideki kadmiyum siilfiir nanopartiikiilleri (CdS NPs)
ile etkilesimleri, UV-Gor absorpsiyon, zaman bagimli floresans ve elektro paramagnetik
rezonans (EPR) spektroskopi teknikleri kullanilarak incelenmistir. C120’nin floresans
siddeti, ¢cozeltideki Cds NPs miktarin arttirilmasiyla kuenclesmenin etkili bir sekilde
gerceklestigini  gostermistir.  Sulu  ¢ozeltide, C120 molekiillerinin  floresans
kuenglesmesi, floresans Ozellik tasimayan C120/CdS NPs kompleksinin olusumuna
atfedilmisir. C120 floresans durulmalar1 sulu ¢ozeltideki CdS NPs’leri varliginda iki
tistel (bi-exponential) olurken, C120’nin floresans bozulmalar1 deiyonize suda tek {istel
(single-exponential) olmasi, CdS NPs’lerin yiizeylerine adsorbe olmus bazi C120

molekiillerine karsilik gelirken, sulu ¢ozeltide C120 molekiillerinin bazilarinin ise
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serbest oldugunu gostermistir. Ayrica spektroskopik veriler C120 molekiilleriyle CdS
NPs arasinda elektrostatik etkilesimlerin oldugunu gostermistir. Gozlenen etkilesim
sabiti Kapp ve C120/CdS NPs’ler i¢in baglanma derecesi (a) sirasiyla 4 nm CdS NPs
icin 130,03 M?' ve 051 iken 8 nm CdS NPs icin 624,3 M?' ve 0,71 olarak
hesaplanmistir. Isik etkili EPR c¢alismalar1 CdS nanoparcgagiklart ve C120 arasinda her

hangi bir elektron transferinin s6z konusu olmadigini1 gostermistir (Acar et al. 2015).



35

3. MATERYAL ve METOD

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Deneysel calismalarda kullanilan kumarin 120 (7-amino-4-metil-kromen-2-on), sigir
serum albiimin (BSA) (%98 <), tampon ¢6zeltiyi hazirlamada kullanilan tris (%99,5 <)
ve sodyum kloriir (NaCl) (%99,5 <) bilesikleri sigma firmasindan temin edilmistir.
Etanol Merck firmasindan (%99,8 <), metal iyonlarinin kloriirlii bilesikleri (KCI, BaCl

vb.) Fluka firmasindan temin edilmistir.

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Spektrofotometre: Perkin EImer Lambda 35 UV/VIS Spectrometer
Spektroflorofotometre: Shimadzu RF-5301 PC Spectrofluorophotometer
Saf su cihazi: Jencons Autostill 4000X

Ultrasonik karistirici: Bandelin Sonorex

Otomatik Pipetler: Socorex

pH metre: Mettler-Toledo S220 SevenCompact pH meter

3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kumarin 120 (C120) bilesiginin 1,0x10® M’lik stok c¢ozeltisi etanol igerisinde
hazirlandi. Belirlenen konsantrasyonlardaki BSA ¢ozeltisini hazirlamak i¢in, 0,05 mol/L
Tris, 0,15 mol/L NaCl ve HCI kullanilarak hazirlanan pH’s1 7,4 olan tampon ¢ozelti
¢oOziicii olarak kullanildi. Tampon ortaminda BSA miktar1 sabit tutularak, C120
miktarmin arttirilmasiyla olusturulan g¢ozeltilerin (C120-BSA ¢d6zeltileri) numuneleri
kullanilarak  spektroskopik Olgiimler yapildi. Ayrica 100 pl’lik 100 pM
konsantrasyonunda 10 farkli metal iyonu, BSA ve degisen miktarlarda C120 iceren
(metal iyonu-BSA-C120) numuneler kullanilarak metal iyon sensor ¢alismalari igin de

Olctimler yapildi.
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3.4. Floresans, Absorpsiyon ve Senkronize Floresans Spektrumlarinin Alinmasi

BSA, metal iyonlar1 ve farkli derisimlerde Kumarin 120 boyar maddesi kullanilarak
hazirlanan numunelerin dort farkli sicaklikta (288 K, 296 K, 303 K, 310 K) absorpsiyon

ve floresans spektrumlar1 alindi.

Senkronize floresans spektrumlari, proteinlerle ligand baglanmasi sonucu meydana
gelen konformasyonel degisiklikleri belirlemek amaciyla uyarilma dalga boyu (265 nm)
ile emisyon dalga boyu(280 nm) arasindaki fark AA=15 nm ve uyarilma dalga boyu (250
nm) ile emisyon dalga boyu (310 nm) arasindaki fark AA=60 nm olacak sekilde 5 uM
BSA ile 5 nM’den 500 nM’e kadar C120’nin farkli derisimleriyle hazirlanan BSA-C120
sisteminin senkronize floresans spektrumlart alindi. Spektrumlarin incelenmesi
sonucunda, AA=15 nm iken alinan spektrumlar BSA’nin tirozin bolgesindeki
degisimlerin yorumlanmasinda veri olustururken; AA=60 nm iken alinan spektrumlar

BSA’nin triptofan bolgesindeki degisimleri yorumlamada veri olusturdu.

Elde edilen tiim spektral verilere bagli olarak C120 bilesigi ile BSA ve metal iyonlari

arasindaki etkilesimler yorumlandi.

3.5. Floresans Kuenclesmesi Calismalari

BSA-C120 sisteminde molekiiler etkislesimler ile kuenglesmenin tiiriinii belirlemek ve
elde edilen verilerle calismamizi desteklemek amaciyla 4 farkl sicaklikta (288 K, 296
K, 303 K, 310 K) Stern-Volmer ve modifiye Stern-Volmer denklemi olarak bilinen
Lineaveawer-Burk esitliklerinden yararlanildi. Molekiiller arasindaki etkilesimlerin ve
kuenglesmenin etkinligini belirlemek amaciyla belirtilen sicakliklarda molekiillerin
baglanma sabitleri ve baglanma bolge saysisni tespit etmek amaciyla ¢ift logaritmik

denklem kullanildi.
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3.5.1. Stern-VVolmer denklemi

Sistemde bulunan soniimleyici molekiiliin uyarilmis haldeki floroforla etkilesimi
sonucunda temel hale ge¢isi 1s1masiz olarak meydana gelen dinamik kuenglesmeyi
incelerken Stern-Volmer esitliginden yararlanildi. Bu esitlik denklem (3.1)’de

verilmigtir.

