T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

SPEKTROFLORIMETRIK METOTLA iNSAN SERUM ALBUMIN PROTEINI
ILE NEOHESPERIDIN DiHIDROKALKON VE MAPROTILIN
HIDROKLORUR ARASINDAKI ETKILESIMLERIN INCELENMESI

Bahar KANCI BOZOGLAN

YUKSEK LiSANS TEZi

KiMYA ANABILIiM DALI

2012



SPEKTROFLORIMETRIK METOTLA iNSAN SERUM ALBUMIN PROTEINI
ILE NEOHESPERIDIN DiHIDROKALKON VE MAPROTILIN
HIDROKLORUR ARASINDAKI ETKILESIMLERIN INCELENMESI

Bahar KANCI BOZOGLAN

YUKSEK LiSANS TEZi

KiMYA ANABILIiM DALI

Yiiksek Lisans Tez calismas1 2011.02.0121.017 nolu proje ile Akdeniz Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.

2012



T.C
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

SPEKTROFLORIMETRIK METOTLA INSAN SERUM ALBUMIN PROTEINI
iLE NEOHESPERIDIN DIHIDROKALKON VE MAPROTILIN
HIDROKLORUR ARASINDAKI ETKILESIMLERIN INCELENMESI

Bahar KANCI BOZOGLAN

YUKSEK LISANS TEZI

KIMYA ANABILIM DALI

Bu tez 2H/0%2012 tarihinde asagrdaki jiiri tarafindan ({00) not takdir edilerek
Oybirligi/Qagaldugs ile kabul edilmistir.

Dog¢. Dr. Sibel TUNC' (Damsman)
Prof. Dr. Erol AYRANCI
Dog. Dr. Meltem ASILTURK




OZET

SPEKTROFLORIMETRIK METOTLA iNSAN SERUM ALBUMIN PROTEINI
ILE NEOHESPERIDIN DiHIDROKALKON VE MAPROTILIN
HIDROKLORUR ARASINDAKI ETKILESIMLERIN INCELENMESI

Bahar KANCI BOZOGLAN

Yiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dal
Damisman: Dog. Dr. Sibel TUNC
Haziran 2012, 81 Sayfa

Bu calismada, kan plazmasinda en fazla miktarda bulunan protein olan insan
serum albumin proteini (HSA) ile neohesperidin dihidrokalkon (NHD) antioksidan
maddesi ve maprotilin hidrokloriir (MHC) ilag maddesi arasindaki etkilesimler floresans
ve dairesel dikroizm spektroskopisi ile incelenmistir. Floresans olgtimleri, dort farkli
sicaklikta (15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’de) ve fizyolojik pH degeri olan pH 7,4’te
gerceklestirilmistir. Floresans dlgiimlerinden, HSA ile MHC arasinda degil, HSA ile
NHD arasinda bir etkilesim var oldugu bulunmustur. NHD’nin HSA proteinine
baglanmas1 prosesi i¢in Stern-Volmer soniimleme sabiti, sonlimleme hiz sabiti,
baglanma sabiti, baglanma yeri sayis1 ve termodinamik parametre (AH, AS ve AG)

degerleri hesaplanmustir.

HSA-NHD sisteminin soniimleme mekanizmasinda statik soniimleme etkindir.
HSA-NHD sisteminin baglanma sabitlerinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’de siras1 ile
4,01x10* M?, 2,79x10* M*, 2,11x10* M? ve 1,16x10* M oldugu bulunmustur.
Sicakliktaki bir artis baglanma sabiti degerinde bir azalmaya yol agmistir. Ayrica, HSA
proteini lizerinde bir adet NHD baglanma yeri vardir. Baglanma prosesi kendiliginden
gerceklesmistir ve ekzotermiktir. Termodinamik parametre degerleri, HSA ve NHD
molekiilleri arasindaki esas etkilesim kuvvetlerinin hidrojen bagi olusumu ve van der
Waals kuvvetleri oldugunu gostermistir. Ayrica; NHD’nin HSA’ya baglanmasi,

proteinin sekonder yapisinda bir degisiklige neden olmustur. Dairesel dikroizm analizi,



HSA proteinindeki a-heliks miktarinin artan NHD konsantrasyonuyla azaldigim

belirtmistir.
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dikroizm spektroskopisi

JURI: Dog. Dr. Sibel TUNC
Prof. Dr. Erol AYRANCI

Dog. Dr. Meltem ASILTURK



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE INTERACTIONS OF NEOHESPERIDIN
DIHYDROCHALCONE AND MAPROTILINE HYDROCHLORIDE
WITH HUMAN SERUM ALBUMIN PROTEIN BY
SPECTROFLUORIMETRIC METHOD

Bahar KANCI BOZOGLAN

M.Sc. Thesis in Chemistry
Adviser: Assoc. Prof. Dr. Sibel TUNC
June 2012, 81 Pages

In this study, the interactions of neohesperidin dihydrocalcone (NHD)
antioxidant substance and maprotilin hydrochloride (MHC) drug substance with human
serum albumin (HSA) protein, the most abundant protein in blood plasma, were
investigated by fluorescence and circular dichroism spectroscopy. Fluorescence
measurements were carried out at four different temperatures (15 °C, 25 °C, 37 °C and
45 °C) and at physiological pH value of 7.4. It was found from florescence
measurements that there was an interaction between HSA and NHD, on the contrary to
HSA-MHC 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 process of NHD to HSA protein.

Static quenching was effective for the quenching mechanism of HSA-NHD
system. Binding constants of HSA-NHD system were found to be 4.01x10* MY,
2.79x10" M, 2.11x10* M and 1.16x10* M™ at 15 °C, 25 °C, 37 °C and 45 °C,
respectively. This result indicated that an increase in the temperature led to a decrease in
the binding constant value. Furthermore, there was one NHD binding site on HSA
protein. Binding process occured spontaneously and was exothermic. Thermodynamic

parameter values showed that the main interaction forces between HSA and NHD



molecules were the formation of hydrogen bonding and van der Waals forces. In
addition, the binding of NHD to HSA caused a change in the secondary structure of
protein. Circular dichroism analysis indicated that the amount of a-helix in HSA protein

decreased with increasing NHD concentration.

KEY WORDS: Human serum albumin, neohesperidin dihydrochalcone, maprotiline
hydrochloride,  fluorescence spectroscopy, circular  dichroism

spectroscopy

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Sibel TUNC
Prof. Dr. Erol AYRANCI

Assoc. Prof. Dr. Meltem ASILTURK



ONSOZz

Ilaglar ile insan serum albumin proteini arasinda gerceklesen etkilesimlerin
arastirtlmas1 ilaglarin  farmakolojik ve farmakodinamik o6zellikleri bakimindan
onemlidir. Ayrica, bu ¢aligmalar yeni ilaglarin arastirilmasi ve tasarimi konularinda ¢ok
degerli bilgiler elde edilmesini saglamaktadir. ilaglarm dagilimi, kandaki serbest ilag
konsantrasyonu ve ilaglarin eliminasyon hizi, ilaglarin HSA proteinine baglanmalari
sonucunda etkilesimin kuvvetine bagli olarak degismektedir. Antioksidan maddeler ile
insan serum albumin proteini arasinda meydana gelen etkilesimler ise antioksidan
Ozellikli maddelerin taginmasinda, biyolojik aktivitesinde ve antioksidan 6zelliklerinde
degisikliklere sebep olabilmektedir. Bu etkilesimler, proteinlerin fizyolojik ve kimyasal

Ozellikleri ile sekonder yapilarinda degisikliklere yol agabilmektedir.

Bu tez caligmasi, insan serum albumin proteini ile antioksidan &zellige sahip bir
gida katki maddesi olan neohesperidin dihidrokalkon ve depresyon dnleyici bir ilag
olarak kullanilan maprotilin hidrokloriir arasinda meydana gelen etkilesimlerin
arastirilmasini kapsamaktadir. Tez ¢alismasi, Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi’ne “Spektroflorimetrik metotla insan serum albumin
proteini ile neohesperidin dihidrokalkon ve maprotilin hidrokloriir arasindaki
etkilesimlerin incelenmesi” basligi ile sunulmus ve ayni birim tarafindan

2011.02.0121.017 nolu proje ile desteklenmistir.

Tez c¢aligmamin tiim asamalarinda yakin ilgi gosteren ve destegi ile beni
yonlendiren, bilgisi, deneyimleri ve hosgoriisii ile yardimlarini esirgemeyen sevgili
danmisman hocam Saym Dog. Dr. Sibel TUNC’a (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi),
bilgisi, tecriibesi, sonsuz sabri ve yardimlariyla tez caligmama biiyiik katkilar1 olan
degerli hocam Sayin Dog¢. Dr. Osman DUMAN’a (Akdeniz Universitesi Egitim
Fakiiltesi), UV/VIS/NIR spektrofotometre cihazinin kullanimina izin veren Sayin Prof.
Dr. Ertugrul ARPAC’a (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi), boliimiimiiziin degerli
Ogretim tiiyelerine, sonsuz destekleri ile her zaman yanimda olan anneme, babama ve
esime ve 2011.02.0121.017 nolu proje ile bu c¢alismaya destek veren Akdeniz

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

Simgeler

JAVS Emisyon ve uyarilma dalga boylar1 arasinda fark

A Angstrom

Acn Emisyon dalga boyunda maddenin sahip oldugu absorbans degeri
Auy Uyarilma dalga boyunda maddenin sahip oldugu absorbans degeri
F Protein ¢ozeltisinin ligant varli§indaki floresans siddeti
Fo Protein ¢ozeltisinin ligant yoklugundaki floresans siddeti
h Plank sabiti

K Kelvin cinsinden sicaklik birimi

Ka Baglanma sabiti

kg Kilogram

Kj Kilojoule

Kq Sonlimleme hiz sabiti

Ksv Stern — Volmer sénimleme sabiti

L Litre

M Molarite

mdeg Miliderece

mg Miligram

mL Mililitre

nm Nanometre

°C Santigrat derece cinsinden sicaklik birimi

R Ideal gaz sabiti

r Regresyon katsayisi

T Santigrat derece cinsinden sicaklik

v Frekans

AG Gibbs serbest enerji degisimi

AH Entalpi degisimi

AS Entropi degisimi

A Dalga boyu

0 Ligant yoklugunda proteinin floresans yar1 dmiir siiresi

viii



Kisaltmalar

BSA Si1gir serum albumin
BSP Bromsilfalein
CD Dairesel dikroizm

CNPB (5-kloro-2-nitro-N-(4-(6-okso-1,4,5,6-tetrahidropiridazin-3-il)fenil)benzamit
CPNT N-(p-klorofenil)-N-(1-naftil) tiyotre
DEX Dekzamethazon

FA Yag asiti

FTIR Fourier doniistimlii infrared spektroskopisi
HIV Insan bagisiklik yetmezlik viriisi

HSA Insan serum albumin

LDL Diisiik yogunluklu lipoprotein
MHC Maprotilin hidroklorir
NHD Neohesperidin dihidrokalkon

NIR Yakin infrared
NMR Nikleer magnetik rezonans
Phy Fenilalanin

QuC Kuinklorak

TAB Tabersonin

Trp Triptofan amino asiti
Tyr Tirozin amino asiti

UV-VIS Ultraviyole-gorunir
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1. GIRIS

Kan plazmasinda en ¢ok bulunan protein insan serum albumin proteinidir (Carter
ve Ho 1994, Bordbar ve Kafrani 2007) ve bu proteinin viicut icerisinde bircok 6nemli
gorevi vardir. Albumin proteini, kan icerisinde bir¢cok organik molekilin, amino asitin,
yag asitinin, hormonun, iyonun ve c¢esitli ilaglarin tasinmasinda ve dagitilmasinda rol
oynar (Liu vd 2004, Cui vd 2006, 2009a). Insan serum albumin proteini, ilaglar da dahil
olmak Uzere bircok madde ile etkilesime girebilmektedir. Klinik ve farmakolojik
oneminden dolay1 sentetik veya dogal ilaglar ile insan serum albumin proteini arasinda
gerceklesen etkilesimlerin baglanma sabitinin ve baglanma yeri sayisinin arastirilmasi
oldukga 6nemlidir (Ding vd 2009, Naik vd 2010). Bu arastirmalar, hassas ve kolay
uygulanabilir bir teknik olan floresans spektroskopisi ve proteinin yapisindaki
degisikliklerin anlagilmasini saglayan dairesel dikroizm spektroskopisi yontemi ile

gerceklestirilebilmektedir (Kelly vd 2005, Cui vd 2006, 2009a).

1.1. Amino Asitler

Proteinler, hiicrelerin tim kisimlarinda en c¢ok bulunan biyolojik
makromolekiillerdir. Tek bir hiicre igerisinde binlerce ¢esitlilikte, kiiciik peptitlerden
biiyiilk polimerlere kadar uzanan farkli boylarda ve farkli molekiil agirliklarinda
proteinler bulunabilir (Nelson ve Cox 2005). Karakteristik {i¢ boyutlu sekillere, yiiksek
cesitlilige ve farkli biyolojik fonksiyonlara sahip olan proteinlerin temel yap1 tasi

birbirlerine kovalent baglar ile baglanmis olan amino asitlerdir (\Voet vd 1998).

Proteinler, birgok metot ile kendisini olusturan amino asitlere parcalanabilir.
Proteinlerin icerisinde yirmi farkli amino asit bulunur. 1806 yilinda ilk kesfedilen amino
asit asparajindir. En son bulunan amino asit olan treonin ise 1938 yilina kadar tam
olarak tanimlanamamistir. Tim amino asitlerin bir ismi vardir. Amino asitler bazi
durumlarda isimlerini izole edildigi kaynaktan alirlar. Asparajin amino asiti ilk olarak
kuskonmaz bitkisi (Yunanca asparagus) icerisinde bulunmustur. Glutamat amino asiti

adin1 bugday gluteninden, tirozin amino asiti adin1 peynirden (Yunanca tyros) ve glisin



amino asiti de admi sekerli tadindan (Yunanca glykos) almaktadir (Nelson ve Cox

2005).

1.1.1. Amino asitlerin genel yapilari ve simiflandirilmalari

Bilinen yirmi amino asitin tamami o-amino asittir. TUm amino asitler, karbon

atomuna baglanmis bir karboksil ve bir amino grubu igerir. Bir a-amino asitin genel
yapist Sekil 1.1°de gosterilmektedir (Nelson ve Cox 2005).

t
H2N—(|3H—COOH
H

Sekil 1.1. a-Amino asitin genel yapisi

Amino asitler bir zincir olusturmak iizere polimerlestirilebilir. Bu islem
kondenzasyon reaksiyonu ile gerceklestirilir. Gerceklesen reaksiyon Sekil 1.2°de
gosterilmektedir. Reaksiyon sonucunda iki amino asit molekilinden bir adet H,O
molekiilii uzaklasir ve karbonil grubu ile amin grubu arasinda bir peptit bagi olusur. ki
amino asitin birlesmesiyle olusan yapiya dipeptit, i amino asitin birlesmesiyle olusan
yapiya tripeptit, birka¢ amino asitin birlesmesiyle olusan yapiya oligopeptit ve ¢ok fazla
sayida amino asitin birlesmesiyle olusan yapiya ise polipeptit ismi verilir (Nelson ve
Cox 2005).

il i
H;N—CH—C—OH + H—N—CH—COO

I

O

H,0 4% H,0
R! H R?

o ||
H3N—CH~(|'|)—N— CH—COO

Sekil 1.2. Tki amino asit arasinda gergeklesen kondenzasyon reaksiyonu ile peptit bag
olusumu



Amino asitler birbirlerinden R ile gosterilen yan zincirin farkliligi ile ayrilirlar. R
grubu yapi, uzunluk ve elektrik yiikii bakimindan farkliliklar gosterebilir. Tim bu

farkliliklar amino asitlerin sudaki ¢oziiniirliiklerini etkiler (Voet vd 1998).

Amino asitlerde a-karbonundan sonra gelen R grubundaki diger karbonlar sirasi
ile B, v, 0, € seklinde isim almaya devam ederler. Glisin amino asitinde R grubu olarak
tek hidrojen atomu bulunmaktadir. Glisin digindaki tiim amino asitlerin a-karbonlari
dort farkli gruba baglanmistir. Bu asimetrik o-karbon atomu kiral merkezdir. a-
Karbonuna bagli bu dort farkli grup tetrahedral yapi olusturur ve uzay diizleminde iki
farkli sekilde bulunur. Dolayisiyla, iki farkli stereoizomeri vardir. Bu iki stereoizomer
birbirlerinin iist iiste ¢akismayan ayna goriintiileridir. Bu durumdaki sterecizomerlere
enantiyomer denilmektedir (Nelson ve Cox 2005). Kiral merkeze sahip tim molekuller
optikce aktiftir ve diizlem polarize 15181 ¢evirirler. Glisin disindaki tiim amino asitler
optikce aktiftir (Voet vd 1998, Nelson ve Cox 2005). Asimetrik karbona bagli dort
grubun uzay diizlemindeki diziligleri i¢in bir isimlendirme gelistirilmistir. Basit
sekerlerin ve amino asitlerin isimlendirilmesinde konfigiirasyonlarina bagli olarak D- ve
L- harfleri kullanilmaktadir. Emil Fischer tarafindan 1891°de gelistirilen bu
isimlendirme yonteminde molekiiliin asimetrik merkezi etrafindaki gruplarin dizilisi,
gliseraldehitin asimetrik merkezine baglhh gruplarin dizilisi ile karsilagtirilir.
Gliseraldehitin stereoizomerleri D-gliseraldehit ve L-gliseraldehittir. Sekil 1.3’te
goriildiigii gibi, amino asitteki a-karbona bagli amino, karboksil, R ve H gruplarina,
gliseraldehitte siras1 ile hidroksil, aldehit, CH,OH ve H gruplarn karsilik gelmektedir
(Araki ve Ozeki 1992, Voet vd 1998, Nelson ve Cox 2005).

CHO HO

Conn A
T HOH,CcW
HO/ ! CH,OH 4 \OH

0—>0

L-Gliseraldehit D- Gliseraldehit
coo- coo-
P R A
+H3N N 7 NH3+
L Amino ait D-Amino asit

Sekil 1.3. Gliseraldehitin ve genel bir amino asitin D- ve L- stereoizomerleri



Proteinden elde edilen tim amino asitler L- konfigiirasyonu gosterir. Ayrica, tim

amino asitlerde a-karbonuna bagli gruplar ayni konfigiirasyona sahiptir (Voet vd 1998).

Protein biyokimyasinin anlagilabilmesi i¢in yaygin amino asitlerin kimyasal
Ozelliklerinin bilinmesi ¢ok Onemlidir. Amino asitler a-karbonlarma bagli olan R
gruplariin ozelliklerine gore bes sinifa ayrilabilir. Bu amino asit siniflart Sekil 1.4°te
gosterilmektedir. R gruplarinin dogasinda apolar ve hidrofobik yapidan polar ve

hidrofilik yapiya kadar ¢esitlilik mevcuttur (Voet vd 1998, Nelson ve Cox 2005).

