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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HIDRAZINLENMIS BAZI KALKON TUREVLERININ INSAN SERUM ALBUMIN
VE MODEL MEMBRAN SiSTEMLERDEKi FLORESANS KARAKTERISTIiGi

Berat YILDIRIM

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Kimya Anabilim Dal1

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Burcu Meryem BESER

Bu tez ¢aligmasinda hidrazinlenmis kalkon tiirevi iki pirazolin izomer bilesiginin (4,2/ 2,2) biyolojik sistemler i¢in
uygun floresans prob olma 6zelligi incelenmistir. Bu amagla 4,2 ve 2,2 izomerlerinin in-vitro model membran sistem
olarak kabul edilen Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ve model tasiyici protein olan insan serum albiimin (HSA) ile
etkilesimleri absorpsiyon ve floresans spektroskopi teknigi kullanilarak incelenmistir. Bu ¢alisma, bahsi gecen
ortamlardaki floresans enerji transferi Forster teorisi ve Stern-Volmer esitligi esas alinarak gergeklestirilmistir. Bu
amacla SDS misel ortaminda dondr olarak 4,2 ve 2,2 pirazolin tiirevi molekiiller kullanilirken akseptor molekiil
olarak Safranin T, Akridin O, Pyronin Y ve Floresin molekiilleri tercih edilmistir. HSA ortaminda ise donér molekiil
HSA iken akseptor 4,2 ve 2,2 izomer bilesikleridir. Spektral ortiigme alanlarinin uygun oldugu belirlenen dondr-
akseptor ciftleri igin enerji transfer parametreleri ve Stern-Volmer parametreleri hesaplanmis, donor-akseptor
ciftlerinin uyumu hesaplanan parametreler ile desteklenmistir. SDS ve HSA sistemindeki enerji transferleri, Stern-
Volmer ve termodinamik parametreler biyolojik sistemler igin molekiillerin uyumunu ifade etmistir. Ayrica
molekiillerin biyolojik sistem g¢aligmalarina uygunlugunun tespit edilmesi i¢in sitotoksik olup olmadiklari in-vitro
kanser hiicre hatti ¢alismalari ile arastirilmis ve her iki molekiiliin de toksik olmadigi tespit edilmistir. Bu
molekiillerin hiicre goriintiileme tekniklerinde kullanim alan1 olup olamayacaginin belirlenmesi amaciyla in-vitro
hiicre uygulamasi yapilarak konfokal mikroskop goriintiileri elde edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda da
molekiillerin hiicre sitoplazmasini boyadig1, dolayisiyla her iki molekiiliin de hiicre goriintiileme proseslerinde 360

nm dalga boyunda hiicre boyama amaciyla kullanilabilecegi anlagilmigtir.
2020, 87 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Floresans Enerji transferi, Floresans Spektroskopi, insan Serum Albiimin (HSA), Pirazolin,
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS).



ABSTRACT

Master Thesis

FLUORESCENCE CHARACTERISTIC OF HYDRASINATED SOME CHALCONE
DERIVATIVES IN HUMAN SERUM ALBUMIN AND MODEL MEMBRANE
SYSTEMS

Berat YILDIRIM

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Asts. Prof. Dr. Burcu Meryem BESER

In this thesis, two hydrazinated chalcone derivative pyrazoline isomer compounds (4.2 / 2.2) are investigated as
suitable fluorescence probes for biological systems. For this purpose, interactions of 4,2 and 2,2 isomers with
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), which is accepted as in-vitro model membrane system, and human serum albumin
(HSA), which is the model carrier protein, were investigated using absorption and fluorescence spectroscopy
technique. The study mainly includes the investigation of fluorescence energy transfer in the aforementioned
environments according to Forster's theory and Stern-Volmer equation. For this purpose, while 4, 2 and 2, 2
pyrazoline derivative molecules are used as donors in SDS micelle medium, Safranin T, Akridin O, Pyronin Y, and
Floresin molecules were preferred as acceptor molecules. In the HSA environment, while the donor molecule is
HSA, acceptor 4, 2 and 2, 2 are isomer compounds. Energy transfer parameters and Stern-VVolmer parameters were
calculated for these donor-acceptor pairs, whose spectral overlap areas were suitable, and the compatibility of donor-
acceptor pairs was supported by the calculated parameters. Energy transfers in the SDS and HSA system, Stern-
Volmer, and thermodynamic parameters expressed the compatibility of molecules for biological systems. Also, to
determine whether the molecules are suitable for biological system studies, whether they are cytotoxic was
investigated by in-vitro cancer cell line studies and both molecules were found to be non-toxic. To understand
whether these molecules can be used in cell imaging techniques, confocal microscope images were obtained by in-
vitro cell application. As a result of this study, it was understood that the molecules stain the cell cytoplasm, so both
molecules can be used for cell staining at 360 nm wavelength in cell imaging processes.

2020, 87 Pages

Keywords: Energy transfer, Fluorescence Spectroscopy, Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), Pyrazoline, Human
Serum Albumin (HSA).
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1. GIRIS

Kalkonlar, flavonoid ailesine tiye, a, B doymamis ketonlar olarak bilinirler ve kimyasal
olarak ti¢ karbonlu bir a, B doymamis karbonil yapiyla birbirine baglanmis olan iki
aromatik halkadan (1,3-diaril-2-propen-1-on iskeleti) meydana gelirler. Dogal ya da
sentetik bilesikler olup genis bir biyolojik aktivite spektrumuna sahiptirler. Son
zamanlarda kalkonlarin farmakolojik aktivitelerinden dolay1 ciddi 6neme sahip olduklar1
anlasilmistir (Asiri, vd. 2017). Dolayisiyla tibbi ve farmakolojik uygulamalarda dnemleri
giderek artmaktadir (Ramkumar ve Kanan, 2015).

O
=

Sekil 1.1. Kalkonlarin genel yapisi

Kalkonlar yapilarinda © bagiyla konjuge iki aromatik halka igerirler ve sahip oldugu bu
uzun © bagi konjuge sisteminin varligi onlari kromoforlara gevirir. Bu 6zellikleri ile
iliskili olarak belli renklere sahip olurlar ve goriiniir bolge 151811 absorplayabilirler.
Kalkonlar; pirimidin, pirazolinler, flavonlar, kinolinler gibi ¢ogu biyolojik aktif

heterosiklik bilesigin sentezi i¢in de uygundur.

Azakalkonlardan sentezlenen pirazolinler heterosiklik halkada iki azot atomu igeren, 300-
400 nm araligindaki 15181 absorplayabilen hem kati halde hem de ¢6zeltide gii¢lii floresans
ozellik gosteren molekiillerdir. Parlak mavi renkleri ile bilinirler ve floresans prob olarak
kullanilirlar (Geeta, vd. 2011). Yiiksek floresans karakterlerinden dolay1r da
elektroliiminesans, elektro fotograflama tekniklerinde kemosensor olarak kullanilirlar
(Ramkumar ve Kannan, 2015). Bir¢ok pirazolin bilesigi antimikrobiyal, antifungal,
antidepresan, antikonvulsant, antibakteriyel, antihelminitik, antiiilser, antiviral,
antiprotozoal, antikanser olarak biyolojik aktiviteye sahiptir (Perdana, vd. 2015;
Kahriman, vd. 2013). Ayrica son yillarda anestezik, analjezik, antiinflamatuar ve
antidiyabetik farmasotik amagli sentezleri giderek artmaktadir (Sarkar ve Bhattacharya,
2012).



Pirazolin tiirevi bilesikler yiiksek kuantum verimleri ve uzun floresans Omiirleri ile
onemli organik floresans molekiillerdir. Literatiir incelendiginde pirazolin tiirevi
bilesiklerin absorpsiyon ve floresans spektrumlar1 alinarak farkli 6zelliklerinin
belirlendigi goriilmiistiir. Molekiile baglanan gruplarin degistirilmesinin floresans
Ozelliklerini nasil etkiledigi de yapilan ¢aligmalarin konusu olmaktadir (Vikash, vd.
2017).

Bu ¢alismada pirazolin tiirevi iki izomer molekiil kullanilacaktir ve bu molekiiller Sekil

1.2, Sekil 1.3’ de verilmistir.

OH N-NH N=
/
Y

Sekil 1.2. 2-(5-(pyridin-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-3-yl) phenol (2,2)

N—NH

[
W

OH

Sekil 1.3. 4-(5-(pyridin-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-3-yl) phenol (4,2)

Molekiiler sistemlerin davraniglarini  incelemek i¢in  giiniimiizde ¢ogunlukla
spektroskopik yontemler kullanilmaktadir. Spektroskopi elektromanyetik radyasyonun
madde ile etkilesimini fotokimyasal ve fotofiziksel prosesler ile inceleyen bilim daldir.
Bir diger spektroskopi tanimi ise drnekteki molekiil, atom veya iyonlarin belli bir enerji
seviyesinden diger bir enerji seviyesine gecisleri esnasinda meydana gelen absorplanma
veya yayilan elektromanyetik 1s1manin 6lgiilmesi ve degerlendirilmesine dayanan bilim

dali seklindedir (Skoog, vd. 2017). Kisacasi spektroskopi madde ile 1s181n etkilesimidir.

Elektromanyetik radyasyon yani 1s1k; foton adi verilen bir enerji paketi tagiyan, birbirleri

ile ayn1 fazda birbirine dik, bir elektrik ve bir manyetik alandan olusan siniizodal olarak



yayilan bir dalgadir. Sekil 1.4° de elektromanyetik radyasyon temsili olarak

gosterilmistir.
K
Elokiriksel alan Elektromanyetik dalga
Z
; Dalganin
Manyetik alan hareket yonu

Dalga Boyu

Sekil 1.4. Elektromanyetik Radyasyonun temsili gosterimi

Bu calismada hidrazinlenmis kalkon tiirevi bu iki izomer bilesigin spektroskopik
Ozellikleri absorpsiyon ve floresans spektroskopi teknikleri kullanilarak incelenecektir.
Absorbsiyon ve floresans spektroskopisinin temel prensibi Jablonski Diyagramina
dayanmaktadir. Jablonski Diyagrami; elektromanyetik radyasyonun absorpsiyonu sonucu
bir {ist enerji seviyesine ge¢mis olan molekiiliin, kararli hali olan temel hale gecis
yapabilmesi i¢in miimkiin olan ihtimalleri ifade etmektedir. Jablonski Diyagrami Sekil

1.5° de gosterilmistir;



Singlet nyaritmis hal Triplet nyariims hal

Titresimsel
] E'!., I¢ déniisiim durnlma
ST ¢ v Sistemler
F 3 ’ u“ f’l‘lf ﬂ]‘aﬂge{._:ig
F 3 'F'
Yy - 3 -"
S - 1 ,
T F 3 ‘H—ﬂ, TJ
)
'
= LI
E Absorbsivon Floresans I ve dis (L1
diniisim .-
- 7— Titmeimsel
Sa " = #‘r" dorulma %’
Temel hal pJ rd ¥ £

Sekil 1.5. Jablonski diyagrami

Jablonski Diyagrami E= hv kadar enerji (foton) ile molekiiliin uyarilmasindan sonra

gerceklesebilecek ihtimalleri gosterir ve bir foton absorbsiyonu ile baslar.