Fo/F=1+kqt|[Q] =1+ Ksv [Q] (3.1)

Bu esitlikte, Fo; kuencer yoklugunda floroforun floresans siddeti, F; kuencer varliginda
floroforun floresans siddeti, kq; Bimolekiiler kuenglesme hiz sabiti, 1o; kuengir
yoklugunda uyarilmis hal 6mrii, Ksy; Stern-Volmer kuenglesme sabiti, [Q]; kuencer

derigsimini ifade etmektedir.

Stern-Volmer kuenglesme sabiti (Ksv) degerini bulmak i¢in; [Q] — Fo / F grafigi ¢izilir.
Bu grafikte kesim degeri 1’e esit olmalidir. Grafigin egimi Ksy degerini verir. Ksy
degerinin biiylik veya kiiciik olusu floroforun makromolekiille etkilesimine baghdir.
Floroforun kuencira ulasabilmesi zor oldugu durumlarda Ksv degeri kii¢iik olurken,
floroforun biyomolekiiliin ylizeyinde veya serbest halde bulunmasi gibi durumlarda
floroforun kuencira ulasiminin kolay olmasi Ksv degerinin biiyiik olmasina sebep olur

(Lakowicz 2006).

3.5.2. Lineweaver-Burk denklemi

Bazi durumlarda florofor kuengir molekiillii ile kompleks olusturabildigi gibi dinamik
kuenclesme de gosterebilir. Boyle bir durum, sicakligin bir fonksiyonu olarak incelenen
Stern-Volmer denkleminin modifiye hali olarak da bilinen Lineweaver Burk

denklemiyle anlasilir. Lineweaver-Burk Denklemi asagidaki gibidir.

Fo/ (Fo-F)= 1/f + 1/f Kis [Q] (3.2)
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Bu denklemde, Fo; kuengirin olmadigi durumdaki floresans siddeti, F; kuengirin oldugu
durumdaki floresans siddeti, f; erisilen floresans yapma kesri, [Q]; kuencir

konsantrasyonunu, Kg; statik kuen¢lesme sabitini ifade etmektedir.

S6z konusu denklemden yararlanarak farkli sicakliklarda Kig degerleri hesaplanmustir.
Ayrica ayrisma (dissosiasyon) sabitleri de (Kp), statik kuenglesme sabiti kullanilarak
(1/Kie) hesaplandi. Kig ve Ksy sabitlerinin sicaklik artisina bagl olarak degisimi

incelenerek kuenc¢lesmenin tiiriine karar verildi.

3.5.3. Cift Logaritmik denklem

BSA-C120 arasindaki molekiiler etkilesimlerin etkinliginin (kuenglesmenin etkinligi) ve

baglanma yerlerinin sayisinin belirlenmesi amaciyla asagidaki denklem kullanildi.

log(Fo—F) / F=log Ka+ n log [Q] (3.3)

Bu denklemde; Fo; kuengirin olmadigi durumdaki floresans siddeti, F; kuengirin oldugu
durumdaki floresans siddeti, [Q]; kuengir konsantrasyonunu, Ka; baglanma sabitini ve
n; baglanma yeri sayisini ifade etmektedir. Burada log [Q] ‘ya kars1 log(Fo—F) / F ‘nin

grafigi ¢izilerek egimden n degeri, kesim noktasindan ise Ka belirlenir.

Burada da c¢alismalar dort farkli sicaklik (288 K, 296 K, 303 K, 310 K) igin
gerceklestirilmistir. Sicaklik degisimine bagli olarak baglanma yerlerinin sayis1 ve
baglanma sabitlerinin degerleri ¢izilen grafikler lizerinden hesaplandi ve yorumlar: bir

sonraki boliimde tartisildi.
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3.6. Sicaklik Calismalari ve Termodinamik Parametrelerin Belirlenmesi

Stern-Volmer (S-V) denkleminden yararlanilarak elde edilen S-V kuenglesme
sabitlerinin, van’t Hoff denkleminde kullanilmasiyla, AG (Gibbs Serbest Enerji
degisimi), AH (Entalpi degisimi) ve A4S (Entropi degisimi) degerleri hesaplandi.

Termodinamik veriler hesaplanirken asagidaki denklemler kullanilmistir.

InK = —AH/RT + AS/R (3.4)

AG = -RT InK (3.5)

Burada K; S-V kuenglesme sabitini, R; ideal gaz sabitini, T; mutlak sicakligi, AH;
entalpi degisimini, 4S; entropi degisimini ve 4G ise Gibbs enerji degisimini ifade

etmektedir.

Dort farkli sicaklik (288 K, 296 K, 303 K, 310 K) i¢in 1/T kars1 InK grafigi ¢izildi. Bu
grafikte 4H degeri dogrunun egiminden yararlanilarak hesaplanirken, A4S degeri i¢in

kesim noktasindan yararlanildi. 4G degeri i¢in denklem (3.5) kullanilda.

3.7. FRET

Sigir serum alblimin (BSA) ile C120 arasindaki mesafenin belirlenmesi amaciyla FRET
metodu kullanildi. BSA (dondr molekiilii) 298 nm’de uyarilarak floresans spektrumu
alindi. Daha sonra C120 bilesiginin (akseptdr) absorpsiyon spektrumu alindi. Dondr
molekiilii ile akseptor molekiilii arasindaki enerji transferi etkinligi icin dondr
molekiiliimiiz BSA’nin floresans spektrumu ile akseptér molekiiliimiiz C120’nin
absorpsiyon spektrumunun Ortiisme alant denklem (3.6) yardimiyla ve enerji transfer

etkinligi ise denklem (3.7) yardimiyla her bir sicaklik i¢in belirlenmistir.
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] = Js Fa(M)eq()A*da
T [P Fa(aa

(3.6)

Esitlikte F;(4), donorun her bir dalgaboyundaki (A1) floresans siddetini, &,(4),

akseptoriin her bir dalgaboyundaki (1) molar absorpsiyon katsayisini temsil etmektedir.

_ 4 _F _ _R§
E=1 Fo  R§+r6 37)
Burada R§ asagidaki esitlik yardimla belirlenmistir.
RS =8,8.107%°k*n"*®J (3.8)

Bu esitliklerde, r; dondr ve akseptor arasindaki mesafeyi, Ro; enerji transfer etkinliginin
%50 olmasi i¢in gereken kritik mesafeyi, E; enerji transfer etkinligini veya verimini, F;
akseptor varliginda donor molekiiliinlin floresans siddetini, Fo. akseptdr yoklugunda
donér molekiiliiniin floresans siddetini, J; akseptor molekiiliiniin absorpsiyon spektrumu

ile donoér molekiiliiniin floresans spektrumunun Ortiisme integralini ifade eder.