Nonpolar, alifatik R gruplas Aromatik R gruplan
Co) CO0 cCOoO cCoOoO oo COO
H,N—C —~H HN-C—H HN—C—H HN~C-~H HyN~C-~H HN-C~H
H CH CH CH, CH, CH,
CH, CH ‘ CoCH
Glisén A Valin NH
X COO COO OH
HN—C—H LEN—-C—H HN-C—H
ir Terozin if N
CH;, CH; H-C~CH
CH CH, t"H;
CH, CH S H Pozitif yakli R gruplan
CH; o0 OO0 COQ
e e dn .
HyN—C—H HyN—C —H HN—C—H
CH, CH; c;u;
{ |
(‘H: (l'll- C—NH
Polar, yiksiiz R grupl ‘
uksiiz R gruplan CH. CH. i ‘(H
o0 o0 Co0 | I L-N
CHa NH H
HN—C—H HN—C—H HyN-—-C—H | R
b ks | "INH, C=NH;
CHAOH H=C=0H CH, |
| NH
CH, SH
Lizin Arjivin Histiclin
e reonir et
Negatif yekla R graplan
COO COO OO OO COO
H
. HN=C-H HN~C~H HN~C—H MHN-C—H
H N CH
| CH; CH, CH, CH;
H:C CH L | Q
Ca CH; (88 ¢ CH,
H;N ) S
LN C C, OO0
HN Q Asqrartat Glutamat
Prodin Asp lutamin g

Sekil 1.4. Proteinlerde bulunan 20 amino asitin gruplarina gore ayrilmis yapist (Renkli
kisimlar amino asitin R grubunu gostermektedir)

Apolar ve alifatik R gruplar1 olan amino asitlere alanin, valin, 16sin ve izoldsin
ornek verilebilir. Bu amino asitler, kiimelesme egilimi gosterir ve hidrofobik etkilesim

ile proteinin yapisini kararli hale getirirler. Glisin, en basit yapiya sahip olan amino



asittir. Glisin amino asiti polar olmamasina ragmen, hidrofobik yapiya ¢ok fazla katkida
bulunmaz. Metiyonin, sulfir iceren iki amino asitten birisidir ve metiyoninin yan
zincirinde apolar tiyoeter grubu bulunur. Prolin, siklik yapida alifatik yan zincire
sahiptir. Polipeptitlerin prolin igeren kisimlarinin esnekligi diisiiktiir. Bu durumun
sebebi, prolinin yapisindaki sekonder amino grubunun konformasyonu sabit tutmasidir

(Nelson ve Cox 2005).

Aromatik R gruplarina sahip olan amino asitler fenilalanin, tirozin ve triptofandir.
Bu amino asitlerdeki R gruplar1 apolardir ve hidrofobik etkilesime katilirlar. Tirozinin
hidroksil grubu hidrojen bag1 yapar ve bu bag bazi1 enzimler i¢in dnemli bir fonksiyonel
grup olusturur. Tirozin, yapisindaki hidroksil grubundan dolay1; triptofan ise
yapisindaki indol halkasinda bulunan azot atomundan dolay1 fenilalanine gére daha
polar yapiya sahiptir. Tirozin, triptofan ve fenilalanin amino asitleri UV 15181
absorplamaktadirlar. 280 nm’de bircok protein Karakteristik olarak glgli absorbans

gostermektedir (Nelson ve Cox 2005).

Polar ve yiiksiiz R grubuna sahip olan amino asitler suda kolaylikla ¢oziiniirler.
Bu amino asitler, su ile hidrojen bag1 yapan fonksiyonel gruplara sahip olduklari igin
apolar amino asitlere gore daha fazla hidrofiliktirler (Nelson ve Cox 2005). Bu gruba ait
amino asitler; serin, treonin, sistein, asparajin ve glutamindir. Serin ve treoninin
polarlig1 sahip olduklart hidroksil grubundan, sisteininki siilfidril grubundan, asparajin

ve glutamininki ise amit gruplarindan kaynaklanmaktadir (Voet vd 1998).

Pozitif yukli (bazik) R grubu olan amino asitler lizin, arjinin ve histidindir. Bu
amino asitler pH 7,0’da pozitif yiiklii R grubuna sahiptir. Lizin amino asiti, alifatik
zincirin € pozisyonunda pozitif yiiklii ikinci bir primer amin grubu tasir. Arjinin amino
asiti pozitif yiiklii guanidin grubuna sahiptir. Histidin ise imidazol halkasi icerir ve
enzim Kkatalizli reaksiyonlarda proton alicisi ve vericisi olarak gorev yapmaktadir

(Nelson ve Cox 2005).



Negatif yiiklii (asidik) R grubuna sahip olan amino asitler aspartat ve glutamattir.
Bu amino asitler pH 7,0’da negatif yiiklii ikinci bir karboksil grubuna sahiptir (Nelson
ve Cox 2005).

1.1.2. Amino asitlerin 6zellikleri ve fonksiyonlari

Glisin ve alanin gibi az sayida karbon atomuna sahip amino asitler de dahil olmak
lizere tlim amino asitler oda sicakliginda kat1 halde bulunurlar. Amino asitlerin kaynama

noktalar1 200 ile 300 °C arasinda degismektedir (Araki ve Ozeki 1992).

Amino asitlerin ¢esitli kristal sekilleri vardir. 23 amino asitin X-1smn1 ile
kristallografik analizi yapilmistir. Glisin monoklinik prizma yapisinda iken, L-alanin
ortorombik yapidadir (Hirayama vd 1980, Araki ve Ozeki 1992). L-glutamik asit, o ve
olmak iizere iki farkli polimorfik durumda bulunabilmektedir ve bu amino asitin o

formu endiistriyel proseslerde ¢ok kullanilmaktadir (Araki ve Ozeki 1992).

Tiim amino asit molekiillerinde o-karbon atomuna bagli amino ve karboksil
gruplarindan kaynaklanan, zit isarette ve esit biiyiikliikte iki ylik bulunmaktadir. Amino
asit ¢ozeltilerinin dielektrik sabitleri gok yuksektir. Amino asitlerin iyonik dipolar
yapilar1 raman ve IR gibi titresim spektrumlariyla ve 6zgiil hacim ve 6zgiil 1s1 gibi
karakteristik Ozelliklerin Olgiilmesiyle anlasilabilmektedir (Greenstein ve Wintz 1961,
Araki ve Ozeki 1992)

Glisin digindaki tiim amino asitler ¢ozgene ve iyonlasma derecesine bagli olarak
15181 saga (+) veya sola (-) cevirme yetenegine gore karakterize edilen en az bir tane
asimetrik karbon atomuna sahiptir. Amino asitler ayrica gliseraldehitin konfigiirasyonu
temeline dayanarak asimetrik karbonun stereokimyasal 6zellikleri ile de ayirt edilir. D-
ve L- gosterimi amino asitler i¢in yaygin olarak kullanilir, ancak R- ve S- gosterimi
kiralligin belirlenmesinde daha kesindir (Araki ve Ozeki 1992).

Bir amino asit suda ¢oziildiigii zaman dipolar veya zwitter iyon seklinde bulunur.

Bir zwitter iyon, asit (proton verici) veya baz (proton alici) olarak davranabilir. Bu



sekilde davranabilen maddelere amfoterik madde denir. Basit bir monoamino
monokarboksilik o-amino asitin hem karboksilik asit grubu hem de amino grubu

protonlandiginda diprotik asit haline gelir (bkz. Sekil 1.5) (Nelson ve Cox 2005).

H g H - H

R—C—CO0OH —— R—C—C00~ == R—C—C00
*NH, “NH, NH,
Netwviik: +1 0 1

Sekil 1.5. Tamamen protonlanmis bir amino asitten protonlarin ayrilmasi

1.2. Proteinler

Proteinler hiicrelerin temel yapi bilesenleridir. Ayrica, biyolojik proseslerin
gerceklestigi  merkezlerdir. Proteinleri meydana getiren polipeptit zincirlerini
olusturmak i¢in yirmi farkli amino asit bir araya gelebilir. Dolayisiyla, ¢ok sayida

protein molekili elde etmek mimkundur (Voet vd 1998).

1.2.1. Proteinlerin genel 6zellikleri ve fonksiyonlari

Protein molekiliindeki amino asit zincirlerinin farkli kombinasyonlart o proteine
Ozgii yapisal ozellikler ve fonksiyonlar kazandirir. Proteinlerin biiytikliik, net elektrik
yikii ve c¢oziinilirlik gibi 0Ozellikleri protein saflagtirma yontemleri ile ortaya
cikarilabilmektedir. Proteinler, santrifiij ile yogunluklarma ve sekillerine gore
ayrilabilmektedir. Proteinin kiitlesi gibi net yiikii de elektroforez ile anlagilabilmektedir.
Kromatografik yontem ile proteinlerin ayrilmasi, gozenekli materyal ile doldurulmus
kolondan proteinin gecirilmesi ile saglanir. Protein karigimlar1 boyutlarma gore
ayrilmak istenirse boyut eleme kromatografisi, yiiklerine gore ayrilmak istenirse iyon
degistirme kromatografisi veya adsorpsiyon kromatografisi tercih edilir (Scopes 1987,

Nambudripad ve Smith 1996).

Proteinlerin fonksiyonlarint molekiiler diizeyde anlayabilmek igin onlarin iig

boyutlu yapilarin1 bilmek gerekmektedir (Nambudripad ve Smith 1996). Bircok



proteine baska molekiiller tersinir bir sekilde baglanabilmektedir. Proteine tersinir bir
sekilde baglanan molekiile ligant denir. Ligantin proteine baglandig1 kisma baglanma
noktas1 ismi verilmektedir. Baglanma noktasi ligantin seklinden, boyutundan, yiikiinden
ve hidrofobik veya hidrofilik karakterinden etkilenir. Belirli konformasyonel
degisiklikler de protein fonksiyonu i¢in 6nemlidir. Proteinler esnek yapilidir. Proteinin
yapisinda meydana gelebilecek kiiclik bir konformasyonel degisiklik, molekiiler

titresimlere ve amino asit kalintilarinin yer degistirmelerine sebep olabilmektedir

(Nelson ve Cox 2005).

Atomlar arasindaki bagin etrafinda gergeklesen donme hareketinin verdigi
esneklikten  dolayr  proteinlerin  yapilarinda  ¢esitlilikler — goriilebilmektedir.
(Nambudripad ve Smith 1996). Proteinlerin primer, sekonder, tersiyer ve Kkuarterner

yapilart Sekil 1.6’da gosterilmektedir (Nelson ve Cox 2005).

Primer Sekonder Tersiver Kuaterner
yap yapt yap: vapt
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I"J';T' | e | L‘"i}"“. ﬂ Q_.g N v
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Amino asit kalntilan  g-heliks Polipeptit zinciri Toplasms altbirimler

Sekil 1.6. Proteinlerin primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner yapilari

Bir proteindeki amino asitlerin dizilisi, o proteinin primer yapisini
olusturmaktadir. Amino asitler arasinda peptit ve disiilfit kovalent baglarn

bulunmaktadir (Voet vd 1998).

Proteinlerin sekonder yapisi, primer yapida bulunan amino asitlerin protein
icerisindeki konformasyonlari sonucunda olusur. Proteinin sekonder yapisi, diizenli
polipeptit katlanmalar1 olan heliks ve tabaka yapilaridir (Voet vd 1998). Bu iki sekonder

yapinin anlagilabilmesi i¢in amino asitler hidrofilik (polar) ve hidrofobik (apolar) olarak



siniflandirilabilir. Protein katlanmasi, amino asit zincirindeki hidrojen baglar1 sayisinin
artmasi ve yan zincir (R grubu) sayisinin azalmasi dogrultusunda gergeklesmek ister.
Katlanmis proteinin olusumunda hidrofobik etkiden dolayr amino asit zincirindeki
hidrojen baglar1 ¢6zgenden proteinin i¢ kismina dogru, apolar amino asit yan zincirleri

ise proteinin dig kismina dogru yonelmektedir (Nambudripad ve Smith 1996).

Diizenli sekonder yapilar a-heliks ve B-tabaka yapilaridir. a-Heliks yapisi, bir
insan sag elinin parmaklarmin kivrildigi yonde bir sarmal olusturur (Voet vd 1998).
Peptit baglar1 ve a-karbon atomu polipeptit zincirinin iskeletini olusturur. a-Heliks
sarmalinin tam ortasindan gegen hayali eksen etrafinda dolandigi kabul edilir. Amino
asitlerin R gruplar1 bu sarmaldan disariya dogru yonelmektedir (Nelson ve Cox 2005).
Sarmal yapinin her kivriminin arasinda 3,6 amino asit kalintis1 bulunur ve her bir kivrim
arasindaki mesafe 5,4 A’ diir. a-Heliks yapist i¢inde hidrojen baglar1 da olusmaktadir. n
sayilt amino asitin karbonil grubu ile sarmal boyunca yukar1 dogru ¢ikildiginda (n+4)
say1li amino asitin amit grubu arasinda hidrojen bagi olugmaktadir. a-Heliks yapisinda
bulunan bu hidrojen baglar1 yapmin dayanikliligini arttirmaktadir (Voet vd 1998). B-
tabaka yapisinda da a-heliks yapisinda oldugu gibi polipeptit zincirinin iskeletinde ¢ok
sayida hidrojen bag1 bulunmaktadir. ki gesit B-tabaka vardir. Bunlardan ilki antiparalel
B-tabakadir. Bu yapida, polipeptit zincirinde bulunan hidrojen baglar1 birbirlerine ters
yonlerde ilerlemektedir. Diger yap1 olan paralel B-tabakada ise hidrojen baglar1 ayni
dogrultuda yonelmektedir. B-tabaka yapisinin kenarlarinda dalgali bir goriiniim vardir.
Bu sebepten dolayi, bu yap1 B-kirmali tabaka ismini de alir. Ayrica, B-kirmali
tabakadaki ardisik yan zincirler tabaka boyunca zit yonlerde bulunmaktadir. Tabaka

boyunca tekrarlayan iki amino asit kalintis1 arasindaki mesafe 7,0 A’diir (Nambudripad

ve Smith 1996, Voet vd 1998).

Bir proteinin tersiyer yapisi, onun sekonder yapisinin katlanmig halini ifade eder
ve yan zincirler de dahil olmak iizere proteindeki tiim atomlarin yerini agik¢a belirtir
(Voet vd 1998). Tersiyer yapi, polipeptit zincirinin ii¢ boyutlu halini gosterir. Tersiyer
yapidaki proteinler genel olarak fibréz proteinler ve globller proteinler olmak (zere
ikiye ayrilir. Fibroz proteinlerde polipeptit zinciri uzun iplikler veya tabakalar halinde

bulunur. Globiiler proteinlerde ise polipeptit zincirleri kiiresel bigimde katlanmistir. Bu



Iki protein tiiri yapt olarak birbirinden farklidir. Fibréz proteinler yapi olarak
cogunlukla tek cesit sekonder yapidan olusur. Ote yandan, globiiler proteinler yiiksek
cesitlilikte sekonder yapi igerir. Bu proteinler fonksiyonel agidan da farklilik gosterir.
Fibroz proteinler omurgalilara destek, sekil ve dis koruma saglarken, globiiler proteinler
genellikle enzimler ve diizenleyici proteinlerdir (Nambudripad ve Smith 1996, Nelson
ve Cox 2005).

Baz1 proteinler iki veya daha fazla sayida farkli polipeptit zincirlerinden veya alt
birimlerden olusur. Bu alt birimlerin olusturdugu {i¢ boyutlu kompleks yapi1, kuaterner
yapidir (Nelson ve Cox 2005). Polipeptit alt birimleri kuaterner yapiy1r olustururken
kendilerine 6zgii bir geometride birlesirler (Voet vd 1998).

1.2.2. Proteinlerin simiflandirilmasi

Riboniikleaz A enzimi gibi proteinler sadece amino asit kalintist igerir, bagka
hicbir kimyasal bilesen igermez. Bu tiir proteinler basit protein olarak isimlendirilir.
Basit proteinler; albuminler, globulinler, gluteninler, prolaminler, protaminler, histonlar
ve sklero proteinlerdir. Albuminler, memeli canlilarda en fazla bulunan proteindir ve
cesitli ilaglarin ve iyonlarin tasinmasinda biiyiik rol oynarlar (Candiano vd 2009).
Insanda bulunan albumin serum albumin, siitte bulunan albumin laktalbumin ve
yumurtada bulunan albumin ovalbumindir. Globulin, suda degil tuzlu ¢ozeltide ¢6ziintir.
Insanda serum globin, kaslarda miyozin ismini alir (Nelson ve Cox 2005, Choi ve Ma
2006). Glutenin, bitkisel kaynakli bir proteindir. Sindirilebilen bu protein bugdayda ¢ok
fazla bulunur (Chen vd 2010). Prolaminler alkolde ¢oziinen proteinlerdir. Tahillarda
yiksek miktarda bulunurlar (Sami-Subbu vd 2000). Farkli amino asit dizilimindeki dort
farkli peptitin karisimi olan protamin, baliktan elde edilmis katyonik peptitlerdir (Liang
vd 2005). Antibakteriyel 6zellik gosteren protamin proteini medikal uygulamalarda ve
gida endiistrisinde kullanilmaktadir. Protaminin molekiil agirligr yaklasik 5 kDa’dir
(Gill vd 2006). Histonlar, buyik oranda pozitif yiuke sahip amino asitlerden olusmus
proteinlerdir (Voet vd 1998). Kiicilik ve bazik yapidadirlar. Arjinin ve lizin bakimindan
zengindirler (Nelson ve Cox 2005). Nonglobdler bir protein olan sklero protein, hayvan
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dokularinda fazla miktarda bulunur ve biiyiikk fibréz protein gruplarindan olusur

(Sashina vd 2006).

Amino asitlerin yaninda baska bilesenleri de igeren proteinler, konjlige veya
bilesik proteinler olarak isimlendirilirler. Konjiige proteinlerin amino asit igermeyen
kisimlaria prostetik grup denir. Bu proteinler prostetik grubun kimyasal dogasina gore
siiflandirilirlar. Lipit igeren lipoproteinler, seker grubu iceren glikoproteinler ve metal
iceren metalloproteinler konjlige proteinlere érnek olarak gosterilebilir. Bu 6rnekler
disinda fosfoprotein, hemoprotein, flavoprotein de konjige proteinlerdir (Nelson ve Cox
2005).