Absorpsiyon: Singlet temel halden singlet uyarilmis hale olan bir elektronik gegis olarak
adlandirilir. Bu gegis spin bakimindan miisaadeli bir gegis olup hicbir fotofiziksel ve

fotokimyasal prensibin ihlal edilmesi s6z konusu degildir. Bu basamak genel olarak;

So+hv — S1

denklemiyle ifade edilebilir. Burada belirtilen So singlet temel hali, S1 birinci singlet
uyarilmis hali ve hv ise uyarma enerjisini temsil etmektedir. Deneysel olarak da €o (So—
S1) seklinde ifade edilebilir. Burada ifade edilen € molar absorpsiyon katsayisi olup,
elektronik gecisin siddeti ile ilgili bilgi veren fotofiziksel bir parametredir. Singlet-singlet
absorpsiyonu olan bu olay, olduk¢a hizli gergeklesen bir prosestir ve yaklasik 10™%°

saniyede gerceklestigi bilinmektedir.



Absorbsiyonun gerceklesmesinin ardindan temel hale gegis icin miimkiin olan iki
fotofiziksel durum vardir. Bunlardan bir tanesi 1s1masiz gecislerdir. Sistem aldig1 enerjiyi
cevresine 1s1 enerjisi olarak verir. Bir digeri de floresans ve fosforesans olarak
adlandirilan 1s1mal gegislerdir. Floresans; singlet uyarilmis halden singlet temel hale olan
elektronik gegisleri temsil ederken, fosforesans; triplet uyarilmis halden singlet temel hale
olan elektronik gecisleri temsil etmektedir. Singlet ve triplet uyarilmis haller elektron
spini bakimindan birbirinden farklidirlar. Singlet uyarilmis halde bulunan elektronun
spini, singlet temel hale gore ayn1 yondeyken, triplet uyarilmis haldeki elektronun spini

ise singlet temel haldeki ile ters yonliidiir.

Floresans: Singlet uyarilmis halde bulunan bir sistemin, enerjisini i1s1ma Yyaparak

kaybetmesi sonucunda singlet temel hale ge¢mesi olayidir. Floresans basamagi;

S1— So+ hv'

seklindeki bir denklemle ifade edilebilir. Burada belirtilen hv' sistem singlet temel hale
donerken disariya 1s1ma olarak verdigi enerjiyi ifade etmekte olup bu enerjinin biiytikligii
ayni sistemi uyarmak i¢in kullanilan uyarilma enerjisinden kiiciiktiir. Bu durum hv'<hv
seklinde ifade edilebilmektedir. Ancak bu iki enerjinin birbirine esit oldugu durumlar s6z
konusu olabilmektedir. Boyle bir sistem i¢in hv'= hv olur ise sistem aldigi enerjiyi higbir
kayip olmaksizin geri 1s1ma yaparak verebilmektedir. Bu duruma da Rezonans Floresans
adi verilir. Floresans olay1 absorpsiyon olayina gore daha yavas siirelerde gergeklesmekte

olup yaklagik 10°°-1077 saniyelik bir zaman araliginda sonuglanir.

Fosforesans: Sistem triplet uyarilmig halden singlet temel hale olan 1g1mali bir gegis
yapar. Bu gecis esnasinda elektronun spininde bir degisiklik olmaktadir. Bu olay
fotofiziksel olarak yasakli bir gegistir. Triplet-singlet emisyon basamagi olarak da ifade

edilebilen bu olay da;

T1— So+hv"



seklindeki denklemle gosterilir. Floresans enerji bakimindan fosforesanstan daha biiytik
enerjili oldugundan hv"<hv'<hv seklinde siralanarak gosterilebilir. Uyarilmis triplet
enerji seviyeleri genel olarak singlet uyarilmis haller tizerinden olusmakta oldugundan
zaman bakimindan fosforesans, floresanstan daha uzun stireli gergeklesir. Zaman olarak

yaklasik 10°-1 saniye araliginda gerceklesir.

I¢ doniisiim: Genellikle uyarilmis elektronik enerji seviyelerinin (S2—S1) titresim enerji

seviyeleri arasinda gergeklesen bir durum olup denklemle;

So— S1+181

seklinde gosterilir. Genelde bu olay ayni elektronik haller arasindaki 1s1masiz bir enerji
kayb1 olarak da tanimlanabilir. I¢ doniisiim olay1; relaksasyon basamagi olarak da
tamimlanabilir. Bu olay zaman bakimindan 1071!-10° saniyelik bir zaman araliginda
gerceklesmektedir. Eger elektronun transfer olacagi elektronik enerji seviyeleri birbirine
yakin veya bu enerji seviyelerinin titresim enerji seviyeleri ¢akisiyorsa i¢ donilisiim olay1
gerceklesir. Bazi durumlarda ise sistem singlet uyarilmis halden (S1) singlet temel hale
(So) 1s1masiz gegebilmekte olup, elektronik haller arasindaki gecis de i¢ doniisiim olarak

adlandirabilir. Bu durumun denklemi ise,

S1— So+ 181

seklinde ifade edilir. Sistem uyarilmis halden temel hale ge¢isi esnasinda sahip oldugu
enerjiyi molekiiler ¢arpigsmalarla 1s1 enerjisi olarak kaybeder. Bu sekilde gergeklesen bir
1s1 transferi, sistemin sicaklik artisina biiyiik oranda etki etmeyip sadece molekiillerin

Kinetik enerjilerinde bir artisa sebep olur.

Sistemler arasi gegis: Sistemler aras1 gegis 1s1masiz olarak gergeklesen ve normalde spin
bakimindan yasaklanmis bir gegis tiirtidiir. Bunun nedeni ise sistem singlet uyarilmis
halden (S1) triplet uyarilmis hale (T1) gegis yaparken elektronun spini degismektedir.
Molekiiler yap1 bu olayin gergeklesmesi icin biiyiik bir etkiye sahiptir. Molekiiler yapida

bulunan agir metaller triplet hale gecisi fazlasiyla kolaylastirmaktadir. Ozellikle
6



inorganik bilesikler genel olarak yapilarinda agir metalleri kompleks halinde
bulundurdugundan triplet uyarilmis halin olusmasina sebep olabilmektedir. Bu olaymn

denklemle gosterilisi ise;

S1— Ti1+181

seklindedir. Bir diger sistemler aras1 gegis olay1 ise triplet uyarilmig halden (T1) singlet
temel hale (So) olan gegislerdir. Bu prosesin denklemi de;

T1— So+1s1

seklinde ifade edilmektedir. Bu durumun gerceklesme olasiligr diger S1 — Ti gegis
basamagina kiyasla ¢ok daha disiiktiir. Bundan dolay1 ise sistem genellikle 1simali
elektronik gecis olan fosforesansi tercih edebilmektedir. Zaman bakimindan ise sistemler

arasi gegis 1079-108 saniye gibi bir aralikta gerceklesmektedir (Lakowicz, 1991).

Jablonski diyagraminda elektromanyetik radyasyon etkisi sonucu olusabilecek
fotofiziksel deaktivasyon prosesleri iizerinde durulmustur. Bu tiir sistemlerde
elektromanyetik radyasyon fotofiziksel proseslerin yanisira fotokimyasal proseslere de
sebep olmaktadir. Temel halde bulunan Ro molekiilii hv enerjisiyle uyarildiginda
uyarilmis R* hali olusmaktadir. Bu R* molekiiliiniin Ro haline dénmesi igin
monomolekiiler ve bimolekiiler deaktivasyon prosesleri meydana gelebilir.
Monomolekiiler deaktivasyon ortaminda tek tiir molekiil varken, bimolekiiler
deaktivasyon prosesinde ise ilgilenilen tiirlin disinda farkli bir molekiil de bulunmaktadir.

Bu durum Sekil 1.6’ da gosterilmistir.



1 — P
2 — > Ro + hv
3 — Ro + 151

Ro __hv R*

v
v

4 t—> Ro+Q*

S M R'+Q

6 L—» Pi(+P2...)
Sekil 1.6. Monomolekiiler ve bimolekiiler deaktivasyon prosesleri

Bu deaktivasyon proseslerinden; 1, 2 ve 3 numara ile belirtilen prosesler monomolekiiler
olarak ger¢eklesmektedir. (1) Uyarilmis halde bulunan (R*) bir molekiil dogrudan Py gibi
bir {irline doniisebilir. (2) Daha 6nce de bahsetmis oldugumuz, uyarilmis halde bulunan
molekiil 1s1ma yaparak temel hale donmesi gibi bir yol takip edebilir veya (3) sahip
oldugu enerjisini 1s1 seklinde disariya vererek radyasyonsuz bir gegisle temel hale
donebilir. Bu basamaklardan hangisinin daha etkili oldugunu anlamak igin her bir

basamagin hiz sabitlerinin bilinmesi gerekir.

Bimolekiiler etkilesmeler durumunda; (6) R* halindeki molekiil herhangi bir Q
molekiiliiniin varhiginda fotokimyasal bir reaksiyonla iirline veya tiriinlere doniisebilir. (5)
nolu basamakta ise iki farkli tiir arasinda bir elektron transferi prosesiyle R* ve Q

hallerini olusturarak buradan bir iiriine ya da baslangictaki haline donebilir.

Bimolekiiler etkilesmeler durumunda diger bir yol (4) nolu basamakta verilmistir. Burada
R* molekiilii, Q molekiilii ile etkilestiginde kendi uyarilma enerjisini Q’ya transfer ederek
Q* olusmasina sebep olurken, kendisi temel Ro haline doner. Bu sekilde uyarilma
enerjisinin bir baska molekiile transfer ederek 1simasiz bir sekilde temel hale gegme
olayina (R* i¢in) kuenglesme veya sensitizasyon denir. Bu Q*’in olusturulmasi olayma
enerji transfer prosesi denilmektedir. Kuenglesme olayr bimolekiiler bir proses
oldugundan uyarilmis haldeki R* molekiiliiyle Q molekiiliiniin birbiriyle etkilesimi

onemlidir. R* molekiilii ile Q molekiilii arasinda carpigsmalar olabilecegi gibi bu iki
8



molekiiliin temasi sonucu kompleks de olusabilir. Kuenglesme islemi ¢arpisma (dinamik)
ve statik kuenglesme olarak iki ana sinifa ayrilabilir. Dinamik kuenglesmede uyarilmis
durumdaki bir florofor baska bir tiirle ¢arpistiginda yani enerji transferi, elektron transferi
veya sistemler arasi ge¢ise maruz kaldiginda meydana gelir ve sonucunda florofor
molekiilii deaktive olmus olur. Statik kuen¢lesme ise, temel haldeki florofor bir
sondiiriicii ile geri doniisiimli bir kompleks olusturdugunda meydana gelir, bu nedenle
islem molekiiler ¢arpismaya dayanmaz ve floresans 6zelligi tasimayan bir kompleks

olusabilir (Lakowicz, 1991; Korkmaz, 2019).

Forster’ e gore floresans enerji transferi, uyarilmis halde bulunan donor molekiilden
akseptor molekiiliine uyarilma enerjisinin transferi seklinde tanimlanir. Donor-akseptor
molekiillerin  geometrik ve spektroskopik oOzelliklerine dayanarak dipol-dipol
etkilesiminin sonucunda floresans enerji transferinin gergeklestigi ilk olarak Forster
tarafindan One siirilmiistiir (Forster, 1959). Forster’in belirttigi etkilesim Sekil 1.7 de

temsili olarak gosterilmistir.