Calismalarimizda ortamin kirilma indisi n=1,3361 olarak belirlenmistir. BSA’ya ait

floresans kuantum verimi ®=0,15 ve dipoliin yonelme faktorii k?=2/3 olarak alinmistir

(Ashoka et al. 2006).

3.8. iyon Sensér incelemeleri

BSA-C120 ikili sistemi kullanilarak, metal iyon etkisini sensor amagli ¢aligmalar igin
10 farkli metal iyonunun (Na*!, Li*!, Ag+!, Ca*?,Ba*?, Cr*?, Mn*2, Hg*?, Al*3, Sn**) her
biri igin tampon ¢dzelti igerisinde numuneleri hazirlandi. Numuneler, 4000 uM Tris-
HCI, 5 uM BSA, 190 nM C120 ve 100 uM metal iyonu igerecek sekilde hazirlandi. Bir

numune metal iyonu icermeyecek sekilde hazirlanarak 11 numunenin 240 nm - 440 nm
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arasindaki dalga boylarinda absorpsiyon spektrumu ve 330 nm - 540 nm arasindaki

dalga boylarinda floresans spektrum 6l¢iimleri yapildi.

Denklem (3.3)’teki logaritmik denklemden yararlanilarak BSA-C120 ikili sistemi i¢in

baglanma sabitleri (Ka) ve baglanma yerlerinin sayis1 (n) hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Kumarin 120 ve BSA’min Absorpsiyon ve Floresans Spektrumlarinin

Incelenmesi

Molekiiler yapinin aydinlatilmasi1 yaninda molekiiler etkilesimlerin aydinlatilmasinda da
siklikla ~ spektroskopik ~yontemler kullanilir. Ornegin  molekiiler ~absorpsiyon
spektroskopisi bir molekiildeki fonksiyonel gruplarin etkisini anlamada bize yardimci
olmaktadir. Ultraviyole/Goriinlir molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin baglica

kullanim alanlari;

*Kalitatif analizler
*Kantitatif analizler
*Spektroskopik titrasyonlar

*Denge sabitlerinin tayini, vs.

Calismalarimizda BSA konsantrasyonu 5 pM’da sabit tutulurken, C120’nin 2 nM’den
214 nM’ye kadar farkli konsantrasyonlar1 i¢in tampon c¢ozelti igerisinde (pH 7,4)
absorpsiyon Ol¢limleri yapilmis ve Sekil 4.1.a ve Sekil 4.1.b’de absorpsiyon ve

normalize absorpsiyon spektrumlar verilmistir.
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0.98 o
——5uM BSA

0.84 4 214 nM C120

0.70 =

0.56 =

0.42 =

Absorbans

2nM C120

0.28 =

0.14 =

0.00

] ]
264 288 312 336 360 384 408

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.1.a. 5 uM BSA bilesiginin farkli konsantrasyonlardaki C120 bilesigi varliginda
absorpsiyon spektrumlari

1.19
——5uM BSA
1.02
0.85 =

0.68 =

0.51

Absorbans

034 - _ 214nM C120
L . 2nMC120
0.00 -,

T T T T T T T T T T T T T
264 288 312 336 360 384 408

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.1.b. 5 uM BSA bilesiginin farkli konsantrasyonlardaki C120 bilesigi varliginda
normalize absorpsiyon spektrumlari
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5 uM BSA’ya karsilik C120’nin ¢ozelti igerisindeki molaritesi artirilarak elde edilen
absorpsiyon spektrumlarinda, yaklasik 346 nm’de pik maksimumunun C120
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak arttifi gozlemlenmistir. Bu artiglarin
incelenmesi C120 ve BSA arasindaki molekiiler etkileslimlerin incelenmesi agisindan
onemli bulgulardir. BSA’nin absorpsiyon spektrumu incelendiginde yaklasik olarak 278

nm dalga boyunda absorpsiyon maksimumu verdigi goriilmiistiir.

Ayni Ornekler i¢in durgun-hal floresans spektroskopi teknigi kullanilarak floresans
spektrum Olctimleri gerceklestirilmistir. Sekil 4.2°de 5 uM BSA bilesigi ile 2 nM’dan
214 nM’a kadar farkli derisimlere sahip C120 ile olusturulan ¢ozelti sistemleri igin 298
nm dalga boyunda uyarilarak olusturulan floresans spektrumlari verilmistir. Albliimin
proteininin yapisindaki triptofan ve tirozin bdlgelerinin C120 ile etkilesimlerinin

incelenebilmesi i¢in uyarilma dalga boyu olarak 298 nm seg¢ilmistir.

900 o 2nM C120 —5uM BSA

750 =

600 =

450 -
214 nM C120

300

Floresans Siddeti (serbest birim)

T T T T T T T T T
308 336 364 392 420 448 476 504 532

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.2. 5 uM BSA bilesiginin farkli konsantrasyonlarda C120 bilesigi igeren
¢ozeltileri igin floresans spektrumlari (Aex: 298 nm)

C120’nin 2 nM’den 214 nM’ye kadar belirli araliklarda artan konsantrasyonuna bagl

olarak olugsan absorpsiyon ve floresans maksimumlar1 incelendiginde C120
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konsantrasyonunun artmasina bagli olarak absorpsiyon bant siddetinde artmalar
goriilirken, C120 konsantrasyonundaki artmalara bagli olarak BSA’nin floresans
spektrumlarinda floresans siddetlerinde azalmalar gozlemlenmistir. Bu durum Sekil

4.2’de yaklasik 336 nm’de floresans bandi i¢in goriilmektedir.

BSA’nin molekiiler yapisi incelendiginde yapinin bir kisminin triptofan bolgelerinden
olustugu bilinmektedir. Triptofan, floresans 6zellik gosteren bir yapiya sahiptir. Bu
sebeple triptofan bolgelerinin emisyonu, bu bolgelerin yakin ¢evresinde meydana gelen
degisikliklerden direkt olarak etkilenecektir. Bundan baska, triptofan bolgelerindeki
etkilesimlere bagli olarak protein zincirinde konformasyonel degisimler de meydana
gelmektedir (Bayraktutan 2015). Buna gore Sekil 4.2°de C120°nin konsantrasyonundaki
degisimlere bagl olarak elde edilen floresans spektrumlarinda, BSA’nin floresans band
siddetlerindeki azalmalar; BSA ile C120 arasinda molekiiler etkilesimin oldugunu

gostermektedir.

