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OZET

SPEKTROFLORIMETRIK METOTLA iNSAN SERUM ALBUMIN PROTEINI
ILE DIKLORPROP, KARBOFURAN, AMITROL VE DIKUAT ARASINDAKI
ETKILESIMLERIN INCELENMESI

inang SOYLU

Yiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Sibel TUNC
Nisan 2013, 93 sayfa

Bu calismada, kan plazmasinda en ¢ok bulunan protein olan insan serum
albumin (HSA) proteini ile diklorprop (DCP), karbofuran (CF), amitrol (AR) ve dikuat
(DQ) pestisitlerinin etkilesimleri floresans ve senkronize floresans spektroskopisiyle
incelenmistir. Floresans o6l¢timleri 4 farkli sicaklikta (288,15 K, 298,15 K, 310,15 K ve
318,15 K’de) gergeklestirilmistir. HSA-AR sistemi hari¢ diger tim HSA-pestisit
sistemlerinde etkilesim gozlenmistir. HSA-DCP, HSA-CF ve HSA-DQ sistemleri igin
Stern-Volmer soniimleme sabiti, soniimleme hiz sabiti, baglanma sabiti, baglanma yeri

say1s1 ve termodinamik parametre (AH, AS ve AG) degerleri hesaplanmuistir.

DCP’nin HSA proteinine baglanmasi prosesinde soniimleme mekanizmas statik
soniimleme olarak tespit edilmistir. HSA-DCP sistemine ait baglanma sabitleri 288,15
K, 298,15 K, 310,15 K ve 318,15 K’de sirasiyla 7,48x10° M, 6,62x10° M, 6,36x10°
M™ ve 5,39x10° M olarak bulunmustur. Ayrica, HSA iizerinde 1 adet DCP baglanma
noktast mevcuttur. HSA-DCP sisteminin termodinamik parametre degerlerinden
baglanma prosesinde elektrostatik etkilesimin etkin oldugu sonucuna ulagilmistir. HSA-
CF sistemi icin ¢Ozelti sicakliginin 288,15 K’den 318,15 K’e arttirilmasi ile baglanma
sabiti degerinin 3,38x10° M™"den 1,29x10° M™"*¢ diistiigii ve baglanma yeri sayisinin az
miktarda azaldigr gozlenmistir. Termodinamik parametrelerin incelenmesiyle CF
maddesinin HSA proteinine baglanmasinda hidrojen baglart ve van der Waals

kuvvetlerinin etkin oldugunu anlasilmistir. HSA-DQ sistemi icin 288,15 K ve 318,15



K’de baglanma sabiti degeri sirasiyla 4,04x10° M™ ve 2,36x10° M olarak
hesaplanmistir. Bu sistem i¢in baglanma yeri sayisi yaklasik 1 olarak bulunmustur.
Ayrica; termodinamik parametreler, DQ maddesinin HSA proteinine baglanmasi

prosesinin elektrostatik etkilesimlerle kendiliginden gerceklestigini gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Insan serum albumin, dikloprop, karbofuran, amitrol,

dikuat, floresans spektroskopisi.

JURI: Prof. Dr. Sibel TUNC (Danisman)
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Yrd. Do¢. Dr. Memduh Sami TANER



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE INTERACTIONS OF DICHLORPROP,
CARBOFURAN, AMITROL AND DIQUAT WITH HUMAN SERUM ALBUMIN
PROTEIN BY SPECTROFLUORIMETRIC METHOD

Inan¢c SOYLU

M.Sc. Thesis in Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Sibel TUNC
April 2013, 93 pages

In this study, the interactions of human serum albumin (HSA) protein, the most
abundant protein in human blood plasma, with dichlorprop (DCP), carbofuran (CF),
amitrol (AR) and diquat (DQ) pesticides were investigated by fluorescence and
synchronous flouroscence spectroscopy. Fluorescence measurements were carried out at
four different temperatures (288.15 K, 298.15K, 310.15 K and 318.15 K). Fluorescence
measurements proved that there were interactions between HSA and pesticides except
HSA-AR system. Stern-Volmer quenching constant, quenching rate constant, binding
constant, number of binding site and thermodynamic parameter (AH, AS and AG)
values were calculated for the binding processes of HSA-DCP, HSA-CF and HSA-DQ

systems.

Quenching mechanism for the binding process of DCP to HSA protein was static
guenching mechanism. Binding constants for HSA-DCP system at 288.15 K, 298.15 K,
300.15 K ve 318.15 K were found to be 7.48x10° M, 6.62 x10° M, 6.36 x10° M and
5.39 x10® M, respectively. Furthermore, there was only one binding site for DCP on
HSA protein. Thermodynamic parameters of HSA-DCP system showed that driving
force for binding process was electrostatic interaction. As the temperature of solution
was increased from 288.15 K to 318.15 K, a decrease from 3.38x10° M to 1.29x10°
M™in the binding constant of HSA-CF system was observed and the number of binding

site decreased slightly. Upon investigation of thermodynamic parameters, the main



driving force of HSA-CF complex formation was found to be hydrogen bonding and
van der Waals forces. At 288.15 K and 318.15 K, the value of binding constant for
HSA-DQ system were calculated to be 4.04x10° M™ and 2.36x10° M™, respectively. For
this system, the number of binding site was found to be 1 approximately. Additionally,
thermodynamic parameters showed that the binding process of DQ to HSA protein
occurs spontaneously under the influence of electrostatic interactions.

KEYWORDS: Human serum albumin, dichlorprop, carbofuran, amitrol, diquat,

fluorescence spectroscopy.
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ONSOZz

Tarimsal {irlinlerde kaybi azaltmak ve birim alandan daha fazla iiriin almak
amaciyla kullanilan pestisitlerin sayisi ve kullanim miktarlar giin gectik¢e artmaktadir.
Pestisit kalintilar1 kanserojenik, mutajenik, teratojenik veya allerjenik etkiler
gostermektedir ve insan saglhigi agisindan bir tehdit olusturmaktadir. HSA proteini ile
pestisitler arasinda gergeklesen etkilesimler, proteinin fizyolojik ve kimyasal
Ozelliklerinde baz1 degismelere neden olabilmektedir. Bu etkilesimlerin sonucunda
gerceklesen degisimlerin aydinlatilmasi, pestisit kalintilarinin gida, insan saghg ve
cevre lizerine olan etkilerinin anlasilmasi ve yeni tarimsal miicadele yOontemlerinin

gelistirilmesi agisindan oldukca énemlidir.

Bu tez galismasi, insan serum albumin (HSA) proteini ile diklorprop (DCP),
karbofuran (CF), amitrol (AR) ve dikuat (DQ) pestisitleri arasinda meydana gelen
etkilesimlerin arastirilmasini kapsamaktadir. Tez ¢alismasi, Akdeniz Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne “Spektrofotometrik metotla insan
serum albumin proteini ile diklorprop, karbofuran, amitrol ve dikuat arasindaki
etkilesimlerin incelenmesi” basligr ile sunulmus ve ayni birim tarafindan

2011.02.0121.016 no’lu proje ile desteklenmistir.

Tez galismamin her asamasinda bilgisi ve deneyimleri ile bana yol gosteren,
yardim ve katkilarini benden esirgemeyen degerli danisman hocam Saymn Prof. Dr.
Sibel TUNC’a (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi), tecriibesi ve bilgisiyle tezime
onemli katkida bulunan Saym Dog. Dr. Osman DUMAN’a (Akdeniz Universitesi Fen
Fakultesi), UV/VIS/NIR spektrofotometre cihazinin kullanimina izin veren Sayimn Prof.
Dr. Ertugrul ARPAC’a (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi), calismalarim sirasinda
hosgoriisii ve yardimlari ile bana destek olan basta Saym Prof. Dr. Cengiz SAYIN
(Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi) olmak iizere mesai arkadaslarima ve
bolimimuzdeki c¢alisma arkadaslarima, maddi ve manevi destekleri ile her zaman
yanimda olarak beni bu giinlere getiren AILEME, beni her zaman dogruya ydnlendiren,
yardimlarini, bilgisini ve sevgisini benden esirgemeyen Sezgi KOCAK’a ve
2011.02.0121.016 no’lu proje ile bu ¢alismaya destek veren Akdeniz Universitesi

Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

JAYS Emisyon ve uyarilma dalga boylari arasindaki fark

A Angstrom

Acm Emisyon dalga boyunda maddenin sahip oldugu absorbans degeri
Ay Uyarilma dalga boyunda maddenin sahip oldugu absorbans degeri
F Protein ¢ozeltisinin pestisit varligindaki floresans siddeti

Fo Protein ¢ozeltisinin pestisit yoklugundaki floresans siddeti

Faiiz Protein-pestisit ¢ozeltisinin diizeltilmis floresans siddeti

Fgoz Protein pestisit ¢ozeltisinin gozlemlenen floresans siddeti

h Plank sabiti

K Kelvin cinsinden sicaklik birimi

Kp Baglanma sabiti

kg Kilogram

kJ Kilojoule

Kqg Soniimleme hiz sabiti

Ksv Stern-Volmer sonumleme sabiti

L Litre

LDs Bir toksik maddenin test edilen popilasyonunun yarisin1 dldiirmek igin

gerekli doz miktar1

M Molarite

mg Miligram

mL Mililitre

n Baglanma yeri sayisi

nm Nanometre

°C Santigrat derece cinsinden sicaklik birimi
Q Pestisit konsantrasyonu

Q: COzeltideki toplam pestisit konsantrasyonu
Pt Cozeltideki toplam protein konsantrasyonu
R Ideal gaz sabiti

viii



Regresyon katsayisi

T Sicaklik

v Frekans

AG Gibbs serbest enerji degisimi
AH Entalpi degisimi

AS Entropi degisimi

A Dalga boyu

To Pestisit yoklugunda proteinin floresans yar1 dmiir siiresi
Kisaltmalar

AR Amitrol

Arg Arjinin

BM Bensulfuron-metil

BHDb S1g1ir hemoglobin proteini
BSA Sigir serum albumin

CD Dairesel dikroizm

CF Karbofuran

DCP Diklorprop

DQ Dikuat (Dikuat dibromiir)
EPA Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
HSA Insan serum albumin

MT Tiyofanat metil

MTS Metsilfturon-metil

PCP Pentaklorofenol

PY Pirazosilftron

QuUC Kuinklorak

TDF Tradimefon

Trp Triptofan

Tyr Tirozin

UV-VIS Ultraviyole-gorunir
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Sekil 4.14. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varhginda 2x10°® M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [CF] = (a) 0 M,
(b) 1x10°® M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M,
(f) 14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0 M ..ot 36

Sekil 4.15. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varhiginda 2x10°® M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cézeltideki [CF] = (a) 0 M,
(b) 1x10°® M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M,
(f) 14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0 M ..o 37

Sekil 4.16. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varhginda 2x10°® M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [CF] = (a) 0 M,
(b) 1x10°® M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M,
(f) 14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0 M ..ot 37

Sekil 4.17. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki AR maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [AR] = () 1x10™° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M,
(c) 6x10° M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M,
(g) 22x10° M, () 26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10° M ve
(1) BOXLO™ Moot

Sekil 4.18. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki AR maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [AR] = () 1x10™° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10°® M,
(c) 6x10° M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M,
(g) 22x10° M, () 26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10° M ve
(1) BOXLO™ Moot
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Sekil 4.19. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki AR maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [AR] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10°® M,
(c) 6x10° M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M,
(9) 22x10° M, () 26x10°° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10° M ve
(1) BOXLO™ MLt

Sekil 4.20. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki AR maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [AR] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10°® M,
(c) 6x10° M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M,
(9) 22x10° M, () 26x10°° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10° M ve
(1) BOXLO™ MLt

Sekil 4.21. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M,
(b) 1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M,
(f) 14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10® M Ve () 5OXLI0 M ..o 40

Sekil 4.22. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M,
(b) 1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M,
(f) 14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10® M Ve () 5OXLI0 M ..o 40

Sekil 4.23. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M,
(b) 1x10°® M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10™° M, (e) 10x10° M,
(f) 14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0 M ..ot 41

Sekil 4.24. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M,
(b) 1x10°® M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10™° M, (e) 10x10° M,
(f) 14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0 M ..o 41

Sekil 4.25. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki DQ maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [DQ] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M,
(c) 6x10° M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M,
(g) 22x10° M, () 26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10° M ve
(1) BOXLO™® Moot

Sekil 4.26. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki DQ maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [DQ] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M,
(c) 6x10° M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M,
(g) 22x10° M, () 26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10° M ve
(1) BOXLO™® Moot
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Sekil 4.27. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki DQ maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [DQ] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M,
(c) 6x10° M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M,
(9) 22x10° M, () 26x10°° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10° M ve
(1) BOXLO™ MLt 43

Sekil 4.28. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki DQ maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [DQ] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M,
(c) 6x10° M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M,
(9) 22x10° M, () 26x10°° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10° M ve
(1) BOXLO™ MLt 43

Sekil 4.29. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [DQ] = (a) 0 M,
(b) 1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M,
(f) 14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,
(i) 40X10® M Ve () 5OXLI0 M ..o 44

Sekil 4.30. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [DQ] = (a) 0 M,
(b) 1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M,
(f) 14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,
(i) 40X10® M Ve () 5OXLI0 M ..o 44

Sekil 4.31. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA
¢Ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [DQ] = (a) 0 M,
(b) 1x10°® M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10™° M, (e) 10x10° M,
(f) 14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,
(i) 40X10° M Ve () 5OXL0 M ..ot 45

Sekil 4.32. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varhiginda 2x10°® M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [DQ] = (a) 0 M,
(b) 1x10°® M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M,
(f) 14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,
(i) 40X10° M Ve () 5OXL0 M ..o 45

Sekil 4.33. 288,15 K, 298,15 K, 310,15 K ve 318,15 K sicakliklardaki 2x10° M
HSA ¢ozeltisinin emisyon speKtrumlart .........cccocevvvereeiiesieenesieeseese e 46

Sekil 4.34. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cézeltideki [DCP] = (a) 0 M, (b) 1x10°®
M, (c) 2x10° M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°
M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,
(i) 40X10° M Ve () 5OXL0™® Moo 47
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Sekil 4.35.

Sekil 4.36.

Sekil 4.37.

Sekil 4.38.

Sekil 4.39.

Sekil 4.40.

Sekil 4.41.

Sekil 4.42.

298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cézeltideki [DCP] = (a) 0 M, (b) 1x10°®
M, (c) 2x10° M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0™® Moo 47

310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cézeltideki [DCP] = (a) 0 M, (b) 1x10°®
M, (c) 2x10° M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0™® M. 48

318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cézeltideki [DCP] = (a) 0 M, (b) 1x10°®
M, (c) 2x10° M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0™® M. 48

288,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin emisyon spektrumlart. Cézeltideki [CF] = (a) 0 M, (b) 1x10°

M, (c) 2x10° M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0™® Moo 50

298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin emisyon spektrumlart. Cézeltideki [CF] = (a) 0 M, (b) 1x10°

M, (c) 2x10°® M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXLI0® Moo 50

310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varliginda 2x10°® M HSA
¢ozeltisinin emisyon spektrumlari. Cézeltideki [CF] = () 0 M, (b) 1x10°

M, (c) 2x10°® M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0® Moot 51

318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varliginda 2x10°® M HSA
¢ozeltisinin emisyon spektrumlari. Cézeltideki [CF] = (a) 0 M, (b) 1x10°

M, (c) 2x10°® M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0® M. 51

288,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin emisyon spektrumlart. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M, (b) 1x10°®
M, (c) 2x10°® M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0® M. 52
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Sekil 4.49.
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298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M, (b) 1x10°®
M, (c) 2x10° M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0™® Moo 53

310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M, (b) 1x10°®
M, (c) 2x10° M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0™® M. 53

318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M, (b) 1x10°®
M, (c) 2x10° M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0™® M. 54

288,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin emisyon spektrumlart. Cézeltideki [DQ] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0™® Moo 55

298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA
¢Ozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [DQ] = ga) 0 M, (b) 1x10°®
M, (c) 2x10°® M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXLI0® Moo 55

310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varhiginda 2x10°® M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cézeltideki [DQ] = () 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10°® M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°

M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0® Moot 56

318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varhiginda 2x10°® M HSA
¢ozeltisinin emisyon spektrumlart. Cézeltideki [DQ] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10°® M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°
M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M,

(i) 40X10° M Ve () 5OXL0® Moo 56
288,15 K’de HSA-DCP sistemi igin Stern-Volmer grafigi........................58
298,15 K’de HSA-DCP sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi........................58
310,15 K’de HSA-DCP sistemi igin Stern-Volmer grafigi.......................59
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318,15 K’de HSA-DCP sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi...........cccc......
288,15 K’de HSA-CF sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi..........cccccovuennenn.
298,15 K’de HSA-CF sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi..........cccccovuennenn.
310,15 K’de HSA-CF sistemi icin Stern-Volmer grafigi...........cccccceevennen.
318,15 K’de HSA-CF sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi...........ccccceevennen.
288,15 K’de HSA-DQ sistemi icin Stern-Volmer grafigi...........cccccveuenne.
298,15 K’de HSA-DQ sistemi icin Stern-Volmer grafigi...........cccccveuenne.
310,15 K’de HSA-DQ sistemi icin Stern-Volmer grafigi............ccoevennne.
318,15 K’de HSA-DQ sistemi icin Stern-Volmer grafigi............ccocvenene.