Donoér
T — — AbSOI’pSiyOﬂU
Sl - E———— — —
»  —-———
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Rezonans Enerji —
I ) Transferi
Isimasiz Donor —

Enerji Transferi

So

Akseptor Uyarllma

Akseptor

Titresimsel

Donor

Relaksasyon

Sekil 1.7. Bir enerji transfer prosesinin temsili gosterimi

Sekil 1.7° de gosterildigi gibi, molekiiler sistemlerde enerji transferi dondr (D)-akseptor
(A) molekiilleri arasindaki dipol-dipol etkilesimi sonucunda meydana gelir. Bu

etkilesmenin ve dolayisiyla enerji transfer olaymin gergeklesebilmesi i¢cin donor-akseptor



aras1 mesafe oldukc¢a dnemlidir. Etkin bir enerji transferi i¢in bu mesafenin 10 nm den
daha kiiciik olmas1 gerekmektedir. Ozellikle biyolojik sistemlerde bu mesafe oldukga
onemlidir ¢linkii protienlerin katlanmalar1 konformasyonlarinin degisimleri, ayrica ilag

baglanma bolgeleri ile ilgili bilgi saglar (Ariga, vd. 2017).

Elektromanyetik radyasyon absorpsiyonu sonucu uyarilmis dondr molekiilii (D) ve

akseptor molekiilii (A) arasinda enerji transferi;
D*+A——» D+A*

seklinde gosterilen temsili bir mekanizma ile ifade edilebilir. Enerji transferinin
olabilirligine spektroskopik olarak Sekil 1.8 de gosterildigi gibi, donériin emisyon
spektrumu ile akseptor molekiiliiniin absorpsiyon spektrumlarinin kismi Ortiismesine
bakilarak karar verilebilir. Spektrumlardaki ortiisme ne kadar iyi ise enerji transferinin

gerceklesme olasiligl o kadar artmaktadir.

Absorpsiyon Emisyon
Spektrumu
=

Sekil 1.8. Dondr molekiiliiniin emisyon spektrumu ile akseptor molekiiliiniin

absorpsiyon spektrumunun temsili spektral ortiismesi

Son yillarda artarak devam eden enerji transfer olaylarini inceleme ¢aligmalari farkli
amacli enerji doniistiirme proseslerinde, dye laserlerde belli dalga boyunda en iyi cevabi

verecek dye karigimlarin belirlenmesinde ve 6zellikle biyokimya alaninda hiz kazanmistir
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(Steinberg, vd. 1976). Biyokimyada enerji transferi; proteinlerin yarigaplari, biyolojik
membran kalinligi, proteinlerdeki kromoforik gruplar arasindaki mesafe, ¢ozeltideki
makro molekiillerin statik ve dinamik yapisal Ozelliklerinin belirlenmesi gibi farkli

amaglar i¢in kullanilabilir (Kalyanasundaran, 1987; Sanchez ve Ruiz, 1996).

Pirazolin tiirevi molekiiller farmasotik 6nemi olan floresan bilesikler olduklarindan
Ozellikle floresans rezonans enerji transfer (FRET) ¢aligmalari ile protein etkilesimleri
incelenmektedir. Buradaki temel amag¢ farmasotik olarak yeni biyolojik uygulama
alanlarim1  bulabilmektir. Pirazolin tiirevi bu biyoaktif floresan molekiiller canl
sistemlerdeki fizyolojik aktivitelerin habercisi olarak gorev alabilirler (Sarkar ve
Bhattacharya, 2012).

Bu ¢alismada iki pirazolin izomer molekiiliiniin [(2,2 ve (4,2)] farkli boyar maddeler ile
arasindaki enerji transferi ¢aligilmistir. Boyar madde olarak Pyronin Y (PyY), Akridin
Oranj (AcO), Safranin T (SfT) ve Floresin (FI) kullanilmistir. Kullanilacak olan boyar

maddelerin kimyasal yapilar1 asagida gosterilmistir;

CH3 CH3

|
|
HsC~ Ny 0 N~cH,
N

Sekil 1.9. Pyronin Y (PyY) molekiiliiniin kimyasal yapis1

\
H3C. /‘:O ‘O CH
N N 3

+/
| N \
CHj CH,

Sekil 1.10. Akridin Oranj (AcO) molekiiliiniin kimyasal yapis1
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H,C N CH,
+
H,N N NH,
Sekil 1.11. Safranin T (SfT) molekiiliiniin kimyasal yapis1

HO O O
e

CO,H

Sekil 1.12. Floresin (F1) molekiiliiniin kimyasal yapis1

PyY, Fl, AcO ve SfT o6zellikle biyolojik sistemlerde siklikla kullanilan bilesiklerdir.
Yiiksek floresans etkinligine sahip olan bu bilesikler ile biyolojik sistemlerin
davraniglarinin incelenmesi spektroskopik yontemler kullanilarak takip edilebilmektedir.
Ornegin; PyY dye lazer sistemlerinde ve uranyum zenginlestirme proseslerinde siklikla
kullanilmaktadir (Dare-Doyen, vd. 2003). Bunlara ek olarak AIDS, kanser, akil
hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilan askorbik asidin miktar tayini, yliksek
hassasiyetle PyY varliginda spektroskopik olarak tayin edilebilmektedir (Feng, vd. 2005).
SfT molekiilii fotoredoks oOzelliginden otlirii gilines enerjisi  doniisiimiinde ve
fotopolimerizasyonda 6nemli iken, AcO canli hiicrelerde mitokondriyal prob olarak
kullanilmaktadir (Ganguly, vd. 2010). Fl molekiilii ise retina ve koroidin anatomisi,
patolojisi ve patofizyolojisine katkida bulunan, retina damarlarinin kolay goriintiilemesini
saglayan, etkili bir tan1 yontemi olan Fundus Floresin Anjiyografi (FFA) yonteminin ana

molekuludiir.

Kullanilacak olan bu boyar maddelerin fotofiziksel 6zellikleri bulundugu ortamlara gore

degisiklik gosterebilmektedir. Bu bilesiklerin misel ortamlar gibi ¢esitli ¢oziicli
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ortamlarmmdaki  molekiiler = davranislart  spektroskopik  teknikler  kullanilarak
incelenmektedir (Ganguly, 2010; Maiti, 2015; Mallick, 2004; Moumita, 2011).

Misel ortamlar, yiizey aktif maddeler olarak bilinen surfaktantlarin belirli bir
konsantrasyonun tizerinde biraraya gelerek diizenli yapilar olusturmasiyla meydana gelir.
Surfaktantlar, gerilip uzanabilen, hidrofobik (polarize) ve hidrofilik (hem polar/iyonik
hemde polarize) kisimlara sahiptirler. Hidrofobik olan kisim bir ya da daha fazla uzun,
esnek, hidrokarbon veya florokarbon zincirlerinden olusmaktadir. Hidrofilik kisim ise
cok daha kii¢iik polar veya iyonik bas gruplardan meydana gelmektedir. Surfaktantlar
genel olarak bas grubun yiikiine gore polar, katyonik ya da anyonik ve zwitter iyonik
(pozitif ve negatif yiikii birlikte bulunduran) olarak belli gruplara ayrilirlar (Liveri, vd.
2006).

Cozelti ortaminda belirli bir konsantrasyonun tizerinde surfaktantlar alisilmisin disinda
baz1 fiziksel ozellikler gosterirler. Surfaktantlarin fiziksel 6zelliklerinde degisimlerin
meydana geldigi konsantrasyona, “kritik misel konsantrasyonu” (CMC) denir.
Surfaktantlarin fiziksel 6zelliklerindeki bu degisimin sebebi hidrofobik kisimlarin ige,
hidrofilik kisimlarin sulu ortamla temasta olacak sekilde yonlenmesiyle, 10-100 adet
surfaktant molekiilinden olusan “misel” olarak adlandirilan agregatlarin meydana
gelmesidir (Aydin, 2009). Kritik misel konsantrasyonu entropi artisiyla ilgilidir (Liveri,
2006). Surfaktantlardan misellerin olusturulabilmesi i¢in minimum bir sicakliga ihtiyag
vardir. Kraff sicaklig olarak bilinen bu deger 6nemli olup, bir surfaktant sistemde misel
olusturulacaksa ¢ozeltinin sicakligr bu degerden yliksek olmalidir. Misel popiilasyonu
genellikle polidispers halde yani birbirinden fakli tanecik biiyiikliigiine sahip yapida
olmakla birlikte, misellerin sekilleri de derisim ile degisebilmektedir (Sekil 1.13).
Miseller genellikle kiireseldir. Bunun yani sira elips, silindir veya ¢ift tabaka (bilayer)
seklinde de olabilmektedir (Onganer, 1993). Kritik misel konsantrasyonun (CMC)
tizerine ¢ikildikca misel yassilasmaktadir. CMC’nun ¢ok {izerine ¢ikildiginda miseller iki
molekiil kalinliginda olan lamelli miseller adiyla da bilinen uzamis paralel levhalar
seklindedirler. Sulu c¢ozeltilerde molekiiller tek tek hidrofilik kistm disa, apolar
ortamlarda ise i¢ kisma bakacak sekilde bu levhalara dik olarak yerlesmektedirler. Bu tiir

miseller biyolojik hiicre zar1 yapisina biiyiik benzerlik gostermektedir. Bu 6zelliklerinden
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dolay1 boyar madde ile etkilesime giren surfaktant sistemleri; biyolojik yapilari incelemek
i¢in kullanigh bir model olustururlar (Atkins, 1998).

Kiiresel Silindirik Cift tabaka

Sekil 1.13. Olusabilecek misel sekilleri

Miseller model membran sistemler olarak bilinmektedir. Misel sistemlerdeki etkilesimler
incelenerek biyolojik sistemlerde cesitli protein veya membranlarin etiketlenmesi yani
isaretlenmesini gergeklestirebilecek sistemlerin belirlenmesi miimkiindiir. Bu nedenle
membran yapisina uygun misel sistemler segilereck molekiillerin misel ortamdaki
fotofiziksel davraniglarinin incelenmesi 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada misel sistem
olarak negatif yiike sahip olan Sodyum dodesil siilfat (SDS) surfaktant: se¢ilmigtir. SDS

surfaktantinin yapist Sekil 1.14” de verilmistir.

Sekil 1.14. Sodyum Dodesil Siilfat surfaktantinin (SDS) kimyasal yapis1

Bu c¢aligmada pirazolin tiirevi olan 2,2 ve 4,2 izomerinin PyY, SfT, AcO ve FI boyar
bilesikleri ile aralarindaki enerji transferi, anyonik bir surfaktant olan, Sodyum Dodesil
Stlfat (SDS) misel ortaminda UV-Goriiniir bolge absorpsiyon, durgun hal floresans
spektroskopi teknikleri kullanilarak aydinlatilacaktir. SDS surfaktant:1 i¢in kritik misel
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konsantrasyonunun (8,1 mM) iizerinde bir konsantrasyon olan 85 mM uygun

konsantrasyon olarak belirlenmistir.

Calisilacak bir diger ortam ise albiimin olarak da bilinen serum albiiminidir. Albumin
insan ve diger memeli hayvanlarin kan plazmasinda en yaygin olarak bulunan proteindir.
Kan igerisinde bulunan proteinlerin %60'in1 olusturmaktadir. Ayrica doku sivilarinda, kas

ve deride, az miktarda da gozyasi, ter, mide sular1 ve safrada bulunmaktadir.