1.2.3. Insan serum albumin (HSA) proteini

Insan serum albumin (HSA) proteini kanda en fazla miktarda bulunan tasiyict
proteindir. Kan plazmasindaki miktar1 yaklasik olarak 46 mg/mL’dir (Basken ve Green
2009). HSA, kandaki toplam proteinin yaklasik % 60’11 olusturur (Ding vd 2009, Sen
vd 2009). Bu protein karacigerde sentezlenir (Cui vd 2006, 2009b). Ozmotik kan
basincina biiyiik oranda katki saglar ve kan igerisinde yag asiti, amino asit, hormon,
katyon, anyon, ilag¢ gibi bir¢ok endojen ve ekzojen maddenin tasinmasinda gorev alir
(Carter ve Ho 1994, Cui vd 2009b, Naik vd 2010). Molekiil kiitlesi 66500 g/mol’diir
(Seedher ve Bhatia 2006).

1.2.3.1. HSA proteininin yapisi

Son yillarda en ¢ok ¢alisilan proteinlerden birisi serum albumindir. Bunun sebebi,
serum albumin proteininin primer yapisinin uzun zamandir bilinmesi ve proteinin ii¢
boyutlu  yapisinin = X-1smm1  kristalografisi  ile  tespit edilmis  olmasindan
kaynaklanmaktadir (Carter ve Ho 1994, Naik vd 2010). HSA proteininin iki florofor
grubu (triptofan (Trp-214) ve tirozin (Tyr)) vardir (Boelens vd 1985, Peters 1985, Bi vd
2005). HSA proteini, tek bir polipeptit zincirinden olugsmaktadir. Bu polipeptit zincirinin
bilinen bir amino asit dizilimi vardir. HSA proteini 116 adet asidik (98 karbonil ve 18
fenolik-OH) ve 100 adet de bazik (60 amino, 16 imidozolil ve 24 guanidil)
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iyonlasabilen gruba sahiptir (Peters 1992, Haynes ve Norde 1994, Bordbar ve Kafrani
2007).

Globular bir protein olan HSA proteini ¢ogunlukla a-heliks yapidan olusmaktadir
(Bian vd 2004). Kalp sekli olusturan bu protein {i¢ bélgeye sahiptir (bolge I, II ve III).
Her bir bolge kendi icinde A ve B olmak iizere iki alt kisma ayrilmaktadir (bdlge IA,
IB, IIA, IIB, IIIA ve IIIB). Bu alt kisimlar heliks yapidadir ve ¢apraz bagl disiilfit
kopriileri ile birbirine baglanmistir. HSA nin amino asit diziliminde toplamda 17 adet
distlfit koprusd, bir adet serbest tiyol (Cys-34) ve bir adet de triptofan (Trp-214)
bulunmaktadir (Kragh-Hansen 1981, Bian vd 2004). HSA’nin her bir bolgesi kendisine
0zgii baglanma ozelligi gosterir (He ve Carter 1992, Narazaki vd 1997, Sen vd 2009).
Bolge I, uzun zincirli yag asitleri, warfarin, indol tlirevleri, boya, bakir ve nikel gibi
maddelerin baglanma yeridir. Bolge II, benzodiazepin ile kisa zincirli yag asitleri,
steroit ve bilirubin gibi maddelerin baglanma noktasidir. Bolge III’e ise diazepam

baglanmaktadir (Sen vd 2009).

1.2.3.2. HSA proteininin 6zellikleri ve fonksiyonlari

585 adet amino asit igeren ve tek bir polipeptit zincirinden olusan HSA proteini
birgok dnemli fizyolojik fonksiyona sahiptir. Ozmotik kan basincinin ayarlanmasinda
yaklasik % 80 oraninda pay sahibidir (Sen vd 2009). Kanin pH degerinin sabit
tutulmasinda 6nemli rol oynar (Figge vd 1991). Yag asitleri, amino asitler, hormonlar,
katyonlar, anyonlar ve ilaglar gibi birgcok molekiiliin tasinmasinda ve bu molekiillerin
viicut igerisinde dagitiminda goérev alir (Liu vd 2004, Cui vd 2009a). HSA proteini, kan
plazmasinin tagima kapasitesini arttirir (Bhattacharya vd 2000). HSA proteininin 1
molii, sulu ortamda ¢ok az ¢dzlinen yag asiti molekiillerinin 0,3 ile 1 mol arasinda
degisen miktarlarda tasmmmasini saglamaktadir. HSA, aym1 zamanda Onemli bir
antioksidandir, enzimatik 6zellikleri vardir ve birgok molekiil i¢in depo konumundadir

(Kragh-Hansen vd 2006).
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1.2.3.3. HSA proteini iizerindeki baglanma yerleri

HSA proteininin 6ne ¢ikan ozelliklerinden birisi yiiksek ¢esitlilikteki ligantlar
tersinir bir sekilde baglayabilme yetenegidir (Peters 1985). Bu proteinin ii¢ boyutlu
yapist 1A, IB+IIA, IIB+IIIA ve IIIB isimli dort globiiler bolgenin birlesiminden
olugsmaktadir. Bu yapisal diizen, ¢esitli ligantlar i¢cin baglanma bolgeleri saglar (Ascenzi
vd 2005). 1970’1i yillarda yapilan kapsamli biyokimya ¢alismalarinda HSA proteininin
ilaglar ile etkilesimlerinde iki esas baglanma bolgesi bulundugu kabul edilmistir. Bu
bolgeler Sudlow I ve Sudlow II olarak isimlendirilmistir (Sudlow vd 1976, Zhu vd
2008). Alt kisim ITA’da bulunan Sudlow I bolgesi, biiyiik heterosiklik ve negatif yiiklii
bilesikleri tercih ederken; alt kisim IIIA’da yer alan Sudlow II bolgesi ise daha ¢ok
kicuk aromatik karboksilik asitleri tercih etmektedir (Sudlow vd 1975, 1976, Ascenzi
vd 2005, Zhu vd 2008).

HSA proteininin IB alt kisminda D-gseklinde hidrofobik yapili dar bir bosluk
vardir. Hem olarak isimlendirilen bu boslukta Tyr-161 amino asit kalintis1 demir
atomuna oksijen verilmesini saglar. Sudlow I, II ve hem bolgeleri Sekil 1.7°de
gosterilmektedir. Hem boslugu, Sudlow I bolgesi gibi sadece bir tane yag asiti (FA)
anyonuna ev sahipligi yapabilmektedir. Sudlow II bélgesine ise iki tane yag asiti
anyonu baglanabilmektedir. Alt kisim IA ve IB arasi ile alt kisim IIA ve IIB arasindaki
bosluklara ve IIIB alt kismina birer tane yag asitinin baglanmasi s6z konusudur
(Ascenzi vd 2005). Sudlow I, Sudlow II ve hem bélgelerine yag asitlerinin baglanma
yerleri Sekil 1.7°de gosterilmektedir (Fanali vd 2012). HSA proteininin konformasyonel
durumuna gore oldukg¢a fazla sayida mindr baglanma bolgeleri mevcuttur (Sengupta ve
Hage 1999, Bhattacharya vd 2000, Zunszain vd 2003, Ascenzi vd 2005, Ghuman vd
2005, Zhu vd 2008).
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Sekil 1.7. HSA proteinindeki yag asitlerinin baglanma bdolgeleri (FA: Yag asiti)

1.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar, reaktif oksijen veya azotlar1 temizleyerek radikal zincir
reaksiyonlarmi durduran veya reaktif oksidanlari olustuklari yerde inhibe eden
maddelerdir (Huang vd 2005, Wootton-Beard ve Ryan 2011). Antioksidan maddeler,
serbest radikaller sebebiyle ortaya ¢ikan oksidatif baskinin iistesinden gelebilmesi igin
organizmalara yardimci olur. Serbest radikaller bir veya daha fazla ciftlesmemis
elektronu olan kimyasal yapilardir. Radikallerin {izerinde bulunan ¢iftlesmemis
elektronlar oldukc¢a kararsizdir. Radikaller kendi kararliligim1 arttirmak amaciyla diger
molekdllerin elektronlarin1 alarak onlara zarar vermektedir. Siiperoksit anyonu,
hidroksil radikali ve hidrojen peroksit reaktif oksijen tiirleridir ve canli ortamda
olusurlar. Bu reaktif oksijen tiirleri insan viicudunda iiretilmektedir. Bagisiklik sistemini
gliclendirici, toksinleri uzaklastirict gérevleri olmakla birlikte enerji kaynagi olarak da

gereklidir (Sharif Ali vd 2008).

Viicut, oksidatif baski sebebiyle olusmus serbest radikallere karsi savunma
mekanizmasi olusturmustur. Bunlar; 6nleyici mekanizma, onarict mekanizma, fiziksel
savunma ve antioksidan savunmadir. Viicuttaki dogal antioksidan maddeler ve besin
takviyesi ile aliman antioksidan maddeler kronik hastaliklarin riskini azaltir ve

ilerlemesini 6nler (Stanner vd 2004, Sharif Ali vd 2008).
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Antioksidan maddeler sentetik ve dogal olmak {izere iki sinifa ayrilirlar. Sentetik
antioksidan maddelere biitillenmis hidroksi toluen ve biitillenmis hidroksi anisol 6rnek
olarak wverilebilir (Branen 1975, Sharif Ali vd 2008). Son zamanlarda dogal
antioksidanlarin giivenli olduklariin diisiiniilmesi, tedavi edici olmalar1 ve besleyici
olmalar1 nedeniyle gida iirlinlerinde ve diger biyolojik maddelerde yaygin bigimde
kullanilmaktadir (Ajila vd 2007, Sharif Ali vd 2008). Meyvelerden, sebzelerden,
baharatlardan ve tahillardan elde edilen antioksidan maddeler oldukga etkilidir. Dogal
antioksidanlar ¢ogunlukla bitkilerden fenolik bilesikler (flavonoitler, fenolik asitler ve

alkoller), askorbik asit ve karotenoitler seklinde elde edilirler (Sharif Ali vd 2008).

Antioksidanlar, endojen ve ekzojen maddeler olarak da gruplandirilabilir. Endojen
antioksidanlar redoks proteinleri, hormonlar, lipit efektorleri ve enzimlerdir. Ekzojen
antioksidan maddeler ise karotenoitler, polifenoller, vitaminler, mineraller, stlfir iceren

kimyasallar, stilbenler, steroitler ve saponinlerdir (Wootton-Beard ve Ryan 2011).
1.4. Mlaclar

Kanda bulunan ila¢ molekiilleri ¢ogu zaman kan plazmasindaki proteinlere
baglanirlar. ilaglarin baglandigi plazma proteini gogunlukla albumin proteinidir.
Baglanma orani her ilag¢ i¢in farklidir (Kayaalp 2005). Albumin proteininin yiiksek ila¢
baglama kapasitesine sahip olmast ve baglanma isleminin kendiliginden
gerceklesebilmesi nedeniyle albumin proteini ila¢ farmakokinetiginde biiyliik dneme

sahiptir (Zhu vd 2008).

Diinya Saglik Orgiitii, ilac1 “fizyolojik sistemleri veya patolojik durumlari, alanin
yararina degistirmek veya incelemek amaciyla kullanilan veya kullanilmasi 6ngoriilen

bir madde veya iiriindiir” seklinde tanimlamistir (Cingi ve Erol 1996).

[lag molekiillerinin viicut igerisinde emilmesini ve dagilmasini etkileyen bazi
parametreler vardir. Bunlardan birisi ilag maddesinin molekiil biiylikligudiir. Kiiciik
molekiillii ilaglarin absorpsiyon hizlari, biiyiik molekiillii ilaglarin absorpsiyon hizlarma
gbre daha biyuktar. Absorpsiyon kelimesinin farmakolojideki anlami, ilacin

uygulandigr noktadan kan dolasimina ge¢cmesi islemidir. Kan dolasimi ile dokulara
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tasinmasi ise ilaclarin dagilimmi ifade eder. Diger parametreler lipofiliklik, ilacin
farmasotik  sekli, ¢oziiciiniin fiziksel Ozellikleri, ila¢ konsantrasyonu ve ilacin

farmakolojik 6zellikleridir (Kayaalp 2005).

flaglar sade ve pratik bir sekilde anlasilabilmek iizere gesitli kriterlere gore
siiflandirilabilir. Tlk kriter ilaglarm kimyasal yapilaridir. flaglarin farmokolojik etkileri
Kimyasal yapilar1 ile dogrudan iliskilidir. Ayni yapidan tiiretilmis olan ilaglar
cogunlukla aymi ortak etkiyi gosterme egilimindedirler. Bundan dolayi, ilaglar
simiflandirilirken ortak kimyasal yapilarina gore ayrilabilirler. Kimyasal olarak
smiflandirilmis ilaglara 6rnek olarak kolin esterler, organik fosfatlar, fenotiazin ttrevleri

ve benzamit tlrevleri gosterilebilir (Kayaalp 2005).

flaglarin etki yerleri, ilaglarin siniflandirilmasina yarayan bir baska kriterdir.
Eritrositlerin tretim yeri olan kemik iligini ve yine ayn1 yerde gerg¢eklesen hematopoiez
olaymi etkileyen ilaglara hematopoietik ilaclar adi verilir. Kalbi etkileyen ilaclara kalp
ilaglar1 denir. Otonom sinir sistemini ve otonom sistemini harekete gecgiren efektor
hicrelerini etkileyen ilaclar da otonom sinir sistemi ilaglari olarak isimlendirilir
(Kayaalp 2005).

llaglarin smiflandirilmasini saglayan bir baska kriter ise ilaclarin kullanim
amaglar1 ve kullanildigi durumlardir. Bu siniflandirma kriterinin avantaji, kullanildig:
hastalig1 kolaylikla animsattigi icin ilag Ogreniminde ve uygulamada kolaylik
saglamasidir. Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglara antihipertansif ilaglar
denilmektedir. Agr1 kesici ilaglara agri hissetmeme anlamimna gelen analjezi
kelimesinden tiiretilmis analjezik ilaglar adi wverilir. Dilirez yapabilmek amach
kullanilan ilaglara diiiretik ilaglar denir. Ates diisiirmek amaciyla kullanilan ilaglar ise
ates anlamina gelen pirezis kelimesinden tiiretilmis antipiretik ilaglar baghg altinda

smiflandirilmaktadir (Kayaalp 2005).
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1.5. Tlaclar ve Antioksidan Maddeler ile Proteinler Arasindaki Etkilesimlerin

Onemi

Kanda bulunan ila¢ molekiillerinin ¢cogu, 6zellikle asidik ilaglar, plazma proteini
olan albumine baglanirlar. Baglanma orani her ilag icin farklilik gostermektedir. Ilag
molekiilleri ile albumin proteini arasinda meydana gelen baglanma segici degildir.
Dolayisiyla, ayn1 baglanma noktasina aralarinda benzerlik olmayan birden ¢ok ilag ayni
anda baglanabilir. Boyle bir durumda baglanma bolgesine ilgisi yiiksek olan ilag, ayni
bolgeye ilgisi diisiik olan ilac1 o bdlgeden ayirarak serbest hale getirir. ilag molekiilleri,
albumine ve diger makromolekiillere tersinir bir sekilde baglanir (Kayaalp 2005).
Ilaglarin proteine olan ilgisi baglanma bdlgesindeki ilag konsantrasyonuna ve ilacin etki
stiresine dogrudan etki etmektedir (Colmenarejo 2003, Xie vd 2006, Han vd 2009).
Proteine bagl ilaclar, kilcal damarlardan dokulara serbestce gecemez. Ilaglarin
proteinlere baglanma durumlarinda teshis ve tedavi edici ilaglarin farmakokinetigi ile
dagilimi degismektedir. Dolayisiyla, ilaglar ile proteinler arasinda meydana gelen
etkilesimler farmakokinetik caligmalar i¢in 6nemli bir parametre haline gelmektedir
(Basken vd 2008). ilaglarin proteinler ile yaptiklari etkilesimler farmakolojide ve
farmakodinamikte biyik 6neme sahiptir (Cui vd 2006).

Cesitli ilaclarin dagitimi, serbest ilag konsantrasyonu ve etkisi ilaglarin HSA
proteinine baglanmalar1 sonucunda degismektedir. Ilaglarm proteinlere baglanmasi
ilacin dagilim hacmini ve eliminasyon hizini etkilemektedir. Bu konuda yapilan
arastirmalar ilacin tedavi edici gorevine etki eden yapisal ozellikleri hakkinda bilgi
edinilmesini saglar. Bu durum bilim, kimya ve klinik tip i¢in yeni bir ilgi alan1 haline

gelmektedir (Kragh-Hansen 1981, Bian vd 2004).

llaglar gibi yag asitleri, hormonlar, anyonlar, katyonlar ve flavonoitler de
proteinlere baglanabilmektedir (Liu vd 2004, Cui vd 2009a). Flavonoitlerin bir iiyesi
olan antioksidanlar bazi gida iirlinlerinde bol miktarda bulunmakta ve bu gidalar
insanlar tarafindan tiikketilmektedir (Dufour ve Dangles 2005). Antioksidan maddeler
serbest radikallerin oksidasyonunu onleyerek veya geciktirerek kronik hastaliklarin

tekrarlamasini  Onlemektedir (Kanakis vd 2006). Antioksidan maddeler ile serum
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proteinleri arasinda meydana gelen etkilesimler antioksidan 0Ozellikli maddelerin
taginmasima ve bunlarin biyolojik aktivitesine etki etmektedir. Bu etkilesimler,
proteinlerin sekonder yapilarinda da degisikliklere neden olmaktadir. Dolayisiyla,
antioksidan maddelerin serum proteinleri ile etkilesimlerinin arastirilmasi biiyiikk 6nem
tagimaktadir (Dufour ve Dangles 2005, Kanakis vd 2006, Roy vd 2012).

1.6. Neohesperidin Dihidrokalkon ve Maprotilin Hidroklorir

Bu ¢alismada HSA proteini ile neohesperidin dihidrokalkon (NHD) ve maprotilin
hidroklorir (MHC) arasindaki etkilesimler arastirilmistir.

1.6.1. Neohesperidin dihidrokalkon (NHD)

Calismada HSA proteini ile etkilesimi incelenen maddelerden birisi olan
NHD’nin yogun bir seker tadi vardir. Siikrozdan yiizlerce kat fazla sekerlilige sahip
olan bu madde, yaklasik 40 yildir gida iiriinlerinde tatlandirici olarak kullanilmaktadir.
Avrupa Birligi, NHD maddesinin gida katki maddesi olarak kullanilmasina izin
vermistir. Gida {rlinlerinin igerisinde 10-40 mg/kg veya mg/LL miktarinda
bulunabilecegi (European Parliament and Council Directive 1994, Choi vd 2007),
giivenli oldugu ve toksik olmadigr (Smith vd 1996, Choi vd 2007) belirtilmistir.
NHD’nin gastrik {ilser seviyesini diisiirdiigii goriilmiistiir (Suarez vd 1996, Choi vd
2007). NHD, antioksidan ozellik gostermektedir. NHD’nin antioksidan &zelligi
iltihapsiz mide-bagirsak hastaliklarinin iyilestirilmesinde etkili olabilmektedir (Choi vd

2007).