288,15 K’de HSA-DCP sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1
log [1/([Qd-(Fo-F)[Pd/Fo)] grafigi

298,15 K’de HSA-DCP sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1
log [1/([Qd-(Fo-F)[Pi]/Fo)] grafigi

310,15 K’de HSA-DCP sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1
log [1/([Qd-(Fo-F)[Pd/Fo)] grafigi

318,15 K’de HSA-DCP sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1
log [1/([Qd-(Fo-F)[Pd/Fo)] grafigi

288,15 K’de HSA-CF sistemi igin log (Fo-F)/F’ye kars1
log [1/([Qd-(Fo-F)[Pi]/Fo)] grafigi

298,15 K’de HSA-CF sistemi igin log (Fo-F)/F’ye kars1
log [1/([Qd-(Fo-F)[Pd/Fo)] grafigi

310,15 K’de HSA-CF sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1
log [1/([Qd-(Fo-F)[Pi]/Fo)] grafigi

318,15 K’de HSA-CF sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1
log [1/([Qd-(Fo-F)[Pd/Fo)] grafigi

288,15 K’de HSA-DQ sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1
log [1/([Qd-(Fo-F)[Pi]/Fo)] grafigi

298,15 K’de HSA-DQ sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1
log [1/([Qd-(Fo-F)[Pd/Fo)] grafigi
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310,15 K’de HSA-DQ sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1

10g [1/([Q]-(Fo-F)[Pd/Fo)] SIafiGi.. . rvveevseeeeeeeeeee e, 72

318,15 K’de HSA-DQ sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1

l0g [L/([Q-(Fo-F)IPd/Fo)] ZEAfiBi. v eeveeeseeeemeeeeeeeeeoeeee e, 72

DCP’nin HSA’ya baglanmasina ait van’t Hoff grafigi (r=0,9538) ..........
CF’nin HSA’ya baglanmasina ait van’t Hoff grafigi (r=0,9709) ............
DQ’nun HSA’ya baglanmasina ait van’t Hoft grafigi (r= 0,9965) ...........

310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M

HSA c¢ozeltisinin senkronize floresans spektrumu. A= 15 nm.
Cozeltideki [DCP] = (a) 0 M, (b) 1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M,
(d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M, (g) 18x10° M, (g) 22x10°®

M, (h) 26x10° M, (1) 30x10® M, (i) 40x10° M ve (j) 50x10° M.............

310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M

HSA c¢ozeltisinin senkronize floresans spektrumu. A= 60 nm.
Cozeltideki [DCP] = (a) 0 M, (b) 1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M,
(d) 6x10° M, () 10x10° M, () 14x10°® M, (g) 18x10° M, (g) 22x10°®
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1. GIRIS

1.1. Amino Asitler

Amino asitler, proteinlerin temel yap1 birimidir. Toplam 500’e yakin amino asit
tanimlanmis olsa da sadece 22 tanesi protein yapiminda kullanilmaktadir. Bunlardan 20
tanesi “standart aminoasitler” (insanlarda bulunan amino asitler) olarak adlandirilir
(Wagner ve Musso 1983).

1.1.1. Amino asitlerin genel yapisi ve simiflandirilmasi

Bir amino asitin genel formuliinde, o—karbon atomuna bagli bir karboksil (-
COOH) grubu, bir amino (-NH,) grubu, bir hidrojen (-H) atomu ve her amino asit igin
farkli olan bir R grubu bulunmaktadir. R gruplarina ayni zamanda “yan zincir” adi da

verilebilir. Sekil 1.1°de amino asitlerin genel yapis1 gosterilmektedir (Taniguchi 1999).

Hidrojen
H
Bazik e Asidik
amino grubu HoN — G{I‘_"'GDH karboksil grubu
R

Yan Zincir

Sekil 1.1. Amino asitlerin genel yapisi

Glisin amino asiti en basit yapiya sahiptir ve bu amino asitin R grubu yalnizca
hidrojen atomundan olusmaktadir. Diger tiim amino asitlerde en az bir asimetrik karbon
atomu yer almaktadir. Bu durum, amino asitlere polarize 15181 iki yone ¢evirme yetenegi
kazandirir. Standart amino asitler ve bunlarin kimyasal yapilart Sekil 1.2°de

verilmektedir (Schermann 2008).



OH OH SH
H_H CHa /(
HzN COOH HzMN COOH HzN COOH HzN COOH HzN COOH
Glisin (Gly, G) Alanin (Ala, A) Serin (Ser, 5) Treonin (Thr, T) Sistein (Cys, C)
ﬁ\ ]
H,N” “COOH  H,N” “COOH H.N"" ~COOH H,N” COOH N™">cooH
Valin (Val, V) Lasin {Lys, L) izolésin (lle, I} Metiyonin (Met, M) Prolin (Pro, P}
H
N\
OH
HzN~ ~COOH HN" ~COOH HyN~ ~COOH HzN" "COOH HzN™ "COOH

Fenilalanin (Phe, F)

Tirozin (Tyr, Y) Triptofan (Trp, W)

Aspartik asit (Asp, D)

Glutamik asit (Glu, E)

HzN NH,*
NH 5+ z ki 2
o O.. _NHa NH
A
HN T+
C
Hghl: ™ R0 HN" "COOH H,N” ~COOH HaN"" ~COOH HoN”~ “COOH
Asparajin (Asn, N) Glutamin (GIn, Q) Histidin (His, H) Lizin (Lys, K) Arjinin (Arg, R)

Sekil 1.2. Standart amino asitlerin kimyasal yapilari

Amino asitlerin net yik, ¢ézlndrlik, kimyasal reaktiflik ve hidrojen baglama
giicii gibi bazi fizikokimyasal Ozellikleri R grubunun kimyasal dogasima baglidir.
Proteinlerde bulunan amino asitler, yan zincirindeki R gruplarina gore, alifatik amino
asitler, aromatik amino asitler, ndtral amino asitler, asidik amino asitler, bazik amino

asitler ve siilflir igeren amino asitler olmak iizere 6 sinifa ayrilmaktadir.

Alifatik amino asitler: Alanin, valin, 16sin ve izolsin gibi yan zinciri doymus
hidrokarbon iceren amino asitlerdir. Glisin amino asitinin yan grubu sadece hidrojen

atomu olsa da bu grupta sayilir. Bu amino asitler hidrofobiktir.

Aromatik amino asitler: Fenilalanin, tirozin ve triptofan aromatik amino asitlerdir.

Apolar alifatik amino asitler ile aromatik amino asitler, proteinin i¢ kismina



gomiilmiistiir ve birbirleri ile hidrofobik etkilesim halindedir. Tirozin amino asiti zayif
asidik hidroksil grubu igerir ve bu nedenle, protein yizeyinde yer alabilir. Tirozin
amino asitinin hidroksil grubu ayrica tersinir fosforilizasyona ugrayabilir. Aromatik
amino asitler, ultraviyole 15181 absorplamaktadir. Tirozin amino asiti 280 nm’de
maksimum absorpsiyona sahiptir (Bkz. Sekil 1.3). Triptofan amino asitinin diger iki
aromatik amino asite gore (tirozin ve fenilalanin) absorpsiyonu daha siddetlidir
(Taniguchi 1999).
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Sekil 1.3. Aromatik amino asitlerin ultraviyole absorpsiyon spektrumu

Notral amino asitler: N6tral amino asitler, amit veya hidroksil yan zinciri icerir. Serin
ve treonin amino asitleri hidroksil grubuna sahiptir ve katalitik proteinlerin (enzimler)
aktif boélgelerinde bulunur. Asparajin ve glutamin amino asitleri, amit grubu iceren

amino asitlerdir. Bu amino asitler polar olsalar da fizyolojik kosullarda yiikstizdiirler.

Asidik amino asitler: Aspartik ve glutamik amino asitleri yan zincirlerinde karboksilik

asit grubu icerir. Bu amino asitler pH 7,0’da iyonlasirlar.

Bazik amino asitler: Lizin ve arjinin amino asitleri, nétral pH’da pozitif yiklidur.
Lizin amino asitinin e-karbonuna, amino grubu baglidir ve e-amino grubunun pK;’s1

11°dir. Arjinin amino asiti, en bazik amino asittir ve pK;’s1 13’tiir.



Salfar iceren amino asitler: Sistein ve sistein dimerinden olusan sistin amino asitleri
stlfir iceren amino asitlerdir. Sulfur iceren amino asitler protein igerisindeki diger
sulfar iceren amino asitler ile ¢apraz baglanarak disiilfit kopriisii olusturur. Distlfit

koprusl, proteinlerin kararli yapisinin olusmasinda énemli rol oynar (McKee ve McKee
2011).

1.1.2. Amino asitlerin ozellikleri ve fonksiyonlari

Glisin amino asiti disinda tim amino asitler en az bir asimetrik karbon atomu
ierirler. Bu sebeple optikge aktiftirler ve polarize 15181 saga ve sola gevirebilirler. Bu
izomerlere “sterecizomer” veya “enantiyomer” denir. Polarize 15181 saga ¢eviren amino
asit konfigurasyonuna “D (dekstro)” ve polarize 15181 sola ¢eviren amino asit
konfiglrasyonuna “L (levo)” denir. Gliseraldehitin D ve L formlart Sekil 1.4’te
gosterilmektedir. Proteinlerdeki tim amino asitler L konfiglrasyonunda bulunur
(McKee ve McKee 2011).

Ayna Dizlemi

H H
C=0 C=0
Hom r: ~40H HO = l::: ~-H
EHEOH éHEDH
D-Gliseraldehit L-Gliseraldehit

Sekil 1.4. Optik izomerizm ve gliseraldehitin D ve L formlari

Amino asitler asidik ve bazik fonksiyonel gruplar icerdigi i¢in hem asidik hem
de bazik olarak davranabilir. Bu 6zellige amfoterik 6zellik denir. Amino asitlerin yapisi,

icinde bulunduklari ¢ozeltiye gore degisim gosterebilir (Taniguchi 1999).

Notr molekiiller pozitif ve negatif yiikleri aym1 anda igererek zwitter iyon
olusturur (McKee ve McKee 2011).



1.2. Proteinler

Proteinler, bir veya daha fazla polipeptit zinciri iceren buyuk biyolojik
molekdllerdir. Polipeptit zincirleri, bir amino asitin karboksil grubunun kendinden sonra
gelen amino asitin amino grubuyla kurdugu peptit baglarinin birbirine baglanmasiyla
olusan dizilmelerdir. Bu zincir Uzerindeki amino asit siralamasi genetik kodla
belirlenmektedir (Eckersall 2008).

Proteinler, canlilar i¢in gerekli biyo-polimerlerdir. Canli organizmalardaki ¢esitli
reaksiyonlar, enzim olarak gorev yapan proteinler tarafindan katalizlenmektedir. Tiim
bunlara ek olarak proteinlerin yapisal ve mekanik o6zellikleri de bulunmaktadir.

Ornegin; tiim bag dokusu elastin ve kolajen isimli iki proteinden olusmaktadir.

1.2.1. Proteinlerin yapilari

Proteinlerin biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirebilmesi, ayrica fiziksel ve
kimyasal ozellikler gosterebilmesi i¢in konformasyonal yapilarini kazanmalart

gerekmektedir. Proteinler primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner yapiya sahiptir.

1.2.1.1. Primer (birincil) yapi

Tim amino asit birimlerinin zincir seklinde peptit baglariyla bir araya
gelmesiyle olusan yap1 primer yap1 adiyla anilir. Bu baglanma sirasinda ardigik amino
asitlere ait a-karbonlar1 neredeyse her zaman trans seklinde siralanirlar. Peptit bagindaki
C ve N atomlart ise bag yapisi ¢ift bag karakterli oldugu icin ayn1 diizlemde yer alir.
Bundan dolay1, 1951 yilinda Linus Pauling tarafindan bu baga “trans-diizlemsel peptit
bag1” ismi verilmistir (Eckersall 2008).

Primer yapi, proteinin agik bir sekilde tanimlanmasini saglar ve ayn1 zamanda
proteinin fiziksel ve biyolojik 6zelliklerini belirler. Primer yapinin genel bir gosterimi
Sekil 1.5’te verilmektedir.



Sekil 1.5. Primer yap1

1.2.1.2. Sekonder (ikincil) yapa

Sekonder yapi, polipeptit zincirinin Gzerindeki amino asit birimlerinin
birbirlerine olan uzaklik iliskisi veya bolgesel sekil farkliliklari ile olusturduklar alt
yapidir. Cogunlukla protein yapisinin {i¢ boyutlu hali olarak anilir (Geraldine ve
Takeuchi 2011).

300’den fazla protein molekdilunin X-i1sin1 kristalografisi ile 3 boyutlu yapilari
belirlenmistir. Bu proteinlerin sekonder yapilarinin o-heliks, p-tabaka ve rastgele-

donme yapilarini icermesi dikkat ¢ekmistir (Eckersall 2008).

a—Heliks yap1, en ¢ok tanimlanan ve en sik rastlanan sekonder yapidir. Globuler
proteinlerin % 30’luk kisminda bu yapiya rastlanir. a—Heliks yapi, 4 veya daha fazla
ardigtk amino asitin ayn1 konformasyonu alarak polipeptit zinciri Uzerinde bir heliks
olusturmasidir. Bu heliks yap1 bir amino asit zincirindeki C=0 grubunun, 4 birim
uzakliktaki N-H grubu ile hidrojen bagi kurmasiyla meydana gelir ve her 0,54 nm’de bir
tekrar eder (Bkz. Sekil 1.6) (Geraldine ve Takenuchi 2011).
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Sekil 1.6. a—Heliks yap1

B-Tabakali yapidaki kararlilik iki farkli tabakanin birbirlerine yakin hale gelmesi
sonucu olusan hidrojen baglarindan kaynaklanmaktadir. Iki farkli tabakanm yan yana
gelmesi ile paralel veya anti-paralel yapi olusmaktadir (Pincus 2012). B-Tabakali

yapidaki anti-paralel ve paralel dizilimler Sekil 1.7°de gosterilmektedir.

| |
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Sekil 1.7. B-Tabakal1 yap1

Diger bir sekonder yapi ise, rastgele donmedir. Bu yapida polipeptit zinciri

yoniinii degistirir. Rastgele dénmenin olabilmesi icin en az 2 amino asit biriminin,



1’den 4’e¢ kadar farkli amino asit birimleriyle, birbirinden ayrilmis olmasi gerekir.
Donmeyi olusturan iki amino asit birbirinden 4 birim ile ayrilmigsa f-donme, 3 birim ile
ayrilmigsa y-donme, 2 birim ile ayrilmigsa 6-déonme ve tek birim ile ayrilmigsa n-dénme

olarak isimlendirilir (Cozzone 2010).

1.2.1.3. Tersiyer (Uguncdl) yap

Tersiyer yapi, polipeptit zincirinin sarmal yap1 olusturarak ve sekonder
katlanmalar gerceklestirerek globuler sekil aldigi yapidir. Tersiyer yapi esas olarak
ikincil yapidaki o—helikslerin ve B-tabakalarin birleserek bir veya birden fazla boliim
olusturmasidir (Bkz. Sekil 1.8) (Cozzone 2010).