HSA’ nin temsili yapis1 Sekil 1.15° de gdsterilmistir;

1A [5-107)

IB [108-196]
TIA [197-297]
11B [298-383]
ITIA [384—497]
ITIB [498-582)

Sekil 1.15. Insan Serum Albumininin (HSA) temsili yapist

HSA, a-sarmal alanda 585 amino asit dizisinden olusan ti¢ homologlu (I, II, IIT) kiiresel
bir proteindir. HSA aminoasit dizisi alt1 alt alandan olusur (IA, IB, IIA, IIB, IIIA, I1IB)
ve bu alt alanlarin dortlii diizenlenmesiyle sekil alir. Heliks yapinin amino ve karboksi
baglanti uglarimin birlesmesiyle elektron yogunlugunda degisim meydana gelir.
Molekiiliin amino ucundan karboksil terminaline kadar genisligi 82 A°' dur ve molekiiliin
derinligi yaklasik 30 A°' dur. Kuyruk (11B, IIA, 11IB) ve bas (IA, 1B, 1lA) kisimlar
birbirine baglanarak dortlii diizenleme saglanir. I, II ve III alanlari, aminoasit dizisi
icindeki dizilim ile tutarl sekilde iist iiste katlanabilir. HSA'nin genel konfigiirasyonunda
alt alanlar, genetik olarak bir kalp sekli alirlar. Ana ligand baglama bolgeleri, ilag

baglanmalar1 IIA alt alanlar1 i¢inde tanimlanir. HSA'nin II-A alt alaninda, zincir boyunca
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214 konumunda sadece bir triptofan (Trp) bulunur. Ila¢ baglanma bélgesi 11A’daki
Trp’dir (Ariga, vd. 2017).

Insan serum albiimini (HSA), saglikli bir yetiskinde 35 ila 55 g/L arasinda degisen ve tiim
serum proteinlerinin yaklasik {igte ikisini olusturan kan plazmasindaki en bol proteindir.
Dolasim sisteminde HSA, tasimacilik dahil olmak iizere endojen ve ekzojen ligandlarin
(serbest yag asitleri, tiroksin, metabolitler, vb) tasinmasi, kolloid ozmotik basincin
diizenlenmesi, serbest radikal toplanmasi gibi 6nemli fonksiyonlar sunar. Bu nedenle,
gercek biyolojik drneklerde HSA caligsmalari klinik tan1 ve koruyucu ilag i¢in biiyiik 6nem
kazanmistir (Zijie, vd. 2018).

Dolasim sisteminde HSA bollugu ve ¢ok ¢esitli molekiiller ile sira dis1 alici yetenekleri,
HSA’y1 yeni terapdtik ajanlarin gelistirilmesinde, ilaclarin farmakokinetik davranisinin
ve farmakodinamik modiilasyonlarin prognozunda 6énemli bir ara¢ haline getirmektedir.
Test edilecek bir ilacin HSA proteini ile etkilesimini incelemek bilgilendiricidir ¢linkii
protein-ilag baglanmasi farmakoloji ve farmakodinamikte 6nemli bir rol oynar. HSA'nin
ilagla etkilesimi hakkinda Ki bilgi, ilacin emilimini ve dagilimin1 daha iyi anlamamiza
yardimet olabilir (Zhang, vd. 2008). Bu amag i¢in 6zellikle floresans spektroskopi teknigi
sadeligi, yiksek duyarliligi ve ger¢ek zamanli yanit Ozellikleri sayesinde uygun ve
kullanilabilir bir tekniktir. HSA ile ilag etken madde 6zelligi gosterebilecek farkl
molekiiller arasindaki etkilesimlerin floresans spektroskopi teknigi ile incelendigi

calismalar son yillarda popiilerdir (Zijie, vd. 2018).

Bu ¢alismada pirazolin tiirevi 2,2 ve 4,2 molekiillerinin HSA ile etkilesimleri floresans
spektroskopi tekniginden faydalanilarak incelenmistir. Calismada HSA ile floresan prob
olarak kullanilan iki pirazolin molekiilii (HSA + 4,2 ve HSA + 2,2) arasindaki enerji
transfer prosesi incelenmistir. Bununla iligkili olarak floresans kuenc¢lesmesi
degerlendirilmistir. Bu ¢alisma oda sicakliginda ve 25°C (298 K), 35°C (308 K), 45°C
(318 K)’ de gergeklestirilmistir. Sicaklik calismasi yapilarak fizyolojik kosullarda
(36,5°C) ve protein denaturasyonunun meydana geldigi 45°C’ deki etkilesimlerinin

anlasilmas1 amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu enerji transferi ¢alismasinda ti¢ farkli floresan molekiiliin, 2,5 dimetoksibenzaldehid
(DMB), floresin (FI) ve rhodamin B' nin (RhB) farkli surfaktant sistemleri ile etkilesimi,
durgun hal floresans spektroskopi teknigi kullanilarak arastirilmistir. Floroforlarin misel
sistem igindeki spektral 6zelliklerine misel yapinin etkilerini anlamak i¢in molekiillerin
ikili olarak birlikte ¢oziindiirme ¢alismalar1 yapilmis ve enerji transfer siiregleri agisindan
degerlendirilmistir. DMB-FI ve FI-RhB arasinda FRET c¢alismalar1 yapilmis ve misel
sistemlerinde kullanilabilecek iki yeni FRET ¢ifti olusturulmustur. Surfaktantin
dogasinin her iki ¢iftin FRET verimi {izerinde énemli bir etkisi oldugu bulunmustur.
Burada, Fl vasitasiyla DMB'den RhB'ye eszamanli olarak ii¢ asamali FRET
gerceklesecegi, aksi takdirde DMB ve RhB arasinda spektral ortiisme olmamasi
nedeniyle FRET'in meydana gelmeyecegi incelenen tiim misel sistemlerde belirlenmistir.
Elde edilen bu ii¢ bilesenli FRET sisteminin biyolojik sistemlerde genis uygulamalara

sahip olabilecegi sonucuna varilmistir (Afzal, vd. 2018).

Model mutagen olan Hiperisin ile Akridin Orange arasindaki etkilesimlerin 1s1k
absorpsiyonu ve floresans spektroskopisi ile analiz edilmesi ile ilgili bu ¢alisma,
Hiperisin’in Akridin Orange ile etkilesime girme kabiliyetini incelemek i¢in yapilmaistir.
Hiperisin ve Akridin Orange’in bu birlikteligi, sulu DMSO ¢ozeltisinde absorpsiyon ve
floresans spektroskopisi yontemleriyle arastirilmistir. Veriler, Hiperisin’in AkKridin
Orange ile kompleksler olusturdugunu ve birlesme sabitlerinin yiiksek oldugunu ve bu
sabitin DMSO konsantrasyonuna bagli oldugunu géstermektedir. Hiperisin ve Akridin
Orange komplekslerinin absorpsiyon spektrumlari da incelenmistir. Diiz aromatik
bilesiklerle etkilesime girme kabiliyeti sayesinde, Hiperisin’in potansiyel olarak bir
mutajen Onleyici molekiil olarak kullanilabilecegi ortaya c¢ikarilmistir (Pietrzak, vd.

2016).

Bir baska c¢alisma ise, Amodiakin ve insan serum alblimini arasindaki etkilesimin
floresans spektroskopisi ve molekiiler modelleme ile incelenmesi iizerinedir.
Amodiakin’in  (AQ) insan serum albiimini (HSA) ile etkilesiminin floresans
spektroskopisi ile incelenmesine, entalpi ve entropi degisimlerine dayanarak, ana

etkilesen kuvvetler olarak hidrojen bagi ve Van der Waals kuvvetleri 6nerilmistir. Ayrica,
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enerji transferinin verimliligi ve HSA ile AQ arasindaki mesafe hesaplanmistir. Son
olarak, AQ' nun HSA' ya baglanmasi molekiiler baglanma ve molekiiler dinamik
simiilasyon yontemleri ile modellenmistir. Deneysel ve teorik sonuglar arasinda

miikkemmel bir uyum oldugu bulunmustur (Samari, vd. 2012).

Floresans rezonans enerji transferi (FRET) ve floresans kuenglesme yontemi ile ligand ve
proteinler arasindaki afinitenin belirlenmesini amaglayan bir ¢aligsma yapilmistir. Eskulin
ve serum albiiminleri arasindaki etkilesimin, FRET ile elde edilen baglanma sabitlerinin
belirlenmesinde etkili oldugunu gostermek amaglanmistir. Eskulin-BSA ve eskulin-HSA
icin ¢ift logaritma egrisi ile elde edilen baglanma sabitleri (Ka), sirasiyla 1.02 x 107 ve
2.07 x 10* L/mol olarak belirlenmistir. Senkronize floresans spektrumlarindan elde edilen
bu sonuglar HSA' nin Tirozin ve Triptofan kisimlarmin BSA' nin Kilerden daha fazla
etkilendigini gostermistir. Eskulinin BSA ve HSA varliginda So — S1 gegisini (maks. 340
nm) gergeklestirdigini ve her ikisinin maksimumlarinin benzer oldugunu gostermistir.
Santrifiijlemeden sonra, albiiminlere bagli eskulin konsantrasyonlari, eskulinin floresansi
araciligiyla belirlenmis ve bununla iliskili olarak eskulinin HSA'ya BSA'dan daha ¢ok
bagli oldugu bulunmustur. Bu sonuglara gore, eskulin ve HSA' nin baglanma iliskisinin
eskulin ve BSA' ninkinden daha yiiksek olacagi sonucuna varilmistir. Bu 6rnek, FRET'
in varliginda, floresans kuenglesmeye dayanan ligandlar ve proteinler arasindaki

baglanma sabitlerinin saptanabilecegini gostermistir (Xiao, vd. 2009).

Bir diger calisma da Sefamandoliin sigir serum albiimini ile etkilesim 6zelliklerinin
spektroskopik olarak incelenmesini i¢cermektedir. Sefamandoliin sigir serum albiimini
(BSA) ile etkilesimi, fizyolojik kosullar altinda UV-Vis spektroskopik yontemle
kombine edilerek floresans kuenglesmesi incelenmistir. BSA—sefamandol sistemi i¢in
floresans kuenglesme hiz sabitleri ve baglanma sabitleri farkli sicakliklarda belirlenmistir.
BSA' nin sefamandol ile floresan kuenglesmesi, statik kuenclesme ve enerji transferinden
kaynaklanmaktadir. Dairesel dikroizm spektrumlari, senkronize floresans ve ii¢ boyutlu
floresans c¢aligmalari, sefamandoliin varligmmin baglanma islemi sirasinda BSA

konformasyonunu degistirebilecegini gostermistir (Wang, vd. 2015).

Biyolojik olarak aktif pirimidin tiirevinin sigir serum albiimini ile baglanma etkilesimi

tizerine spektroskopik analizlerinin yapilmasi da bir diger ¢alismadir. Biyolojik olarak
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aktif bir antibakteriyel reaktif olan 2-amino-6-hidroksi-4-(4-N, N-dimetilaminofenil)-
pirimidin-5-karbonitril (AHDMAPPC) sentezlenmistir. Farkli spektroskopik yontemler
kullanilarak, sigir serum albiimini (BSA) ile baglanma etkilesimi detayli olarak
arastirtlmistir. Yaygin gida zehirleyici bakterileri olan Escherichia coli ve Staphylococcus
aureus' a karst bu molekiil antibakteriyel aktivite sergilemistir. Deneysel sonuglar,
AHDMAPPC tarafindan model tasiyici protein BSA' nin floresans kuenglesmesinin statik
oldugunu gostermistir. Sonuglar, reaksiyonun endotermik olarak kendiliginden
gerceklesen bir siireg oldugunu ve hidrofobik etkilesimlerin ilag ve BSA arasindaki
baglanmada 6nemli bir rol oynadigini gostermistir. Tiim bu sonuglar AHDMAPPC' nin
BSA' ya baglanabilecegini ve viicutta etkin bir sekilde tasinabilecegini ve elimine

edilebilecegini gostermistir (Suryawanshi, vd. 2016).