Buna gore Sekil 4.2°ye gore BSA’nin floresans siddetindeki bir azalma (kuenglesme)
gozlemlenirken, bu azalmaya eslik eden diisik miktarda da maviye kaymalar
gbzlemlenmistir. Floresans siddetindeki azalmaya eslik eden bant maksimumlarindaki
maviye kaymalar, C120 eklenmesiyle triptofan boélgelerindeki mikro ¢evrenin
degistigini ve daha hidrofobik bir hal aldigin1 gostermektedir (Tian et al. 2010). Yine
C120 ilavesiyle proteinin emisyon maksimumlarindaki kaymalar proteinin agildigini ve

konformasyonunda bir miktar degisimlerin oldugunu belirtmektedir (Sun et al. 2005).

C120 konsantrasyonunun artmasiyla elde edilen spektral veriler incelendiginde,
BSA’nin C120 varligina ve konsantrasyonuna bagli olarak kuenglestigi goriilmiistiir.
C120 konsantrasyonundaki artisa bagli olarak BSA’ nin kuenglesmesi Stern-Volmer
metodu kullanilarak agagidaki sekilde incelenmis ve Stern-Volmer egrileri Sekil 4.3°de

gosterilmistir.

Bu calismamizda kuengir molekiilii C120 olup, uyarilmis haldeki florofor (BSA) ile

etkileserek BSA’nin 1s1masiz  yolla temel hale gecisini saglamaktadir. Bu
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incelememizde her bir sicaklik i¢in (3.1) denklemi kullanilmis ve elde edilen veriler
yardimi ile [Q] — Fo / F grafigi c¢izilmistir. Grafiklerin egiminlerinden Ksv degerleri
hesaplanmistir. Cizelge 4.1°’de BSA-C120 sistemi i¢in dort farkli sicaklikta fizyolojik
pH’da elde edilen spektral verilerden faydalanarak Stern-Volmer metodu {izerinden

belirlenen kuenglesme sabitleri (Ksv) verilmistir.

] = 15°C
64 ©® 23°C
1 4 30°C
5
4 =
LL L
\O
o 31
2=
1=
0 L] L] L] L] L]
0.0 5.0x10° 1.0x10” 1.5x10” 2.0x107 2.5x107
CC120 [M]

Sekil 4.3. Farkli sicakliklardaki BSA-C120 sistemine ait Stern-Volmer grafikleri

Cizelge 4.1. BSA-CI120 sistemine ait farkli sicakliklardaki Stern-Volmer kuencglesme
sabitleri (Ksv)

°C R? Ksv x 108 (M)
15 0,979 9,190 + 0,026

23 0,998 11,822 £0,008
30 0,975 17,578 £ 0,057

37 0,991 26,580 + 0,052
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Inceledigimiz ikili sistem icin statik ve dinamik kuenglesmeyi birbirlerinden ayirt
etmede baglica sicakliga dayali dlgiimler, viskoziteye bagli deneysel bulgular veya
floresans Omiir olgtimleri kullanilabilir. Sekil 4.3’de goriildiigii gibi sicaklik ¢alismasi
bu yoniiyle de molekiiler etkilesimin niteligini anlamamizda yardimci olmaktadir.
Sicaklik artig1 difiizyon hizini arttiracagi i¢in molekiillerin ¢arpismalarini da artiracaktir.
Bu nedenle dinamik kuenglesme s6z konusu oldugu zaman S-V metodunda elde
edilecek grafiklerin egimlerinde de artis olacaktir (Lakowicz 2006). Buna gore Sekil
4.3’teki grafikler incelendiginde [Q] — Fo / F grafiklerinin egimlerinin sicaklik arttik¢a
arttig1 ve yine Cizelge 4.1 incelendiginde Ksy sabitlerinin degerlerinin sicaklik arttikca
arttigt  goz Oniinde bulunduruldugunda, c¢alismamizda dinamik kuenglesmenin

gerceklestigi goriilmektedir.

Bazi durumlarda florofor ayni zaman araliginda hem statik hem de dinamik
kuenglesmeye maruz kaldigi gozlemlenebilir. Boyle durumlarda Stern-Volmer
grafiginin dogrusalligi, artan kuengir konsantrasyonuyla bir sapma gostererek yukariya
dogru yani pozitif bir sapma gosterebilir. Her ne kadar da bunu bizim inceledigimiz
sistem i¢in gérmesek de, ihtimal dahilinde olsa statik kuen¢lesme mekanizmasini analiz

etmek i¢in Lineweaver-Burk metodu kulanilmistir (Liu et al. 2010).

Denklem (3.2) kullanilarak her bir sicaklik igin elde edilen Lineweaver-Burk grafikleri

Sekil 4.4°de, bu grafiklerden elde edilen parametreler ise Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.4. Farkli sicakliklardaki BSA-C120 sistemine ait Lineweaver-Burk grafikleri

Cizelge 4.2. BSA-C120 sistemine ait farkli sicakliklarda Lineweaver-Burk
grafiklerinden elde edilen parametre degerleri (pH 7,4).

°C R? f Kiex 106 (M Ko x 108 (M)
15 0,990 0,864 5,716 + 0,044 17,50
23 0,996 0,275 15,921+ 0,012 6,281
30 0,995 0,718 23,216+ 0,013 4,307
37 0,980 0,939 27,008 + 0,016 3,703

BSA-C120 ikili sistemine ait Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla elde edilen
parametreler, statik kuenglesme sabitlerini (Kig), floresans yapma kesri (f) ve ayrisma
sabitleri (Kp) Cizelge 4.2’de goriilmektedir. Ayrigma sabiti, statik kuenglesme sabiti
kullanilarak (1/K.g) hesaplanmistir.
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Yukaridaki verilerden yararlanarak, Lineweaver-Burk statik kuencglesme sabitlerinin
(Kip) sicaklik artisiyla artarken, ayrisma sabitlerinin sicaklik artigiyla azalmasi BSA-
C120 ikili sisteminin kuenglesmesinin dinamik kuenglesme iizerinden yliridigi
gostermektedir. Bu durum Stern-Volmer modeli ile elde edilen sonuglarla da uyum
gostermektedir. Eger statik bir kuenclesme s6z konusu olsaydi, Kig degerlerinin artan
sicaklikla artmasi degil azalmasi gerekirdi. Cilinkii statik kuenglesmede esas, ikili
yapinin temel halde bir kompleks olusturduklarini kabul etmektedir. Yine benzer
sekilde statik kuenclesmede Kp degerlerinin artan sicaklikla artmasi gerekirken burada

bir azalma goriilmektedir.