‘Qs.f‘ ."III :
Disiilfit (S-S)

bagt <+ o—heliks

Sekil 1.8. Tersiyer yap1

Katlanma hareketinin kaynagi, ara zincirler arasindaki etkilesimlerdir. Tersiyer
yapinin kararliligin1 saglayan bu etkilesimler disiilfit baglari, hidrofobik etkilesimler,

elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglar1 ve van der Waals etkilesimleridir.

Disulfit baglari, iki yakin sistein biriminin tiyol gruplar arasinda olusmaktadir.
Hidrojen baglari, a-heliks ve p-tabakali yapilardaki amino asitlerin yan gruplari
arasinda olusmaktadir. Hidrofobik/hidrofilik etkilesimler, suda ¢oziiniir proteinlerin
katlanma yaparak hidrofilik yan zincirlerini dis yiizeye ¢ikarmasi ve hidrofobik yan

zincirlerini ana zincir igerisine gobmmesiyle gerceklesir (Geraldine ve Takeuchi 2011).



Ortalama bir bolim yaklasik 100-150 amino asit birimi icermektedir. Bu da
yaklasik 2,5 nm ¢apinda bir globiildiir (Cozzone 2010).

1.2.1.4. Kuaterner (dérduncul) yap:

Yapisal veya metabolik ¢cogu protein, birden fazla farkli polipeptit zinciri igeren
oligomerik proteinlerdir. Kuaterner yapi, ayni veya farkli polipeptit yan zincirlerinin
etkilesmeleri sonucu olusur. Kuaterner yapinin sematik bir gosterimi Sekil 1.9°da yer

almaktadir (Eckersall 2008).

Sekil 1.9. Kuaterner yapi

Kuaterner yap1 gosteren proteinlere 4 polipeptit yan zincirinden olusan

hemoglobin 6rnek olarak verilebilir (Geraldine ve Takeuchi 2011).

Polipeptit zincirinin kuaterner yapist oligomerik proteinlerin islevleri agisindan
kritik 6neme sahiptir. Oyle ki, kuaterner yapi bozulursa proteinlerin aktiviteleri de
kaybolmaktadir (Cozzone 2010).

1.2.2. Proteinlerin siniflandirilmasi

Proteinler, sekil ve ¢oziiniirliikklerine gore iki gruba ayrilirlar:

e Fibroz proteinler: Cubuk seklinde proteinlerdir. Suda ¢ozinmezler. Kolajen bu

proteinlere bir 6rnektir.



e Globuler proteinler: Kiiresel sekildeki proteinlerdir. Amino asit dizilislerinden

dolay1 (hidrofobik kisimlar iceride, hidrofilik kisimlar disarida olacak sekilde)
suda ¢ozlndr. Miyoglobin bu proteinlere bir drnektir (Geraldine ve Takeuchi
2011).

Proteinler yap1 bakimindan {i¢ gruba ayrilirlar:

Basit proteinler: Sadece amino asit iceren proteinlerdir. Albumin, bu
proteinlere bir drnektir.
Konjlge proteinler: Protein olmayan bir grup igerirler. Glikoproteinler bu
gruba 6rnek verilebilir.
Turev proteinler: Fiziksel veya kimyasal degisime ugramis proteinlerdir

(denatire proteinler gibi).

Globuler proteinler, sekonder yapilarina gore 4 gruba ayrilirlar:

1.2.3.

Tum alfa: Sadece a-heliks yapi iceren proteinler (Miyoglobin).
Tum beta: Sadece B-tabakali yap1 iceren proteinler (Tenasin).
Alfa/beta: Sekonder yapilarinda degisken a-heliks ve p-tabakali yap1

bulunduran proteinler (Tirioz, fosfat, izomeraz).
Alfa + beta: Sekonder yapilarinda a-heliks ve B-tabakali yapi1 bolgeleri iceren
proteinler (Riboniikleaz A) (Cozzone 2010).

Insan serum albumin (HSA) proteini

Insan serum albumin (HSA) proteini, insan plazmasinda en yaygin bulunan

makromolekuldur. Kanda bulunan proteinlerin % 60°n1 olusturur. Plazma basincinin %

70'1 albumin proteini tarafindan karsilanir. HSA proteini yiksek ligant baglama

kapasitesi ile endojen ve ekzojen bilesikler i¢in tasiyici gorevi goriir. Bu 6zelligi

sayesinde insan viicudunda yag asitlerini tasima, bazi toksinleri zararsiz kilma ve pek

cok ilacin farmokokinetik Ozelliklerini diizenleme gibi ¢esitli gorevleri yerine getirir
(Farrugia 2010).
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HSA proteini; kanser, arterit, menopoz sonrast obezite gibi bazi hastaliklar i¢in
onemli bir biyo-imlectir. Ayrica, bu protein sok, yanik ve travma gibi vakalarda ve

cesitli hastaliklarin tedavisinde klinik olarak kullanilmaktadir (Fanali vd 2012).

1.2.3.1. Insan serum albumin (HSA) proteininin yapisi

HSA, 66.438 Da agirliginda ve 585 adet amino asit birimi iceren tek bir
polipeptit zincirinden olusan bir plazma proteinidir. HSA proteininin, 214,
pozisyonunda tek bir triptofan birimi bulunur. Bu proteinde metiyonin, glisin ve
izoldsin amino asitlerinin kalintilart az miktarda iken, sistein, 16sin ve glutamin amino
asitlerinin birimleri yaygindir. HSA proteininde, 17 disiilfit kopriisii olusturan 35 sistein
birimi yer alir. Disiilfit baglari, HSA’nin kararli bir yapi olusturmasia katkida

bulunurken, 28-36 gunlik uzun bir dmre sahip olmasini saglar (Fanali vd 2012).

HSA’nin sekonder yapisinda a-heliks yapilar hakimdir. HSA proteini, Sekil
1.10’da goriildiigii tizere 3 benzer boliimden olusan kalp seklinde bir konformasyona
sahiptir. Her bolimin A ve B olmak Uzere iki alt bolimd bulunur (1A, 1B, 1A, 1IB,
A, 111B) (Fanali vd 2012).

Sekil 1.10. insan serum albumin (HSA) proteininin yapisi

11



1.2.3.2. Insan serum albumin (HSA) proteininin tizerindeki baglanma noktalari

HSA, ligantlar igin 2 major baglanma noktasi igerir. Bunlara Sudlow I ve

Sudlow II baglanma noktalar1 denir.

Sudlow | baglanma noktasi, ayni1 zamanda warfarin—azapropazon noktasi olarak
da isimlendirilir ve zincirdeki tek triptofan (Trp-214) iceren I1A alt bélgesinde bulunur.
Sudlow II baglant1 noktasi ise indol-benzodiazepin noktasi olarak da isimlendirilir ve iki
6nemli amino asit biriminin (Arg-410 ve Try-411) bulundugu IlIA alt bolgesinde yer
alir (Bkz. Sekil 1.11) (Fanali vd 2012).

Sekil 1.11. HSA proteinindeki Sudlow baglanma noktalar1

1.3. Pestisitler
Insanlar igin tehdit olarak algilanan basta hayvanlar olmak iizere tiim canlilar

zararli (pest) olarak tanimlanir. Bu zararli organizmalar1 yok etmek veya gelismelerini

engelleme amaciyla kullanilan maddelere ise pestisit denir.
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Pestisitler kimyasal veya biyolojik ajanlardir. Pestisitler genelde hedef kimyasal

siiflarina, hedef organizmalarina, etki mekanizmalarina ve uygulama zamanlamasina

gore 4 grupta incelenir (Gller ve Cobanoglu 1997).

1.3.1.

Pestisitlerin smiflandirilmasi

Pestisitler hedef organizmalara gore asagidaki gibi siniflandirilmaktadir (Guler ve

Cobanoglu 1997):

N o~ w Dh e

Algisit: Alglere kars1 kullanilir.
Bakterisit: Bakterilere kars1 kullanilir.
Avisit: Kuslara kars1 kullanilir.
Desikant: Yabani otlara kars1 kullanilir.
Fungisit: Mantarlara kars1 kullanilir.
Herbisit: Bitkilere kars1 kullanilir.

Insektisit: Boceklere kars1 kullanilir.

Pestisitler etki mekanizmalarina gore asagidaki sekilde siniflandirilmaktadir

(Giiler ve Cobanoglu 1997):

o ~ w0 bnp e

Genis 0l¢ek: Genis dlgekle cogu zararl ldirtlebilir.
Temas aninda zehir: Zararliy1 temas aninda 6ldiiriir.
Dezenfektan: Zararli bulagmis ise etkilidir.

Sinir zehiri: Sinir sistemini etkileyerek zararliya zarar verir.

Mide zehiri: Hayvanlar1 sindirme sonrasi 6ldiirerek zarar verir.

Pestisitler uygulama zamanlarina goére asagidaki gibi siniflandirilmaktadir (Giler

ve Cobanoglu 1997):

1.
2.
3.

Tohum uygulamasi: Tohum tarafindan absorbe edilen pestisitler.
Ekim Oncesi: Ekim Oncesi kullanilan pestisitler.

Ekim sirasinda: Ekim sirasinda kullanilan pestisitler.
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4. Tohum sagarken: Toprak yuzeyine uygulanan pestisitler.

5. Hasat sonrast: Ur(in hasatindan sonra uygulanan pestisitler.

1.3.2. Diklorprop (DCP)

Diklorprop (2-(2,4-diklorofenoksi) propiyonik asit), klorofenoksi tirt, yabani
otlara kars1 kullanilan bir herbisittir. Diklorprop (DCP), ticari olarak ester veya tuz

formunda satilmaktadir (www.epa.gov).

DCP’nin etki mekanizmasmin hiicre duvari elastikligini, protein sentezini Ve
etilen Uretimini artirmast seklinde oldugu disiiniilmektedir. Bu islemlerin siklikla
ger¢eklesmesi hiicre gelisimi ve boliinmesinde anormal artisa neden olmakta ve

vaskiler dokuya zarar vermektedir (Bradbury 2007).

DCP, az toksik bir madde olarak sayilmaktadir. Farelerde yapilan deneylerde bu
herbisitin LDsg (test edilen popiilasyonun yarisini 6ldiirmek igin gerekli doz) dozunun
537 mg/kg oldugu belirlenmistir (www.epa.gov). DCP’nin kimyasal yapist Sekil
1.12’de gosterilmektedir.

Cl

Cl O O

OH

Sekil 1.12. Diklorprop (DCP)'un kimyasal yapisi

1.3.3. Karbofuran (CF)
Karbofuran (2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il metilkarbamat) karbamat

tiiri, bocek ve nematotlara karsi kullanilan genis spektrumlu bir insektisittir (Plangklang

ve Reungsang 2009). Karbofuran (CF)’1in sudaki ¢oziiniirliigh oldukea yiiksektir (25 °C
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sicaklikta 0,7 g/L’dir) (Lu vd 2011). Diger karbamat bilesikler gibi CF’nin etki
mekanizmasi asetilkolinesteraz (AChE) inhibasyonudur. Karbofurana bagli zehirlenme

belirtileri arasinda, kramp, bas donmesi ve kusma yer almaktadir.

CF icin LDsy degeri 5-13 mg/kg (fare) olarak tespit edilmistir. Yapilan
aragtirmalara gore 6liimciil dozlarinin altinda CF, omurgalilarin gesitli sistemlerine zarar

vermektedir (Lu vd 2011).

CF’nin kullanimi1 tiim bu bahsedilen sebeplerden &tiirli mercek altina alinmistir.
Bazi iilkelerde kullanimi yasalarla engellenmistir. CF’nin kimyasal yapist Sekil 1.13’te
yer almaktadir (Fan ve Alexeeff 2000).

Sekil 1.13. Karbofuran (CF)’1n kimyasal yapisi

1.3.4. Amitrol (AR)

Amitrol (AR), amino-triazol olarak da bilinen heterosiklik organik bilesiktir.
AR, bir sistemik triazol herbisittir. AR’nin etki mekanizmast HIS3 geninin {irlinii olan
imidazolegliserol-fosfat dihidrataz (IGPD) enziminin inhibisyonu ile ger¢eklesmektedir
(Joung vd 2000).

IGPD, histidin iiretiminin altinc1 basamagini katalizleyen bir enzimdir. Sadece
bitkilerde bulunup hayvanlarda bulunmamasi IGPD’nin hedef olarak alinip herbisit

Uretilmesine olanak vermektedir.
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AR’nin kanserojenik olmasi sebebiyle gida amach tarimda kullanilmas: EPA
tarafindan 1979 yilinda yasaklanmistir (Li vd 2009a). AR’nin akut toksisitesi, insanlar
ve hayvanlar igin olduk¢a diisiiktiir. Arastirmalara gore fareler igin LDsg dozu 15000
mg/kg’dir (Sherif vd 2007). Amitrol’e uzun stire maruz kalan omurgalilarin karaciger ve
dalaginda tiimoér olusumlari gozlenmistir. Amitrol’un kimyasal yapisi Sekil 1.14°te

gosterilmektedir (Mert vd 2012).

HN' Sy~ NH
\—p

Sekil 1.14. Amitrol (AR)’un kimyasal yapis1

1.3.5. Dikuat (Dikuat dibromiir) (DQ)

Dikuat (1,1'-etilen-2,2"-bipiridilyum dibromar), dikuat dibromir olarak da

bilinen secici olmayan bir herbisittir (www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Dikuat’in etki mekanizmasinin, ilacin metabolize olmasinin ardindan olusan
reaktif oksijen tirlerinin (ROT) bitki dokularina zarar vermesi sonucu, bitkide olusan

desikasyon ve defolasyon oldugu tahmin edilmektedir (Diaz vd 2002).

DQ’nun akut toksisitesinin orta seviyede oldugu kabul edilmektedir. Fareler
tizerinde yapilan deneyler sonucu DQ’nun LDsp degeri 215 mg/kg olarak bulunmustur
(Fussell vd 2011). DQ’ya uzun siire maruz kalinmasi sonucu, akciger, karaciger, bobrek
ve merkezi sinir sistemi dokularinda hasar gozlenmistir (Diaz vd 2002). DQ’nun

kimyasal yapist Sekil 1.15’te verilmektedir.
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Sekil 1.15. Dikuat (DQ)’1n kimyasal yapisi

1.4. Proteinler ile Pestisitler Arasindaki Etkilesimlerin Onemi

Serum albumin, dolasim sistemindeki en yaygin protein olmasi ve yapisinin tam
olarak aydinlatilmasi nedeniyle (zerinde en ¢ok c¢aligilan proteinlerden birisidir. Yag
asitleri i¢in major transfer proteini olmasina karsin, olaganiistii baglanma o6zellikleri

nedeniyle viicuda giren ¢esitli molekiillerin hedefi olmaktadir (Han vd 2012).

Tarim zararlhilarimi kontrol etmek amaciyla pestisit kullanimi giinden gine
artmaktadir. Ana pestisitlerin ve yan iriinlerinin uzun siire toprakta, dogal sularda,
yeralt1 sularinda ve ¢evrede birikmeleri, bu kimyasal maddeleri potansiyel tehdit haline
getirmektedir (Buss ve Callaghan 2008).

Proteinler ile pestisitlerin arasindaki etkilesimlerin incelenmesi ile birlikte bu
maddelerin insan viicudundaki etki mekanizmalari, baglanma noktalari ile ilgili bilgiler
elde edilebilmektedir. Bu tiir ¢alismalardan elde edilen sonuglar, pestisitlerin zararlar
konusunda bilgi edinilmesine ve yeni pestisit tasarimlari tizerine ¢alismalar yapilmasina
olanak saglanmaktadir (Cui vd 2008).