NHD tatlandirict maddesi turunggillerde bol miktarda bulunmaktadir. Portakal,
limon ve greyfurt meyvelerinin ¢ekirdeklerinde neohesperidinin yogun tadi
hissedilmektedir. Hidrokalkonlar, bisiklik flavonoitlerin bir tiiriidiir. Iki benzenoid
halkasimin ti¢c-karbon kopriisii ile baglanmasi yoluyla olusur. NHD, neohesperidinin
hidrojenlenmesi ile dretilir (Waalkens-Berendsen vd 2004, Choi vd 2007). NHD’nin
kimyasal yapis1 Sekil 1.8’de gosterilmektedir.
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Sekil 1.8. Neohesperidin dihidrokalkonun kimyasal yapist

1.6.2. Maprotilin hidroklortr (MHC)

MHC, trisiklik goriiniimlii ancak esasinda tetrasiklik bir yapiya sahip olan bir ilag
maddesidir. Bu ilag, depresyon tedavisinde kullanilmaktadir. Beyin ve ¢evresindeki
dokulara noradrenalin alimini engeller (Kepekgci ve Oztung 2004, 2005). Noradrenalin,
atardamar basincini degistirir (Dubniks ve Grande 2008). MHC, norepinefrini inhibe
ederek sinir hiicreleri tarafindan norepinefrinin alinmasin1 engeller (Wells ve Gelenberg
1981). Norepinefrin, strese bagli olarak ortaya ¢ikan kaygi bozuklugu ve depresyona
sebep olan bir maddedir (Dazzi vd 2003). Kan igerisinde yiiksiiz maprotilinin biyolojik
yart omrii 43 saattir. Standart trisiklik antidepresan ilaglardan farkli olarak, MHC
ilacinin yan etkileri arasinda diisiik tansiyon ve kalp carpintisi goriilme oraninin daha az
olmasi sayilabilir (Wells ve Glenberg 1981). MHC’ nin kimyasal yapist Sekil 1.9°da yer

almaktadir.

CH,CH,CH,NHCH,

LI

Sekil 1.9. Maprotilin hidrokloriiriin kimyasal yapis1

HCI
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1.7. Floresans Spektroskopisi

Elektromagnetik 1s1ma ile madde arasinda meydana gelen etkilesimi inceleyen
bilim dalina spektroskopi denir. Spektroskopik yontemler, maddelerin kantitatif ve
kalitatif analizi, yapilarinin aydinlatilmasi, stereokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
gibi bir ¢ok uygulama alanina sahiptir. UV-VIS (mor 0Otesi-goriiniir bolge), IR (kirmizi
Otesi), NMR (nukleer magnetik rezonans), CD (dairesel dikroizm), floresans

spektroskopisi gibi bir cok spektroskopik yontem bulunmaktadir (Erdik 2007).

Fosforesans, maddenin liminesans Ozelliklerinden  birisidir.  Molekler
fosforesans ve kemiliiminesans maddelerin diger liiminesans ozellikleridir (Gunduz
2004). Uyarilmanin fotonlarin absorpsiyonu sebebiyle gerceklesmesinden dolay1
floresans ile fosforesans birbirleri ile benzerdir. Bu iki olaya fotoliminesans ismi

verilmektedir (Skoog vd 1998). Floresans ve fosforesans maddelerin 1s1n ile etkilesmesi

M + hv —» M*
M* — M + hvy

seklinde gerceklesmektedir. hv 151 enerjisini madde (M) absorplar ve uyarilmis hali
olan M* durumuna gelir. Uyarilmis halde bir siire kaldiktan sonra hv; enerjisini yayarak
temel hali olan M durumuna doner. Cogunlukla hv enerjisi, hvi’in enerjisinden
buyuktir. Ikisinin esit oldugu durumlara ise rezonans floresans denilmektedir (Giindiiz

2004).

Floresans 1s1mas1 yapan maddelerin yaydiklar1 iginlar, fosforesans 1smn yayan
maddelerin yaydiklari 1sinlara gore daha kisa 6miirliidiir. Floresans 1simas1 10° — 107
saniye siirerken, fosforesans 1sima siiresi 10 saniyeden dakikalara ve saatlere kadar
devam edebilmektedir. Floresans veya fosforesans olayinda maddenin kromofor
grubunda bulunan elektron {izerine génderilen 15 10™* saniye gibi kisa bir siirede
absorplanir ve iist enerji seviyesine cikar. Bir siire sonra temel hale doner. Madde
floresans 1s1mas1 yapiyor ise elektronlarin spini degismez ve uyarilmis singlet halde

diamagnetiktir. Madde fosforesans 1s1mas1 yapiyor ise spini degisir. Uyarilmis triplet
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hale gelir ve paramagnetik olur. Uyarilmigs molekiiliin spin halleri Sekil 1.10°da

gosterilmektedir (Gunduz 2004).

o i
| ]

temel singlet hal uyarilmis singlet hal uyarilmis triplet hal

Sekil 1.10. Molekiiliin spin halleri

Floresans veya fosforesans 1simasi yapan bir molekiiliin uyarilma ve temel hale
donme mekanizmalar1 basit bir gosterim ile Sekil 1.11°de yer almaktadir (Skoog vd
1998). Sekilde goriinen temel hal enerjisi S, ile belirtilmistir. S; ve S, ile uyarilmis
haller gosterilmektedir. Her enerji seviyesinin en altinda bulunan kalin cizgiye
elektronik seviyesi, tizerindeki ince ¢izgilere titresim seviyeleri denilmektedir. Sagdaki
tek c¢izgi T, triplet halinin elektronik enerji seviyesini gosterir. Bu molekil
uyarildiginda So— S; ve S;—S; absorpsiyonlart meydana gelebilir. Molekiiliin ¢ok
sayida uyarilmis titresim halinden bir tanesine donmesi ile uyarilma islemi bitmektedir.
Uyarilan elektron, S; elektronik seviyesinden hem temel halin en alt titresim seviyesine
hem de 6teki titresim seviyelerinin herhangi birine gegebilir. Buna S;—Sg gegisi denir.
Uyarilma ile S, seviyesine gecen bir elektron buradan temel hale gegemez. Elektron
oncelikle S, seviyesinin en alt titresim seviyesine iner. Buradan i¢ doniisiim ile S;
seviyesine geger. I¢ doniisiim, bir molekiiliin, 151n yaymadan daha diisiik seviyeli bir
enerji seviyesine gegmesini saglayan ve molekiiliin i¢inde gergeklesen bir olaydir. S;
seviyesine gelen elektron yine en diisiik titresim seviyesine iner ve buradan temel hale
gecebilir. Boyle bir gecis sonucu 1s1n yayilir ve temel hale donme islemi gerceklesmis
olur. Temel hale doniis islemi sonucunda ¢evreye cesitli dalga boylarinda 1ginlar yayilir.

Bunlar floresans 1ginlaridir (Skoog vd 1998, Giindiiz 2004).
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Sekil 1.11. Bir molekiiliin floresans ve fosforesans 1simalarini gésteren enerji diyagrami

Fosforesans 1s1masinda ise uyarilan elektron S; veya S, seviyesinden S; elektronik
seviyesine gelir. Elektronun bulundugu S; seviyesi, molekiiliin triplet halinin st titresim
seviyelerinden birisi ile c¢akisirsa elektron S; seviyesinden T; halinin titresim
seviyelerinden birine geger. Bu duruma sistemler arasi ge¢is ismi verilmektedir. Triplet
halin titresim seviyelerinden T; seviyesine gelen elektron buradan temel hale dénerek

fosforesans 1s1masi yapar (Skoog vd 1998, Giindiiz 2004).

Floresans 1s1malar1 ¢ogunlukla T —>Tvem —n gecislerinde goriiliir. T
gecislerinde daha kuvvetli 1s1ma goriiliir. T gecisinin molar absorptivitesi T —n
gecisinin molar absorptivitesinden 100-1000 kat daha fazladir. Dolayisiyla, T S
gecisinin 6mrii 107 — 10 saniye, ™~ — n gegisinin émrii ise 10®° — 107 saniyedir. ™ —
T gecislerinde, uyarilmis hal olan 7" orbitalinde elektronun spin degistirmesi zor
oldugu icin singlet halden triplet hale gecis olmaz ve kuvvetli floresans isimalar

meydana gelir (Skoog vd 1998, Giindiiz 2004).
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En siddetli floresans isimalarina T — 7 gecisleri olan aromatik fonksiyonel
gruplari igeren bilesiklerde rastlanmaktadir. Yapisinda konjlige ¢ift baglar iceren alifatik
ve alisiklik aromatik halkalar da floresans 1s1mas1 yapar (Giindiiz 2004). Siibstitiie
olmayan aromatik hidrokarbonlarin birgogu floresans 1simasi yapar. Benzen
halkalarinda meydana gelen siibstitlisyonlar sonucunda floresans piklerinin maksimum
dalga boylarinda kaymalar ve siddetlerinde farkliliklar olustugu gozlenmistir. Halojen
slibstitisyonunda, halojenin atom numarasi arttikca floresans siddetinde azalma
gorilmektedir ve agir atom etkisinden dolay1r triplet hale gecisin gerceklestigi

diisiiniilmektedir (Skoog vd 1998).

Esneme miktar1 diisiik olan rijit molekiillerde floresans daha fazla goriilmektedir.
Sicaklik ise birgok molekiil i¢in floresans ile ters orantilidir. Sicaklik arttikga carpigsma
sayist artacaktir ve gergeklesen dis dontisiim ile floresans siddeti azalacaktir. Dig
doniisiim olayi, bir molekiiliin sahip oldugu uyarilma enerjisini ortamda bulunan
safsizlik molekiillerine aktararak temel hale donmesidir. Dis doniisiim olay1 ¢dzgenin
viskozitesinin azalmasi ile artmaktadir. Bu sebeple, floresans siddeti de azalmaktadir.
Aromatik bilesiklerin asidik veya bazik substitiientleri varsa bu bilesiklerin floresans
siddetleri cogunlukla pH’ya baghdir. Bilesigin iyonlasma durumuna gore floresans
siddeti ve dalga boyu farklilik gostermektedir. Bu bilesiklerin floresans siddetlerindeki
degisiklikler, bilesiklerin rezonans tiirlerinin asidik veya bazik yapilarmma gore
degisiklik gostermesinden kaynaklanmaktadir. Floresans miktari, ortamda bulunan
¢Ozlinmis oksijen etkisi ile de degisir. Cozeltide bulunan oksijen, floresans 6zelligi
gosteren maddeleri fotokimyasal olarak yiikseltgemesinden dolayr bu maddelerin
floresans siddetlerini azaltmaktadir. Ayrica, oksijenin paramagnetik 6zelliginden dolay:
uyarilmis molekiillerin triplet hale gecisi artar, sistemler aras1 ge¢is meydana gelir ve
soniimleme goriiliir. Paramagnetik 06zellik tasiyan diger maddeler de floresansi
azaltmaktadir (Skoog vd 1998). Maddelerin floresans siddetlerini etkileyen diger faktor
ise konsantrasyondur. Maddenin yaydig1 floresans 1sinmin siddeti numunenin
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Bu durum diisiik konsantrasyonlar i¢in gegerlidir.
Konsantrasyon arttikca kendi kendine soniimleme ve kendi kendine absorpsiyon

olaylar1 gelismektedir. Uyarilmis molekiillerin ¢arpismalart sonucu kendi kendine
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soniimleme gerceklesir. Maddenin emisyon ve absorpsiyon dalga boylari ortilisliyor ise

kendi kendine absorpsiyon olay1 gozlenir (Skoog vd 1998, Giindiiz 2004).

Floresans  soniimleme  teknigi, baglanma  reaksiyonlarmmin  dogasinin
anlagilmasinda 6nemli bir rol oynar (Bi vd 2005). Floresans spektroskopisi hassas,
kolay uygulanabilen bir tekniktir. Kiigiik molekiiller ile biyomolekiiller arasinda
gerceklesen etkilesimlerin anlasilmasinda etkilidir (Cui vd 2006). Senkronize floresans
taramas1t da Onemli bir floresans teknigidir. Lloyd ve Evett (1977)’in ilk kez
uygulamalarindan sonra, senkronize floresans teknigi ilgi cekici bir analiz yontemi
haline gelmistir. Senkronize floresans spektroskopisinde spektral bant genigligi
azaltilmaktadir. Emisyon spektrumlar1 sadelesmekte ve spektral aralik degismektedir
(Cui vd 2009a). Senkronize floresans oOlglimleri kolaylikla uygulanir, etkilidir ve
kantitatif sonuglar verir. Son zamanlarda proteinler ile ilaglar arasindaki etkilesimlerin

incelenmesinde de siklikla kullanilmaktadir (Cui vd 2009a).

1.8. Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi

Dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi, ¢ozeltide bulunan proteinlerin ve nikleik
asitlerin konformasyonlarinin anlagilmasin1 saglayan bir metottur. NMR ve X-1s1m1
kristalogrofisi gibi belirli ve detayli bilgiler vermese de CD’nin iki dnemli 6zelligi
vardir. Bunlardan ilki, fizyolojik tamponlar iginde bulunan ve miktari ¢ok az olan
maddelere uygulanma imkani saglar. Digeri ise sicaklik, pH, iyonik siddet gibi gevresel
faktorlerden kaynaklanan yapisal degisiklikleri gézlemlemede en 1yi metotlardan birisi

olmasidir (Martin ve Schilstra 2008).

Kiral molekiiller ile polarize 1s1n arasindaki etkilesimin belirli 6zellikleri vardir.
Hem kiiciik molekiillerin hem de makromolekiillerin yapilarinin karakterizasyonu i¢in
bu ozelliklerin anlagilmasi CD yontemi ile saglanabilmektedir. CD, polarize 1518
asimetrik molekdller Uzerine olan etkisinin anlagilmasini saglar (Ranjbar ve Gill 2009).
Diizlem polarize 151k, saat yoniinde (R) ve saatin tersi yonde (L) dairesel olarak donen
esit buyliklikte iki bilesenden olusur (Kelly vd 2005). Bu yontem, optik¢e aktif

maddelerin polarize 15181 saga ve sola dondurmelerinden kaynaklanan absorbans
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farklarint inceler (Ranjbar ve Gill 2009). CD olgiimleri; proteinler, niikleik asitler,
ilaglar, karbonhidratlar ve likit kristaller gibi maddelerin enantiyomerleri ve yapilari

hakkinda detayli bilgi sunar (Fasman 1996, Ranjbar ve Gill 2009).

CD teknigi, proteinlerin yapist hakkinda bilgi edinilmesini saglar. 240 nm ve
altinda gozlenen peptit baglarinin absorpsiyonundan yola c¢ikilarak proteinlerin
sekonder yapilar1 hakkinda bilgi edinilmektedir. 210 — 220 nm araliginda g6zlenen
peptit baginin en diisiik enerjili gecisin — T - gecisidir. Bu gecis, karbonilin oksijenine
ait olan eslesmemis elektronlardan kaynaklanir. En giiclii gecis ise karbonilde bulunan
T elektronlarinin sebep oldugu T gecisidir. ToT gecisi 190 nm’de gorullr

(Kelly vd 2005, Ranjbar ve Gill 2009).

Proteinin 250 — 320 nm araliginda gézlenen CD spektrumu, onun tersiyer yapisi
hakkinda fikir vermektedir. Bu dalga boyu araligindaki kromofor gruplar aromatik
amino asitlerdir. Her amino asit kendisine 6zgii bir dalga boyu araligina sahiptir.
Triptofan (Trp) amino asiti 290 ile 305 nm arasinda belirgin bir pik gosterirken, tirozin
(Try) amino asiti ise 275 — 282 nm arasinda omuzlu bir pik verir. Fenilalanin (Phy)
amino asiti 225 — 270 nm arasinda keskin pikler vermektedir. Piklerin gorinumleri

Sekil 1.12°de gosterilmektedir (Kelly vd 2005, Ranjbar ve Gill 2009).
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Sekil 1.12. Fenilalanin, tirozin ve triptofanin piklerini gosteren CD spektrumu
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1.9. Calismanin Amaci

Calismanin amaci, farkli sicakliklarda ve fizyolojik pH’ta insan serum albumin
proteini ile neohesperidin dihidrokalkon ve maprotilin hidroklorir maddeleri arasinda
gerceklesen etkilesimleri floresans spektroskopisi ve dairesel dikroizm spektroskopisi
teknikleri ile incelemek ve etkilesim gosteren sistemler i¢in baglanma sayisi, baglanma

sabiti ve termodinamik parametre (AH, AS ve AG) degerlerini belirlemektir.
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2. KURAMSAL BiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Antioksidan Maddeler ve Ilaclar ile Serum Albumin Proteini Arasmdaki

Etkilesimlerin Incelenmesi Konusunda Literatiirde Yapilan Calismalar

Bian vd (2004), bir flavonoit olan genistein maddesinin HSA proteinine
baglanmasinm1 floresans ve CD spektroskopisi yontemleriyle arastirmiglardir. Yapilan
deneyler sonucunda, genistein ile protein arasinda bir etkilesimin meydana geldigi ve
ligantin baglanmasi ile proteinin sekonder yapisinda degisikliklerin oldugu saptanmistir.
Van’t Hoff esitligi kullanilarak entalpi degisimi (AH) -22,24 kJ/mol ve entropi degisimi
(AS) 19,60 kJ/mol K olarak bulunmustur. Ayrica, genistein ile insan serum albumin
proteini arasinda meydana gelen etkilesimde hidrofobik ve elektrostatik etkilesimlerin

etkili oldugu gorilmiistiir (Bian vd 2004).

Ding vd (2009), kloramfenikol isimli ila¢ ile HSA proteini arasinda gerceklesen
etkilesimi dort farkli sicaklikta incelemislerdir. Kloramfenikol - HSA sistemi icin Stern
— Volmer sonimleme sabiti (Ksy) degerleri 287 K’de 2,852x10* M™, 295 K’de
2,765x10° M, 303 K’de 2,638x10% M ve 311 K’de 2,542x10% M olarak bulunmustur.
Kloramfenikol ile HSA arasindaki etkilesime ait AH degeri -3,634 kJ/mol ve AS degeri
72,66 J/mol K olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu termodinamik verilere dayanilarak
ilac maddesi ile HSA proteini arasinda hidrofobik ve elektrostatik etkilesimlerin
meydana geldigi sonucuna varilmistir. Ayrica; ilag maddesi, HSA proteinine IIA alt

kismindan baglanmistir (Ding vd 2009).