4.2. Kumarin 120 Bilesigi ile BSA Arasindaki Baglanma Etkilesiminin incelenmesi

Yukaridaki molekiiler absorpsiyon ve durgun hal floresans spektroskopi teknikleriyle
elde edilen deneysel verilere dayanarak, Stern-Volmer ve Lineweaver-Burk
denklemlerinden yararlanarak BSA ve C120 arasindaki molekiiler etkilesimler ve
kuenglesmenin tiirii belirlenmistir. Bu kisimda ise molekiiller arasindaki etkilesimler
esnasinda gerceklesen molekiiler kilitlenme i¢in, molekiillerin baglanma sabitleri ve bu
etkilesimin gercgeklestigi bolge i¢in de baglanma yeri sayis1 denklem (3.3)’de verilen ¢ift
logaritmik denklem yardimiyla hesaplanmistir. Sekil 4.5°de BSA-C120 ikili sisteminin
farkli sicakliklarda c¢ift logaritmik denkleme gore ¢izilmis grafikleri goriilmektedir.

Grafiklerin egim ve kesim noktalarindan her bir sicaklik i¢in hesaplanan baglanma yeri
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sayist  (n) ve baglanma  sabitleri (Ka) Cizelge 4.3’de  verilmistir.

1 = 15°C
1.53 o o

| ® 23C
1024 4 30°C

37°C

log[(F-F)/F]

l0gCe15

Sekil 4.5. Farkli sicakliklar i¢in BSA-C120 ikili sistemine ait ¢ift-logaritmik grafikler

Cizelge 4. 3. BSA-C120 sistemine ait farkli sicakliklarda elde edilen baglanma sabitleri
(Ka) ve baglanma yeri sayisi (n).

°C R? Ka x 108 (M) n

15 0,996 3,39 0,93471
23 0,990 7,15 0,95634
30 0,998 15,58 1,02001
37 0,997 114,24 1,06515

Cizelge 4.3’de hesaplanan veriler esliginde sicaklik artisiyla beraber baglanma sabiti

degerlerinde bir artis goriilmektedir. Bu da dinamik olarak bir etkilesimin
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gerceklestiginin  yani c¢arpismalarin artisiyla baglanma etkilesiminin de arttigin
gostermektedir. Baglanma yeri sayisinin ortalama olarak 1 (bir) olmasi, etkilesimlerin
sadece bir merkezde oldugunu ifade etmektedir. Sonug olarak; Cizelge 4.1 ve 4.2°deki
verileri de dikkatte alirsak, sicaklik artisiyla Ksy ve Kig degerlerinin de ayni egilimde
olmasi, etkilesimlerin proteine ait bir merkezde veya bir bolgede ve sadece dinamik

etkilesimler tizerinden yiiriidiigii fikrinin gecerli oldugunu kanitlamistir.

4.3. Termodinamik Parametrelerin Hesaplanmasi

BSA ve CI120 molekiilleri arasindaki etkilesimler termodinamik parametreler
kullanilarak da incelendi. Termodinamik parametreler hesaplanirken denklem (3.4) ve
(3.5) kullanild1. Termodinamik parametreler 288 K, 296 K, 303 K, 310 K olmak iizere
dort farkli sicaklik esas almarak hesaplanmistir. Denklem (3.4)1 kullanarak; 1/T’ye
kars1 InK grafigi ¢izilmis ve Sekil 4.6’da verilmistir. Grafikteki dogrunun egiminden
AH degeri hesaplanirken; kesim noktasindan da A4S degeri belirlenmigtir. Denklem (3.5)
kullanilarak Serbest Gibbs fonksiyonundaki (4G) degisim her bir sicaklik igin

hesaplanmuistir.

3.4

; R 0,97
3,2

3,0 =

2,8

In K
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2,2
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Sekil 4.6. S-V Kuenglesme sabitlerinin sicaklikla degisimini gosteren grafik

Sekil 4.6 yardimiyla hesaplanan termodinamik parametrelerin ve denklem (3.5)

yardimiyla hesaplanan 4G degerleri Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Tampon ¢6zelti ortaminda BSA-C120 ikili sistemine ait farkli sicakliklarda
elde edilen termodinamik parametreler

T (K) AG (kJ mol?) AH (kJ mol?) AS(kJ K*mol?t)
288 -41241,11
296 -42387,70
36,12 143,32
303 -43389,96
310 -44392,22

Cizelge 4.4’de gorildiigi gibi 4G degeri negatif bir deger alirken, 4H ve A4S
fonksiyonlar1 ise pozitif deger almistir. Serbest Gibbs enerji degisiminin negatif olmasi,
prosesin sicaklikla istemli olarak gergeklestigini gostermektedir. 4H> 0 ve 45>0 olmas1

hidrofobik etkilesimlerin baskin olarak varligin1 gostermektedir (Qin et al. 2010).

4.4. Floresans Rezonans Enerji Transferi (FRET): Kumarin 120 (C120) ile Sigir

Serum Albiimin (BSA) Arasindaki Mesafenin Belirlenmesi

Floresans rezonans enerji transferi (FRET), molekiiller arasi uzun menzilli dipol-dipol
etkilesime bagl olarak, bir uyarilmis molekiil olan florofordan (donor) bagka bir
florofora (akseptdr) uyarilma enerjisinin aktarildigi molekiiller aras1 mesafeye baglh

fiziksel bir olaydir (Sekai and Perisamy 2003).

Iki molekiil arasinda gergeklesen floresans enerji transferi;
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e  Dondr molekiiliin floresans spektrumu ile akseptor molekiiliin UV-Gor absorpsiyon
spektrumundaki Ortligme alanlarinin derecesine
e  Dondr ile akseptor arasindaki mesafeye

e Dondr ile akseptoriin gecis dipollerinin yonelimine baglidir (Bayraktutan T. 2015).

Sekil 4.7°de tampon ortaminda ve BSA yoklugunda C120’nin absorpsiyon ve floresans

spektrumlari verilmistir.

1.2 - - 1.19
—— C120'nin absorpsiyon spektrumu
- = - C120'nin floresans spektrumu ’é‘
10 4 4102 S
’ =
i)
4085 @
0.8 4 s
2 o
c

§ -4 0.68 g__),
S 0.6 - =
Q 4051 3
< 7
0.4 - o
4034 S
(7¢]
o
0.2 7 4017 2
L

0.0 0.00

] ] ] ] ] ]
260 325 390 455 520 585
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.7. C120’nin absorpsiyon ve floresans spektrumlari (Aex :298 nm; pH 7,4; T:296
K)

Sekil 4.8°de 1se BSA varliginda ve yoklugunda alinan floresans spektrumlar1 verilmistir.
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Sekil 4.8. 190 nM C120 bilesiginin BSA varliginda ve yoklugunda alinan floresans
spekrumlari (Aex:298 nm; pH 7,4; T:296 K)

Kumarin 120 bilesiginin  kuenglesmesi incelenirken  Sekil 4.2.°de  farkh
konsantrasyonlarda C120 iceren (2 nM - 214 nM) ortamlardaki BSA bilesiginin
floresans spektrumlart verilmis ve bu spektrumlarda artan C120 konsantrasyonuyla
BSA’nin floresans siddetinde bir azalmanin oldugu ve bant maksimumunda maviye

kaymalarin oldugu gosterilmisti.