1.5. Floresans Spektroskopisi

Yiiklii olan bir pargacik, elektromanyetik bir dalga olan 151k ile temas ettiginde
151810 elektrik alanindan enerji absorplama yetenegindedir. Elektron temel halde iken
enerji absorpladiginda daha yuksek bir enerji seviyesi olan uyarilmis hale geger.
Parcacigin, elektromanyetik 1sin yayarak uyarilmis halden temel hale donmesine

liminesans denir.
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Bir molekiiliin enerji kaynagi olarak ultraviyole veya gorinur fotonlarla
uyartlmasi sonucu liminesans yapmasina fotoliminesans, liminesans yapan molekule
de florofor denir. Fotoliminesans, uyarilmig halin elektron dizilimine gére floresans ve
fosforesans olmak Uzere iki kategoriye ayrilir. Uyarilma zinciri sirasinda olusan islemler
Polonyal1 bilim adami olan Alexander Jablonski tarafindan Jablonski Diyagrami’nda
belirtilmistir. Jablonski diyagrami Sekil 1.16°da gosterilmektedir (Jain vd 2009).

Sg —J
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Sekil 1.16. Jablonski diyagrami

Isik absorpsiyonu sonrasi florofor madde genelde S; veya S gibi bir titresim
seviyesine uyarilir (Bkz. Sekil 1.16). Birkag istisna haricinde molekiiller hizla S;’in en
diisiik titresim seviyesine diiser. Bu isleme i¢ doniisiim denir ve genellikle 10™2 saniye
gibi kisa bir siirede gergeklesir (Lakowicz 1999). I¢ doniisiimde 1s1n1m olmadig1 igin
uyarilma enerjisi 1s1 enerjisi olarak dagilir. Floresans emisyonu, bu 1sil dengeye gelmis
olan S; halinin en diisiik titresim seviyesinden temel hale donmesi sirasinda gergeklesir.
S1 seviyesindeki molekiiller spin yoniinii degistirerek ilk triplet haline (Ty) gecebilirler.
T1 halinden temel hale donme sirasindaki emisyona fosforesans emisyonu denir (Jain vd
2009).

Emisyon spektrumu ile absorpsiyon spektrumu arasinda enerji farki vardir.
Bunun sebebi, molekiil tarafindan absorplanan enerjinin bir kismmin i¢ doniisiim
sirasinda  kaybolmasidir. Emisyon enerjisinin absorpsiyon enerjisinden az olmasi,
emisyon spektrumunun daha bilyiik dalga boylarina kaymasina neden olur. Bu durum

“Stokes Kaymasi” olarak bilinir (Krishnamoorthy 2003).
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Spektroskopi, madde ve 1518in etkilesimini inceleyen bilim dalidir. Floresans
spektroskopisi ise spektroskopinin bir alt dali olup, O©zellikle biyokimyasal ve
biyofiziksel ¢alismalarda kullanilan hassas ve segici bir analitik ydntemdir. Incelenen
molekdl, floresans emisyonu yapiyorsa (florofor) molekilin konsantrasyonu floresans

siddetinden hesaplanabilir (Lakowicz 1999).

Biyolojik floroforlar, dissal ve igsel olarak iki grupta incelenebilir. igsel
floroforlar dogal olarak floresans emisyonu yaparlar. Tirozin, triptofan ve fenilalanin
amino asitleri bu gruba 6rnek olarak gosterilebilir. Protein floresansi bu kalintilarin
mikrogevrelerine baglidir. Dolayisi ile protein-protein etkilesimleri, ligant ve cesitli
molekdllerin  proteinlere baglanmalar1 ve protein konsantrasyonlart floresans

spektoskopisi ile yaygin olarak incelenmektedir (Jain vd 2009).

Dissal floroforlar dogal hallerinde floresans emisyonu yapmazlar. Bu molekiller
incelenmek istendiginde, s6z konusu molekile florofor bir yan grup eklenmesi ile
molekilin floresans emisyonu yapmasi saglanir. Bu sayede hiicrelerde gérintileme ve

nitelendirme gibi islemler kolaylikla yapilabilmektedir (Albani 2007).
1.6. Arastirmanin Amaci

Insan serum albumin (HSA) proteini ile diklorprop (DCP), karbofuran (CF),
amitrol (AR) ve dikuat (DQ) pestisitleri arasindaki etkilesimleri floresans spektroskopisi

ile incelenmek ve etkilesim goOsteren HSA-pestisit sistemleri icin baglanma sabiti,

baglanma sayisi ve termodinamik parametre degerlerini belirlemektir.
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2. KURAMSAL BiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1.  Serum Albumin Proteini ile Pestisitler Arasindaki Etkilesimlerin

incelenmesi Konusunda Literatiirde Yapilan Calismalar

Wang vd (2009), HSA proteini ile bir herbisit olan pentaklorofenol (PCP)
etkilesimini spektroskopik yontemler kullanarak arastirmiglardir. Calismada, HSA
proteini ile PCP herbisiti arasinda bir etkilesim meydana geldigi gozlenmis ve van’t
Hoff esitligi kullanilarak bu etkilesime iliskin cesitli termodinamik parametreler
hesaplanmustir. Entalpi degisimi (AH) 9,39 kJ.mol™, entropi degisimi (AS) 132,21
J.mol™.K™ ve serbest enerjideki degisim (AG) -28,85 kJ.mol™ olarak bulunmustur.
Serbest enerjideki degisimin negatif olmasi, HSA proteini ile PCP maddesi
arasindaki etkilesimin kendiliginden gergeklestigini ifade etmektedir. Entropi ve
entalpi degisiminin pozitif olmasi, HSA ile PCP arasindaki etkilesimin temelinde
hidrofobik etkilesimin oldugunu gostermektedir. Olusan HSA-PCP kompleksi ile
HSA proteininin dogal floresans siddeti soniimlenmistir. Ayrica, senkronize
floresans spektroskopisi 6lcumlerinde, PCP maddesinin HSA proteinindeki tirozin
ve triptofan amino asitleri kalintilarinin mikrogevrelerinde degisime neden oldugu

gorilmustir (Wang vd 2009).

Li vd (2009b), sik¢a kullanilan bir fungisit olan tiyofanat metil (MT)
maddesinin HSA proteinine baglanmasini, spektroskopik yéntemler kullanarak
incelemislerdir. Fizyolojik kosullar altinda gerceklestirilen ¢alismada, MT
maddesinin giiclii  bir sonlimleyici oldugu ve HSA proteininin  molekuler
konformasyonunu degistirdigi sonucu ortaya ¢ikmustir. Elde edilen termodinamik
parametrelerden yola ¢ikilarak, MT maddesinin HSA proteinine baglanmasi olayinin

kendiliginden ve hidrofobik etkilesimler sonucu gergeklestigi anlasilmistir (Li vd
2009b).

Han vd (2009), yeni nesil pestisitlerden biri olan quinklorak (QUC) ile sigir
serum albumin (BSA) proteini arasindaki etkilesimi incelemislerdir. Deneysel
calismalardan elde edilen veriler, QUC maddesinin BSA proteini ile etkilesime
girdigini ve etkilesimin BSA proteininin konformasyonel yapisinda bir degisiklige
neden oldugunu goéstermistir. Calismada, van’t Hoff esitligi kullanilarak BSA-QUC
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sistemine ait termodinamik parametreler belirlenmistir. Sistemin entalpi degisimi -
44,22 kJ.mol™, entropi degisimi -68,87 J.mol™".K™ ve Gibbs serbest enerji degisimi -
23,99 kJ.mol? olarak bulunmustur. Bu sonuclardan, BSA proteini ile QUC
arasindaki etkilesimin kendiliginden gergeklestigi ve esas baglama kuvvetlerinin

hidrojen baglar1 ve van der Waals kuvvetleri oldugu anlasilmistir (Han vd 2009).

Ding vd (2010a), HSA proteini ile genis yaprakli otlarla miicadelede siklikla
kullanilan herbisitlerden biri olan metsulfuron-metil (MTS) maddesi arasindaki
etkilesimi arastirmiglardir. Deneysel caligmalar, MTS maddesi ile etkilesimden
sonra HSA proteininin sekonder yapisinda bir degisimin meydana geldigini
gostermistir. Elde edilen verilerden, Stern-Volmer esitligi kullanilarak soniimleme
sabiti (Ksy) hesaplanmis ve HSA proteininin dogal floresansinin MTS maddesi
tarafindan statik sOnimleme mekanizmasina uygun olarak soniimlendigi
anlagilmigtir. Ayrica, sistem igin van’t Hoff esitligi kullanilarak termodinamik
parametreler hesaplanmis, entropi degisimi 60,96 J.mol™.K™? ve entalpi degisimi -
11,23 kJ.mol™ olarak bulunmustur (Ding vd 2010a).

Zhang vd (2007), genis spektrumlu bir herbisit olan paraquat maddesinin
HSA proteini ile olan etkilesimini, floresans spektroskopisi ve UV/Vis absorpsiyon
spektroskopisi yontemlerini kullanarak aragtirmiglardir. Calismada, HSA-paraquat
sistemine ait sOnimleme ve baglanma sabiti degerleri ile termodinamik parametreler
hesaplanmistir. Hesaplanan Stern-Volmer séniimleme sabiti degerlerinin, sicaklik
arttitkca azalmasi, paraquat maddesinin HSA proteininin dogal floresans siddetini
statik sOniimleme mekanizmasina uygun olarak soniimledigini ortaya koymustur.
HSA-paraquat sistemine ait entalpi degisimi -6,710 kJ.mol™ ve entropi degisimi
64,849 J.mol*.K™" olarak bulunmustur. Gibbs serbest enerji degisim degerleri 4
farkli sicaklik degeri i¢in -25,386 ile -26,748 kJ.mol™ araliginda degismistir (Zhang
vd 2007).

Ding vd (2010b), yabani otlarla miicadelede kullanilan bensiilfiiron-metil
(BM) maddesinin HSA proteini ile olan etkilesimini, floresans spektroskopisi,
UV/Vis absorpsiyon spektroskopisi ve dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi

yontemlerini kullanarak incelemislerdir. Deneysel sonuclar, HSA proteini ile BM
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maddesi arasinda bir etkilesimin meydana geldigini gostermistir. BM maddesi, HSA
proteininin konformasyonel yapisinda bir degisime neden olmus ve proteine ait
dogal floresans siddetini soniimlemistir. Deneysel veriler kullanilarak Stern-Volmer
esitligi ile farkli sicakliklar ig¢in Stern-Volmer sonimleme sabiti degerleri
hesaplanmistir. Hesaplanan sonlimleme sabitlerinin sicaklik artis1 ile azalmasi,
sonimleme mekanizmasimin dinamik sénumleme yerine, HSA-BM kompleksinin
olusmasindan kaynaklanan statik sénimlemeyle oldugunu géstermistir. Van’t Hoff
esitligi kullanilarak sisteme ait entalpi degisimi -20,50 kd.mol™ ve entropi degisimi
10,40 J.mol™*.K™* olarak hesaplanmustir. Serbest enerjideki degisim ise 18 °C, 24 °C,
30 °C ve 36 °C’de sirasiyla -23,51 kJ.mol™?, -23,72 kJ.mol™, -23,45 kJ.mol™ ve -
23,82 kJ.mol™ olarak hesaplanmustir (Ding vd 2010b).

Zhang vd (2009), sigir serum albumin (BSA) proteini ile bakterisit olarak
kullanilan tradimefon (TDF) maddesi arasindaki etkilesimi floresans spektroskopisi
yontemini kullanarak arastirmiglardir. Elde edilen sonuclar, TDF maddesinin, BSA
proteininin dogal floresans siddetini soniimledigini gostermis ve sonimleme
mekanizmasi statik soniimleme olarak belirlenmistir. BSA-TDF sistemi icin entalpi
degisimi -2,617 kJ.mol™ ve entropi degisimi 78,60 J.mol™*.K™* olarak hesaplanmustr.
Serbest enerjideki degisim ise 25 °C, 31 °C, 37 °C ve 43 °C’de sirasiyla -26,04
kJ.mol?, -26,51 kJ.mol™?, -26,98 kJ.mol™ ve -27,45 kJ.mol™ olarak hesaplanmistir.
Bu sonuclar i1siginda, BSA-TDF etkilesiminin kendiliginden ve elektrostatik
kuvvetlerin yiruticiligiinde gergeklestigi bulunmustur (Zhang vd 2009).

Ni vd (2008), BSA proteini ile izokarb maddesi ve sodyum 2-izopropilfenat
maddesi  arasindaki  etkilesimleri,  spektroskopik  yontemler  kullanarak
incelemislerdir. Elde edilen verilerden, Stern-Volmer esitligi kullanilarak
soniimleme sabitleri ve van’t Hoff esitligi kullanilarak termodinamik parametreler
hesaplanmistir. Her iki sistem icin de serbest enerjideki degisimin negatif olmasi,
etkilesimin kendiliginden gergeklestiginin anlasilmasini saglamistir. BSA-izokarb
sistemi icin entalpi degisimi -102,3 kJ.mol™ ve entropi degisimi -248 J.mol™*.K™
olarak bulunurken, BSA-2-izopropilfenat sistemi icin entalpi degisimi -23,1 kJ.mol™
ve entropi degisimi 46,3 J.mol™.K™ olarak elde edilmistir (Ni vd 2008).
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Ding vd (2009), pirazosulfiron (PY) maddesinin insan serum albumin
proteini ile olan etkilesimini spektroskopik yontemler kullanarak arastirmislardir.
Arastirma sonuglarina gére PY maddesi, HSA proteininin dogal floresans siddetini
soniimlemistir. Calismada, Stern-Volmer esitligi kullanilarak soniimleme sabiti
hesaplanmis ve sonimlemenin, statik sonimleme mekanizmasina gore gergeklestigi
belirlenmistir. Termodinamik esitliklerden, entropi degisimi -35,91 J.mol.K* ve
entalpi degisimi -36,32 kJ.mol™ olarak hesaplanmistir. Negatif AS degeri ve negatif
AH degeri, PY maddesi ile HSA proteini arasindaki baglanma reaksiyonunda,
yurdtuct kuvvetlerin hidrojen bagi ve van der Waals etkilesimleri oldugunu
gostermistir. Hesaplanan bir bagka termodinamik parametre olan Gibbs serbest
enerjisi degisim degeri, 18 °C, 24 °C, 30 °C ve 36 °C sicakliklar i¢in sirasiyla -25,88
kJ.mol™, -25,64 kJ.mol?, -25,39 ki.mol™* ve -25,25 kJ.mol™ olarak bulunmustur.
Negatif AG degerleri, baglanma reaksiyonunun kendiliginden gergeklestigini
belirtmistir (Ding vd 2009).

Xu vd (2007), organofosfor tiri pestisit olan fentoat maddesi ile BSA
proteini arasindaki etkilesimi spektroskopik yontemler kullanarak arastirmislardir.
Van’t Hoff esitligi kullanilarak BSA-fentoat sistemi icin AH ve AS degerleri
sirastyla -25,04 kd.mol ™ ve 168,94 J.mol...K™ olarak bulunmustur. 30 °C, 33 °C, 37
°C ve 40 °C’de AG degerleri sirasiyla -76,23 kJ.mol™?, -76,73 ki.mol?, -77,41
kd.mol™ ve -77,92 kl.mol™ olarak hesaplanmistir. Negatif AG degerleri, BSA-
fentoat etkilesiminin kendiliginden gergeklestigini gostermistir (Xu vd 2007).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
Calismada pestisit olarak diklorprop, karbofuran, amitrol ve dikuat kullanilirken,
protein olarak insan serum albumin proteini kullanilmistir. Pestisitler i¢in kullanilan

kisaltmalar ve molekdl ktleleri Cizelge 3.1°de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan pestisitlerin kisaltmalar1 ve molekil kitleleri

Pestisit Kisaltma Molekal katlesi (g/mol)
Diklorprop DCP 235,06
Karbofuran CF 221,25
Amitrol AR 84,08
Dikuat DQ 362,06

Cozeltilerin iyonik siddetini ayarlamak ve pH degerini fizyolojik pH’ta (7,4°te)
sabit tutmak icin sirasiyla NaCl tuzu ve tris(hidroksimetil)aminometan tampon maddesi
kullanilmistir. Calismada kullanilan tlm pestisitler, albumin proteini ve diger

kimyasallar Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmistir.