Subramanyam vd (2009)’nin yaptiklar1 ¢aligmada, kanser onleyici ve anti HIV
aktivitesine sahip bir ilag olan betulinik asit (BA) ile HSA proteini arasindaki etkilesimi
kitle, UV-VIS, floresans ve CD spektroskopileri yontemleriyle arastirilmistir.
Gergeklestirilen bu ¢alismada, baglanma sabiti 1,685)(106 M™ olarak hesaplanmis ve
buradan BA ile HSA proteini arasinda gii¢lii bir etkilesimin gerceklestigi sonucuna
varilmistir. Yapilan kiitle spektroskopisi analizlerinde serbest HSA’nin kiitlesi 65199
Da ve BA varliginda HSA’nin kiitlesi 65643 Da olarak bulunmustur. 444 Da
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degerindeki kiitle farkinin HSA’ya baglanan BA ila¢ maddesinden kaynaklandig:

diisiiniilmiistiir (Subramanyam vd 2009).

Serum albumin proteini ile ligantlar arasinda meydana gelen etkilesimi arastirmak
amaciyla X-151mm1  kristalografisi yontemi de kullanilmaktadir. Zhu vd (2008)
calismalarinda 3 -azido-3"-deoksitimidin ilag maddesi ile HSA arasinda meydana gelen
etkilesimi X-1s1n1 kristalografisi yontemi ile arastirmiglar ve ilag maddesinin HSA

tizerinde Sudlow I bolgesine baglandigini bulmuslardir (Zhu vd 2008).

Wang vd (2008), yaptiklar1 ¢alismada kalp rahatsizliklarinda kullanilan (5-kloro-
2-nitro-N-(4-(6-okso-1,4,5,6-tetrahidropiridazin-3-il)fenil)  benzamit (CNPB) ila¢
maddesi ile HSA proteini arasindaki etkilesimi 290 K ve 300 K’de incelemislerdir.
Sisteme ait baglanma sabiti 290 K’de 4,22x10* M™ ve 300 K’de 3,32x10* M olarak
bulunmus, ayrica sicaklik artikca baglanma sabitinin azaldig1 goriilmiistiir. Hesaplanan
termodinamik parametre degerlerine dayanilarak CNPB ile HSA arasindaki etkilesimde
hidrojen baglarinin ve elektrostatik etkilesimlerin 6nemli rol oynadigi diistintilmiistiir.
Molekiiler modelleme teknigi ile CNPB ilag maddesinin HSA proteinine alt kisim
ITA’da bulunan Sudlow I bolgesinden baglandigi anlagilmistir (Wang vd 2008).

HSA ile ilag maddeleri arasinda meydana gelen etkilesimler incelenirken, ortamda
bulunan metal iyonlarinin etkisini arastiran ¢alismalar da gergeklestirilmistir. Cheng vd
(2006), calismalarinda bromsiilfalein (BSP) ilag maddesi ile HSA proteini arasinda
gerceklesen etkilesimi incelemislerdir. Deneyler 298 K ve 308 K’de ve pH 7,24’te
yapilmustir. Yapilan deneylerde, BSP ile HSA arasinda giiclii bir etkilesimin meydana
geldigi ve statik soniimlemenin gerceklestigi bulunmustur. Calisilan sistem i¢in AH
degeri -9,3 kJ/mol ve AS degeri de 22,3 J/mol K olarak hesaplanmistir. Entalpi
degisiminin negatif ve entropi degisiminin pozitif olmasindan dolay1 etkilesimde
hidrofobik etkilesimin etkin oldugu diisiiniilmiistiir. Baglanma sabiti 298 K’de 3,33x10%
M™ ve 308 K’de 2,62x10* M olarak hesaplanmustir. Ayrica, ortamda bulunan Ni%,
Mn?*, Zn?*, Co?* ve Mg”" iyonlarmin baglanma sabiti degerini % 30 — 55 oraninda

azalttig1 belirtilmistir (Cheng vd 2006).
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Antioksidan maddelerin HSA proteinine baglanmalart ile ilgili bir ¢ok ¢alisma
yaptlmistir. Lu vd (2007), floresans soniimleme, senkronize floresans, UV-VIS
absorpsiyon ve CD spektroskopileri ile molekiler modelleme tekniklerini kullanarak
resvatrol maddesi ile HSA ve hemoglobin proteinleri arasindaki etkilesimleri
arastirmiglardir. Elde edilen sonuglar, resvatroliin albumin ve hemoglobine
baglanmasinin statik soniimleme ile gergeklestigini ve her iki proteinin de resvatrol ilag
maddesi i¢in tek bir baglanma noktasina sahip oldugunu gdstermistir. Resvatroliin
albumine baglanmasi, hemoglobine baglanmasindan daha kuvvetli gergeklesmistir. Bu
durum, ilag maddesinin albumine olan ilgisinin daha yiiksek oldugunu gostermistir.
Resvatroliin, HSA ve hemoglobin proteinlerine baglanmasindan sonra proteinlerin
sekonder yapilarinda degisiklikler goriilmiistiir. a-heliks yapisinin albuminde % 18,75
ve hemoglobinde % 9,43 oraninda azaldigi bulunmustur. Resvatrol — albumin
sisteminde hidrofobik etkilesimlerin baskin oldugu ve baglanmanin alt kisim IB ve
ITA’da oldugu goriilmiistiir. Resvatrol — hemoglobin sisteminde hidrojen baglarinin

etkili oldugu anlasilmistir (Lu vd 2007).

Flavonoitlerin bir {iyesi olan flavonollerin HSA’ya baglanmasi iizerine yapilmisg
caligmalar da mevcuttur. Xie vd (2006), bitkisel ila¢ olarak kullanilan morin flavonol
maddesi ile HSA proteini arasinda gerceklesen etkilesimi floresans, UV absorpsiyon ve
FTIR spektroskopisi yontemleri ile incelemislerdir. Tampon pH degerinin 6,4’ten §,4’e
cikarilmasi ile morin ve HSA proteini arasindaki etkilesimin azaldigi goriilmiistiir.
Bunun nedeni, morinin yapisindaki hidroksil gruplarinin protonlanmasi olarak

aciklanmistir (Xie vd 2006).

Bi vd (2012); naringenin, hesperitin ve apigenin antioksidan maddeleri ile sigir
serum albumin (BSA) proteini arasinda gerceklesen etkilesimi 291 K’de ve pH 7,4’te
arastirmiglardir. Yapilan ¢alismalarin sonucunda, tiim sistemlerde statik soniimlemenin
gerceklestigi goriilmiistiir. Stern — Volmer sénimleme sabiti, naringenin — BSA sistemi
icin 4,08x10* M™, hesperitin — BSA sistemi icin 5,40x10* M ve apigenin — BSA
sistemi icin 5,32x10* M™ olarak hesaplanmustir. Ayrica, ligantlar ile BSA proteini
arasinda elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerin baskin oldugu sonucuna varilmistir

(Bi vd 2012).

29



Flavonoitler ile HSA proteini arasindaki etkilesimleri inceleyen baska bir
calismada Bi vd (2004); kuersetin, rutin, hiperin ve baisalinin ile HSA arasindaki
etkilesimleri aragtirmiglardir. Dort flavonoitin HSA’ya olan ilgileri kuersetin > hiperin >
baisalin > rutin sirasinda azalmistir. Ayrica, ortama ilave edilen metal iyonlarinin
baglanma sabiti degerlerini biiyiik 6lciide azalttigi goriilmiistiir. Olgiimler 26 ve 37
°C’de gerceklestirilmigtir. Sicaklik arttikga soniimleme hiz sabitlerinin  azaldigt

goriilmiistiir (Bi vd 2004).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismada protein maddesi olarak insan serum albumin proteini kullanilirken,
ligant olarak antioksidan 6zellige sahip bir tatlandiric1 olan neohesperidin dihidrokalkon
ve bir ila¢ olan maprotilin hidrokloriir maddeleri kullanilmistir. Protein ve ligant olarak
kullanilan maddelerin isimleri, kisaltmalar1 ve molar kiitleleri Cizelge 3.1°de

verilmektedir.

Cizelge 3.1. Calismada protein ve ligant olarak kullanilan maddelerin isimleri,
kisaltmalar1 ve molekiil kiitleleri

Madde ad1 Kisaltma Molar kiitlesi
Insan serum albumin proteini HSA 66 500 g/mol
Neohesperidin dihidrokalkon NHD 612,58 g/mol
Maprotilin hidroklorir MHC 313,86 g/mol

Hazirlanan c¢ozeltilerin pH degerlerini fizyolojik pH degeri olan 7,4’te sabit
tutmak amaciyla tris(hidroksimetil)aminometan tampon maddesinden yararlanilmaistir.
Protein, ligant ve tampon maddeleri Sigma firmasindan satin alinmustir. Iyonik siddeti
ayarlamak i¢in kullanilan NaCl tuzu ise Sigma - Aldrich firmasindan temin edilmistir.
Cozeltilerin hazirlanmasi asamasinda tartimlar 0,1 mg hassasiyete sahip Mettler marka

ML204/01 model analitik terazide alinmistir.

Saf ligant, saf protein ve protein - ligant karisimlarini igeren ¢ozeltilerin floresans
Ol¢timleri sicaklik ayarlama fonksiyonuna sahip Varian marka Cary Eclipse model
floresans spektrofotometre cihazi ile ve absorbans Ol¢limleri de Varian marka Cary
5000 model UV-Vis-NIR spektrofotometre cihazi ile gerceklestirilmistir. Cozeltilerin
pH degerleri kombine cam elektrot kullanilarak ol¢iilmiistiir. Deneysel calismalarin

tamaminda deiyonize su kullanilmistir.
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3.2. Metot
3.2.1. Protein, ligant ve protein-ligant karisim ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

HSA - NHD ve HSA - MHC sistemlerinde gerceklesen etkilesimlerin
arastirilmasi i¢in 6nce HSA, NHD ve MHC maddelerinin stok ¢ozeltileri hazirlanmaistir.
Protein ¢ozeltisinin hazirlanmasinda HSA’nin molekiil agirhigi 66500 g/mol olarak
kullanilmistir (Seedher ve Bhatia 2006, Li vd 2007). Hesaplanan miktarlarda maddeler
tartildiktan sonra balon jojelere alinmis, daha sonra iizerlerine bir miktar 0,1 M NaCl
iceren 0,05 M’lik tampon ¢ozelti eklenmesiyle kati maddelerin ¢oziinmeleri saglanmis
ve ardindan NaCl i¢eren tampon ¢6zelti ile belirli bir hacme seyreltilerek 3,0x107° M’lik
stok HSA protein cozeltisi ve 1,0x10” M’lik stok NHD ve MHC ligant ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Kullanilan tampon ¢ozelti sayesinde deney siiresince ¢ozeltilerin pH

degerlerinin 7,4 seviyesinde sabit tutulmasi saglanmistir.

Daha sonra, stok ¢ozeltilerin kullanilmasiyla belirli bir konsantrasyona sahip
(3,00x10° M) saf protein ¢dzeltisi ve farkli konsantrasyonlara sahip saf ligant ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hem NHD hem de MHC i¢in hazirlanan saf ligant konsantrasyonlari
sirastyla 0,5x10° M, 1,0x10° M, 1,5x10° M, 2,0x10° M, 3,0x10° M, 4,0x10° M,
5,0x10° M, 6,0x10° M, 8,0x10°° M, 10,0x10° M, 12,0x10° M, 15,0x10°° M, 18,0x10°®
M, 21,0x10° M, 24,0x10° M ve 30,0x10° M’dir. Saf protein ve saf ligant
cozeltilerinden sonra bir seri protein-ligant karisim ¢ozeltisi hazirlanmistir. Protein-
ligant karisim ¢dzeltilerinin tamaminda protein konsantrasyonu 3,00x10° M olarak
sabit tutulurken, ligant konsantrasyonlari ise 0,0 M, O,SXIO'6 M, l,OXlO'6 M, 1,5X10'6
M, 2,0x10° M, 3,0x10° M, 4,0x10° M, 5,0x10° M, 6,0x10° M, 8,0x10° M, 10,0x10°®
M, 12,0x10° M, 15,0x10° M, 18,0x10° M, 21,0x10° M, 24,0x10° M ve 30,0x10° M
olacak sekilde arttirilmistir. Hazirlanan tiim ¢ozeltilerde ¢ézgen olarak 0,1 M NaCl

iceren 0,05 M’lik tris(hidroksimetil)aminometan tamponu kullanilmistir.
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3.2.2. HSA ile NHD ve HSA ile MHC arasinda gerceklesen etkilesimlerin

incelenmesi

Hazirlanan tiim c¢ozeltilerin emisyon spektrumlar1 sicaklik ayarlama imkani
saglayan peltier Unitesine sahip olan floresans spektrofotometresi (Varian - Cary
Eclipse) ile gerceklestirilmistir. Protein - ligant etkilesimine sicakligin etkisini
belirlemek amaciyla olgtimler 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’de gergeklestirilmistir.
Olgiimlerde 1,0 cm’lik kuartz hiicre kullanilmistir. Floresans spektrofotometre cihazinin
uyarilma ve emisyon yarik (slit) araliklar1 5 nm’ye ayarlanmistir. Uyarilma dalga boyu
280 nm olarak uygulanmistir. Olgiimlere baslanmadan &nce cihazdaki sicaklik, peltier
ile istenilen degere ayarlanmis ve ¢dzeltinin burada termal dengeye ulagmasi i¢in 15

dakika beklemesi saglanmistir.

Hazirlanan ¢ozeltilerin absorpsiyon spektrumlart UV-Vis-NIR spektrofotometre
cihaz1 (Varian - Cary 5000) ile kaydedilmistir. Olgiimler 1,0 cm’lik kuartz hiicreler
kullanilarak 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’de gergeklestirilmistir. Her dl¢limden 6nce
termal dengenin saglanmasi i¢in ¢ozeltiler cihazin numune bolmesinde 15 dakika
bekletilmistir. Absorpsiyon spektrumlart 200 — 600 nm dalga boyu araliginda
kaydedilmistir.

Saf HSA cozeltisine ve saf ligant ¢ozeltilerine ait dlcimlerde referans madde
olarak NaCl iceren tampon ¢ozelti kullanilirken, HSA — ligant karigimlara ait
Olciimlerde 1se karigimdakilerle ayni konsantrasyona sahip saf ligant cozeltileri

kullanilmistir.

Calismada, HSA proteini ile NHD maddesi arasinda meydana gelen etkilesim
sonucunda triptofan ve tirozin amino asit kalintilarinin mikrogevreleri hakkinda bilgi
edinilmesini saglayan senkronize floresans oOlgiimleri gergeklestirilmistir (Cui vd
2009a). Olgiimler fizyolojik sicaklik olan 37 °C’de, M\ = 15 nm ve AL = 60 nm
degerlerinde gergeklestirilmistir. Emisyon spektrumu 250 — 320 nm dalga boyu
araliginda  kaydedilmistir. HSA-NHD karisimlarmma ait senkronize floresans
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6lglimlerinde referans madde olarak karisimdakiler ile ayni konsantrasyona sahip saf

NHD ¢ozeltileri kullanilmistir.

Floresans o6lglmlerinde, ic filtre etkisiyle protein molekilini uyarmak igin
gonderilen 1518 bir kismi c¢ozeltideki ligant tarafindan absorplanmak suretiyle
azaltilabilir veya uyarilmis protein molekiilii tarafindan yayilan 1518in bir kismi ligant
tarafindan absorplanabilir. Bu olayin floresans dlgiimlerinde hatalara neden olmasini
onlemek amaciyla, floresans olgiimlerinde i¢ filtre etkisi dikkate alinmalidir. Bu amag
dogrultusunda olgiilen floresans siddetlerine Esitlik (3.1) yardimi ile diizeltme islemi

uygulanmigtir.
Faiz = Fg(’)z . e(Auy+ Aem)/2 (3.1)

Buradaki Fgi, ve Fgs; sirasiyla diizeltilmis ve gozlenen floresans siddetlerini temsil
ederken; Ay ve Aen de uyarilma ve emisyon dalga boylarinda sistemin sahip oldugu

absorbans degerlerini géstermektedir (Ding vd 2009).

HSA ile ligantlar arasinda meydana gelen etkilesimlerin mekanizmasini ve
baglanma sabiti degerlerini belirlemek amaciyla floresans spektroskopisi ile yapilan
Olglimlerden elde edilen veriler Stern — Volmer esitliginde (Esitlik (3.2))
kullanilmaktadir (Lakowicz 1999, Bian vd 2004).

Stern — Volmer esitligi;
FolF =1+ kg [Q] = L + Ksy [Q] (32)

seklindedir. Esitlikteki Fo ve F protein ¢dzeltisinin sirasiyla ligant yoklugundaki ve
varligindaki floresans siddetlerini gosterir. Ayrica, kq soniimleme hiz sabitini, 1o ligant
yoklugunda proteinin floresans yart 6mur stresini, [Q] ligantin konsantrasyonunu, Ksy
ise Stern — Volmer s6nimleme sabitini ifade etmektedir (Cui vd 2009a). Protein
biyomolekiiliiniin yar1 mrii olan 1o degeri 10 s°dir (Lakowicz ve Weber 1973, Cui vd

2009a).
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15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’de etkilesim gosteren protein-ligant sistemi igin her
bir sicaklikta Fo/F degerlerine karsi [Q] degerleri grafigi (Stern — Volmer grafigi)
¢izilmistir. Bu grafiklerin egiminden Kgy (Stern — Volmer soniimleme sabiti) degerleri

elde edilmistir (Lakowicz 2006, Sen vd 2009).

HSA ile ligant arasinda gergeklesen baglanma olaymna ait baglanma sabiti
degerinin ve HSA molekiilii basina ligant baglanma yeri sayisinin (n’nin) hesaplanmasi

icin Esitlik (3.3) kullanilmistr.

log (FOF_ F j: log Ko+ n log [Q] (3.3)

Burada, Esitlik (3.2)’den farkli olarak bulunan K; baglanma sabitini ve n ise bir HSA
molekiilii bagina ligant baglanma yeri sayisini ifade etmektedir (Xie vd 2006, Han vd
2009). HSA — ligant sistemine ait K; ve n degerleri log (Fo—F)/F’ye kars1 log [Q]
grafiginin ¢izilmesi ile hesaplanabilmektedir. Bu lineer grafigin egiminden n degeri ve

kayimindan K; degeri elde edilmektedir (Han vd 2012).

Protein ile ligant arasinda meydana gelen etkilesimin dogasini anlamak igin
termodinamik parametre degerlerinin hesaplanmasi gerekmektedir. Termodinamik
parametre degerleri arasinda entalpi degisimi (AH), entropi degisimi (AS) ve Gibbs
serbest enerji degisimi (AG) yer almaktadir. Van’t Hoff esitligi sayesinde AH ve AS

degerleri hesaplanabilmektedir.