Protein ile ilacin baglanma modu iizerine yapilan ¢aligmada ise ilacin farmakokinetigini,
toksisitesini, proteinin yap1t ve islevinin iligkisini anlamanin O6nemli oldugu
vurgulanmigtir. Calismada, iire ve metal iyonlarmin, sefarantinin Lisin (Lys) ile
etkilesimi tizerindeki etkileri, floresanslari ve ii¢ boyutlu (3D) floresans spektrumlari
Olgiilerek karakterize edilmistir. Sefarantinin proteine baglanma kabiliyetinin daha zayif
oldugundan emin olunmustur. Buna ek olarak, bircok metal iyonun sefarantinin Lys ile
baglanma sabiti tizerindeki etkisi incelenmistir. Bu ¢alisma fizyolojik olarak proteinin
ilaglarla etkilesimleri hakkinda dnemli bilgiler saglayabilir. Ayrica, proteinin ¢evresinin
yapisal 6zellikleri tizerindeki etkisi hakkinda bilgiler saglayarak fizyolojik aktivitesiyle
iliskili olarak yap1 bazli ilag tasarimina da yardimei olacaktir (Yang, vd. 2015).

Harmalol ve insan serum albiimin (HSA) arasindaki etkilesim, floresans spektroskopisi
ve molekiiler modelleme yontemleri ile incelenen bir ¢alisma olarak belirtilmistir. HSA'
nin floresansi, statik kuenglesme mekanizmasina uygun olarak Harmalol tarafindan
sondiiriilmiistiir. Baglayict parametreler, kuenglesme sabitleri ve konformasyon
degisiklikleri floresans kuenglesme ile belirlenmistir. Farkli sicakliklarda hesaplanan
baglanma sabitlerinden termodinamik parametreler belirlenmistir. Bununla iligkili olarak
baglanmada Van der Waals kuvvetinin ve hidrojen baginin etkili oldugu belirtilmistir.
Harmalol’un HSA' ya baglanmas1 molekiiler baglanma ve molekiiler dinamik simiilasyon

yontemleri ile modellenmistir. Molekiiler dinamik simiilasyon, HSA' nin harmalol ile
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baglandiginda 6nemli bir konformasyonel degisime sahip olmadigini ortaya koymustur

(Hemmateenejad, vd. 2012).

Misel ortamda boyar maddeler ile gergeklestirilen bu enerji transferi ¢alismasinda sulu
sodyum dodesil siilfat, setil trimetil amonyum bromiir ve Triton X-100 misel ¢ozeltileri
ve ayrica deiyonize su iginde Floresin'den Merosiyanin 540' a floresans rezonans enerji
transferi, durgun hal ve zamana bagli floresans spektroskopi teknikleri kullanilarak oda
sicakliginda arastirilmistir. Stern-Volmer ve Forster diyagramlar1 kullanilarak elde edilen
floresans rezonans enerji transfer hiz sabitlerinin (kt) iyi bir uyum iginde oldugu
belirlenmistir. Ayrica, deiyonize su, sodyum dodesil siilfat, TX-100 ve setil trimetil
amonyum bromiir misel ¢dzeltisi i¢in enerji transfer verimliligi degerleri 0.14, 0.38, 0.77
ve 0.85 olarak floresans rezonans enerji transferinin gergeklestigi en yiiksek akseptor
konsantrasyonunda elde edilmistir. Durgun hal absorpsiyon, durgun hal ve zamana baglh
floresans spektral caligmalarindan ve ayrica zamana baglh floresans 6miir dlgiimlerinden
elde edilen veriler, Floresin'den merosiyanin 540" a floresans rezonans enerji transferinin
en etkili sekilde sulu setil trimetil amonyum bromiir misel ¢ozeltilerinde meydana

geldigini gostermistir (Aydin, vd. 2009).

Pirazolin tiirevi bir molekiiliin enerji transferi ile ilgili olan bu ¢alismada 3-pirazolil-2-
pirazolin (PYZ) farmasotik olarak 6nemli, yeni bir floresan probu sentezlenmis ve serum
albiiminleri ile floresan rezonans enerji transferi (FRET) etkilesimi igin akseptor molekiil
olarak secilmistir. PYZ' nin serum albiiminleri (BSA ve HSA) ile etkilesiminin dogasini
aciklamak 1i¢in durgun hal ve zamana bagli floresans spektroskopi teknikleri
kullanilmistir. BSA' da etkili bir FRET emisyonu gozlenirken HSA' da ise zayif FRET
emisyon meydana geldigi belirlenmistir. PYZ' nin proteinlerle FRET segiciligi hakkinda
daha fazla bilgi edinmek icin, mevcut diger gruplar BSA ve HSA tarafindan PYZ'ye
uygulanan sterik kisitlamalar hakkinda bir fikir edinmek amaciyla L triptofandan (dondr;
triptofan) PYZ' ye (akseptor) FRET yapilmistir. Caligmalar, BSA' daki yiizeye bagli Trp-
134' {in PYZ ile verimli bir FRET emisyonuna izin verdigini, HSA'da gomiilii Trp-214'
in ise izin vermedigini ortaya koymustur. PYZ ve serum albiiminleri arasindaki FRET
icin olagandist secicilik, i¢inde daha biiytik fenil pargalarinin varligindan dolay1 PYZ'nin
karmasik yapisi ile de iligkilendirilmistir. Proteinlerdeki triptofanin (Trp) uyarilmis
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halinin fotofiziginin karmasik yapisi, PYZ' nin BSA ve HSA ile olan FRET segiciligine
de agiklik getirmistir (Sarkar ve Bhattacharya, 2012).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Kullanilacak Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilacak olan boyar maddeler Floresin (F1), Pyronin Y (PyY), Akridin
Oranj (AcO), Safranin T (SfT), surfaktant olarak kullanilacak olan Sodyum Dodesil
Siilfat (SDS), Insan Serum Albumini (HSA) ve referans bilesik olan Kinin Siilfat Sigma-

Aldrich firmasindan temin edilmistir.

3.2. Kullanilacak Alet ve Cihazlar

Deneysel caligsmalar esnasinda kullanilan aletler ve cihazlar agagida verilmistir.

Spektroflorofotometre : Shimadzu RF-5301 PC Spektroflorometre
Uv/Vis Spektrofotometre : PG T80+ UV/Vis Spektrofotometre
Konfokal Mikroskop : Zeiss Konfokal Mikroskop

Floresans Lifetime : Horiba J. Yvon SPEX Fluorolog 3-2iHR
Saf su cihazi : Human Zeener Power I

Otomatik pipetler ' LLG

Ultrasonik Banyo : Bandelin Sonorex

Sicaklik Kontrollii Manyetik Karistiric ' LLG

3.3. Numunelerin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilacak olan boyar maddeler olan Floresin (Fl), Pyronin Y (PyY),
Akridin Oranj (AcO), Safranin T (SfT)’ nin 1x10° M stok c¢ozeltileri 2:1
ethanol:kloroform igerisinde numune hazirlamayr kolaylastirmak amaciyla onceden
hazirlanmistir. Calisma konsantrasyon araliginin belirlenmesi i¢in 6n konsantrasyon
caligmas1 yapildiktan sonra konsantrasyon araligi belirlenmistir. SDS’ nin kritik misel
konsantrasyonu 8,1 mM’ dir. Calisma konsantrasyonu 8,5 mM olarak belirlenmistir.
Pirazolin tiirevi izomerler 4,2 ve 2,2’nin de stok cozeltileri 2:1 ethanol:kloroform
icerisinde hazirlanmistir. Her bir numune 1x10 M etken (2,2 veya 4,2) bilesigi icerecek
sekilde pipetlenerek argon gazi ile kurutulmus ve artan konsantrasyonlarda boya

¢ozeltileri otomatik pipetler yardimiyla eklenmistir. Sonrasinda hazirlanan SDS ¢ozeltisi
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eklenerek toplam hacim 4 mL olacak sekilde hazirlanmistir. Calisilan konsantrasyonlar

farkli boyalara gore degisiklik gdstermis olup asagidaki tablolarda belirtilmistir.

Tablo 3.1. Calisilacak konsantrasyonlar (SfT)

22142 (M) ST (M) SDS (mM) Kisa Ad
1 1.10° 0 8,5 XBOS
2 1.10 1.10° 8,5 X1
3 1.10% 2.10° 8,5 X2
4 1.10° 3.10° 8,5 X3
5 1.10° 4.10° 8,5 X4
6 1.10% 5.10° 8,5 X5
7 1.10% 6.10° 8,5 X6
8 1.10° 7.10° 8,5 X7
9 1.10 8.10° 8,5 X8
10 1.10% 1.10° 8,5 X9

Tablo 3.2. Calisilacak konsantrasyonlar (AcO)

2,214,2 (M) AcO (M) SDS (mM) Kisa Ad
1 1.10% 0 8,5 XBOS
2 1.10% 1.107 8,5 X1
3 1.10* 3.107 8,5 X2
4 1.10* 5.10” 8,5 X3
5 1.10% 7.107 8,5 X4
6 1.10% 9.107 8,5 X5
7 1.10" 1,2.10° 8,5 X6
8 1.10% 1,5.10° 8,5 X7
9 1.10" 2.10°8 8,5 X8

23



Tablo 3.3. Calisilacak konsantrasyonlar (F1)

2,214,2 (M) Fl (M) SDS (mM) Kisa Ad
1 1.10* 0 8,5 XBOS
2 1.10* 5.107 8,5 X1
3 1.10% 7.107 8,5 X2
4 1.10% 1.10° 8,5 X3
3 1.10* 2.10° 8,5 X4
4 1.10* 3.10° 8,5 X5
5 1.10% 4.10° 8,5 X6
6 1.10% 5.10° 8,5 X7
7 1.10% 6.10° 8,5 X8

Tablo 3.4. Calisilacak konsantrasyonlar (PyY)

2,214,2 (M) PyY (M) SDS (mM) Kisa Ad
1 1.10° 0 8,5 XBOS
2 1.10" 1.107 8,5 X1
3 1.10* 2.107 8,5 X2
4 1.10% 3.107 8,5 X3
5 1.10% 4.107 8,5 X4
6 1.10* 5.107 8,5 X5
7 1.10* 6.10” 8,5 X6
8 1.10% 7.107 8,5 X7
9 1.10% 8.107 8,5 X8

HSA ile 2,2 ve 4,2 molekiilleri arasindaki etkilesimlerin incelenecegi ¢alismalarda 2,2 ve

4,2 molekiilleri igin konsantrasyonlar Tablo 3.5’ de verilmistir.
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Tablo 3.5. Caligilacak konsantrasyonlar (2,2 / 4,2)

HSA (M) 2.214,2 (M) Kisa Ad
1 1.10° 0 XBOS
2 1.10° 3,3.10° X1
3 1.10° 6,7.10° X2
4 1.10° 1,0.10* X3
5 1.10° 1,3.10* X4
6 1.10° 1,7.10* X5
7 1.10° 2,0.10" X6
8 1.10° 2,3.10" X7
9 1.10° 2,7.10" X8

Hazirlanan numuneler her 6l¢iim dncesi ultrasonik banyoda boyar (SfT, AcO, PyY, Fl)
ve etken (2,2, 4,2) maddelerin ortamda tamamen ¢Oziinmeleri amaciyla 15 dk
bekletilmistir. Daha sonrasinda her bir numune i¢in floresans 6l¢timleri alinmistir. Alinan
Olgtim verileri kaydedilmistir. Bu ¢alisma sirasinda her bir Olglim en az ii¢ kez
tekrarlanmistir. Oda kosullarinda ve 25°C (298K), 35°C (308K), 45°C (318K) de
Ol¢iimler alinacagindan sicaklik kontrollii manyetik karistirict kullanilarak sicaklik
degerleri sabit tutularak UV ve floresans 6l¢timleri gergeklestirilmistir. SDS ortaminda

alinan 6lgimler tamamlandiktan sonra bu ¢aligma saf su ortaminda gergeklesmistir.