Spektrofotometrik Olciimlerde, sicaklik kontrollii Varian marka Cary Eclipse
model floresans spektrofotometre ve Varian marka Cary 5000 model UV/Vis/NIR
spektrofotometre cihazlart kullanilmistir. Tartimlar 0,1 mg hassasiyette Mettler marka
ML204/01 model analitik hassas terazide alinmistir. Cozeltilerin pH degerleri Jenway
marka 3040 Ion Analyzer model potansiyometreye bagli kombine cam elektrot ile

Olciilerek kontrol edilmistir. Ayrica, deneysel ¢alismalarda deiyonize su kullanilmistir.
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3.2. Metot
3.2.1.Protein, pestisit ve protein-pestisit karisim ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Protein-pestisit etkilesim c¢alismalarinda kullanilmak tizere ilk olarak 2x10°
M’lik stok HSA, 5x10™ M’lik stok CF ve 1x107° M’lik stok DCP, DQ ve AR cozeltileri
hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan stok HSA ve stok pestisit ¢ozeltileri kullanilarak
her bir HSA-pestisit (HSA-DCP, HSA-CF, HSA-DQ, HSA-AR) sistemi icin HSA-

pestisit karisim ¢ozeltileri, saf HSA ¢Ozeltisi ve saf pestisit ¢ozeltileri hazirlanmigtir.

HSA-pestisit karisim ¢ozeltilerinde HSA konsantrasyonu 2x10° M olarak sabit
tutulurken; pestisit konsantrasyonlari, her sistem i¢in ayni olmakla birlikte, sirasiyla
1x10° M, 2x10° M, 4x10°° M, 6x10° M, 10x10° M, 14x10° M, 18x10° M, 22x10°° M,
26x10° M, 30x10° M, 40x10°® M ve 50x10° M olacak sekilde arttirilmustir. Saf protein
cozeltisi olarak 2x10° M’lik HSA kullamlmustir. Saf pestisit konsantrasyonlar: da
1x10° M, 2x10° M, 4x10° M, 6x10° M, ,10x10° M, 14x10° M, 18x10° M, 22x10°®
M, 26x10° M, 30x10° M, 40x10° M ve 50x10° M olacak sekilde hazirlanmistir. T{m
cozeltiler 0,1 M NaCl iceren 0,05 M tris(hidroksimetil)aminometan tampon cozeltisi ile

seyreltilerek hazirlanmistir.

3.2.2. Protein-pestisit etkilesimlerinin incelenmesi

HSA-pestisit etkilesimlerinin incelenmesi amaci ile ilk dnce her bir sistem icin
hazirlanan HSA-pestisit karisim ¢ozeltilerinin, saf HSA ¢ozeltisinin  ve farkli
konsantrasyonlardaki pestisit ¢Ozeltilerinin absorpsiyon spektrumlart kaydedilmistir.
Olglimlerde Varian marka Cary 5000 model UV/Vis/NIR spektrofotometre cihazi
kullamlmistir.  Olgiimler, 1 cm’lik 1sik  yoluna sahip kuartz  kiivetlerde
gerceklestirilmistir.  Sicakligin  HSA-pestisit etkilesimine olan etkisini belirlemek
amaciyla 4 farkl sicaklikta (288,15 K, 298,15 K, 310,15 K ve 318,15 K’de) 6lgtimler
kaydedilmistir. Cozelti sicakliklarini istenilen degerlere getirmek amaciyla, cihazdaki
sicaklik kontrol iinitesi kullamlmustir. Olgimlerde kullanilacak Orneklerin termal

dengeye gelmesi amaciyla, kiivetler cihaza yerlestirildikten sonra 15 dakika
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beklenmistir.  Absorpsiyon  Olciimleri  200-600 nm dalga boyu araliginda
gerceklestirilmistir.

Ikinci asama olarak, her bir sistem icin hazirlanan karisim ¢odzeltilerinin ve saf
pestisit ¢Ozeltilerinin emisyon spektrumlari elde edilmistir. Bu amagla Varian marka
Cary Eclipse model floresans spektrofotometre cihazi kullanilmistir. Gerekli 1s1
kontrolli, cihazin bagli oldugu peltier iinitesi ile saglanmistir. Cihazin, slit (yarik)
genisligi 5 nm’ye, uyarilma dalga boyu 280 nm’ye ve emisyon dalga boyu 290-500 nm
araligma ayarlanmistir. Olgiimlere baslamadan oénce ¢ozeltilerin termal dengesinin
saglanmasi i¢in, ¢Ozeltiler ilk 6l¢iim sicakligi olan 288,15 K’deki inklbatorde 30 dakika
bekletilmistir. Cozeltiler daha sonra her bir ol¢iim igin floresans spektrofotometre
cihazinda istenilen sicaklikta (288,15 K, 298,15 K, 310,15 K ve 318,15 K’de) 15 dakika

bekletilmis ve dlgtimler gerceklestirilmistir.

Calismada aym1 zamanda, HSA proteininin pestisitler ile olan etkilesiminden
sonra proteinin triptofan ve tirozin amino asit birimlerinin mikrogevrelerinde olusan
degisimler hakkinda bilgi edinmek i¢in, floresans spektrofotometre cihazi kullanilarak
HSA-pestisit sistemlerinin senkronize floresans 6lgtimleri gergeklestirilmistir. Olgtimler
AA=15 nm ve AA=60 nm degerlerinde fizyolojik sicaklik olan 310,15 K’de
kaydedilmistir.

Floresans olcimlerinde, molekilli uyarmak icin gonderilen 1sik siddeti ile
floresans siddeti orantilidir. Ancak, optik yogunlugun yiiksek olmasi, ¢ozeltinin akis
karakterinin tirbdlent olmasi, molekiiliin veya ligantin gonderilen veya yayilan 15181
absorplamasi sonucu, go6zlemlenen floresans siddeti azalabilmektedir. Bu durum, ic
filtre etkisi olarak tanimlanmaktadir (Lakowicz 2006). Calismada, i¢ filtre etkisinin elde
edilen floresans sonuglarinda hataya neden olmamasi amaciyla Olgllen floresans

degerleri Denklem (3.1)’in kullanilmasiyla diizeltilmistir.

(Auy+Aem)/2
I:d[lz = th')z xg R (3.1)
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Denklemdeki Fqy, diizeltilmis floresans siddetini, Fqs, gozlemlenen floresans siddetini,
Ayy uyarilma dalga boyundaki absorbansi ve Aey emisyon dalga boyundaki absorbansi

belirtmektedir.

HSA proteini ile pestisitler arasindaki etkilesimler sonucu proteinin floresans
siddetinin soniimlenmesi, HSA proteini ile ilgili 6nemli bilgiler vermektedir. Bu
sonimlemenin nedeni molekiiler etkilesimlerdir. Soniimleme olayr dinamik ve statik
olmak Uzere iki sekilde gergeklesebilir. Dinamik sonimlemede; uyarilmis durumda olan
molekiil, soniimleyicinin temasi sonucu emisyon yapmadan temel hale doner. Statik
sonimlemede ise molekil ve sénumleyici floresans yapmayan bir kompleks bilesik
olusturur. Floresans siddetinin sénimlenme karakteri Denklem (3.2)’de verilen Stern-

Volmer esitligi ile agiklanabilir (Lakowicz 2006).

F
?o:l"r‘ kqfo[Q]:l'i' st[Q] (32)

Denklemdeki F, pestisit yoklugunda proteinin floresans siddetini, F pestisit varliginda
proteinin floresans siddetini, K, soniimlenme hiz sabitini, 1, floroforun yar1 Omiir
stresini, [Q] pestisit konsantrasyonunu ve Ksy Stern-Volmer sonimleme sabitini
belirtmektedir. 288,15 K, 298,15 K, 310,15 K ve 318,15 K’de yapilan dlgiimlerden elde

edilen Fo/F degerlerinin [Q] degerlerine karsi grafiginden Stern-Volmer soniimleme

sabiti degerleri elde edilmistir.

HSA molekull Uzerindeki pestisit baglanma yeri sayisi (n) ve baglanma sabiti

(Kp) degerlerinin hesaplanmasi amaciyla Denklem (3.3) kullanilmustir.

F 1
)= nlogKs — o8 1o (R, —F)R IR, 3:3)

F _
log(—2
o] =

Denklemdeki F, ve F sirasiyla pestisit yoklugunda ve varhiginda protein ¢dzeltisinin
floresans siddetini, [Q¢] cozeltideki toplam pestisit konsantrasyonunu ve [P de

ortamdaki toplam protein konsantrasyonunu gostermektedir. 288,15 K, 298,15 K,
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310,15 K ve 318,15 K’de gergeklestirilen Ol¢iimlerde elde edilen verilerin
kullanilmasiyla ¢izilen log(Fo-F)/F degerlerine kars1 log[1/[Q¢]-(Fo-F)[Pi]/Fo] degerleri
grafiginden yararlanilarak, etkilesim gosteren her bir HSA-pestisit sistemi i¢in K, ve n
degerleri elde edilmistir (Bi vd 2004).

Proteinler ve ligantlar arasindaki etkilesimler; hidrofobik ve elektrostatik
etkilesimlerden, hidrojen bagi olusumundan ve van der Waals kuvvetlerinden
kaynaklanabilmektedir (Ross ve Subramanian 1981). Bu etkilesimleri tanimlamak i¢in
gerekli bazi termodinamik parametreler, van’t Hoff esitliginin (Denklem (3.4))
kullanilmasiyla belirlenebilmektedir.

AH AS
In(Kb) Z—ﬁ-i'? (34)

Denklemdeki K, T sicakligindaki baglanma sabitini, AH entalpi degisimini, AS entropi
degisimini ve R ideal gaz sabitini belirtmektedir. In(Kp)’ye kars1 1/T grafiginden
etkilesim gosteren her bir HSA-pestisit sistemi icin AH ve AS degerleri hesaplanmigtir

(Li vd 2007).

Daha sonra, Denklem (3.5)’in kullanilmasiyla Gibbs serbest enerji degisim

(AG) degerleri belirlenmistir.

AG = AH —TAS (3.5)

Elde edilen termodinamik parametreler ile her bir HSA-pestisit sistemi igin

baglanma mekanizmalar agikliga kavusturulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Diklorprop, Karbofuran, Amitrol ve Dikuat Pestisitleri ile HSA Proteini

Arasindaki Etkilesimlerin Floresans Spektroskopisi ile Incelenmesi

Calismada, floresans spektroskopisi teknigi kullanilarak HSA-DCP, HSA-CF,
HSA-AR ve HSA-DQ sistemlerindeki etkilesimler 288,15 K, 298,15 K, 310,15 K ve
318,15 K sicakliklarda incelenmistir. Floresans spektroskopisi teknigi kullanilarak
yapilan ¢alismalarda i¢ filtre etkisi dikkate alinmalidir. i¢ filtre etkisi gozlenen floresans

siddetinin azalmasina neden olmaktadir.

Calismada, i¢ filtre etkisi nedeniyle olusabilecek hatalar1 diizeltmek amaciyla
Denklem (3.1) kullanilmis ve diizeltilmis floresans siddeti degerleri elde edilmistir.
Denklem (3.1)’in kullanilabilmesi igin sistemin uyarilma ve emisyon dalga boylarinda
sahip oldugu absorbans degerlerinin 6l¢tlmesi gerekmektedir. Bu nedenle, her bir HSA-
pestisit sistemi icin saf pestisit, saf HSA ve HSA-pestisit karisim ¢ozeltilerinin 288,15
K, 298,15 K, 310,15 K ve 318,15 K’deki UV-visible absorpsiyon spektrumlari elde

edilmistir.

Farkli sicakliklarda (288,15 K, 298,15 K, 310,15 K ve 318,15 K’de) kaydedilen
absorpsiyon spektrumlari saf DCP i¢in sirasiyla Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil
4.4’te, saf HSA ve HSA-DCP karisimlar igin Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil
4.8°de, saf CF i¢in Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de, saf HSA ve HSA-
CF kanisimlar icin Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16°da, saf AR i¢in Sekil
4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de, saf HSA ve HSA-AR karisimlari igin Sekil
4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23 ve Sekil 4.24°te, saf DQ i¢in Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil
4.27 ve Sekil 4.28°de, saf HSA ve HSA-DQ karisimlari i¢in Sekil 4.29, Sekil 4.30, Sekil
4.31 ve Sekil 4.32°de verilmektedir.
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Sekil 4.1. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki DCP maddesinin absorpsiyon
spektrumlar. [DCP] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M, (¢) 6x10°®
M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M, (®)
26x10™° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10® M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.2. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki DCP maddesinin absorpsiyon
spektrumlar. [DCP] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M, () 6x10°®
M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M, (®)
26x10™° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10™® M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.3. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki DCP maddesinin absorpsiyon
spektrumlart. [DCP] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M, (¢) 6x10°®
M, (d) 10x10° M, (e) 14x10°® M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M, (§)
26x10™° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10® M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.4. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki DCP maddesinin absorpsiyon
spektrumlart. [DCP] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M, (¢) 6x10°®
M, (d) 10x10° M, (e) 14x10°® M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M, ()
26x10™° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10® M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.5. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [DCP] = (@) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, ()
14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i)
40x10°® M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.6. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M HSA
¢Ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [DCP] = (a) 0 M, (b)
1x10® M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i)
40x10°® M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.7. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [DCP] = (a) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, ()
14x10° M, (g) 18x10°® M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i)
40x10°° M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.8. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M HSA
¢Ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [DCP] = (a) 0 M, (b)
1x10® M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, () 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i)
40x10°® M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.9. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki CF maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [CF] = (a) 1x10° M, (b) 2x10°® M, (c) 4x10° M, (¢) 6x10°®

M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M, (®)
26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10™° M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.10. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki CF maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [CF] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M, (¢) 6x10°
M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M,
26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10® M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.11. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki CF maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [CF] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M, (¢) 6x10°
M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M, ()
26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10° M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.12. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki CF maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [CF] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M, (¢) 6x10°
M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M, (g)
26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10® M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.13. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varhgmnda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [CF] = (a) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10°® M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i)
40x10° M ve (j) 50x10° M
0,5
298,15 K
04 -
"
c
@© 0,3 -
2
o
8 0,2 -
<
0,1 1
0,0 T
210 240 270 300 330 360
Dalga boyu /nm
Sekil 4.14. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varliginda 2x10° M HSA

¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [CF] = (a) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10°® M, (i)
40x10° M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.15. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [CF] = (a) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10°® M, (i)
40x10° M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.16. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varliginda 2x10° M HSA

cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [CF] = (a) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10°® M, (i)
40x10° M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.17. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki AR maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [AR] = (a) 1x10™° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M, (¢) 6x10°
M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M,

26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10™° M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.18. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki AR maddesinin absorpsiyon
spektrumlar. [AR] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M, (¢) 6x10°
M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M,

26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10° M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.19. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki AR maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [AR] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M, (¢) 6x10°
M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M, ()
26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10® M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.20. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki AR maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [AR] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10° M, (¢) 6x10°
M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M, ()
26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10° M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.21. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA

¢oOzeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10°® M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i)
40x10° M ve (j) 50x10° M
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ekil 4.22. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA
S y g

¢Ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10°® M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i)
40x10° M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.23. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10°® M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i)
40x10° M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.24. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA

¢Ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i)
40x10° M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.25. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki DQ maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [DQ] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10°® M, (¢) 6x10°
M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M,

26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10°® M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.26. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki DQ maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [DQ] = (a) 1x10°® M, (b) 2x10° M, (c) 4x10°® M, (¢) 6x10°

M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M,

26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10° M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.27. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki DQ maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [DQ] = (a) 1x10° M, (b) 2x10° M, (c) 4x10°® M, (¢) 6x10°
M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M,

26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10® M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.28. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlardaki DQ maddesinin absorpsiyon
spektrumlari. [DQ] = (a) 1x10°® M, (b) 2x10° M, (c) 4x10°® M, (¢) 6x10°

M, (d) 10x10° M, (e) 14x10° M, (f) 18x10° M, (g) 22x10° M,

26x10° M, (h) 30x10° M, (1) 40x10° M ve (i) 50x10° M
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Sekil 4.29. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [DQ] = (a) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10°® M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i)
40x10° M ve (j) 50x10° M