Van’t Hoff esitligi;
In Ka:'ﬂ"'E (34)
RT R

seklinde ifade edilmektedir. Esitlikteki K, degeri ¢alisilan T sicakligindaki baglanma
sabitini ve R ideal gaz sabitini ifade etmektedir. Van’t Hoff esitligine gore In K;’ya
kars1 1/T grafiginin egiminden AH degeri ve kayimindan da AS degeri elde edilmektedir
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(Cui vd 2006, Han vd 2009). AG degeri ise galisilan tiim sicakliklar i¢in ayr1 ayr1 Esitlik
(3.5)’in kullanilmasi ile hesaplanabilmektedir (Han vd 2009).

AG = AH - TAS (3.5)

Esitlikler (3.4) ve (3.5)’in kullanilmasiyla elde edilen termodinamik parametre
degerlerinin  biiyiikliikleri ve isaretleri degerlendirilerek ligantlarin HSA’ya
baglanmasinda ne tiir etkilesimlerin meydana geldigi konusunda bilgi saglanmistir

(Bian vd 2004).

Protein-ligant  etkilesimleri ~ sonucunda  proteinin  sekonder  yapilar
degisebilmektedir. Proteinin sekonder yapisinda meydana gelebilecek degisiklikler,
proteinin fonksiyonel o6zelliklerinde farkliliklara yol agabilmektedir. Protein-ligant
etkilesimlerinde proteinin sekonder yapisi lizerinde ligant maddesi etkisinin
belirlenmesi olduk¢a dnemlidir. Bu amagla, farkli konsantrasyonlarda NHD igeren sabit
konsantrasyondaki HSA c¢ozeltisinin dairesel dikroizm (CD) spektrumlar1 ¢ekilmistir.
CD olgimleri, TUBITAK-Marmara  Arastrma Merkezi  Laboratuvari’nda
gergeklestirilmistir.

CD olcumleri icin bir seri protein-ligant karisim ¢ozeltisi hazirlanmistir. Tim
karisimlardaki HSA konsantrasyonu 3,0)(10'6 M olarak sabit tutulurken; NHD
konsantrasyonlart ise 0 M, 6,0X10'6 M, 18,OX10'6 M ve 3O,OX10'6 M olacak sekilde
arttirllmistir. CD Ol¢limlerinde referans ¢ozelti olarak; ligant icermeyen saf HSA
cozeltisi i¢in 0,1M NaCl iceren 0,05M’lik tris(hidroksimetil)aminometan tampon
cozeltisi ve HSA-NHD karisim ¢ozeltileri i¢in karisimdakilerle ayni konsantrasyona
sahip 0,IM NaCl iceren 0,05M’lik tris(hidroksimetil)aminometan tamponunda
hazirlanmig saf NHD ¢ozeltileri kullanilmistir.

CD olgtimleri; 25 °C sicaklikta, 200-250 nm dalga boyu araliginda, 1 nm’lik
dalga boyu araliklarinda, 20 nm/dakika’lik tarama hizinda, her bir CD spektrumu i¢in 3
tarama ortalamasinin alinmasiyla 0,5 mm’lik kiivet kullanilarak Jasco marka J-815

model CD spektrometresinde gerceklestirilmistir. Yapilan CD olgiimlerinde, farkl
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dalga boylarinda saf protein ¢ozeltisinin ve bazi protein-ligant karisim ¢ozeltilerinin
ellipsiti, 0, (mdeg) degerleri elde edilmistir. Daha sonra, ligant yoklugundaki ve
varhigindaki HSA proteininin CD spektrumlarindan yararlanilarak ligantla etkilesim
sonucunda proteinin sekonder yapisi iizerinde meydana gelmis herhangi bir degisikligin

olup olmadig1 belirlenmistir.

CD spektrumlart ortalama kalinti elliptisiti (Owrp) terimiyle deg.cm®.dmol™
olarak asagidaki sekilde ifade edilmektedir (Jin ve Zhang 2008):

Ovro = [CDg] / [Cp.1.1;.10] (3.6)
buradaki CDy gézlenen elliptisiti degerini, Cp, protein konsantrasyonunu, 1 151k yolunu
ve n; proteindeki amino asit kalint1 sayisin1 gdstermektedir. Saf proteinin ve protein-
ligant karisim c¢ozeltilerindeki proteinin  a-heliks igerigi 208 nm’deki Omgrp
degerlerinden yararlanilarak Esitlik (3.7)’nin kullanilmasiyla hesaplanmistir (Jin ve
Zhang 2008):

a-heliks (%) = [-Omrpzes — 4000].100 / [33000 — 4000] (3.7)

buradaki Omrp20s 208 nm’de belirlenmis Oyrp degerini gostermektedir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. HSA — NHD ve HSA - MHC Sistemlerindeki Etkilesimlerin Floresans

Spektroskopisi ile incelenmesi

Calismada, HSA — NHD ve HSA — MHC sistemlerindeki etkilesimler floresans
spektroskopisi teknigi ile 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C sicakliklarda arastirilmustir.
Floresans spektroskopisi ile yapilan c¢alismalarda i¢ filtre etkisi gz Onilinde
bulundurulmalidir. Ig filtre etkisi, madde konsantrasyonu ile floresans siddeti arasindaki
dogru orantinin sapmasina ve floresans siddeti 6l¢iimlerinde hatalara sebep olmaktadir
(Lutz ve Luisi 2004, Ding vd 2009). Floresans spektroskopisi ile yapilan bazi
calismalarda ic filtre etkisi gbz oniinde bulundurulmamistir (Kubista vd 1994, Ding vd
2009). Gergeklestirilen bu c¢alismada, i¢ filtre etkisi nedeniyle floresans siddeti
Olctimlerinde meydana gelebilecek hatalar1 ortadan kaldirmak amaciyla ¢alisilan her bir
sistem icin Ol¢iilmiis floresans siddeti degerlerinin Esitlik (3.1)’de kullanilmasiyla
diizeltilmis floresans siddeti degerleri elde edilmistir ve calismada bu degerler
kullanilmistir. Olgiilen floresans siddeti degerlerinin diizeltilebilmesi igin sistemin
uyarilma ve emisyon dalga boylarinda sahip oldugu absorbans degerlerinin bilinmesi
gerekmektedir. Bu amagla, ilk olarak HSA-NHD sistemi igin ¢alisilan
konsantrasyonlardaki saf NHD, saf HSA ve HSA-NHD karisim ¢ozeltilerinin ve HSA-
MHC sistemi i¢in calisilan konsantrasyonlardaki saf MHC, saf protein ve HSA-MHC
karisim ¢ozeltilerinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki UV-visible absorpsiyon

spektrumlari elde edilmistir.

15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C sicakliklarda kaydedilen absorpsiyon spektrumlari
saf NHD i¢in sirasiyla Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te, saf HSA ve HSA-
NHD karisimlart i¢in Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de, saf MHC i¢in Sekil
4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de ve saf HSA ve HSA-MHC karisimlari i¢in
Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16°da gosterilmistir.
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Sekil 4.1. 15 °C’de farkli konsantrasyonlardaki NHD maddesinin absorpsiyon

spektrumlart. [NHD] = (a) 0,5x10° M, (b) 1,0x10° M, (c) 1,5x10° M, (¢)
2,0x10° M, (d) 3,0x10° M, (e) 4,0x10° M, (f) 5,0x10° M, (g) 6,0x10° M,
(8) 8,0x10° M, (h) 10,0x10° M, (1) 12,0x10° M, (i) 15,0x10° M, (j)
18,0x10°° M, (k) 21,0x10°® M, (1) 24,0x10° M ve (m) 30,0x10° M
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360

440
Dalga boyu / nm

520 600

Sekil 4.2.

25 °C’de farkli konsantrasyonlardaki NHD maddesinin absorpsiyon
spektrumlart. [NHD] = (a) 0,5x10° M, (b) 1,0x10° M, (c) 1,5x10° M, (¢)
2,0x10° M, (d) 3,0x10° M, (e) 4,0x10° M, (f) 5,0x10° M, (g) 6,0x10° M,
(8) 8,0x10° M, (h) 10,0x10° M, (1) 12,0x10° M, (i) 15,0x10° M, (j)
18,0x10°° M, (k) 21,0x10°® M, (1) 24,0x10° M ve (m) 30,0x10° M
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Sekil 4.3. 37 °C’de farkli konsantrasyonlardaki NHD maddesinin absorpsiyon

spektrumlart. [NHD] = (a) 0,5x10° M, (b) 1,0x10° M, (c) 1,5x10° M, (¢)
2,0x10° M, (d) 3,0x10° M, (e) 4,0x10° M, (f) 5,0x10°® M, (g) 6,0x10° M,
(8) 8,0x10° M, (h) 10,0x10° M, (1) 12,0x10° M, (i) 15,0x10° M, (j)
18,0x10°° M, (k) 21,0x10° M, (1) 24,0x10™® M ve (m) 30,0x10° M
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Sekil 4.4. 45 °C’de farkli konsantrasyonlardaki NHD maddesinin absorpsiyon

spektrumlart. [NHD] = (a) 0,5x10° M, (b) 1,0x10° M, (c) 1,5x10° M, (¢)
2,0x10° M, (d) 3,0x10° M, (e) 4,0x10° M, (f) 5,0x10° M, (g) 6,0x10° M,
(8) 8,0x10° M, (h) 10,0x10° M, (1) 12,0x10° M, (i) 15,0x10° M, (j)
18,0x10°° M, (k) 21,0x10°® M, (1) 24,0x10° M ve (m) 30,0x10° M
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Sekil 4.5. 15 °C’de farkli konsantrasyonlarda NHD varliginda 3,OX10'6 M HSA
cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [NHD] = (a) 0 M, (b)
0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, () 6,0x10° M, (h) 8,0x10° M, (1) 10,0x10™®
M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (I) 21,0x10° M, (m)
24,0x10° M ve (n) 30,0x10° M
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Sekil 4.6. 25 °C’de farkli konsantrasyonlarda NHD varliginda 3,0x10° M HSA
cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [NHD] = (a) 0 M, (b)
0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, () 6,0x10° M, (h) 8,0x10° M, (1) 10,0x10°®
M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (1) 21,0x10° M, (m)
24,0x10° M ve (n) 30,0x10° M
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Sekil 4.7. 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda NHD varliginda 3,0x10° M HSA
cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [NHD] = (a) 0 M, (b)
0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, ® 6,0x10° M, (h) 8,0x10° M, (1) 10,0x10°
M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (I) 21,0x10° M, (m)
24,0x10° M ve (n) 30,0x10° M
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Sekil 4.8. 45 °C’de farkli konsantrasyonlarda NHD varhiginda 3,0x10° M HSA
cOzeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [NHD] = (a) 0 M, (b)
0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, (® 6,0x10° M, (h) 8,0x10° M, (1) 10,0x10°
M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (I) 21,0x10° M, (m)
24,0x10°° M ve (n) 30,0x10° M
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Sekil 4.9. 15 °C’de farkli konsantrasyonlardaki MHC maddesinin absorpsiyon
spektrumlart. [MHC] = (a) 0,5x10° M, (b) 1,0x10°® M, (c) 1,5x10° M, (¢)
2,0x10° M, (d) 3,0x10° M, (e) 4,0x10° M, (f) 5,0x10°° M, (g) 6,0x10° M,
(8) 8,0x10° M, (h) 10,0x10° M, (1) 12,0x10° M, (i) 15,0x10° M, (j)
18,0x10°° M, (k) 21,0x10°® M, (1) 24,0x10° M ve (m) 30,0x10° M
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Sekil 4.10. 25 °C’de farkli konsantrasyonlardaki MHC maddesinin absorpsiyon
spektrumlart. [MHC] = (a) 0,5x10° M, (b) 1,0x10°® M, (c) 1,5x10° M, (¢)
2,0x10° M, (d) 3,0x10° M, (e) 4,0x10° M, (f) 5,0x10° M, (g) 6,0x10° M,
(8) 8,0x10° M, (h) 10,0x10° M, (1) 12,0x10° M, (i) 15,0x10° M, (j)
18,0x10°° M, (k) 21,0x10°® M, (1) 24,0x10° M ve (m) 30,0x10° M
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Sekil 4.11. 37 °C’de farkli konsantrasyonlardaki MHC maddesinin absorpsiyon

spektrumlart. [MHC] = (a) 0,5x10° M, (b) 1,0x10°® M, (c) 1,5x10° M, (¢)
2,0x10° M, (d) 3,0x10° M, (eG) 4,0x10° M, (f) 5,0x10° M, (g) 6,0x10° M,
(8) 8,0x10° M, (h) 10,0x10° M, (1) 12,0x10° M, (i) 15,0x10° M, (j)
18,0x10°° M, (k) 21,0x10° M, (1) 24,0x10° M ve (m) 30,0x10° M
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Sekil 4.12.

45 °C’de farkli konsantrasyonlardaki MHC maddesinin absorpsiyon
spektrumlart. [MHC] = (a) 0,5x10° M, (b) 1,0x10°® M, (c) 1,5x10° M, (¢)
2,0x10° M, (d) 3,0x10° M, (e) 4,0x10°° M, (f) 5,0x10° M, (g) 6,0x10° M,
(8) 8,0x10° M, (h) 10,0x10° M, (1) 12,0x10° M, (i) 15,0x10° M, (j)
18,0x10°° M, (k) 21,0x10°® M, (1) 24,0x10° M ve (m) 30,0x10° M
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Sekil 4.13. 15 °C’de farkli konsantrasyonlarda MHC varliginda 3,0x10° M HSA
cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [MHC] = (a) 0 M, (b)
0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, (g) 6,0x10° M, (h) 8,0x10° M, (1) 10,0x10®
M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (I) 21,0x10° M, (m)
24,0x10° M ve (n) 30,0x10° M
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Sekil 4.14. 25 °C’de farkhi konsantrasyonlarda MHC varliginda 3,0x10° M HSA
cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [MHC] = (a) 0 M, (b)
0,5x10°° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, () 6,0x10° M, (h) 8,0x10° M, (1) 10,0x10®
M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (I) 21,0x10° M, (m)
24,0x10° M ve (n) 30,0x10° M
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Sekil 4.15. 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda MHC varliginda 3,0x10° M HSA
cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [MHC] = (a) 0 M, (b)
0,5x10°° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10°® M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10°° M, (g) 5,0x10°® M, () 6,0x10° M, (h) 8,0x10° M, (1) 10,0x10°
M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (I) 21,0x10°° M, (m)
24,0x10° M ve (n) 30,0x10° M
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Sekil 4.16. 45 °C’de farkhi konsantrasyonlarda MHC varliginda 3,0x10° M HSA
cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. Cozeltideki [MHC] = (a) 0 M, (b)
0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10°® M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, () 6,0x10° M, (h) 8,0x10° M, (1) 10,0x10™®
M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (I) 21,0x10° M, (m)
24,0x10° M ve (n) 30,0x10° M
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HSA-NHD ve HSA-MHC sistemlerindeki etkilesimler floresans spektroskopisi
yontemi ile incelenirken 6ncelikle 3,0x10° M’Iik saf HSA ¢ozeltisine ait floresans
siddeti degerleri olclilmiistiir. 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C sicakliklarda kaydedilmis saf

HSA proteinine ait emisyon spektrumlar1 Sekil 4.17°de gdsterilmistir.
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a=15°C
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285 315 345 375 405 435

Dalga boyu /nm

Sekil 4.17. 3,0x10™ M saf HSA c¢dzeltisinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki emisyon
spektrumlari

Sekil 4.17 incelendiginde, 15 °C’de 3,0)(10'6 M’lik saf HSA ¢ozeltisinin
maksimum emisyon dalga boyunun 335 nm oldugu goriilmektedir. Ayrica, ¢ozelti
sicakliginin artmasi, maksimum emisyon dalga boyu degerinde herhangi bir kaymaya
yol agmamaktadir. Ancak, artan sicaklik ile birlikte saf HSA proteininin maksimum
emisyon dalga boyundaki floresans siddetinde bir azalma meydana gelmektedir. Jang vd
(2009) tarafindan yapilan benzer bir ¢aligmada, 280 nm dalga boyunda 2,00x10° M’lik
HSA ¢o6zeltisinin uyarilmast gergeklestirilmis ve proteinin maksimum emisyon dalga
boyu 336 nm’de gozlenmistir (Jang vd 2009). Naik vd (2010) tarafindan yapilan bir
baska calismada da benzer sekilde, S,OOXIO'6 M’lik HSA ¢ozeltisi 280 nm’de uyarilmis
ve protein ¢ozeltisinin maksimum emisyon dalga boyu 336 nm olarak belirlenmistir

(Naik vd 2010). Li vd (2007)’nin ger¢eklestirmis oldugu calismada ise HSA ¢ozeltisi
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280 nm dalga boyunda uyarilmis ve maksimum emisyon piki 334 nm’de gézlenmistir

(Li vd 2007).