Burada sigir serum albliimin (BSA) ile C120 arasindaki mesafeyi belirlemek amaciyla
FRET metodu kullanilmistir. Bu amacgla BSA igeren o6rnekler 298 nm’de uyarilarak
floresans spektrumu alinirken, C120 bilesiginin de absorpsiyon spektrumu alinmaistir.
Donoér molekiiliin  floresans spektrumlart ile akseptor molekiiliin  absorpsiyon
spektrumlar arasindaki Ortligme alani, enerji transferi etkinligi hakkinda fikir verecegi

icin sicakliklara gore bu spektrumlar Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9. Farkli sicakliklarda BSA’nin floresans spektrumlari ile C120’nin absorpsiyon
spektrumlarinin 6rtiisme durumu

Bu calismada ortamin kirilma indisi n=1,3361 olarak belirlenmistir. BSA’ya ait

floresans kuantum verimi ®=0,15; dipoliin yonelme faktdrii k?=2/3 olarak alinmustir

(Ashoka et al. 2006).

BSA’nin floresans spektrumu ile C120’nin absorpsiyon spektrumlarinin ortiisme alani
icin Ortlisme integrali belirlenerek (J), dondr ile akseptor arasindaki mesafe (r), kritik
mesafe (Ro) ve enerji transfer etkinligi (E) degerleri denklemler (3.6), (3.7) ve (3.8)
kullanilarak farkli sicakliklar i¢in hesaplanmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.5°de

verilmistir.
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Cizelge 4.5. BSA-C120 sistemine ait farkli sicakliklarda hesaplanmis rezonans enerji
transfer parametreleri

T (K) €(Lmoltcm?) | E J(cmiL mol?) | Ro(nm) | r(nm)
288 1,90 x10° 0,60 1,50 x10Y 2,94 2,75
296 1,67 x10° 0,70 1,32 x10Y 2,88 2,50
303 1,67 x10° 0,77 1,32 x10Y 2,88 2,35
310 1,62 x10° 0,84 1,28 x10%/ 2,86 2,17

r i¢cin dort farkli sicaklikta hesaplanan degerlerin r < 8 sartin1 saglamasi her bir
sicaklikta iki molekiil arasinda yiliksek olasilikta enerji transferinin gerceklestigini

gostermektedir (Lakowicz 2006). Ayrica

0,5Ro <r<1,5Rp tanimina gore 288 K i¢in 1,47 <2,75 < 4,41

296 K i¢in 1,44 <2,50 <4,32
303K icin 1,44 <2,35<4,32
310K i¢in 1,43 <2,17 <4,29

araliklarinda olmast BSA’dan C120’ye yiiksek olasilikta vuku bulan bir enerji

transferinin oldugunu gostermistir (Lakowicz 2006).

4.5. Senkronize Floresans Spektrumlar: ile Kumarin 120 (C120) ve Sigir Serum

Albiimin (BSA) Sistemindeki Konformasyonel Degisiklikleri Belirleme

Floresansin o6l¢iildiigii dalga boyu sabit tutulup uyarma dalga boyunun taranmasiyla
elde edilen spektruma uyarma spektrumu; uyarma dalga boyu sabit tutulup emisyon
dalga boyunun tarandig1 spektruma emisyon spektrumu denir (Skoog and West 1980).

Senkronize floresans spektrumu ile klasik floresans spektrumu yontemleri birbirleriyle
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karsilastirildiklarinda; klasik floresans spektrumu yonteminde numune tek bir uyarilma
dalga boyunda uyarilir ve emisyon dalga boyu taranarak bir emisyon spektrumu
olusturulurken; senkronize floresans spektrumunda uyarilma dalga boyunu Aex Ve
emisyon dalga boyunu Aem’i es zamanli (senkronize) olarak degisimi s6z konusudur.

Senkronize floresans yonteminin baslica 3 tipi vardir. Bunlar;

1- Iki monokromotdr arasindaki (Aex-hem=AL) dalga boyunun sabit tutularak taramanin
bu sekilde sabit dalga boyu araliklariyla yapildig1 senkronize floresans spektrometrisi

2- Iki monokromotdr arasindaki fark dalga boyu yerine enerji cinsinden sabit tutularak
Olciimiin yapildig1 sabit enerji aralikli olarak yapilan senkronize floresans
spektroskopisi

3- Diger iki yontemden farkli olarak monokromotorler arasindaki ne enerji ne de dalga
boyunun sabit olmadig1 yaklagim olan ve uyarilma ve emisyon dalga boylar1 es zamanlh
olarak birbirinden bagimsiz olacak sekilde farkli hizlarda degistirilebilen ac1 degisken

senkronize taramadir.

Proteinlerde ligand baglanmasiyla meydana gelen konformasyonel degisiklikleri
belirlemede kullanilan senkronize floresans spektrumu cesitlerinden sabit dalga boyu
aralikli senkronize floresans spektrometri yaklagimini kullanarak AA=15 nm ve AA=60
nm’de taramalar yapilmistir. Elde edilen spektrumlardaki kaymalara bakarak BSA’nin
tirozin ve triptofan bolgelerindeki etkilesimleri agikliga kavusturulmustur. Cilinki
AX=15 nm oldugunda elde edilen senkronize floresans spektrumu tirozin bolgesindeki
degisimleri yansitirken, AA=60 nm de alman spektrumlar BSA’nin triptofan
bolgesindeki etkilesimleri yansitmaktadir (Bayraktutan 2015). Bu nedenle AA=15 nm
iken yapilan taramalarda BSA’nin tirozin bolgesine AA=60 nm oldugunda ise triptofan

bolgelerine baglanmalar géstermektedir.