1,25

298,15 K

1,00 1

0,75

Absorbans

0,50

225 265 305 345 385
Dalga boyu /nm

Sekil 4.30. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA
¢oOzeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [DQ] = (a) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, (5) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i)
40x10° M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.31. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA
¢oOzeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [DQ] = (a) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i)
40x10° M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.32. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [DQ] = (a) 0 M, (b)
1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f)
14x10° M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10°® M, (i)
40x10° M ve (j) 50x10° M
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HSA-DCP, HSA-CF, HSA-AR ve HSA-DQ sistemlerindeki etkilesimler floresans
spektroskopisi yontemi ile incelenirken ilk olarak 2x10® M’lik saf HSA cézeltisine ait
floresans siddeti degerleri Ol¢tilmiistiir. 288,15 K, 298,15 K, 310,15 K ve 318,15 K
sicakliklarda kaydedilmis saf HSA proteinine ait emisyon spektrumlart Sekil 4.33’te
gosterilmektedir. 288,15 K’de 2x10° M’lik saf HSA ¢bzeltisinin maksimum emisyon
dalga boyunun 335 nm oldugu goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.33). Artan sicaklik ile
birlikte saf HSA proteininin floresans siddetinde bir azalma meydana gelmektedir. Li vd
(2007) tarafindan yapilan bir g¢alismada 280 nm dalga boyunda uyarilan HSA
cozeltisine ait maksimum emisyon piki 334 nm’de gozlenmistir (Li vd 2007). Yapilan
bir calismada, 2x10° M’lik HSA ¢bozeltisinin 280 nm dalga boyunda uyarilmasi
sonucunda proteine ait maksimum emisyon dalga boyu 336 nm’de elde edilmistir (Jang
vd 2009).
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Sekil 4.33. 288,15 K, 298,15 K, 310,15 K ve 318,15 K sicakliklardaki 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari

Daha sonra, farkli konsantrasyonlarda DCP maddesi varliginda 2x10° M’lik
HSA c¢ozeltisinin emisyon spektrumlari alimmistir. Farkli konsantrasyonlarda DCP
varhginda elde edilmis olan 2x10° M’lik HSA c¢ozeltisine ait ic filtre etkisi icin
diizeltme uygulanmis emisyon spektrumlar1 288,15 K i¢in Sekil 4.34’te, 298,15 K i¢in
Sekil 4.35te, 310,15 K igin Sekil 4.36’da ve 318,15 K igin Sekil 4.37°de verilmektedir.
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€K1 . . , ¢ ftarkli konsantrasyonlarda varligmda :ZX
Sekil 4.34. 288,15 K’de farkli k yonlarda DCP varliginda 2x10° M HSA

cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [DCP] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M

Floresans siddeti
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Sekil 4.35. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M HSA

¢ozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [DCP] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.36. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [DCP] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.37. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varhginda 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [DCP] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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HSA proteininde yer alan triptofan, tirozin ve fenilalanin amino asit kalintilari,
albumin proteininin floresans 06zellik gostermesine yol acabilmektedir. Fenilalanin
amino asitinin kuantum verimi ¢ok diisiiktiir. Tirozin amino asiti, iyonlagmis ise veya
bir amino grubuna, bir karboksil grubuna veya triptofan amino asitine yakin konumda
bulunuyorsa, HSA’nin soniimleme prosesine bir katkida bulunmamaktadir. Bu nedenle,
HSA proteininin  floresans Ozelligi  ¢ogunlukla triptofan amino asitinden
kaynaklanmaktadir. HSA proteinine baglanan maddeler, HSA proteininin floresans

siddetini azaltmaktadir (Wang vd 2008, Cui vd 2009).

Sekil 4.34-4.37°de gosterilen emisyon spektrumlart incelendiginde, DCP
konsantrasyonundaki artis ile birlikte HSA proteininin floresans siddetinde bir
azalmanin meydana geldigi goriilmektedir. Bu durum, HSA proteini ile DCP maddesi
arasinda bir etkilesimin gerceklestigini gostermektedir. HSA-DCP sisteminde, artan
DCP konsantrasyonuyla birlikte HSA proteininin floresans siddetinde meydana gelen
azalmanin miktar1 diisik sicaklikta daha fazladir (Bkz. Sekil 4.34-4.37). Benzer
sonuclar Cui vd (2009) tarafindan gergeklestirilen HSA proteini ile 8-bromoadenozin
arasindaki etkilesimin incelenmesi ¢alismasinda da goriilmistiir. Han vd (2009), BSA
proteini ile bir herbisit olan kuinklorak (QUC) maddesi arasindaki etkilesimi
incelemisler ve artan QUC konsantrasyonuyla birlikte 2x10° M’lik BSA protein

cozeltisinin floresans siddetinde bir azalmanin oldugunu belirtmislerdir.

Farkli  konsantrasyonlarda CF varliginda, HSA proteininin  emisyon
spektrumlarindaki degisimler 288,15 K, 298,15 K, 310,15 K ve 318,15 K’de
belirlenmistir. HSA-CF sistemi icin, i¢ filtre etkisini Onlemek amaciyla diizeltme
uygulanarak elde edilmis olan spektrumlar 288,15 K i¢in Sekil 4.38’de, 298,15 K i¢in
Sekil 4.39’da, 310,15 K icin Sekil 4.40’da ve 318,15 K igin Sekil 4.41°de
gosterilmektedir.
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Sekil 4.38. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [CF] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.39. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [CF] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.40. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [CF] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.41. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varhginda 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlar. Cozeltideki [CF] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.38-4.41’de yer alan HSA-CF sistemine ait duzeltilmis emisyon
spektrumlar1  incelendiginde, protein  ¢ozeltisinde bulunan CF  maddesinin
konsantrasyonundaki artigla birlikte HSA proteininin floresans siddetinde az miktarda
bir azalmanin oldugu goriilmektedir. Bu durum, ayn1 zamanda HSA proteini ile CF

maddesi arasindaki etkilesimin ¢ok kuvvetli olmadigini gostermektedir.

2x10° M HSA ¢ozeltisinin AR maddesi varhigindaki diizeltme uygulanmis
emisyon spektrumlar1 288,15 K igin Sekil 4.42°de, 298,15 K igin Sekil 4.43’te, 310,15
K igin Sekil 4.44°te ve 318,15 K i¢in 4.45’te verilmektedir.
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Sekil 4.42. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA
¢oOzeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.43. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA

¢ozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.44. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA

¢oOzeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.45. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [AR] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M

Elde edilen spektrumlar incelendiginde, ¢Ozeltideki artan AR
konsantrasyonunun HSA proteinine ait floresans spektrumunda herhangi bir degisiklige
yol agmadig1 goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.42-4.45). Bu sonug, HSA proteini ile AR
maddesi arasinda bir etkilesimin gergeklesmedigini gostermektedir. Bu nedenle,
gerceklestirilen calismada, HSA-AR sistemi igin Ksy, Ky, n ve termodinamik parametre

degerleri hesaplanamamustir.

Farkli konsantrasyonlarda DQ maddesi iceren 2x10° M’lik HSA ¢ozeltisine ait
emisyon spektrumlar1 4 farkli sicaklik degeri i¢in (288,15 K, 298,15 K, 310,15 K ve
318,15 K’de) kaydedilmistir. HSA-DQ sistemine ait, i¢ filtre etkisini gidermek icin
diizeltme uygulanmig, emisyon spektrumlari 288,15 K i¢in Sekil 4.46°da, 298,15 K igin
Sekil 4.47°de, 310,15 K i¢in Sekil 4.48’de ve 318,15 K icin 4.49’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.46. 288,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cézeltideki [DQ] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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Dalga boyu /nm

Sekil 4.47. 298,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [DQ] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.48. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA
¢ozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [DQ] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.49. 318,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA

¢ozeltisinin emisyon spektrumlari. Cozeltideki [DQ] = (a) 0 M, (b) 1x10°
M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M, (e) 10x10° M, (f) 14x10°® M,
(g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1) 30x10° M, (i) 40x10° M
ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.46-4.49’da yer alan grafiklerde, artan DQ konsantrasyonu HSA
proteininin floresans siddetinde soniimlenmeye yol agmaktadir. Bu durum, HSA
proteini ile DQ maddesi arasinda bir etkilesimin gerceklestigini gostermektedir. Ayrica
DQ maddesinin 290-330 nm dalga boyu araliginda giiglii bir soniimleyici olmasi
sebebiyle (Bkz. Sekil 4.25-4.28) belirtilen dalga boyu araliginda HSA proteininin

6lgllen floresans siddetinde Gnemli bir azalmaya neden olmaktadir.

Floresans spektroskopisi teknigi kullanilarak elde edilen verilerden, Stern-Volmer
esitligi (Denklem (3.2)) araciligiyla Stern-Volmer soniimleme sabiti (Ksy) degerine
ulagilabilmektedir ve boylece HSA proteini ile ligantlar arasinda meydana gelen
etkilesimlerin mekanizmasi aydinlatilabilmektedir. Ksy degerlerini elde edebilmek igin,
farkli sicakliklarda etkilesim gosteren her bir sistem icin cizilen Fo/F degerlerine karsi

[Q] degerleri grafiklerinin egimlerini bilmek gerekmektedir.

Calismada, HSA-AR sistemi hari¢ tum HSA-pestisit sistemlerinde bir etkilesim
meydana geldigi i¢in HSA-DCP, HSA-CF ve HSA-DQ sistemleri icin Ksy degerleri
hesaplanmistir. HSA-DCP sistemine ait Stern-Volmer grafikleri 288,15 K igin Sekil
4.50’de, 298,15 K icin Sekil 4.51°de, 310,15 K i¢in Sekil 4.52’de ve 318,15 K igin Sekil
4.53’te; HSA-CF sistemine ait Stern-Volmer grafikleri 288,15 K igin Sekil 4.54’te,
298,15 K i¢in Sekil 4.55’de, 310,15 K i¢in Sekil 4.56’da ve 318,15 K i¢in Sekil 4.57°de
ve HSA-DQ sistemine ait Stern-Volmer grafikleri 288,15 K i¢in Sekil 4.58°de, 298,15
K icin Sekil 4.59’da, 310,15 K i¢in Sekil 4.60’da ve 318,15 K icin Sekil 4.61°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.50. 288,15 K’de HSA-DCP sistemi igin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.51. 298,15 K’de HSA-DCP sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.52. 310,15 K’de HSA-DCP sistemi icin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.53. 318,15 K’de HSA-DCP sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.54. 288,15 K’de HSA-CF sistemi icin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.55. 298,15 K’de HSA-CF sistemi icin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.56. 310,15 K’de HSA-CF sistemi icin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.57. 318,15 K’de HSA-CF sistemi icin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.58. 288,15 K’de HSA-DQ sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.59. 298,15 K’de HSA-DQ sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.60. 310,15 K’de HSA-DQ sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.61. 318,15 K’de HSA-DQ sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi
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Stern-Volmer grafiklerindeki verilerin (Bkz. Sekil 4.50-4.61) lineer regresyon
analizi ile islenmesi sonucu elde edilen dogrusal grafiklerin egimlerinden soniimleme
sabiti (Ksy) degerleri ve regresyon katsayist degerleri hesaplanmistir. Tiim sistemler
icin sontimleme hiz sabiti (Kq) degeri Denklem (3.2) kullanilarak elde edilmistir.
Hesaplanan bu degerler HSA-DCP sistemi icin Cizelge 4.1’de, HSA-CF sistemi icin
Cizelge 4.22°de ve HSA-DQ sistemi igin Cizelge 4.3’te verilmektedir.

Cizelge 4.1. Fizyolojik pH’ta ve farkli sicakliklarda DCP’nin HSA ile etkilesimine
iliskin Kgy, r ve kq degerleri

T/K Ksy/M™ r ke / M5
288,15 9,54(+0,10)x10° 0,9983 9,54x10™
298,15 8,54(+0,08)x10° 0,9984 8,54x10™
310,15 7,89(+0,08)x10° 0,9984 7,89x10™
318,15 6,82(+0,06)x10° 0,9981 6,82x10™

Cizelge 4.2. Fizyolojik pH’ta ve farkli sicakliklarda CF’nin HSA ile etkilesimine
iliskin Ksv, r ve Kq degerleri

T/K Ksv/M™! r kq/ M™s™
288,15 3,90(+0,04)x10° 0,9994 3,90x10™
298,15 3,07(+0,06)x10° 0,9967 3,07x10"
310,15 2,81(+0,08)x10° 0,9932 2,81x10"
318,15 2,22(+0,07)x10° 0,0874 2,22x10"
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Cizelge 4.3. Fizyolojik pH’ta ve farkli sicakliklarda DQ’nun HSA ile etkilesimine
iliskin Ksv,  ve Kq degerleri

T/K Ksv/M™! r kq/ M™s™
288,15 5,02(+0,05)x10° 0,9992 5,02x10"
298,15 4,22(+0,06)x10° 0,9980 4,22x10"
310,15 3,76(+0,05)x10° 0,9975 3,76x10"
318,15 3,32(+0,04)x10° 0,9982 3,32x10"

Sontmlemeler, statik ve dinamik soniimleme olmak {iizere ikiye ayrilmaktadir.
Dinamik soniimlemede uyarilmis molekiil floresans yapmadan uyarilmis halden temel
hale donmektedir. Statik sonimlemede ise molekdl ile sonimleyici floresans yapmayan
bir bilesik olustururlar. ki mekanizma birbirinden sicakliga olan bagliliklar1 ile
ayrilabilir. Dinamik soniimlemede sicaklik artis1 ile birlikte Ksy degerlerinde artig
gergeklesirken, statik soniimlemede sicaklik artisi ile Kgy degerlerinde azalma

gorulmektedir (Lakowicz, 2006).

Etkilesim gosteren tum HSA-pestisit sistemlerine ait Ksy degerleri sicaklikla
birlikte azalma gostermektedir (Bkz. Cizelge 4.1-4.3). Bu durum, tim sistemler icin
floresans soniimleme mekanizmasinin statik soniimleme yolu ile gergeklestigini
gostermektedir. Ayrica, tum HSA-pestisit sistemleri icin kg degerlerinin birgok
biyomolekul-soniimleyici madde sistemi i¢in maksimum dagilma-Garpigsma soniimleme
sabiti degeri olan 2,00x10° M™s™den biiyiik olmasi da sistemlerde statik

sonlimlemenin baskin oldugunu belirtmektedir (Ding vd 2009).

Xu vd (2007), bir organofosfor pestisit olan fentoat ile BSA proteini arasindaki
etkilesimi incelemisler ve etkilesime ait Ksy degerini 303 K i¢in 3,4295x10* M olarak,
306 K icin 3,2446x10* M™ olarak, 310 K icin 3,0434x10* M™ olarak ve 313 K icin
2,8262x10° M olarak bulmuslardir. Bu sonugtan yararlamlarak, fentoat ile BSA
proteini arasindaki etkilesimin statik soniimleme yolu ile oldugu belirtilmistir (Xu vd

2007). Ding vd (2010c), pirazosulfuron-etil ile HSA proteini arasindaki etkilesimleri
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incelemisler, sisteme ait Ksy degerlerini hesaplamislar ve HSA-pirazosulfiiron-etil
sistemi icin Ksv degerini 291 K’de 2,860x10°> M, 297 K’de 2,693x10°> M, 303 K’de
2,542x10° M ve 309 K’de 2,367x10° M olarak bulmuslardir. HSA ile pirazostilfiiron-
etil arasinda gergeklesen etkilesimin statik soniimleme yolu ile gergeklestigi
anlagilmistir (Ding vd 2010c). Han vd (2009), QUC maddesi ile BSA proteini
arasindaki etkilesimi incelemisgler ve etkilesime ait Ksy degerini 292 K icin 6,552x10*
M™, 298 K icin 7,070x10* M, 304 K icin 7.444x10* M ve 310 K icin 7.972x10* M™
olarak hesaplamislardir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak, BSA ile QUC arasinda meydana
gelen etkilesimin dinamik soniimle yoluyla gerceklestigi belirtilmistir (Han vd 2009).