HSA proteinine ait emisyon spektrumlari elde edildikten sonra, farkh
konsantrasyonlarda NHD maddesi varliginda 3,0x10® M’lik HSA ¢6zeltisinin emisyon
spektrumlar1 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’de alinmistir. Farkli konsantrasyonlarda NHD
varhiginda kaydedilmis olan 3,0x10° M’lik HSA ¢ézeltisinin emisyon spektrumlart 15
°C igin Sekil 4.18’de, 25 °C igin Sekil 4.19°da, 37 °C i¢in Sekil 4.20°de ve 45 °C icin
Sekil 4.21°de gosterilmistir.
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Sekil 4.18. 15 °C’de farkli konsantrasyonlarda NHD varliginda 3,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon sg)ektrumlarl. Cozeltideki [NHD] = (a) 0 M, (b)
0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, (§) 6,0x10° M, (h) 8,0x10° M, (1)
10,0x10° M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (1)
21,0x10° M, (m) 24,0x10"® M ve (n) 30,0x10° M
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Sekil 4.19. 25 °C’de farkli konsantrasyonlarda NHD varliginda 3,0x10° M HSA

¢ozeltisinin emisyon sepektrumlarl. Cozeltideki [NHD] = (a) 0 M, (b)
0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, () 6,0x10® M, (h) 8,0x10° M, (1) 10,0x10®
M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (1) 21,0x10° M, (m)
24,0x10° M ve (n) 30,0x10° M
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Sekil 4.20. 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda NHD varliginda 3,0x10° M HSA

cozeltisinin emisyon sgaektrumlarl. Cozeltideki [NHD] = (a) 0 M, (b)
0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10°° M, (g) 5,0x10° M, (8) 6,0x10° M, (h) 8,0x10™° M, (1) 10,0x10°
M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10™° M, (k) 18,0x10° M, (1) 21,0x10° M, (m)
24,0x10°° M ve (n) 30,0x10° M
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Sekil 4.21. 45 °C’de farkli konsantrasyonlarda NHD varliginda 3,0x10° M HSA
¢ozeltisinin emisyon sepektrumlarl. Cozeltideki [NHD] = (a) 0 M, (b)
0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, () 6,0x10® M, (h) 8,0x10°® M, (1) 10,0x10°®
M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (1) 21,0x10° M, (m)
24,0x10° M ve (n) 30,0x10° M

HSA proteininin floresans 6zelligi triptofan, tirozin ve fenilalanin amino asit
kalintilarindan kaynaklanir. Ancak, HSA proteininin floresans ozelligi ¢ogunlukla
triptofan amino asitindendir. Fenilalanin amino asitinin kuantum verimi ¢ok diisiiktiir.
Tirozin amino asiti, iyonlasmis ise veya bir amino grubuna, bir karboksil grubuna veya
triptofan amino asitine yakin konumda bulunuyorsa, HSA nin soniimleme prosesine bir
katkida bulunmamaktadir. HSA proteinine baglanan maddeler, HSA proteininin
floresans siddetini azaltmaktadir. Bu azalma, HSA proteininin yapisinda bulunan
triptofan amino asitinin mikro ¢evresinin degismesinden kaynaklanmaktadir (Wang vd

2008, Cui vd 2009b).
Elde edilen emisyon spektrumlart incelendiginde (bkz. Sekil 4.18-4.21),

cozeltideki artan NHD konsantrasyonuyla birlikte HSA proteininin maksimum emisyon

dalga boyundaki floresans siddetinde bir azalma meydana geldigi goriilmektedir. Bu
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durum, HSA proteini ile NHD maddesi arasinda bir etkilesimin gergeklestigini
gOstermektedir. HSA proteini, 335 nm dalga boyunda maksimum emisyon
gostermektedir. NHD maddesinin eklenmesi ile proteinin floresans siddetinde bir
azalma meydana gelirken, maksimum emisyon dalga boyunda ise herhangi bir kayma
gozlenmemektedir. Maksimum emisyon dalga boyunda bir degisikligin olmamasi,
proteinin lokal dielektrik ¢evresinde bir degisiklik olmadigini gosterir. HSA proteini ile
NHD maddesi arasindaki etkilesim, ¢alisilan tiim sicaklik degerlerinde (15 °C, 25 °C, 37
°C ve 45 °C’de) ger¢eklesmektedir.

Cui vd (2009a) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, 5-metiltridin maddesi ile
HSA proteini arasinda meydana gelen etkilesim incelenmistir. Yapilan bu ¢alismada,
HSA proteininin floresans siddeti, 5-metiluridin konsantrasyonunun arttirilmasi ile fazla
miktarda azalmistir. Bu durum, HSA proteini ile 5-metiliiridin arasinda giiglii bir
etkilesimin meydana geldigini gostermistir. Ayrica; gerceklesen etkilesim, triptofan
amino asitinin mikro cevresinde ve HSA proteininin tersiyer yapisinda degisikliklere
neden olmustur (Cui vd 2009a). Wang vd (2008) tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada
ise farmakolojik aktiviteye sahip piridazinon tiirevi bir bilesik olan (5-kloro-2-nitro-N-
(4-(6-0kso-1,4,5,6-tetrahidropiridazin-3-il)fenil)benzamitin (CNPB’nin), HSA
proteinine baglanmasi arastirilmistir. Benzer sekilde, sabit konsantrasyonda HSA
proteini varliginda CNPB ilag maddesi konsantrasyonunun diizenli bir sekilde
arttirillmast ile yapilan floresans spektroskopisi Olgiimlerinde, HSA proteinine ait
floresans siddetinde bir azalmanin gerceklestigi goriilmiistiir. Ayrica, maksimum
emisyon dalga boyunun 350,6 nm’den CNPB ila¢ maddesinin eklenmesi ile 355,8
nm’ye dogru kaydig1 gézlenmistir. Bu durum, CNPB maddesi ile HSA proteini arasinda
bir etkilesimin gerceklestigini ve ortama ilag maddesinin eklenmesi ile HSA proteininin
yapisinda bir degisikligin meydana geldigini géstermistir (Wang vd 2008). Li vd (2007)
tarafindan yapilan benzer bir ¢aligmada da rein ilag maddesi ile HSA proteini arasinda
bir etkilesimin gerceklestigi, HSA proteinine ait floresans siddetinin rein ilag maddesi
eklenmesi ile azalmasindan anlasilmistir. flag konsantrasyonunun arttirilmast ile protein
emisyon spektrumundaki soniimlemenin de arttigi gériilmiistir (Li vd 2007). Cui vd
(2006) yaptiklar1 calismada, farkli konsantrasyonlarda tiyoiire tiirevi bir ilag maddesi
olan N-(p-klorofenil)-N-(1-naftil) tiyoure (CPNT) ile sabit konsantrasyonda HSA
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proteininden olusan karigimlarin floresans spektrumlarini incelemisler ve proteinin
floresans emisyon siddetinin artan CPNT miktari ile azaldigin1 ve maksimum emisyon
dalga boyunda herhangi bir kaymanin olmadigini belirtmislerdir. Bu sonug, HSA ile
CPNT arasinda bir etkilesimin meydana geldigini gostermistir. Ayrica, baglanma

islemi, proteinin lokal dielektrik ¢evresinde bir degisiklige yol agmamustir.

Bu c¢alismada kullanilan diger bir ligant MHC ila¢ maddesidir. Farkli sicakliklarda
HSA proteini ile MHC ilac1 arasindaki etkilesimi incelemek ig¢in 3,0x10° M HSA
proteini ile farkli konsantrasyonlara sahip MHC maddesinden olusan karisim
¢ozeltilerinin emisyon spektrumlart alinmistir. HSA-MHC sistemine ait 15 °C’deki
emisyon spektrumlart Sekil 4.22°de, 25 °C’deki emisyon spektrumlar1 Sekil 4.23°te, 37
°C’deki emisyon spektrumlar1 Sekil 4.24°te ve 45 °C’deki emisyon spektrumlart Sekil
4.25’te gosterilmisgtir.
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Sekil 4.22. 15 °C’de farkli konsantrasyonlarda MHC varliginda 3,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon sgektrumlan. Cozeltideki [MHC] = (a) 0 M, (b)
0,5x10°° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10°° M, (d) 2,0x10° M, (e) 3,0x10°® M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, (8) 6,0x10° M, (h) 8,0x10° M, (1)
10,0x10° M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (1)
21,0x10° M, (m) 24,0x10°® M ve (n) 30,0x10° M
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Floresans siddeti
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Sekil 4.23. 25 °C’de farkli konsantrasyonlarda MHC varliginda 3,0x10° M HSA

cozeltisinin emisyon sg)ektrumlarl. Cozeltideki [MHC] = (a) 0 M, (b)
0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, (g) 6,0x10° M, (h) 8,0x10° M, (1)
10,0x10° M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (I)
21,0x10° M, (m) 24,0x10"® M ve (n) 30,0x10° M
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Sekil 4.24. 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda MHC varliginda 3,0x10° M HSA

cozeltisinin emisyon sg)ektrumlarl. Cozeltideki [MHC] = (a) 0 M, (b)
0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10°® M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, (§) 6,0x10° M, (h) 8,0x10° M, (1)
10,0x10° M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (I)
21,0x10°° M, (m) 24,0x10° M ve (n) 30,0x10° M
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Sekil 4.25. 45 °C’de farkli konsantrasyonlarda MHC varliginda 3,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon sg)ektrumlarl. Cozeltideki [MHC] = (a) 0 M, (b)

0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 3,0x10° M,
(f) 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, (g) 6,0x10° M, (h) 8,0x10° M, (1)
10,0x10° M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (k) 18,0x10° M, (1)
21,0x10° M, (m) 24,0x10°® M ve (n) 30,0x10° M

Elde edilen emisyon spektrumlarina bakildiginda (Sekil 4.22-4.25), sicakligin
artmasi ile HSA proteininin floresans siddetinin azaldig1 goriilmektedir. Ancak, ¢alisilan
tiim sicakliklarda, artan MHC konsantrasyonu ile HSA proteininin floresans siddetinde
onemli bir degisiklik gerceklesmemektedir. Dolayisiyla, buradan HSA proteini ile MHC

ilag maddesi arasinda bir etkilesimin meydana gelmedigi sonucuna varilmastir.

MHC maddesi ile HSA arasinda bir etkilesimin ger¢eklesmemesinden dolay,
HSA-MHC sistemine ait Stern-Volmer sonimleme sabiti (Ksy), soniimleme hiz sabiti
(kq), baglanma sabiti (K,), baglanma yeri sayisi (n) ve termodinamik parametre (AH, AS

ve AG) degerleri hesaplanamamustir.

HSA proteini ile ligantlar arasinda meydana gelen etkilesimlerin mekanizmasini

anlamak amaciyla floresans spektroskopisi metodu ile elde edilen verilerden Stern —
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Volmer esitligi (Esitlik (3.2)) ile Stern — Volmer soniimleme sabiti (Ksy) degerlerine
ulasilmaktadir. Ksy degerleri, calisilan her bir sicaklikta etkilesim gosteren sistem igin
cizilen Fo/F degerlerine karsi [Q] degerleri grafiklerinin egimlerinden elde
edilebilmektedir.

Calismada, HSA ile NHD arasinda bir etkilesim meydana geldigi i¢in HSA-NHD
sistemi icin Ksy degerleri hesaplanmistir. HSA—-NHD sistemine ait Ksy degerlerinin
bulunmasini saglayan Stern — VVolmer grafikleri 15 °C icin Sekil 4.26’da, 25 °C i¢in
Sekil 4.27°de, 37 °C igin Sekil 4.28’de ve 45 °C i¢in Sekil 4.29°da gosterilmistir.
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Sekil 4.26. 15 °C’de HSA-NHD sistemi igin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.27. 25 °C’de HSA-NHD sistemi igin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.28. 37 °C’de HSA-NHD sistemi igin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.29. 45 °C’de HSA-NHD sistemi igin Stern-Volmer grafigi

Sekil 4.26-4.29°da goriildigii lizere, c¢alisilan tiim sicakliklarda HSA-NHD
sisteminin Stern — Volmer grafikleri lineerdir. Bu grafiklerin egim degerlerinden Ksy
degerleri elde edilmistir. Elde edilen Ksy degerleri ve regresyon katsayist degerleri
Cizelge 4.1°de sunulmustur. HSA-NHD sisteminin kq degerleri Esitlik (3.2) kullanilarak,
10 degerinin 107 s olarak alinmasi ile hesaplanmustir (Cui vd 2009a, Naik vd 2010) ve

bu degerler Cizelge 4.1’in son siitununda verilmistir.

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

T/°C Ksv/M™ r ke /M7t
15 2.49x10* 0,9985 2.49x10%?
25 2.31x10* 0,9974 2.31x10%?
37 2.25x10* 0,9977 2.25x10%
45 2.12x10* 0,9973 2,12x10%
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Cizelge 4.1°den gorildigi tizere, HSA — NHD sistemine ait Ksy degerleri, ¢ozelti
sicakliginin 15 °C’den 45 °C’ye dogru artmasi ile azalmaktadir. Bu sonug, floresans

soniimleme mekanizmasinin statik sontimleme yolu ile gerceklestigini gostermektedir.

Sontimleme mekanizmalari, dinamik sOnimleme ve statik soniimleme olmak
tizere iki smifa ayrilir. Dinamik ve statik sonlimleme, sicakliga ve viskoziteye
bagliliklar1 bakimindan birbirlerinden ayrilirlar. Dinamik soniimleme difiizyona
dayanir. Sicaklik arttik¢a difiizyon katsayisi artar ve soniimleme katsayisinin artmasi
beklenir. Statik sonliimlemede ise sicaklik arttikca, olusan kompleks yapilarin

kararliliklarinda azalma gerceklesir ve soniimleme sabiti degerleri azalir (Cui vd

2009b).

HSA-NHD sistemine ait Ksy degerleri 10* M, kq degerleri 10 M’'s*
mertebesindedir (Cizelge 4.1). kq degerlerinin bircok biyomolekiil-séniimleyici madde
sistemi icin maksimum dagilma-carpisma soniimleme sabiti degeri olan 2,00x10'° M™s”
“den biiyiik olmast da HSA-NHD sisteminde statik séniimlemenin baskin oldugunu

gostermektedir (Ding vd 2009).

Bian vd (2004) yaptiklar1 ¢alismada, genistein flavonoiti ile HSA arasinda
meydana gelen etkilesime ait Ksy degerlerini 296 K’de 8,8077x10* M™, 303 K’de
7,3792X104 M? ve 310 K’de 5,8530 x10* M olarak bulmuslar ve buradan genistein ile
HSA arasinda statik sonlimlemenin gerceklestigi sonucuna ulagmislardir (Bian vd
2004). Naik vd (2010) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada da dekzamethazon
(DEX) ilag maddesi eklenmesi ile HSA proteininin soniimleme mekanizmasi
arastirilmis ve HSA-DEX sistemine ait Ksy degerlerinin artan sicaklik ile azalmasindan
dolayz statik soniimlemenin meydana geldigi sonucuna varilmistir (Naik vd 2010). Han
vd (2009) tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada ise sigir serum albumin (BSA) proteini
ile kuinklorak (QUC) arasindaki baglanma mekanizmasina ait Kgy degerleri 292 K, 298
K, 304 K ve 310 K sicakliklarda arastirilmis ve bu sicakliklardaki Kgsy degerleri sirasi
ile 6,555x10* M™, 7,070x10* M™%, 7,444 x10* M ve 7,972 x10* M olarak bulunmustur.
Bu sonuglara dayanilarak, BSA ile QUC arasinda meydana gelen etkilesimin dinamik

sonlimle yoluyla gerceklestigi rapor edilmistir (Han vd 2009).
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4.2. HSA-NHD Sistemi I¢in Baglanma Sabiti Degerleri ve Baglanma Yeri Sayisi

NHD maddesi ile HSA proteini arasinda 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’de
gerceklesen etkilesimin baglanma sabiti (K,) degerlerini ve baglanma yeri sayisini
(n’y1) hesaplamak amaciyla Esitlik (3.3)’ten yararlanilmistir. Bu esitlikten yola ¢ikilarak
15°C igin Sekil 4.30°da, 25 °C i¢in Sekil 4.31°de, 37 °C i¢in Sekil 4.32°de ve 45 °C i¢in
Sekil 4.33’te gosterilen log (Fo—F)/F’ye kars1 log [Q] grafikleri gizilmistir. Elde edilen
lineer grafiklerin egimlerinden n degerlerine ve kayimlarindan K, degerlerine ulagilmis

ve sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.30. 15 °C’de HSA-NHD sistemi igin log (Fo-F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi
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Sekil 4.31. 25 °C’de HSA-NHD sistemi igin log (Fo-F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi

Log (Fo-F)/F

|® HSA-NHD 37 °C

6,3 -6,0 5,7 5,4 -5,1 4.8 45 4,2
Log [Q]

Sekil 4.32. 37 °C’de HSA-NHD sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi
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Sekil 4.33. 45 °C’de HSA-NHD sistemi igin log (Fo-F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi

Cizelge 4.2. Fizyolojik pH’ta ve farkli sicakliklarda NHD’nin HSA’ya baglanmasina ait
Ka, n ve r degerleri

T/°C Ko/ M n r
15 4,01x10" 1,04 0,9973
25 2,79x10" 1,02 0,9979
37 2,11x10* 1,00 0,9954
45 1,16x10* 0,95 0,9908

Cizelge 4.2°de yer alan sonuglar incelendiginde, sicakligin 15 °C’den 45 °C’ye
¢ikarilmasi ile HSA-NHD kompleksine ait baglanma sabiti degerinin 4,01x10* M’ den
1,16x10* M™e diistiigii goriilmektedir. Dolayistyla, olusan HSA-NHD kompleksinin
kararliligr artan sicaklik ile birlikte azalmaktadir. Ayrica, NHD maddesinin HSA
proteinine 1 noktadan baglandig1 ve sicakligin arttirtlmasi ile n degerlerinde ¢ok az

miktarda bir azalmanin gergeklestigi goriilmektedir (Cizelge 4.2).
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Ligantin hedef dokuya dolagim sistemi ile difiize olmasi, onun HSA proteinine
baglanma kuvveti degeri ile iligkilidir. Ligantlar viicut icerisinde HSA proteini aracilig1
ile tasinir (Ding vd 2009). K, degerleri, ilaglarin plazma igerisindeki dagilimini
anlamak acisindan 6nemlidir. Diisiik K, degerleri veya zayif baglanma, kisa yar1 dmiir
stiresini ve zayif dagilimi ifade eder. Yiiksek K, degerleri veya gii¢lii baglanma ise
plazma igerisinde serbest halde bulunan ilaglarin diigiik oranda oldugunu gosterir (Naik

vd 2010).

Cheng vd (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, bromsiilfalein (BSP) ilag
maddesi ile HSA arasinda gergeklesen etkilesime ait K, degerleri 25 °C ve 35 °C
sicakliklarda arastirllmis ve 25 °C’deki K, degeri 3,333x10* M ve 35 °C’deki Ka
degeri 2,620x10* M olarak bulunmustur (Cheng vd 2006). Seedher ve Bhatia (2006),
yaptiklar1 ¢aligmada selesoksip ve veldesoksip isimli iki ilag maddesinin HSA proteini
ile olusturduklari komplekslere ait K, degerlerini belirlemislerdir. HSA-selesoksip
sistemi igin K, degerleri 300,15 K, 305,15 K ve 310,15 K sicaklikta sirast ile 7,038x10*
M?, 5,972x10* M ve 5,022 x10* M olarak bulunmustur. HSA-veldesoksip kompleksi
icin ise aym sicakliklarda K, degerleri sirasi ile 2,040);105 M'l, 1,630X105 M7 ve
1,272x10°> M olarak hesaplanmistir. Sicaklik artik¢a kararliligin azaldigi goriilmistiir.
Calismada, baglanma yeri sayis1 1 olarak rapor edilmistir (Seedher ve Bhatia 2006).
Naik vd (2010) tarafindan yapilan ¢alismada ise dekzamethazon (DEX) ila¢ maddesi ile
HSA proteininin olusturdugu kompleks yapinin K, degerleri ve baglanma yeri sayilari
hesaplanmistir. K, degerleri 288 K, 298 K ve 308 K sicaklikta sirast ile 3,8x10* M™, 1,7
x10* M™ ve 0,71x10* M? olarak bulunmustur. Baglanma yeri sayis1 degerleri ise 288
K’de 1,004, 298 K’de 0,996 ve 308 K’de 1,059 olarak hesaplanmistir. Ayrica, sicakligin
artmasityla HSA ile DEX ila¢ maddesi arasindaki etkilesimin zayifladigi sonucuna

ulasilmistir (Naik vd 2010).
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4.3. HSA-NHD Sistemine Ait Termodinamik Parametreler ve Baglanma

Kuvvetleri

Ligantlarin proteinlere baglanmalarinda hidrojen bagi, van der Waals kuvvetleri,
elektrostatik etkilesim ve hidrofobik etkilesim olmak iizere dort cesit etkilesim rol
oynamaktadir (Sen vd 2009). Bu etkilesimlerin yorumlanmast i¢cin AH, AS ve AG

parametrelerinin belirlenmesi gerekir.