Sekil 4.10°da farkli miktarlarda C120 ve 5 uM BSA igeren ¢ozeltilerin AA=15 nm ve

AX=60 nm iken senkronize floresans spektrumlar1 verilmistir.
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Sekil 4.10. Farkli konsantrasyonlarda C120 iceren 5 uM BSA ¢ozeltisinin a) tirozin ve
b) triptofan bolgelerine ait senkronize floresans spektrumlari

Senkronize floresans spektrumlar1 karsilastirildiginda C120’nin ¢ozelti igerisindeki
miktarinin artisina bagli olarak BSA’ya ait senkronize spektrumlarin siddetinde

azalmalar gozlemlenmistir. AA=15 nm ve AA=60 nm icin senkronize floresans
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spektrumlari incelendiginde, AA= 15 nm sartlarinda elde edilen spektrumlarda kisa olan
dalga boyuna dogru kaymalarin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu da BSA’nin tirozin
iceren bolgelerinin triptofan bolgelerinden daha ¢ok etkilesime maruz kaldigimi
gostermektedir. C120°nin BSA’nin triptofan bolgeleriyle olan etkilesimi tirozin
bolgesine gore ¢cok daha smirli oldugu spektrum kaymalarindan anlagilmaktadir. Ayni
zamanda her iki mikro ¢evrede de gozlemlenen maviye kaymalar hidrofobikligin de

arttiginin gostergesidir.

4.6. Kumarin 120 Bilesigi ve Sigir Serum Albiimin (BSA) Sisteminin Metal

Iyonlari ile Etkilesiminin Incelenmesi

Tez c¢aligmamizin daha onceki kisminda ¢ift logaritmik denklem (denklem (3.3))
kullanilarak molekiiller aras1 etkilesimleri aciklamak amaciyla molekiillerin baglanma
sabitleri ve baglanma yeri sayilar1 hesaplanmisti. Bu kisimda ise ¢ift logaritmik
denklem kullanilarak C120-BSA sistemine metal iyonlarinin eklenmesiyle ger¢eklesen
degisimler spektroskopik veriler kullanilarak incelenmistir. BSA-C120 sistemine metal
iyonlarinin etkisi incelenirken 5 uM BSA, 190 nM C120, 100 pM metal iyonu (Na*?,
Li*l, Ag+l, Ca*2Ba?, Cr*2, Mn*2, Hg*?, AI'3, Sn*™) varliginda, bir tanesi metal iyon
icermeyen olmak tizere 10 tanesi metal iyonu igeren 11 numunede absorpsiyon ve
floresans spektrumu Ol¢timleri yapilmistir. Absorpsiyon Olgiimleri yapilirken tampon
cOzelti icerisinde hazirlanan c¢ozeltilerin, 240 nm ve 440 nm arasindaki dalga
boylarindaki spektrum bandlar1 incelenirken, floresans spektrumlart i¢in yine tampon
cozelti igerisinde hazirlanan 6rnekler 298 nm dalga boyunda uyarilarak, 300 nm ve 540
nm arasindaki dalga boyundaki floresans spektrumlar1 incelenmistir. Bu bilgiler
esliginde her bir metal iyonu numunesi ve metal iyonu bulundurmayan bos numune i¢in

Olclimii yapilan absorpsiyon ve floresans spektrumlar1 Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. BSA-C120- Metal iyonlar1 absorpsiyon ve floresans spektrumlari

Denklem (3.3)’ten yararlanilarak hesaplanan baglanma sabitleri (Ka) ve baglanma

yerleri sayist (N) asagidaki Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. BSA-C120 sistemine ait farkli metal iyonlart i¢in elde edilen baglanma
sabitleri (Ka) ve baglanma yerleri sayis1 (n). (pH 7,4; T:296 K)

Metal Logaritmik denklem R? Kax10°(M1) ' n

Bos y=1,077x+1,479 0,990 301,32 1,077
Na*! y=0,813x+2,749 0,962 562,34 0,813
Li*t y=1,060x+3,996 0,996 6904.39 1,060
Ag*t y=0,603x+2,629 0,964 426,57 0,603
Ca* y=0,625x+1,820 0,984 66,07 0,625
Ba*? y=0,415x+1,319 0,993 20,89 0,415
Cr+? y=0,814x+1,779 0,994 60,25 0,814
Mn*? y=0,933x+1,066 0,999 11,64 0,933
Hg* y=0,649x+1,825 0,997 66,98 0,649
Al+? y=0,625x+2,079 0,997 120,02 0,625
Sn+4 y=0,952x+2,019 0,991 104,71 0,952

Cizelge 4.6’da verilen metal iyonlarina gore BSA-C120 sistemi i¢in Ka sabitlerinin nasil

degisim gosterdigi siitlin grafik olarak Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Metal iyonlarinin baglanma sabitine olan etkisi

Burada metal iyonlarinin baglanma sabiti {izerine olan etkisi, metal iyonu igermeyen
ornegin baglanma sabiti ile karsilastinnldiginda; Ca*2,Ba*?, Cr*2, Mn*2, Hg*?, AI*3, Sn*
metal iyonlar1 igeren drneklerde baglanma sabiti degerleri diiserken, Na*, Li*? Ag'
metal iyonlari ile etkilesim halinde olan sistemin baglanma sabiti degerleri yiikselmistir.
Baglanma sabiti degerlerinin yiiksek olmasi, BSA ile etkilesim sonucu olusan
komplekslerin dmriiniin daha uzun olmast ve etkin bir sekilde floresans 6zelliginin
bundan etkilenmesi, buna karsin baglanma sabiti degerlerinin diismesine sebep olan
metal iyonlarini bulunduran BSA ile etkilesim i¢in tam tersi durum s6z konusudur (Tian
et al. 2011). Bu calismada arastirilan metallerden, etkinligin artmasi ve kompleks
omriiniin uzun olmas1 nedeniyle 6zellikleri iyilestirilmis problarin iiretilmesinde Na*!,
Li*t Ag*' kullamlmasinin uygun olabilecegini 6ngodrebiliriz. Metal iyonlarinin
baglanma sabitlerine etkisini gosteren Sekil 4.12°deki siitun grafiginde ve Cizelge
4.6’da gosterilen deneysel verilerden yola ¢ikarak BSA-C120 sistemine ait baglanma
sabitlerinin metal iyonu varliginda degistigi goriilmektedir. Li* iceren numune, referans
olan bos numuneyle karsilastirildiginda baglanma sabiti degerinde yaklasik 23 kat bir
artisa neden olmakta ve en yiiksek baglanma sabitine sahip olmaktadir. Bunun tersine

metal iyonu bulundurmayan numunenin yaklastk 0,04 katt olan Mn*2 en diisiik
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baglanma sabiti degeri gostermektedir. Bu da BSA ve C120 molekiiler etkilesimini

negatif yonde etkileyen iyon olmaktadir.
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5. SONUC

Bu calismada 7-amino kumarin ailesinin bir iiyesi olan Kumarin 120’nin sigir serum
albumin (BSA) ile olan molekiiler etkilesimleri ve metal iyon sensor 6zelligi UV-Gor
molekiiler absorpsiyon ve durgun hal floresans spektroskopi teknikleriyle incelenip

floresans enerji transfer proseslerine uygunlugu tartigilmistir.