4.2. Etkilesim Gosteren HSA-DCP, HSA-CF ve HSA-DQ Sistemleri i¢in Baglanma

Sabiti Degerleri ve Baglanma Yeri Sayilan

HSA-DCP, HSA-CF ve HSA-DQ sistemlerinin 288,15 K, 298,15 K, 310,15 K
ve 318,15 K’de gergeklesen etkilesimlerine ait baglanma sabiti (Kp) degerleri ve
baglanma yeri sayis1 (n) Denklem (3.3) kullanilarak hesaplanmistir. 288,15 K’de HSA-
DCP sistemine ait log (Fo-F)/F’ye kars1 log [ 1/([Q:]-(Fo-F)[P:J/Fo)] grafigi Sekil 4.62°de,
298,15 K’de HSA-DCP sistemine ait log (Fo-F)/F’ye karst log [1/([Qt]-(Fo-F)[P:]/Fo)]
grafigi Sekil 4.63’te, 300,15 K’de HSA-DCP sistemine ait log (Fo-F)/F’ye kars1 log
[1/([Q:]-(Fo-F)[P:])/Fo)] grafigi Sekil 4.64°te, 318,15 K’de HSA-DCP sistemine ait log
(Fo-F)/F’ye kars1 log [1/([Qt]-(Fo-F)[P:]/Fo)] grafigi Sekil 4.65°de, 288,15 K’de HSA-CF
sistemine ait log (Fo-F)/F’ye kars1 log [1/([Q]-(Fo-F)[PJ/Fo)] grafigi Sekil 4.66’da,
298,15 K’de HSA-CF sistemine ait log (Fo-F)/F’ye karst log [1/([Qt]-(Fo-F)[P:]/Fo)]
grafigi Sekil 4.67°de, 300,15 K’de HSA-CF sistemine ait log (Fo-F)/F’ye karsi log
[1/([Q]-(Fo-F)[P:)/Fo)] grafigi Sekil 4.68°de, 318,15 K’de HSA-CF sistemine ait log
(Fo-F)/F’ye kars1 log [1/([Qi]-(Fo-F)[P)/Fo)] grafigi Sekil 4.69°da, 288,15 K’de HSA-
DQ sistemine ait log (Fo-F)/F’ye karst log [1/([Q¢]-(Fo-F)[P:]/Fo)] grafigi Sekil 4.70°de,
298,15 K’de HSA-DQ sistemine ait log (Fo-F)/F’ye kars1 log [1/([Q-(Fo-F)[P:/Fo)]
grafigi Sekil 4.71’de, 300,15 K’de HSA-DQ sistemine ait log (Fo-F)/F’ye kars1 log
[1/([Q:]-(Fo-F)[P:]/Fo)] grafigi Sekil 4.72°de ve 318,15 K’de HSA-DQ sistemine ait log
(Fo-F)/F’ye kars1 log [1/([Q]-(Fo-F)[P:]/Fo)] grafigi Sekil 4.73’te verilmektedir.
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Sekil 4.62. 288,15 K’de HSA-DCP sistemi icin log (Fo-F)/F’ye karst log [1/([Q-(Fo-
F)[Pi]/Fo)] grafigi
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Sekil 4.63. 298,15 K’de HSA-DCP sistemi i¢in log (Fo-F)/F’ye kars1 log [1/([Qt]-(Fo-
F)[Pi/Fo)] grafigi
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Sekil 4.64. 310,15 K’de HSA-DCP sistemi igin log (Fo-F)/F’ye kars1 log [1/([Q:]-(Fo-
F)[Pd/Fo)] grafigi

0,0

-0,5 1

-1,0 -

-1,5

Log (Fo-F)/F

-2,0 1

-2,5 1

-3,0 T 1 T 1 T 1 T 1
4,0 4,5 5,0 55 6,0 6,5

Log [1/([Qd-(Fo-F)[Pi/Fo)]

Sekil 4.65. 318,15 K’de HSA-DCP sistemi icin log (Fo-F)/F’ye karst log [1/([Q]-(Fo-
F)[Pi]/Fo)] grafigi
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Sekil 4.66. 288,15 K’de HSA-CF sistemi igin log (Fo-F)/F’ye karst log [1/([Q]-(Fo-
F)[Pi]/Fo)] grafigi
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Sekil 4.67. 298,15 K’de HSA-CF sistemi igin log (Fo-F)/F’ye karst log [1/([Q]-(Fo-
F)[Pi]/Fo)] grafigi
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Sekil 4.68. 310,15 K’de HSA-CF sistemi icin log (Fo-F)/F’ye karst log [1/([Qt]-(Fo-
F)[Pd/Fo)] grafigi
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Sekil 4.69. 318,15 K’de HSA-CF sistemi igin log (Fo-F)/F’ye karst log [1/([Qg-(Fo-
F)[Pi]/Fo)] grafigi

70



-0,5

-1,0

-1,5 A

-2,0 1

Log (Fo-F)/F

-2,5 1

'3,0 T 1 T 1 T 1 T 1
4,0 4,5 5,0 55 6.0 6.5

Log [L/([Qd-(Fo-F)[Pd/Fo)]

Sekil 4.70. 288,15 K’de HSA-DQ sistemi icin log (Fo-F)/F’ye karsi log [1/([Qg-(Fo-
F)[Pi]/Fo)] grafigi
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Sekil 4.71. 298,15 K’de HSA-DQ sistemi icin log (Fo-F)/F’ye karsi log [1/([Qg-(Fo-
F)[Pi]/Fo)] grafigi
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Sekil 4.72. 310,15 K’de HSA-DQ sistemi igin log (Fo-F)/F’ye kars1 log [1/([Qt]-(Fo-
F)[P/Fo)] grafigi
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Sekil 4.73. 318,15 K’de HSA-DQ sistemi icin log (Fo-F)/F’ye karsi log [1/([Qg-(Fo-
F)[Pi]/Fo)] grafigi
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Elde edilen lineer grafiklerin (Bkz. Sekil 4.62-4.73) egim ve kayim
degerlerinden yararlanilarak her bir sistem igin Ky ve n degerleri hesaplanmistir.
Sonuglar HSA-DCP sistemi icin Cizelge 4.4’te, HSA-CF sistemi icin Cizelge 4.5’te ve
HSA-DQ icin Cizelge 4.6’da verilmektedir.

Cizelge 4.4. Fizyolojik pH’ta ve farkli sicakliklarda DCP’nin HSA’ya baglanmasina ait
Ky, n ve r degerleri

T/K Ky / M n r

288,15 7,48x10° 0,84 0,9986
208,15 6,62x10° 0,84 0,9990
310,15 6,36x10° 0,87 0,9994
318,15 5,39x10° 0,86 0,9997

Cizelge 4.5. Fizyolojik pH’ta ve farkli sicakliklarda CF’nin HSA’ya baglanmasina ait
Ky, n ve r degerleri

T/K Ky / M™? n r

288,15 3,38x10° 0,94 0,9994
298,15 2,43x10° 0,90 0,9993
310,15 2,01x10° 0,88 0,9988
318,15 1,29x10° 0,82 0,9992

Cizelge 4.6. Fizyolojik pH’ta ve farkli sicakliklarda DQ’nun HSA’ya baglanmasina ait
Kbp, n ve r degerleri

T/K Ko/ M™? n r

288,15 4,04x10° 0,90 0,9988
298,15 3,31x10° 0,89 0,9994
310,15 2,80x10° 0,88 0,9995
318,15 2,36x10° 0,87 0,9987
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Cizelge 4.4-4.6 incelendiginde, sicaklik artigi ile birlikte tiim HSA-pestisit
sistemlerine ait baglanma sabitlerinde bir azalmanin gergeklestigi gortilmektedir. HSA-
DCP sistemi igin sicakligin 288,15 K’den 318,15 K’e arttirilmasi ile baglanma sabiti
degeri, 7,48x10° M™den 5,39x10° M™**¢ diismektedir ve baglanma yeri sayisi yaklasik
1°dir (Bkz. Cizelge 4.4). HSA-CF sistemi igin sicakligin 288,15 K’den 318,15 K’e
arttirilmasi ile baglanma sabiti degerinin 3,38x10° M™’den 1,29x10° M™’e diistiigii,
baglanma yeri sayisinin 0,94’ten 0,82’ye diistigii gorilmektedir (Bkz. Cizelge 4.5).
HSA-DQ sistemi i¢in ise sicakligin 288,15 K’den 318,15 K’e arttirilmasi ile baglanma
sabiti degeri 4,04x10° M™’den 2,36x10° M™*"e ve baglanma yeri sayist da 0,90°dan
0,87’ye diismektedir (Bkz. Cizelge 4.6).

Ding vd (2010c), HSA-pirazosulfiron (PY) sistemi i¢in sicakligin 291 K’den
309 K’e arttirlmasi ile birlikte baglanma sabiti degerinin 4,905x10° M™*’den 3,318x10°
M™e distigini bulmuslardir (Ding vd 2010c). Bir baska calismada ise Ni vd (2012),
BSA proteini ile metolaklor ve s-metolaklor arasindaki etkilesimleri incelemisler ve
baglanma sabiti degerlerini hesaplamiglardir. BSA-metolaklor sistemi i¢in baglanma
sabiti degerleri sicakhigin artmasi sonucu 11,8x10° M™’den 10x10° M™’e diismiistiir.
BSA-s-metolaklor sistemi icin ise bu deger sicakligim arttirilmasiyla 9,46x10° M™*"den
8,24x10° M™Y’e azalmustir (Ni vd 2012). Xu vd (2007) tarafindan yapilan bir baska
caligmada ise BSA ile fentoat maddesi arasindaki etkilesimler incelenmis ve baglanma
sabiti degerlerinin sicaklik artisi ile birlikte 1,49x10* M’ den 1,27x10* M™’e diistiigii
belirtilmistir.

4.3. Etkilesim Gosteren HSA-DCP, HSA-CF ve HSA-DQ Sistemleri I¢in
Hesaplanan Termodinamik Parametreler ve Etkilesimlerdeki Baglanma

Kuvvetleri

Biyomakromolekdller ile kugiik molekiller arasinda hidrojen bagi, van der
Waals kuvveti, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler olmak tizere dort esas etkilesim
bulunmaktadir (Ni vd 2008). HSA ile pestisitler arasindaki etkilesimlerin dogasini
belirlemek i¢in termodinamik parametre degerleri hesaplanmistir. Denklem (3.4)

kullanilarak entalpi degisim (AH) ve entropi degisim (AS) degerleri belirlenmistir.
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Etkilesim tiiriiniin belirlenmesinde termodinamik parametrelerin biiylkligi ve
isareti 6nemlidir. Pozitif AS ve pozitif AH degerleri, hidrofobik etkilesimin varligini
temsil etmektedir (Ross ve Subramanian 1981). Negatif AH ve AS degerleri de hidrojen
baglar1 ve van der Waals kuvvetlerinin etkin oldugunu gosterir. Diisiik ve pozitif (veya
negatif) AH degeri ile negatif AS degeri ise iyonik etkilesimler ile karakterize edilir
(Timaseff 1972, Ross ve Subramanian 1981, Maiti vd 2006). Negatif AG degeri
baglanma isleminin kendiliginden gergeklestigini gosterir (Timaseff 1972, Ross ve

Subramanian 1981, Maiti vd 2006).

Tum HSA-pestisit sistemlerine ait 288,15 K, 298,15 K, 310,15 K ve 318,15 K
sicaklikta hesaplanan Ky degerleri kullanilarak, van’t Hoff esitligine ((Denklem (3.4))
gore In Ky’ya kars1 1/T grafigi c¢izilmistir. Cizilen van’t Hoff grafikleri HSA-DCP
sistemi i¢in Sekil 4.74’te, HSA-CF sistemi igin Sekil 4.75’te ve HSA-DQ sistemi igin
Sekil 4.76’da verilmektedir.

9,2

9,0 A1

8,8

In Kb

8,6 ®

8,4

8,2 T T T T T T T
0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035

1T /K?

Sekil 4.74. DCP’nin HSA’ya baglanmasina ait van’t Hoff grafigi (r= 0,9538)
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Sekil 4.75. CF’nin HSA’ya baglanmasina ait van’t Hoff grafigi (r=0,9709)
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Sekil 4.76. DQ’nun HSA’ya baglanmasina ait van’t Hoff grafigi (r= 0,9965)

76




Tium HSA-pestisit sistemleri igin van’t Hoff grafiklerinin (Bkz. Sekil 4.74-4.76)
egimlerinden elde edilen AH, kayimlarindan elde edilen AS ve Denklem (3.5)’in
kullanilmas ile hesaplanan AG termodinamik parametre degerleri HSA-DCP sistemi
icin Cizelge 4.7’de, HSA-CF sistemi icin Cizelge 4.8’de ve HSA-DQ sistemi icin
Cizelge 4.9’da yer almaktadir.

Cizelge 4.7. Fizyolojik pH’ta DCP’nin HSA’ya baglanmasina iliskin prosese ait
termodinamik parametre degerleri

T/K AH / kJ.mol* AS / J.molt.K? AG / kJ.mol*
288,15 -7.48 48,22 - 21,38
208,15 -21,86
310,15 - 2244
318,15 -22.82

Cizelge 4.8. Fizyolojik pH’ta CF’nin HSA’ya baglanmasina iliskin prosese ait
termodinamik parametre degerleri

T/K AH / kJ.mol* AS / J.molt.K? AG / kJ.mol*
288,15 -22,60 -10,75 -19,50
208,15 -19,40
310,15 -19,27
318,15 -19,18
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Cizelge 4.9. Fizyolojik pH’ta DQ’nun HSA’ya baglanmasina iligkin prosese ait
termodinamik parametre degerleri

T/K AH / kJ.mol* AS / Jmolt.K? AG / kJ.mol*
288,15 -13,25 23,03 - 19,89
298,15 -20,12
310,15 - 20,40
318,15 - 20,58

HSA-DCP sistemi i¢in Cizelge 4.7°de verilen termodinamik parametre degerleri
incelendiginde, AH degerinin -7,48 kJ.mol™ ve AS degerinin 48,22 J.mol™.K™* oldugu
gorilmektedir. Bu durum, DCP maddesinin HSA proteinine baglanmasinda
elektrostatik etkilesimlerin etkin oldugunu gostermektedir. Gibbs serbest enerji degisim
degerinin negatif olmasi baglanma isleminin kendiliginden gerceklestigini ifade

etmektedir (Bkz. Cizelge 4.7).

Cizelge 4.8°den HSA-CF sistemi icin AH degerinin -22,60 kJ.mol™ ve AS
degerinin -10,75 J.mol™.K™ oldugu gériilmektedir. Bu durum, CF maddesinin HSA
proteinine baglanmasinda hidrojen baglar1 ve van der Waals kuvvetlerinin etkin
oldugunu gostermektedir. Ayrica; Gibbs serbest enerji degisim degerinin negatif olmasi,

baglanma isleminin kendiliginden gergeklestigini belirtmektedir (Bkz. Cizelge 4.8).

HSA-DQ sistemi i¢in AH degeri -13,25 kd.mol™ ve AS degeri 23,03 J.mol*.K*
olarak hesaplanmistir (Bkz. Cizelge 4.9). Bu durum, DQ maddesinin HSA proteinine
baglanmasinda elektrostatik etkilesimlerin etkin oldugunu ifade etmektedir. Gibbs
serbest enerji degisim degerinin negatif olmasi baglanma isleminin kendiliginden

gerceklestigini gostermektedir.

Benzer sonuglar Wang vd (2007) tarafindan yapilan bir ¢aligmada da elde
edilmistir. Calismada, paraquat (PQ) maddesi ile sigir hemoglobin (BHb) proteini
arasindaki etkilesimler incelenmis ve AH degeri -4,676 ki.mol™ ve AS degeri 70,019
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J.mol*.K? olarak bulunmustur. Gibbs serbest enerji degisim degeri hesaplamalar
sonunda negatif ¢ikmistir. Bu sonuglardan, BHb-PQ kompleksinin olusumunda
hidrofobik ve elektrostatik etkilesimlerin etkin oldugu sonucuna varilmistir (Wang vd
2007). Zhang vd (2007), paraquat maddesinin HSA proteini ile olan etkilesimini
incelemislerdir. Etkilesime ait AH degeri -6,710 kJ.mol? ve AS degeri 64,849 JmoltK
! olarak bulunmustur. Gibbs serbest enerji degisim degeri negatif isaretli olarak
hesaplanmistir.  Bu durum, HSA-PQ kompleksinin olusumunda hidrofobik
etkilesimlerin ve elektrostatik kuvvetlerinin etkin oldugunu gostermistir (Zhang vd
2007). Ni vd (2008) izoprokarb maddesi ile BSA proteininin etkilesimini
incelemislerdir. Calismada, etkilesime ait termodinamik parametrelerden AH degeri -
102,3 kJ.mol™, AS degeri -248 J.mol™.K™ ve Gibbs serbest enerji degisim degeri negatif
olarak bulunmustur. Bu durum, izoprokarb maddesinin BSA proteinine baglanmasinda

hidrojen baglar1 ve van der Waals kuvvetlerinin etkin oldugunu belirtmistir (Ni vd

2008).