HSA; fosfat tamponunda (pH=7,4) hazirlanmistir. Her calismada HSA taze olarak
hazirlanmistir. Bunun i¢in deiyonize 200 mL suya 1 adet hazir fosfat tampon ¢6zelti (PBS
tablet) atilarak ultrasonik banyoda ¢oziindiriilerek fosfat tamponu hazirlanmstir.
Ardindan 1.10% M HSA hazirlamak igin gerekli HSA tartilarak 100 mL tamponda
¢cOziilmiistiir. Ardindan HSA ortaminda etken maddeler i¢in absorbsiyon ve floresans
Olgtimleri alimmustir. HSA igerisine etken maddeler titrasyon metoduyla artan miktarlarda
eklenerek olctimleri alinip, verileri kaydedilmistir. Yapilan biitliin 6l¢timler en az {i¢ kez
tekrar edilmis ve en iyi sonuglarin ortalamasi grafige doniistiiriiliip gerekli hesaplamalar
yapilmistir. Bu ¢alisma oda sicakliginda ve 25°C (298 K), 35°C (308 K), 45°C (318 K)
de gerceklestirilmistir.
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3.4. UV-Vis. Absorpsiyon Spektroskopisi

Ultraviyole ve goriiniir bolgede meydana gelen absorpsiyon olayi, genel olarak bag
elektronlarindan kaynaklanmaktadir. UV ve goriiniir bélgede spektrofotometrik 6l¢timler
nicel analizlerde siklikla tercih edilen yontemlerdendir. Maddenin 15181 absorplama
seviyesini Ol¢imlemek ve bundan faydalanarak konsantrasyonu belirlemek igin,
absorpsiyon ile konsantrasyon arasindaki iliski mutlaka bilinmelidir. Igerisinde ¢ozelti
halinde molekiillerin bulundugu, kalinlig1 b cm olan bir kiivete monokromatik yani tek
dalga boylu lo (Fo) siddetindeki bir 151k demeti gonderildiginde ¢6zeltideki molekiiller
tarafindan absorblandiginda 1s18in siddetinde azalma meydana gelir ve kiiveti I (F)
siddetinde terk etmis olur. Bu durumda meydana gelen etkilesim Lambert-Beer esitligi

ile ifade edilir;

lo (Fo) I (F)

Numune
Iy Fo
A= logT = logF = ¢ebc (1)

olarak ifade edilir. Bu denklemde;

A; absorbans, lo (Fo); numune iizerine gelen 15181 siddeti, I (F); numuneyi terk eden 1s1gin
siddeti, €; molar absorptivite katsayist (L/mol.cm), b; numune kabinin kalinligi (cm), ¢;

konsantrasyon (mol/L) olarak ifade edilmektedir.

Maddelerin 15181 absorplama 6zelliginin incelenmesi icin spektrofotometreler kullanilir.
Spektrofotometreler baslica 1sik kaynagi, monokromatdr, numune kabi ve dedektérden

olugsmaktadir. Bu tiir cihazlarda, radyasyon kaynagi olarak UV ve goriiniir bolgede 151ma
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yapan tungsten, hidrojen veya doteryum ve ksenon lambalar gibi siirekli 151k kaynaklari
kullanilir. Bu sistemlerde, UV ve goriinlir bolgede fotovoltaik veya fotoiletken
dedektorler, fototiipler ve foton c¢ogaltici tiipler dedektér olarak kullanilir.
Spektrofotometrelerde bu ana bilesenlerden baska olarak 15181 toplayan, yansitan, bolen
mercekler, aynalar, 1g1k boliiciileri de mevcuttur. Genel bir spektrofotometrenin sematik

gosterimi Sekil 3.1° de verilmistir.

Dalga -
Isik Kaynags | —, boyu » Numune » Dedektor |—» Sinyal
. Islemcisi
Secicisi

Sekil 3.1. Bir UV-Vis Spektrometre sematik gosterimi

Bir molekiilde belli bir dalgaboyu araligindaki 1s18in absorpsiyonundan sorumlu olan
fonksiyonel gruplar olan kromofor gruplarin absorpsiyon bantlar1 genis olduklari i¢in
birbirleriyle ortiisiirler. Bu sebeple UV-goriiniir bolge spektroskopisi ile nitel analizlerin
yapilmasi ¢ok uygun olmamaktadir. Diger yandan bu yontem nicel analiz i¢in olduk¢a
uygun ve kullanish oldugu igin tercih edilmistir. Calismalarimizda kullandigimiz PG
firmasina ait T80+ UV/VIS Spektrofotometre cihazinin gorseli Sekil 3.2°de verilmistir;

Sekil 3.2. PG firmasma ait (T80+ UV/VIS Spectrometer) UV/VIS Spektrofotometre

cihazi
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3.5. Floresans Spektroskopisi

Floresans spektroskopi teknikleriyle basarili uygulamalar ger¢eklestirebilmek cihazi iyi
tanimakla miimkiindiir. Floresans spektroskopi teknigi oldukg¢a hassas bir tekniktir. Bir
emisyon spektrumu, sabit bir uyarma dalga boyunda 6l¢ililen emisyonun dalga boyuna
gore dagilimindan olugmaktadir. Bu tiir spektrumlar dalga boyuna gore verilebilecegi gibi
dalga sayisina gore de verilebilir. Genellikle dalga boyu nanometre (nm), dalga sayisi ise
cm? olarak verilmektedir. Farkli cihazlarda kaydedilen emisyon spektrumlar1 her bir
cihazin dalga boyu hassasiyetine baglh oldugundan farklilik gosterecektir. Sekil 3.3°de

genel amaglar i¢in kullanilan bir spektroflorofotometrenin sematik gosterimi verilmistir.

Uyarma I Numune
Isik Kaynag
Monokromatorii I Tutucu
Emisyon
Monokromatorii
v
Dedektor »| Yiikseltec »| Kaydedici

Sekil 3.3. Genel bir spektroflorofotometrenin sematik gosterimi

Spektroflorofotometrelerde genellikle uyarma 151k kaynagi olarak ksenon (xenon) lamba
kullanilmaktadir. Bu tiir lambalar 250 nm’ den daha biiyiik dalga boylarinin hepsinde
yiiksek siddete sahip olmalarindan dolayr kullanilmaktadir. Spektroflorofotometreler
hem uyarma hem de emisyon monokromatorleriyle donatilmistir. Bu her iKi
monokromator de dalga boyunun otomatik taranmasina izin veren bir motor sistemine
bagli olarak islem goriir. Floresans siddeti, PMT (foton cogaltict tiip) ile belirlenir ve
uygun elektronik devre elemanlar: ile uygun data formatina doniistiiriiliirler. Datalar
genellikle grafik halinde (spektrum) alinarak dijital ortamda saklanabilmektedir. Bir
spektroflorofotometrede bulunan pargalar kisaca dzetlemek gerekirse; Shutter’lar yani

kapayici, emisyon kanalim1 kapatmak i¢in veya uyarma 1s1gmi1 elimine etmek igin
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kullanilir. Beam splitter yani 151k ayirici; uyarict 1181n iki farkli yone yonlendirilmesini
saglar. Beam splitter, icinden gecen 1s18in yaklasik %4’ yansitan temiz kuartz
kisimlardan olugmaktadir. Bu tiir cihazlarda uyarma ve emisyon 151k yolu iizerine filtreler
yerlestirilebilir. Bunlar emisyon kanalindan gelen sagilan 15181n elimine edilmesi veya
uyarma 1s1gindaki istenmeyen dalga boyundaki 15181 uzaklastirmak icin kullanilir. Ideal
bir spektroflorofotometrede kaydedilen emisyon ve uyarma spektrumu her dalga boyu
araligi icin goreceli foton siddetini gosterir. Calismalarimizda kullanilan Shimadzu
firmasina ait RF-5301 PC Spectrofluorophotometer duragan hal emisyon ve eksetasyon

Ol¢timlerinin yapilabildigi spektroflorofotometrenin gorseli Sekil 3.4°de verilmistir;

Sekil 3.4. Shimadzu firmasina ait (RF-5301 PC Spectrofluorophotometer) Floresans

Spektroflorofotometre cihazi

3.6. Kuantum Veriminin Hesaplanmasi

Floresans kuantum verimi; floresans 6zelligi olan herhangi bir bilesigin, fotofiziksel
ozelliklerinin incelenmesi igin dikkate alinan en 6nemli parametrelerden biridir. Genel
olarak floresans kuantum verimi, molekiiller tarafindan salinan foton sayisinin molekiiller
tarafindan absorplanan foton sayisina orani olarak tanimlanmaktadir. Floresans 6zelligi
olan bir bilesigin floresans kuantum verimi; Kullanilan ¢oziicliye, ortamin sicakligina,

......

elektron c¢ifti bulunduran atom veya atom gruplarina baglh olarak degisiklik
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gostermektedir. Reaksiyonun olmadigi saf sistemlerin floresans kuantum verimleri
belirlenirken siklikla kullanilan metotlardan biri Parker-Rees metodudur (Valeur, 2001).

Bu tez c¢alismasinda floresans kuantum verimleri (@,) Parker-Rees metoduyla

hesaplanacaktir. Bu metodun en 6nemli 6zelligi standart bir bilesige gore kuantum
verimlerinin belirlenmesidir. Standart bilesikten kasit, fotofiziksel 6zelligi iyi belirlenmis
bir floresans bilesik olmasidir. Uygun referans veya standart bilesikler literatiirde

verilmistir (Albert M. Brouwer, 2011). Parker-Rees denklemi,
_ (Ds) (ns)z 1- 10_0Dr (2)
b =&, D,/ \n,/ \1-—10-0Ds

seklinde ifade edilir. Burada, ¢ ve ¢ sirasiyla, numune ve referansin floresans kuantum

verimi, DsVve Dy, sirastyla numune ve referansin diizeltilmis floresans spektrumu altindaki
alanlar, ns ve ny sirastyla numune ve referans ¢oziiciisiiniin kirilma indisi, ODs ve ODy
sirastyla numune ve referansin uyarilma dalga boyunda 6l¢iilen optik yogunlugu temsil

etmektedirler.