flk olarak BSA ve kumarin 120 bilesiklerinin fizyolojik pH degerindeki tampon
cozeltide oOrnekleri hazirlanmistir. Denemelerde BSA miktarimin 5 pM’da sabit
tutulmasina karsilik C120’nin konsantrasyonunun 2 nM’dan 214 nM’a kadar farkli
konsantrasyonlarda degistirilip absorpsiyon ve floresans spektrum olgtimleri yapilmaistir.
Absorpsiyon spektrumlart i¢in dalga boyu araligi 240 nm ile 440 nm aras1 se¢ilmistir.
Bu aralikta absorpsiyon spektrumunun maksimumunun 278 nm’de oldugu
gozlemlenmistir. Yine 5 pM olarak aliman BSA ve 2 nM’den 214 nM’a kadar farkli
konsantrasyonlarda C120 ilavesi ile olusturulan sistemin 298 nm dalga boyunda
uyarilarak incelenen floresans spektrumlarinda yaklasik 438 nm’de kuvvetli bir emisyon
band1 gozlemlenmistir. Ozetle BSA ortamma C120’nin ilavesiyle meydana gelen
degisimlere deginmek gerekirse; C120 ilavesiyle absorpsiyon maksimumlarinda
artmalar meydana gelirken, BSA’nin floresans spektrumlarinda C120 konsantrasyon
artisina bagl olarak kuenglesmenin siddetinde artisa eslik eden hafif maviye kaymalarin
oldugu gozlemlenmistir. BSA floresans siddetindeki azalmaya eslik eden band
maksimumlarindaki maviye kaymalar C120 ilavesine bagli olarak BSA’nin tirozin
bolgelerindeki mikro ¢evrenin de§ismesi neticesinde daha fazla hidrofobik bir hal
aldigmi ve C120 ilavesinin protein yapisinda konformasyonel degisimlere sebep

oldugunu gostermistir.

Stern-Volmer esitligi ve Stern-Volmer esitliginin modifiye hali olan Lineweaver-Burk
esitligi kuencglesmenin ¢esidi belirlenmistir. Stern- Volmer esitligi  kullanilarak
kueclesme sabitleri sirastyla 288 K; 296 K; 303 K; 310 K i¢in 9,190; 11,822; 17,578;
26,580 M olarak belirlenmistir. Sicaklik artisiyla birlikte kuenglesme sabitlerinde

artmalarin oldugu goriilmiistiir. Kuenglesme sabitlerinde sicakliga bagli olarak meydana
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gelen artisa bakarak dinamik kuenclesme mekanizmasimnin  hakim oldugu
gozlemlenmistir. Lineweaver-Burk denklemi ile statik kuenglesme sabitleri ayni
sicakliklarda sirasiyla 5,716; 15,921; 23,216; 27,008 M- olarak hesaplanmistir. Bu da
BSA-C120 ikili sisteminin dinamik kuenglesme lizerinden etkilesim gdsterdigini teyit
etmektedir. C120 ve BSA arasindaki baglanma dengelerini incelemek amaciyla cift
logaritmik denklem kullanilmis ve 288 K; 296 K; 303 K; 310 K sicakliklart igin
baglanma sabitleri sirasiyla 3,39; 7,15; 15,58; 114,24 M ve baglanma yeri sayilari
sirastyla  0,93471; 0,95634; 1,02001; 1,06515 olarak hesaplanmistir. Baglanma
sabitlerinin sicaklik artigiyla beraber artmasindan yola ¢ikilarak kompleks olusumunun
sicakligin artmasiyla giiglendigi sonucuna varilmistir. Ayrica baglanma yeri sayisinin
yaklasik bir olmasi florofor ile BSA’nin etkilesiminin bir bolge odakli oldugunu

gostermektedir.

C120-BSA arasindaki termodinamik veriler incelendiginde serbest Gibbs enerji
degisimi AG degeri negatif deger alarak bu etkilesimin kendiliginden
gerceklesebilecegini gosterirken; hesaplanan entropi degisimi AS ve entalpi degisimi
AH’1n pozitif deger almasi, C120-BSA sisteminde hidrofobik etkilesimlerin baskin

oldugunu gostermistir.

FRET metodu ile BSA-C120 ikili sistemi arasindaki molekiiler mesafe 288 K; 296 K;
303 K; 310 K sicakliklarinin her biri igin sirasiyla 2,75; 2,50; 2,35; 2,17 olarak
belirlenmistir. r degerlerinin 8’den kii¢iik olmas1 ve 0,5Ro < r < 1,5R, araliginda olmasi
nedeniyle BSA’dan C120’ye yliksek olasilikta enerji transferinin vuku buldugunu
gostermistir. Ayn1 zamanda sistemin senkronize floresans spektrumlart alinmig ve C120
ilavesiyle BSA’ya ait floresans siddetlerinde azalmanin oldugu gézlemlenmistir. Ancak
AX=15 nm ve AA= 60 nm’de kaydedilen spektrumlarda maviye kaymalarin oldugu
gbzlemlenmistir. Bunun sonucunda BSA molekiiliine tirozin ve triptofan bolgelerinden
yaklasmalarin oldugu sdylenebilir. Ancak maviye kaymalara bakarak tirozin
bolgelerinin daha c¢ok etkilesime maruz kaldigini ve tirozin ve triptofan boélgelerinin

mikro ¢evrelerindeki polaritelerin farkli oldugu sonucuna varilmistir.
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Logaritmik denklem yardimiyla C120 ve BSA sistemine 10 farkli metal iyonu etkisi
incelenmis ve sistemin metal iyonlarina tepkisi tartisilmigtir. Calisilan bu iyonlarin
baglanma sabitleri metal iyonu igermeyen numunenin baglanma sabiti ile
karsilastinldiginda, Ca*?, Ba™, Cr*2, Mn*2, Hg', AlI'®, Sn** metal iyonlar ile
etkilesimde olan sistemin baglanma sabiti degerlerinin diistiigii gézlemlenirken; Na*?,
Li* Ag*! metal iyonlari ile etkilesim halinde olan sistemin baglanma sabiti degerlerinde
artis goriilmiistiir. En fazla baglanma sabitindeki artis Li*!’de gozlemlenirken, en diisiik
baglanma sabiti Mn*?’de gozlemlenmistir. Bu durum ileriki ¢alismalar igin Li** metali
tizerinden sensor ¢aligsmalari yapilabilmesi ve bu durumun gerekgelerini aciklayabilmeyi

ongormekteyiz.
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