4.4. Diklorprop, Karbofuran, Amitrol ve Dikuat Pestisitleri ile HSA Proteini

Arasindaki Etkilesimlerin Senkronize Floresans Spektroskopisi ile Incelenmesi

HSA proteininde bulunan tirozin ve triptofan amino asitlerinin kalintilarina ait
karakteristik bilgilerin elde edilmesinde senkronize floresans spektroskopisinden
faydalanilmaktadir. Senkronize floresans spektroskopisinden elde edilen bilgilerden
HSA proteininin  yapisinda meydana gelen konformasyonel degisiklikler
anlasilabilmektedir. Calismada AL degerleri, uyarma ve emisyon dalga boylar
arasindaki farki temsil etmektedir. AA degeri, 15 nm dalga boyuna ayarlandiginda
tirozin amino asiti ve 60 nm dalga boyuna ayarlandiginda ise triptofan amino asiti

mikrogevresi hakkinda bilgi saglanmaktadir.

Tim HSA-pestisit sistemlerine ait senkronize floresans dlcumleri 310,15 K’de,
fizyolojik pH degerinde, AA degerinin 15 nm ve 60 nm olarak ayarlanmasi ile
kaydedilmigtir. HSA-DCP sistemi i¢in kaydedilen senkronize floresans spektrumlari
sirasi ile Sekil 4.77 ve Sekil 4.78’de, HSA-CF sistemi kaydedilen senkronize floresans
spektrumlari siras1 ile Sekil 4.79 ve Sekil 4.80’de, HSA-AR sistemi i¢in kaydedilen
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senkronize floresans spektrumlart sirasi ile Sekil 4.81 ve Sekil 4.82°de ve HSA-DQ
sistemi icin kaydedilen senkronize floresans spektrumlari sirasi ile Sekil 4.83 ve Sekil

4.84’te gosterilmektedir.

Floresans siddeti

260 272 284 296 308 320
Dalga boyu /nm

Sekil 4.77. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin senkronize floresans spektrumu. AL = 15 nm. Cozeltideki
[DCP] = (a) 0 M, (b) 1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M,
(e) 10x10° M, (f) 14x10° M, (g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10°
M, (1) 30x10® M, (i) 40x10° M ve (j) 50x10° M
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Floresans siddeti

265 285 305 325 345
Dalga boyu /nm

Sekil 4.78. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DCP varliginda 2x10° M HSA

cozeltisinin senkronize floresans spektrumu. A = 60 nm. Cozeltideki
[DCP] = (a) 0 M, (b) 1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10° M, (d) 6x10° M,
(e) 10x10° M, (f) 14x10° M, (g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10°
M, (1) 30x10® M, (i) 40x10° M ve (j) 50x10° M
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260 272 284 296 308 320
Dalga boyu /nm
Sekil 4.79. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varliginda 2x10° M HSA

cozeltisinin senkronize floresans spektrumu. A = 15 nm. Coézeltideki [CF]
= (a) 0 M, (b) 1x10°® M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10°® M, (d) 6x10° M, (e)
10x10° M, (f) 14x10° M, (g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M,
(1) 30x10® M, (i) 40x10° M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.80. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda CF varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin senkronize floresans spektrumu. A = 60 nm. Cozeltideki [CF]
= (a) 0 M, (b) 1x10° M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10°® M, (d) 6x10° M, (e)
10x10° M, (f) 14x10° M, (g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M,
(1) 30x10°® M, (i) 40x10° M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.81. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA

cozeltisinin senkronize floresans spektrumu. AL =15 nm. Cozeltideki [AR]
= (a) 0 M, (b) 1x10°® M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10°® M, (d) 6x10° M, (e)
10x10° M, (f) 14x10° M, (g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M,
(1) 30x10° M, (i) 40x10°® M ve (j) 50x10° M
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Sekil 4.82. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda AR varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin senkronize floresans spektrumu. AL = 60 nm. Cozeltideki [AR]
= (a) 0 M, (b) 1x10°® M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10°® M, (d) 6x10° M, (e)
10x10° M, (f) 14x10° M, (g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M,
(1) 30x10°® M, (i) 40x10° M ve (j) 50x10° M
50
40 -
=
©
B 30
Un
(72}
S
3 20 -
=
L
10 -
0 . :
260 272 284 296 308 320
Dalga boyu / nm
Sekil 4.83. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA

cozeltisinin senkronize floresans spektrumu. AA = 15 nm. Cozeltideki [DQ]
= (a) 0 M, (b) 1x10° M, (c) 2x10° M, () 4x10° M, (d) 6x10° M, (e)
10x10° M, (f) 14x10° M, (g) 18x10° M, (g) 22x10° M, (h) 26x10° M, (1)
30x10°® M, (i) 40x10° M ve (j) 50x10° M
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Floresans giddeti

245 265 285 305 325 345
Dalga boyu /nm

Sekil 4.84. 310,15 K’de farkli konsantrasyonlarda DQ varliginda 2x10° M HSA
cozeltisinin senkronize floresans spektrumu. A= 60 nm. Cozeltideki [DQ]
= (a) 0 M, (b) 1x10°® M, (c) 2x10° M, (¢) 4x10°® M, (d) 6x10° M, (e)
10x10° M, (f) 14x10° M, (g) 18x10° M, (§) 22x10° M, (h) 26x10° M,
(1) 30x10° M, (i) 40x10° M ve (j) 50x10° M

HSA-DCP sisteminin senkronize floresans Ol¢iimlerine ait spektrumlarin her
ikisinde de artan DCP konsantrasyonu ile saf HSA ¢ozeltisinin floresans siddetinde bir
azalma meydana gelmistir. AA degerinin hem 15 nm’ye (Bkz. Sekil 4.77) hem de 60
nm’ye (Bkz. Sekil 4.78) ayarlanmasi sonucu artan DCP konsantrasyonuyla birlikte
proteinin maksimum emisyon dalga boyunda herhangi bir kayma gdzlenmemektedir.
Bu durum, DCP ile etkilesim sonrasinda HSA proteinindeki tirozin ve triptofan

kalintilarinin mikrogevrelerinde herhangi bir degisimin olmadigini géstermektedir.

HSA-CF sisteminin senkronize floresans d&l¢climlerine ait spektrumlar
incelendiginde, artan CF konsantrasyonu ile saf HSA ¢ozeltisinin floresans siddetinin
azaldig1 goriilmektedir. Sekil 4.79 ve Sekil 4.80’e bakildiginda, AA=15 nm degerine
ayarlandiginda proteinin maksimum emisyon dalga boyu 285 nm’den 286 nm’ye
(kirmiziya) dogru ve AA=60 nm degerine ayarlandiginda proteinin maksimum emisyon
dalga boyu 282 nm’den 284 nm’ye (kirmiziya) dogru bir kayma s6z konusudur. Bu
durum, CF maddesinin HSA’ya baglanmasi ile proteinin tirozin ve triptofan amino asiti

kalintilarinin ¢evresinde polarligin az miktarda arttig1 anlamini tagimaktadir.
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Sekil 4.81 ve Sekil 4.82 incelendiginde, HSA-AR sisteminin senkronize
floresans o6lglimlerinde artan AR konsantrasyonu ile birlikte saf HSA ¢0zeltisinin
floresans siddetinde hem AA=15 nm hem de AA=60 nm degerlerinde herhangi bir
degisim gorulmemektedir. Bu sonug, proteinin tirozin ve triptofan amino asit kalinti
mikrogevrelerinde herhangi bir degisim olmadigi anlamini tagimaktadir ve ayrica, HSA
proteini ile AR maddesi arasinda herhangi bir etkilesimin gerceklesmedigi sonucunu da

desteklemektedir.

Sekil 4.83 ve Sekil 4.84 incelendiginde, HSA-DQ sisteminin senkronize
floresans ol¢imlerinde artan DQ konsantrasyonu ile saf HSA c¢ozeltisinin floresans
siddetinin, AA=15 nm degerine ayarlandiginda 284 nm’den 282 nm’ye (maviye) dogru,
AA=60 nm degerine ayarlandiginda da 282 nm’den 279 nm’ye (maviye) dogru azaldigi
gortlmektedir. Buradan, DQ’nun HSA ile etkilesiminden sonra proteinin tirozin ve

triptofan amino asit kalintt mikrogevrelerinde polarligin azaldigi sonucuna ulasilabilir.

Saquib vd (2011) tarafindan, HSA proteinindeki tirozin ve triptofan amino asiti
kalintilarinin mikrogevrelerine forat maddesinin etkisini arastirmak ic¢in senkronize
floresans Olcumleri gerceklestirilmistir. Aragtirmadan elde edilen verilere gore, HSA
proteininin floresans siddeti hem AA=15 nm hem de AA=60 nm degerlerinde azalma
gostermistir. AA=15 nm’de herhangi bir kayma gézlenmemesine ragmen AXA=60 nm’de
kirmiziya dogru bir kayma gozlenmistir. Bu durumdan, etkilesimden sonra HSA
proteininin tirozin amino asiti kalintisinin mikrogevresinde herhangi bir degisikligin
meydana gelmedigi ve triptofan amino asiti kalintisinin mikrogevresinde ise polarligin
arttigir sonucuna vartlmistir (Saquib vd 2011). Zhang vd (2007), HSA proteinindeki
tirozin ve triptofan amino asit kalintilarinin mikrogevrelerine paraquat maddesinin
etkisini incelemislerdir. Elde edilen verilere gore HSA proteininin floresans siddeti hem
AXA=15 nm hem de AA=60 nm degerlerinde bir azalma goéstermistir. Ayni1 zamanda,

AA=60 nm degerinde kirmiziya dogru bir kayma gozlenmistir (Zhang vd 2007).
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5. SONUC

Bu ¢alismada, floresans spektroskopisi teknigi kullanilarak HSA-DCP, HSA-CF,
HSA-AR ve HSA-DQ sistemlerindeki etkilesimler 288,15 K, 298,15 K, 310,15 K ve
318,15 K sicakliklarda incelenmistir. Calismadan elde edilen sonuglar su sekildedir:

o Floresans spektroskopisi olgiimlerinde 2x10° M’lik saf HSA ¢ozeltisinin 280
nm dalga boyunda uyarilmasi sonucunda, proteinin maksimum emisyon dalga boyu 335
nm’de meydana gelmektedir. Ayrica, ¢Ozelti sicakliginin 288,15 K’den 318,15 K’e
arttirilmasi ile proteinin maksimum emisyon dalga boyu degerinde herhangi bir kayma

gozlenmezken, floresans siddetinde bir azalma meydana gelmektedir.

o Floresans spektrumlari incelendiginde, DCP maddesinin konsantrasyonundaki
artts ile Dbirlikte HSA proteininin floresans  spektrumunda  sénimlenme
gerceklesmektedir. Bu durum, HSA proteini ile DCP maddesi arasinda bir etkilesimin

gerceklestigini gostermektedir.

o HSA-CF sisteminde, c¢Ozeltideki artan CF konsantrasyonu HSA proteininin

floresans siddetinde bir azalmanin gergeklesmesine yol agmaktadir.

o Farkli konsantrasyonlarda AR maddesi varhginda 2x10° M’lik HSA protein
cozeltisinin floresans spektrumunda herhangi bir kayma veya proteinin floresans
siddetinde herhangi bir degisiklik goriilmemistir. Bu durum, HSA proteini ile AR

maddesi arasinda herhangi bir etkilesimin ger¢eklesmedigini belirtmektedir.

o HSA-DQ sistemine ait floresans olglimleri, HSA proteini ile DQ maddesi

arasinda bir etkilesimin gergeklestigini belirtmektedir.

o Etkilesim gosteren tim HSA-pestisit sistemlerine ait Stern-VVolmer sonimleme
sabiti (Ksy) degerleri artan sicaklikla birlikte bir azalma gostermektedir. Bu durum, tiim
sistemler i¢in floresans soniimleme mekanizmasinin statik sontimleme yolu ile

gerceklestigini isaret etmektedir.
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o Cozelti sicakligmin 288,15 K’den 318,15 K’e arttirilmasi ile baglanma sabiti
degerinin HSA-DCP sistemi icin 7,48x10° M™"den 5,39x10° M™’e, HSA-CF sistemi
icin 3,38x10° M™'den 1,29x10° M*e ve HSA-DQ sistemi icin 4,04x10° M™*"den
2,36x10° M™Ve diistiigii goriilmiistiir. Ayrica, HSA-DCP, HSA-CF ve HSA-DQ
sistemleri icin protein Uzerinde yaklasik 1 adet pestisit baglanma yerinin oldugu

bulunmustur.

. HSA-DCP sistemi icin AH degeri -7,48 ki.mol™ ve AS degeri 48,22 J.mol™*.K*
olarak hesaplanmistir. Bu durum, DCP maddesinin HSA proteinine baglanmasinda
elektrostatik etkilesimlerin etkin oldugunu gostermektedir. Gibbs serbest enerji degisim
degerinin negatif olmast baglanma isleminin kendiliginden gergeklestigini

gOstermektedir.

. HSA-CF sistemi icin AH degeri -22,60 kJ.mol™ ve AS degeri -10,75 J.mol*.K*
olarak elde edilmistir. Bu durum, CF maddesinin HSA proteinine baglanmasinda
hidrojen baglar1 ve van der Waals kuvvetlerinin etkin oldugunu gostermektedir. Ayrica,
Gibbs serbest enerji degisim degerinin negatif olmasi, baglanma isleminin

kendiliginden gerceklestigini belirtmektedir.

. HSA-DQ sistemi icin AH degeri -13,25 ki.mol™ ve AS degeri 23,03 J.mol*.K*
olarak hesaplanmistir. Bu durum, DQ maddesinin HSA proteinine baglanmasinda
elektrostatik etkilesimlerin etkin oldugunu gostermektedir. Negatif Gibbs serbest enerji
degisim degerinin elde edilmis olmasi, baglanma prosesinin kendiliginden

gergeklestigini gostermektedir.

o Senkronize floresans O&lglimleri; HSA proteininin - DCP  maddesi ile
etkilesiminden sonra, proteinde yer alan triptofan ve tirozin amino asit kalintilarinin

mikrocgevrelerinde herhangi bir degisimin ger¢eklesmedigi sonucuna ulastirmistir.
o HSA-CF sisteminin senkronize floresans d&l¢climlerine ait spektrumlar

incelendiginde artan CF konsantrasyonu ile birlikte saf HSA cdzeltisinin floresans

siddeti azalmigtir. Hem AA=15 nm hem de AXA=60 nm degerleri igin proteinin
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maksimum emisyon dalga boyunda az da olsa kirmiziya dogru bir kayma gézlenmistir.
Bu durum, etkilesimden sonra HSA proteininde yer alan hem triptofan hem de tirozin

amino asit kalintilarinin mikro ¢evrelerinde polarligin arttigini goéstermektedir.

o HSA-AR sisteminde, artan AR konsantrasyonuyla birlikte proteinin senkronize
floresans spektrumlarinda herhangi bir degisiklik meydana gelmemistir. Bu durum,
HSA proteini ile AR maddesi arasinda herhangi bir etkilesimin gergeklesmedigi

sonucunu desteklemektedir.

o HSA-DQ sisteminin  senkronize floresans o6lcimlerinde, artan DQ
konsantrasyonu ile birlikte saf HSA c¢ozeltisinin floresans siddeti degerlerinde hem
AXN=15 nm’de hem de AA=60 nm’de sOnemlenme meydana gelmistir. Ayrica, hem
AA=15 nm hem de AA=60 nm Olcimlerinde, artan DQ konsantrasyonuyla birlikte HSA
proteininin maksimum emisyon boyunda maviye dogru bir kayma gozlenmektedir. Bu
sonuclara gore; HSA proteinine DQ’nun baglanmasi, proteinin tirozin ve triptofan

amino asitlerinin mikrogevrelerinde polarligin azalmasina yol agmaktadir.
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