3.7. Floresans Yasam Omriiniin (Lifetime) Belirlenmesi

Bir maddenin veya molekiiliin temel hale donmeden 6nce uyarilmis enerji seviyesinde
kalma siiresine floresans yasam Omiir denilmektedir. Floresans omriiniin elektronik
uyarilmadan sonra ger¢eklesen radyasyonlu ve radyasyonsuz gecislerin hiz sabitlerinin

toplamiyla ters orantili oldugu bilinmektedir.

1
Tp=7—"""—
P 7k, + kyy

©)
Floresans yasam omrii baz1 6nemli bilgilere ulasmamizda onciiliik etmektedir. Floresans
Omiir; enerji transferinin hizi, kuencir ile carpisma sikligi ve uyarilmis hal
reaksiyonlarmin hizt gibi degerlerin Dbelirlenmesi ig¢in &nemli bir fotofiziksel

parametredir. Ayrica floresans durulma spektrumlart floroforun c¢evresiyle olan
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etkilesmeleri hakkinda da bilgi verir. Floresans Omiir Ol¢iimii zor bir islem olup

cogunlukla 10 nanosaniyelik bir zaman ortalama deger olarak kabul edilebilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda floresans yasam omiirleri (7, ), Horiba J. Yvon SPEX Fluorolog 3-

2iHR marka cihaz ve TCSPC modiilii ile tek foton sayimi teknigine gore 6l¢tim alinmistir.
Uyarma dalga boyu 310 nm, emisyon dalga boyu araligi ise 460-475 nm olarak
belirlenmistir. Alinan OSlgiimler sonunda ilgili cihazin yazilimi ile floresans Omiir

hesaplamalar: yapilmistir.

3.8. Enerji Transferi, Kuenclesme ve Sicaklik Parametrelerinin Belirlenmesi

Enerji transferi, dinamik kuenglesme icin gelistirilen ve enerji transfer etkinligi hakkinda
bilgi veren Stern-Volmer modeli ve Forster kinetigine gore tartigilacaktir. Stern-Volmer
modeli, R* ve Q molekiillerinin rastgele difiizyon hareketleri sirasinda birbiri ile temasini
esas almaktadir (Lakowicz, 1991). Bu tiir kuenglesme durumunda reaksiyon garpisma

ihtimaliyle orantilidir. Dinamik ve statik kuenglesme igin Stern-Volmer esitligi;

I F
TO = FO =1+ Kkqt[Q] = 1+ Kgy[Q] 4
Ksv

seklindedir. Burada; Fo (lo) ve F (I) sirasiyla ortamda kuengirin bulunmadigi ve bulundugu
andaki floresans siddetleri; kg, bimolekiiler kuenglesme sabiti; T, kuengirin ortamda
olmadigi andaki floroforun uyarilmis halde harcadigi zaman veya florofor’un floresans
omrii; [Q], kuengir konsantrasyonu; Ksv = kq.© olup Stern-Volmer sabitini temsil
etmektedir. Ksv’nin alacagi deger enerji transferinin etkinligi hakkinda bilgi vermesi

acisindan 6nemlidir (Lakowicz, 1991).

Radyasyonlu enerji transfer olaylarinin bir tiirii singlet-singlet enerji transferidir.
Radyasyonlu enerji transferinde dondr tarafindan salinan enerjinin akseptor molekiilii
tarafindan absorplanmasi miimkiindiir. Bu absorplanan enerji, akseptdriin uyarilmasinda

temel teskil eder. Bu sekildeki enerji transfer olaylarinin ihtimaliyeti “spektral ortiisme
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integrali”nin bir fonksiyonudur. Spektral ortligme integralinden kasit; donériin normalize
emisyon spektrumu ile akseptdriin normalize absorbsiyon spektrumunun Ortliigme
alamidir. Bu alanin biiylkligi ile orantili olarak enerji transferi gerceklesmektedir.
Ortiismenin biiyiikliigii spektrumdaki oOrtiisen kismin alani hesaplanarak belirlenir

(Lakowicz, 1991). Spektral ortiisme alant,
= [ o) eaGoA*an ©)

esitligiyle belirlenir.

Floresans enerji transfer parametreleri Forster tarafindan onerilen esitlik kullanilarak

belirlenmektedir. Bu esitlik;

~9000(In10)K4, f Fo@ea(® (6)
T = 28mnNrét, ST
0
veya
kr = (r ®Jx?n=*Ap)x8,71.10%3s71 (6.1)

seklinde olabilir. Forster enerji transfer formiiliinde, integral ifadesi donor ile akseptor
spektrumlarinin drtiisen kisminin alaninin sayisal degerini temsil etmektedir. Bu integral
ifadesi formiiliin diizenlenmis seklinde J ile ifade edilmistir. ¢p, ortamda akseptdriin
bulunmadigr durumdaki dondriin kuantum verimini; n, ortamin kirilma indisini; N,
Avagadro sayisini; r, dondr-akseptor arasindaki uzakligi; tp, ortamda akseptoriin
olmadig1 durumda donériin floresans dmriinii temsil etmektedir. k*, dondr ve akseptoriin
gecis dipollerinin goreceli yonelmesini ifade eden bir faktor olup genelde degeri 2/3

olarak alinir.

Enerji transferinde 6nemli parametrelerden biri olan enerji transfer hiz1 (kt) ve enerji
transfer verimliligi (E), Forster kinetigine gore incelenmektedir. Enerji transfer hizi (k)
ortlismenin biiylikliigline, donor ve akseptor gegis dipol momentlerinin birbirilerine gore
yonlenmelerine, dondriin kuantum verimine (¢p), iki molekiil arasindaki mesafeye (r) ve

dondriin floresans dmriine (1p) baghdir.
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Radyasyonlu enerji transferinde molekiiller aras1 mesafenin rolii de 6nemlidir. Biyolojik
sistemlerdeki enerji transfer prosesinde 6nemli bir parametre olan Forster mesafesi (Ro),
enerji transferinin %50 gerceklestigi anda donor-akseptor aras1 mesafe olarak tanimlanir.

Bu Ro mesafesi;
RS = 8.8x10725k2N~*¢] (7)
esitligiyle belirlenir.

Bir diger 6nemli parametre olan enerji transfer verimliligi ise enerji transferinin

gerceklesme yiizdesini temsil etmektedir. Enerji transfer verimliligi asagidaki esitliklerle

belirlenebilir.
T I
F— 1 i _ 1 40 (8)
Tp Ip
Fo— R0
RS + r® (8.1)

Burada tp, akseptér molekiiliiniin ortamda bulunmadigi sartlarda dondriin floresans
Omriinii, tpa ise akseptoriin ortamda bulundugu sartlardaki donériin floresans omriinii

ifade etmektedir. Ipa ve Ip, akseptoriin ortamda bulundugu ve bulunmadig: sartlardaki

donoriin floresans siddetini ifade eder.

Bu etkilesimleri incelemek icin bir diger yontem de Stern-Volmer esitliginin
logaritmasinin alinmasiyla elde edilen esitliktir. Bu esitlikten K; baglanma sabiti ve n;

baglanma sayis1 belirlenmistir.

(Fo - F)

= logK + nlog[Q] 9)

log

Esitlige gore log(Fo-F/F)’1n log[Q]’ya karst ¢izilen grafiginin egiminden n ve kesim

noktasindan K belirlenmistir.

Sicaklik parametreleri ise iki molekiil arasindaki etkilesimin kuvvetini yani van der
Waals, hidrojen bagi ile elektrostatik ve hidrofobik 6zelliklerini agiklar. Bu ¢alisma i¢in
secilen sicakliklar 25°C (298 K), 35°C (308 K) ve 45°C (318 K) olarak tercih edilmistir.

Bu sicakliklarda molekiiler yapilarin herhangi bir yapisal bozulmaya ugramayacagi 6n
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goriilmiis olup herhangi bir bozunmaya da rastlanmamustir. Entalpi degisimi (AHP),
entropi degisikligi (AS®) ve Gibbs serbest enerjisindeki degisimi (AG®) asagidaki

denklemler kullanilarak hesaplanmistir;

AH N AS (10)
2.303RT 2.303R

logK = —

AG® = AH° — TAS® (10.1)

Burada logK ya kars1 1/T grafigi cizilerek egimden AHC degeri, kesim noktasindan ise
AS® degeri hesaplanmustir. Son esitlikten faydalanarak da AG® degeri bulunmustur.
(R=8,314 J.K'mol?)

3.9. Konfokal Mikroskop

Konfokal Mikroskop; yiiksek hizda, az zarar ile yiiksek ¢oziiniirliikte, parazitsiz parlak
goriintililer alabilen bir mikroskop tiiriidiir. 2 ve 3 boyutlu goriintii ve film olusturabilir.
Ozellikle floresan isaretlemelerde yiiksek ayrim giicii sayesinde oldukca net goriintiiler
elde edilebilmektedir. Konfokal mikroskop yogun olarak biyolojik bilimlerde, 6zellikle
canli hiicre arastirmalarinda sundugu yiiksek c¢oziiniirliik ile 6ne ¢ikmaktadir. Floresan
isaretlemeye sahip olmayan yiizeylerin 151k yansitma 6zelliklerinden faydalanarak ytiksek
¢oziiniirliiklii optik goriintiilenmesi ve mikro yapilarin incelenmesi de miimkiindiir. Tlave
olarak XYZ taramasi yapilarak dokularin ii¢ boyutlu incelenmesinde, canli hiicrelerde
zamana bagli degisim veya hiicre i¢i aktivite (iyon gegisleri vb.) incelemelerinde, floresan
proteinlerin uyarilma reaksiyonlarinin incelenmesinde, soldurma (fotobleaching)
deneylerinde, kolokalizasyon ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Konfokal

mikroskop Sekil 3.5 de verilmistir;
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Sekil 3.5. Konfokal Mikroskop cihazi

Bu c¢alismada izomer molekiillerin canli hiicreleri boyama yeteneginin tespiti igin

konfokal mikroskoptan faydalanilmistir.

3.10. Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Sitotoksisite genel olarak, canli hiicreler iizerindeki toksik etki oraninin belirlenmesi
olarak ifade edilmektedir. Sitotoksisite testleri ise toksik olabilecek kimyasal maddenin,
uygun hiicre kiiltiiriinde, hiicre ¢ogalma oran1 ve hiicre tizerindeki toksik etkisi dikkate
alinarak yapilan testlerdir. Bu testler, morfolojik olarak hiicresel hasarin gézlemlenmesi,
hiicresel hasarin gesitli 6l¢lim yontemleri ile tespit edilebilmesi, hiicresel biiyiimenin
belirlenebilmesi ve de hiicresel metabolizmadaki bir degisikligin tespit edilmesi amaciyla

yapilabilmektedir.

Laboratuvar ortaminda hiicrelerin kontrollii bir sekilde cogaltilmasi islemine hiicre
kiiltiri adi verilir. Bu sekilde hiicrelerin daha hizli biiyliyiip ¢cogalmasi saglanmig olur.
Canli ortamda (in vivo) gerceklestirilemeyen denemeler, belirli bir hiicre hattindan
cogaltilan hiicrelerde laboratuvar sartlarinda (in vitro) gerceklestirilebilmektedir. In vitro

testlerde sitotoksisitesi incelenen kimyasal madde artan derisimlerde hiicrelere
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uygulanmaktadir. Kullanilan bu kimyasal maddenin hiicre morfolojisi ve hiicrelerin

yasama oranlari lizerine olan etkileri incelenebilmektedir.