Termodinamik parametrelerin  blyukligii ve isareti etkilesim tiirliniin
belirlenmesinde 6nemlidir. Pozitif AS, hidrofobik etkilesim varligini temsil etmektedir.
Negatif AH ve AS degerleri de hidrojen baglar1 ve van der Waals kuvvetlerinin etkin
oldugunu gosterir. Diisiik ve pozitif AH ile negatif AS ise iyonik etkilesimler ile
karakterize edilir (Timaseff 1972, Ross ve Subramanian 1981, Maiti vd 2006). Iyonik
parcaciklar arasinda gerceklesen elektrostatik etkilesim ise pozitif AS ve negatif AH ile
anlasilir (Naik vd 2010). AG degeri isaretinin negatif olmasi baglanma isleminin
kendiliginden gerceklestigini gosterir (Timaseff 1972, Ross ve Subramanian 1981,
Maiti vd 2006).

HSA-NHD sistemine ait 288 K, 298 K, 310 K ve 318 K sicaklikta hesaplanan K,

degerleri kullanilarak, van’t Hoff esitligine ((Esitlik (3.4)’e) gore cizilen In K;’ya karst
1/T grafigi Sekil 4.34’te gdsterilmistir.
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Sekil 4.34. NHD’nin HSA’ya baglanmasina ait van’t Hoff grafigi (r= 0,9676)

Van’t Hoff grafiginin egiminden elde edilen AH, kayimindan elde edilen AS ve

Esitlik (3.5)’in kullanilmas: ile hesaplanan AG termodinamik parametre degerleri

Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3 Fizyolojik pH’ta NHD’nin HSA’ya baglanmasina iligkin prosese ait
termodinamik parametre degerleri

T/°C AH / kJ.mol* AS / Jmolt.K? AG / kJ.mol*
15 -29,22 -12,91 - 25,50
25 - 2537
37 - 2522
45 -2511

HSA-NHD sistemine ait termodinamik parametre degerlerinin timii negatiftir

(Cizelge 4.3). Bu durum, NHD maddesinin HSA proteinine baglanmasinda hidrojen
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baginin ve van der Waals kuvvetlerinin etkili oldugunu gostermektedir. Ayrica, HSA-
NHD sistemine ait AH degerinin negatif olmast baglanma isleminin ekzotermik bir
prosesle gerceklestigini ifade etmektedir. Baglanma islemine ait diger bir parametre
olan Gibbs serbest enerji degisimi de negatif bir degere sahiptir. Bu sonug, NHD
maddesinin HSA proteinine istemli bir sekilde baglandigini gostermektedir. Naik vd
(2010) tarafindan yapilan c¢alismada benzer sonuglar elde edilmistir. Dekzamethazon
(DEX) ilag maddesi ile HSA proteini arasindaki baglanma isleminde AH degeri -61,7
kd.mol?, AS degeri -126,4 J.mol™.K™ ve AG degeri -24,0 k.mol™ olarak bulunmustur.
Bu sonuglardan, HSA-DEX kompleksinin olusumunda hidrojen baglari ile van der
Waals kuvvetlerinin etkili oldugu gorilmiistir (Naik vd 2010). Hu vd (2005)’nin
yaptig1 bir ¢alismada da benzer sekilde AH, AS ve AG termodinamik parametrelerinin
timiiniin negatif isarete sahip oldugu bulunmustur. Calismada, kolkisin isimli ilag
maddesi ile HSA proteininin olusturdugu kompleksin AH degeri -28,705 kJ.mol™ ve AS
degeri -7,645 J.mol™.K™ olarak bulunmus ve buradan, etkilesimde hidrojen baglar ile
van der Waals kuvvetlerinin etkin oldugu ve etkilesimin istemli bir sekilde gergeklestigi
sonucuna vartlmistir (Hu vd 2005). Zang vd (2008) tarafindan yapilan baska bir
calismada ise ikarin isimli flavonoit ile HSA arasinda gergeklesen etkilesime ait
termodinamik parametreler hesaplanmistir. AH degeri 12,29 kI.mol™ ve AS degeri
47,08 J.K*.mol™? olarak bulunmus ve baglanma isleminde hidrofobik etkilesimlerin
etkili oldugu, ayrica AG degerinin de negatif bulunmasi sebebi ile etkilesimin istemli bir

sekilde gerceklestigi sonucuna ulasilmistir (Zhang vd 2008).

4.4. HSA ile NHD Arasindaki Etkilesimin Senkronize Floresans Spektroskopisi ile

incelenmesi

Senkronize floresans spektroskopisi, HSA proteininde bulunan tirozin ve triptofan
amino asit kalintilarina ait karakteristik bilgilerin elde edilmesine imkan saglar. Bu
bilgiler, HSA proteininin yapisinda meydana gelen konformasyonel degisikliklerin
anlasilmasinda faydali olur. Calismada AA degerleri, uyarma ve emisyon dalga boylar1
arasindaki farki temsil etmektedir. AA degeri, 15 nm dalga boyuna ayarlandiginda
tirozin amino asiti, 60 nm dalga boyuna ayarlandiginda ise triptofan amino asiti

hakkinda bilgi saglanmaktadir. Senkronize floresans Ol¢iimii, kromofor molekiiliin
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mikro cevresinde meydana gelen degisimler ile ilgili bilgiler verir. Bu sebeple,
senkronize floresans spektroskopisi yontemi ile yapilan dl¢iimlerde maksimum emisyon
dalga boyunda gozlenen kaymalar ile amino asit kalintilarinin mikrogevresinde

meydana gelen degisimler arastirilabilmektedir (Zhang vd 2008, Han vd 2009).

HSA-NHD sistemine ait senkronize floresans 6lgtimleri 37 °C’de ve fizyolojik pH
degerinde kaydedilmistir. Farkli konsantrasyonlarda NHD igeren 3,0x10° M’Lik HSA
cOzeltisinin AA degerinin 15 nm ve 60 nm’ye ayarlanmasi sonucunda kaydedilmis

senkronize floresans spektrumlari sirastyla Sekil 4.35 ve Sekil 4.36’da gosterilmistir.

80
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Sekil 4.35. 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda NHD varliginda 3,0x10° M HSA
cozeltisinin senkronize floresans spektrumu. AA = 15 nm. Cozeltideki
[NHD] = (@) 0 M, (b) 0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d)
2,0x10° M, (e) 3,0x10° M, (fg 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, (8) 6,0x10° M,
(h) 8,0x10° M, (1) 10,0x10° M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (K)
18,0x10°° M, (1) 21,0x10° M, (m) 24,0x10° M ve (n) 30,0x10° M
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Sekil 4.36. 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda NHD varhginda 3,0x10° M HSA
cozeltisinin senkronize floresans spektrumu. AA = 60 nm. Cozeltideki
[NHD] = (@) 0 M, (b) 0,5x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d)
2,0x10° M, (e) 3,0x10° M, (fg 4,0x10° M, (g) 5,0x10° M, () 6,0x10° M,
(h) 8,0x10° M, (1) 10,0x10° M, (i) 12,0x10° M, (j) 15,0x10° M, (K)
18,0x10°° M, (1) 21,0x10° M, (m) 24,0x10° M ve (n) 30,0x10° M

HSA-NHD sisteminin senkronize floresans Ol¢limlerine ait spektrumlarin her
ikisinde de artan NHD konsantrasyonu ile saf HSA ¢ozeltisinin floresans siddetlerinde
bir azalma meydana gelmektedir. A\ degerinin 15 nm olarak ayarlanmasi ile proteinin
maksimum emisyon dalga boyunda bir kayma gdzlenmemektedir. Bu durum, NHD
maddesinin HSA proteinine baglanmasi ile tirozin amino asiti kalintilarinin ¢evresinde
polarhigin degismedigi anlamini tasimaktadir. A\ degeri 60 nm dalga boyuna
ayarlandiginda ise maksimum emisyon dalga boyu 282 nm’den 280 nm’ye dogru bir
maviye kayma gostermektedir. Bu durum, NHD’nin HSA’ya baglanmas1 sonucunda
HSA’nin yapisinda bulunan triptofan amino asitinin g¢evresinde polarligin azaldigini
gostermektedir. Hossain vd (2012) yaptiklar ¢aligmada, kanser onleyici bir bitki olan
sanguinarinin alkanolamin formu ile HSA arasindaki etkilesime ait senkronize floresans
6lglimlerini Ak degerlerini 15 ve 60 nm dalga boyuna ayarlayarak gerceklestirmislerdir.

Bu calismada, A\ degeri 60 nm dalga boyunda iken, maksimum emisyon dalga boyu
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340 nm dalga boyundan 336 nm dalga boyuna dogru bir maviye kayma goéstermis ve
buradan ligantin HSA’ya baglamasi ile triptofan amino asitinin ¢evresinin daha
hidrofobik hale geldigi sonucuna varilmistir. A\ degeri 15 nm dalga boyuna
ayarlandiginda ise, maksimum emisyon dalga boyunda herhangi bir kayma
gozlenmemis ve buradan tirozin amino asitinin cevresinde polarligin degismedigi
sonucuna varilmistir (Hossain vd 2012). Senkronize floresans spektroskopisi ile yapilan
benzer bir ¢alisma Jiang vd (2012) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu calismada, ilag
maddesi tabersonin (TAB) ile HSA arasindaki etkilesim arastirilirken AA degeri 15 nm
ve 60 nm dalga boyuna ayarlanmistir. AL degeri 15 nm dalga boyuna ayarlandiginda,
maksimum emisyon dalga boyu degerinde 290 nm’den 288 nm’ye dogru bir maviye
kayma gozlenmistir. Tirozin amino asitinin ¢evresinde polarligin azaldig: ve hidrofobik
etkinin arttig1 sonucuna varilmistir. AA degeri 60 nm dalga boyuna ayarlandiginda ise
bir kayma gozlenmemis ve buradan triptofan amino asitinin mikrogevresinde bir
degisimin olmadigr sonucuna varilmistir (Jiang vd 2012). Ding vd (2009) tarafindan
yapilan benzer bir calismada ise kloramfenikol ilag maddesi ile HSA arasindaki
etkilesim AX degeri 60 nm dalga boyunda iken senkronize floresans spektroskopisi ile
incelendiginde, maksimum emisyon dalga boyunda 280 nm’den 282 nm’ye dogru bir
kirmiziya kaymanin meydana geldigi gézlenmis ve triptofan amino asitinin ¢evresinde
polarligin arttig1, hidrofobikligin azaldigt ve kloramfenikol maddesinin HSA
proteininde bulunan hidrofobik bosluga baglandigi sonucuna varilmistir. AL degeri 15
nm iken maksimum emisyon dalga boyunda herhangi bir kayma gdzlenmemistir (Ding
vd 2009).

4.5. HSA ile NHD Arasindaki Etkilesimin Dairesel Dikroizm Spektroskopisi ile

Incelenmesi

Dairesel dikroizm teknigi ile HSA proteinine ligantin baglanmasi sonucu
proteinin sekonder yapisinda meydana gelen degisimler anlasilabilmektedir. NHD
maddesinin HSA proteinine baglanmasit ile HSA proteininin o-heliks yapisinda
meydana gelen degisimleri arastirmak amaciyla CD spektrumu kaydedilmistir. HSA
proteininin NHD maddesi yoklugunda ve varliginda elde edilen CD spektrumu Sekil
4.37°de gosterilmistir.
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Sekil 4.37. 25 °C’de farkli konsantrasyonlarda NHD varhginda 3,0x10° M HSA
cozeltisinin dairesel dikroizm spektrumlari. Cozeltideki [NHD] = (a) 0 M,
(b) 6,0x10°° M, (c) 18,0x10° M ve (¢) 30,0x10° M

208 nm’de gozlenen elliptisiti degerlerinden faydalanilarak Esitlik (3.6) ve
Esitlik (3.7)’nin kullanilmasiyla NHD yoklugunda ve varliginda HSA proteininin yiizde
a-heliks miktar1 degeri hesaplanmigtir. 25 °C’de saf HSA proteininin a-heliks miktar1 %
49,0 olarak bulunmustur. Protein ¢dzeltisinde 6,0x10° M, 18,0x10° M ve 30x10° M
NHD varliginda HSA’nin a-heliks miktar1 sirasiyla % 48,8’e, % 47,2’ ye ve % 45,6’ya
diismiistiir. Bu sonug, HSA ile NHD arasinda meydana gelen etkilesim sonucunda artan
NHD konsantrasyonuyla birlikte proteinin a-heliks miktarinda bir miktar azalmanin
gerceklestigini gostermektedir. Bian vd (2004) yaptiklar caligmada, genistein flavonoiti
ile HSA arasinda gerceklesen etkilesimi CD teknigi ile incelemisler ve 207 nm dalga
boyunda HSA proteinine ait o-heliks yapisinin karakteristik negatif bandini
gozlemislerdir. Genistein yoklugunda ve varliginda HSA’ya ait CD spektrumunun sekli

ayni kalirken elliptisiti degeri degismistir. Bu durum, HSA’nin a-heliks miktarinda
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azalma gerceklestigini  gostermistir (Bian vd 2004). Benzer bir calisma da
Subramanyam vd (2009) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmada, bir ilag maddesi
olan betulinik asit ile HSA arasindaki etkilesim arastirilmistir. Yapilan CD analizinde,
208 nm dalga boyunda HSA proteininin % 57,9 oraninda a-heliks yapisinda oldugu,
1,0x10° M, 5,0x10° M ve 1x10* M betulinik asit varliginda HSA’nin a-heliks
miktariin sirastyla % 57,1°e, % 54,6’ya ve % 53,1’e distiigii sonucuna varilmistir

(Subramanyam vd 2009).
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5. SONUC

Bu ¢alismada, 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C sicakliklarda ve fizyolojik pH degeri
olan 7,4’te HSA proteini ile NHD ve MHC maddeleri arasindaki etkilesimler floresans
ve dairesel dikroizm spektroskopisi yontemleriyle aragtirtlmistir. Caligmadan elde

edilen sonugclar su sekildedir:

o Floresans spektroskopisi olciimlerinde 3,0x10° M’lik saf HSA ¢dzeltisinin
maksimum emisyon dalga boyu 335 nm olarak bulunmustur. Ayrica, sicaklifinin 15
°C’den 45 °C’ye arttirilmasi ile proteinin maksimum emisyon dalga boyu degerinde

herhangi bir kayma gozlenmezken, floresans siddetinde ise bir azalma olmustur.

e HSA-NHD sistemine ait 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’de elde edilen emisyon
spektrumlarinda, artan NHD konsantrasyonuyla birlikte HSA proteininin maksimum
emisyon dalga boyundaki floresans siddetinde bir azalma meydana gelmis ve buradan
HSA proteini ile NHD maddesi arasinda bir etkilesimin meydana geldigi sonucuna

ulastlmistir.

e HSA-MHC sistemine ait emisyon spektrumlart incelendiginde, ¢alisilan tiim
sicakliklarda MHC konsantrasyonunun arttirtlmasi ile HSA proteininin floresans
siddetinde 6nemli bir azalmanin gerceklesmedigi goriilmistiir. Bu durum, HSA proteini

ile MHC ila¢ maddesi arasinda bir etkilesimin meydana gelmedigi sonucunu vermistir.

e HSA-NHD sistemine ait Stern-Volmer sonumleme sabiti (Ksy) degerlerinin
sicakligin arttirilmas: ile azalmasi nedeniyle ve kq degerlerinin bir¢ok biyomolekiil-
sonlimleyici madde sistemi i¢in maksimum dagilma-carpisma sonlimleme sabiti degeri
olan 2,00x10"° M?s™*den biiyiikk olmasi nedeniyle, HSA-NHD sisteminde proteinin
floresans soniimleme mekanizmasimin statik soniimleme yolu ile gergeklestigi

bulunmustur.

e NHD maddesinin HSA proteinine baglanmasina ait baglanma sabiti degeri 15

°C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C sicaklik degerlerinde siras1 ile 4,01x10* M, 2,79x10* M,
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2,11X104 M1 ve 1,16X104 M? olarak elde edilmistir. Bu durum, kompleksin
kararliliginin artan sicaklik ile azaldigini gostermektedir. Ayrica, yapilan hesaplamalar
ile NHD maddesinin HSA proteinine tek bir nokta iizerinden baglandigi sonucuna

varilmstir.

e HSA-NHD kompleksi icin hesaplanan AH degeri -29,22 kJ.mol™ ve AS degeri
-12,91 J.mol™".K™dir. 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C sicakliklarda elde edilen AG
degerleri sirast ile -25,50 kJ.mol™, -25,37 kd.mol™, -25,22 kJ.mol™ ve -25,11 kJ.mol™’
dir. Termodinamik parametrelerden baglanma isleminin istemli ve ekzotermik bir
sekilde gerceklestigi, sicakligin artmasi ile baglanmanin zayifladigi ve baglanma
prosesinde hidrojen baginin ve van der Waals kuvvetlerinin etkili oldugu sonuglar1 elde

edilmistir.

e Fizyolojik pH degeri olan 7,4’te ve 37 °C’de kaydedilen HSA-NHD sistemine ait
senkronize floresans dl¢tiimlerinde A\ degeri 15 nm iken, HSA nin maksimum emisyon
dalga boyunda herhangi bir kayma gdzlenmemis ve buradan tirozin amino asiti
kalintilarinin ¢evresinde polarligin degismedigi sonucuna varilmistir. A\ degeri 60 nm
iken ise, maksimum emisyon dalga boyu 282 nm’den 280 nm’ye dogru kaymis ve
buradan, baglanma prosesi sonucunda triptofan amino asitinin ¢evresindeki polarligin

azaldig1 sonucu elde edilmistir.

e NHD maddesinin HSA proteinine baglanmasi ile HSA proteininin sekonder
yapisinda degisikliklerin meydana geldigi yapilan CD 6lgiimleri sonucunda
bulunmustur. 25 °C’de gergeklestirilen CD 6lgiimlerinde, saf HSA proteininin o-heliks
miktar1t % 49,0 olarak bulunurken, ¢ozeltideki artan NHD konsantrasyonu ile birlikte

proteinin a-heliks miktarinda bir azalmanin oldugu goriilmiistir.
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