Bu c¢alismadaki etken maddelerin (2,2-4,2) in-vitro olarak sitotoksisite etkileri meme
kanser (MCF-7) hiicre hattinda ve kolon kanser (HT-29) hiicre hattinda gogaltilan
hiicreler tizerinde incelenmistir. Hiicre kiiltiirlerinin inkiibasyonu, 37°C’de %95 nem %5
CO: inkiibatoriinde gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltiirii calismalar1 Class II Giivenlik

Kabini’nde yapilmistir.

Numunelerimizin hiicre hatlar1 {izerindeki antiproliferatif aktiveleri XTT metodu ile
tiretici firma tarafindan belirtilen talimatlarina gore yapilmistir (Hiicre Proliferasyon XTT
Kiti, Bl). Bu belirlenen yontemde metabolik olarak aktif olan hiicrelerde mitokondriyal
enzim aktivesiyle suda ¢oziinmeyen XTT tetrazolyum tuzu, suda ¢oziinebilen turuncu
renkli formazan bilesigine indirgenerek isleme baglanmustir. Elde edilen bu iiriin ELISA

okuyucuda kolaylikla belirlenmistir.

NO,
SO,

~o

o) d
-NH
N _N, N
H + N NO, indirgenme H |
N=y > @ N
mitokondriyal \ R
0 SOs dehidrogenaz © N SOs
/
50s ~o NO

2

NO,

XTT tetrazolyum XTT formazan

Sekil 3.6. XTT tetrazolyumun fenazin meto siilfat varliginda mitokondriyal dehidrogenaz

ile XTT formazana indirgenme islemi

Uygulama yapilacak olan hiicrelerden 100’er puL (10.000 cell/mL) 96 kuyucuklu
plakalara konulup 24 saat siireyle inkiibasyon siireci i¢in bekletildi. Inkiibasyon siireci
bittikten sonra kuyucuklardaki besi yeri ortamdan uzaklastirilarak islemlere devam edildi.
Siradaki adimda 50 pL. PBS tamponuyla kuyucuklar yikanarak bu tampon tekrar
uzaklastirildi. Ardindan hiicrelerin iizerine 50°ser ul taze tam besi yeri eklendi.

Uzerlerine 50°ser pL farkli konsantrasyonlarda (100-250 uM) érnekler eklendi. Kontrol
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kuyucuklarma da 100 pL %0,2 DMSO igeren tam besi yeri ilave edildi. Bir sonraki
adimda plakalar 24 saat inkiibasyon siirecinde beklemeleri igin tekrardan 37°C’ de %95
nem ve %5 COz igeren inkiibator icerisine konuldu. Bu siirecten sonra plakalara ELISA

okuyucuda kolorometrik olarak okuma yapildi.

Bu 96 kuyucuklu plakada A1/Al12, A1/H1, H1/H12 ve A12/H12 kuyucuklari bos
birakilmigtir. Ayn1 zamanda B2/B11 ve C2/C11 araligindaki kuyucuklar hiicresiz ve
D2/D11, G2/G11 araligindaki kuyucuklar da hiicreli ortamlar olarak kullanilmistir.
Ayrica B2/C2 kuyucuklarda kontrol hiicreleri igermekte olup kuyucuklara 100 pL,
%0,2’lik DMSO igeren besi yeri ilave edilmistir. B3/B11 araligindaki kuyucuklara ise
100 puL numunelerin farkli konsantrasyonlari ilave edildi ve 24 saat inkiibe edilmeye
birakilmigtir. Bu inkiibasyon siireci tamamlanmasimin ardindan herbir kuyucuktaki
besiyeri uzaklastirildi. Sonrasinda 100 pL basal besiyeri ilave edilerek iizerlerine 50° ser
pL XTT soliisyonu eklendi. Ortalama 5-6 saat inkiibasyon icin CO2 inkiibatoriine
konuldu. Son olarak da plakalar mikroplate okuyucuda 490 nm kolorimetrik olarak

absorbanslar1 6l¢iilmiis olup kuyucuklardaki hiicre canlilig1 hesapland.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. SDS Ortaminda Etken Maddelerinin (2,2 & 4,2) Boyar Maddeler (AcO, FI, PyY,
SIT) ile Etkilesimleri

Calismamizin ilk asamasinda floresans enerji transferi, biyolojik membran modeli olarak
kabul edilen misel sistemlerden biri olan SDS ortaminda incelenmistir. Floresans enerji
transferinde dondr (verici molekiil) ve akseptor (alict molekiil) olarak davranmasi
beklenen iki molekiil ¢ifti arasinda misel ortaminda enerji transferinin gergeklesmesi igin
temel sartlardan olan, dondrun (4,2 / 2,2) floresans spektrumu ile akseptdriin (SfT / AcO
| PyY [ Fl) absorpsiyon spektrumlarmin ortiismesi durumu incelenmistir. Dondr
konsantrasyonu 1.10% M, akseptdr konsantrasyonu 1.10° M sabit konsantrasyonda
calisma gergeklesmistir. Calisma icin SDS konsantrasyonu 8,5 mM’dir. Spektral
ortiismenin dogru sekilde gozlenebilmesi i¢in spektrumlar normalize edilerek ayn1 grafik
tizerinde gosterilmistir. Belirtilen spektrumlar 4,2 ve 2,2 molekiilleri i¢in sirasiyla Sekil

4. 1 ve Sekil 4. 2°de verilmistir.

= 4-2 Floresans
1.0 = AcO Absorbans
’ == '] Absorbans
= PyY Absorbans
SfT Absorbans

0,8 H

0,6

Floresans

Absorbans

0,4

0,2 1

0,0 I T T T T T
400 450 500 550 600
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1. SfT, AcO, PyY, Fl boyar maddelerin absorpsiyon spekturumlari ile 4,2 etken

maddesinin floresans spektrumlar1 arasindaki spektral ortiisme
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1.0 4 = AcO Absorbans
’ mmmmm || Absorbans
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0,8
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= <
0,4
0,2 H
0,0 e T T T T T T T
400 450 500 550 600

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.2. S{T, AcO, PyY, Fl boyar maddelerin absorpsiyon spekturumlari ile 2,2 etken

maddesinin floresans spektrumlar1 arasindaki spektral ortiisme

Sekil 4.1 ve 4.2° de goriilecegi lizere 4,2 ve 2,2 etken molekiillerinin floresans spektrumu
ile AcO, PyY, Fl ve SfT boyar molekiillerinin absorbsiyon spektrumlarinin spektral
ortlismesinden enerji transferi i¢in ilgili molekiil ciftlerinin uygun olduklar

anlasilmaktadir.

Donér olarak davranan etken molekiiller (2,2 ve 4,2) 1.10* M konsantrasyonda sabit
tutularak 8,5 mM SDS ortamina eklenmistir. Akseptér molekiilleri olan boya
molekiillerinin (SfT, AcO, PyY ve Fl) artan konsantrasyonlar1 ayni ortama eklenerek
floresans olglimleri alinmistir. SDS ortami igin alinan dlgtimlerde uyarma dalga boyu
350nm, emisyon dalga boyu araligi 365-690 nm olup slit 5-10 olarak g¢alisilmustir.
Spektrumlar sirasiyla 4,2 molekiilii igin Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6’ da 2,2 molekiilii igin de
Sekil 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10’ da verilmistir. Burada verilen emisyon spektrumlart normalize

edilmeden ham sekilde verilmistir.
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400

—1x10-4 M

m— x10~4 M 4,2+ 1x10-6 M ST
| [m—1x10-4 M 4,2+ 2x10-6 M ST
m 1x10-4 M 4,2+ 3x10-6 M ST
%104 M 4,2+ 4x10-6 M SfT)|
[ x10-4 M 4,2+ 5x10-6 M SfT|
300 - | 1x10-4 M 4,2+ 6x10-6 M SfT
m— 1x10-4 M 4,2+ 7x10-6 M ST
— 1x10-4 M 4,2+ 8x10-6 M SfT|
J |m 1x10-4 M 4,2+ 1x10-5 M ST

Floresans Siddeti (Serbest Birim)

200 H
100 -
0 I ’ I ’ I ’ I ’ I ' I
400 450 500 550 600 650
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.3. 4,2 ile SfT molekiilii arasindaki floresans enerji transferi spektrumlari

Spektrum incelendiginde SDS misel ortaminda sabit konsantrasyondaki donér
molekiiliiniin (4,2) floresans siddetinin, ortama eklenen SfT’nin konsantrasyonunun
artisiyla azaldigr goriilmektedir. Bu azalmaya karsilik 566-571 nm civarinda pik
maksimumuna sahip yeni bir bant olustugu ve dondriin floresans siddetindeki azalmaya
karsilik bu bandin siddetinin kademeli olarak arttig1 gozlenmistir. Yeni olusan bu bant
akseptor olan molekiil SfT’ye aittir. Ayrica 541 nm’ de isobestik nokta gozlenmistir. Bir
cozeltinin konsantrasyonu degisse de 151k absorpsiyonunun degismedigi, sabit kaldig

dalga boyuna isobestik nokta adi verilir.
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Floresans Siddeti (Serbest Birim)

— x10-4 M 4,2
— 1x10"4 M 4,2+ 1x10"7 M AcO

400 - 4 7
— 1x10"4 M 4,2+ 3x10"7 M AcO
— 1x10"4 M 4,2+ 5x10-7 M AcO
— 1x10"4 M 4,2+ 7x10"7 M AcO
— %104 M 4,2+ 9x10-7 M AcO

300 - — 1x10"% M 4,2+ 1,2x10"0 M AcO
— 1x10"4 M 4,2+ 1,5x10-0 M AcO
— %104 M 4,2+ 2x10-0 M AcO

200

100 -

0 I ! I ! I I I I
400 450 500 550 600 650
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.4. 4,2 ile AcO molekiilii arasindaki floresans enerji transferi spektrumlari

4,2 ile AcO molekiilii arasindaki spektrum dikkate alindiginda 504 nm’de isobestik nokta
oldugu, 520-525 nm civarinda pik maksimumu olan ikinci bantin olustugu goriilmiistiir.

Bu pik AcO molekiiliiniin floresans pikidir.

41



e [ x104M 4,2
— 1x10"4M 4,2+ 5x10-7 M FI

400 — 1x10"4M 4,2+ 7x10"7 M FI
— 1x10-4M 4,2+ 1x10-0 M F1
— 1x10"4M 4,2+ 2x1070 M FI
— 1x10"4M 4,2+ 3x10°0 M FI
300 - — 1x10"4M 4,2+ 4x10°0 M FI

— 1 x10-4M 4,2+ 5x10-0 M F1
— 1x10"*M 4,2+ 6x10-0 M F1

200 H

100 -

Floresans Siddeti(Serbest birim)

400 450 500 550 600 650

Dalga Boyu(nm)

Sekil 4.5. 4,2 ile FI molekiilii arasindaki floresans enerji transferi spektrumlari

4,2 ile Fl molekilii ikilisinin SDS ortamindaki floresans spektrumu incelendiginde
digerlerindeki isobestik nokta gdzlenememistir. 4,2 molekiilii ile Fl arasindaki enerji
transferini agik sekilde gosterecek diisiik enerjili bolgede ortaya ¢ikan ikinci pik 504-512

nm civarinda olusmustur.
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Floresans Siddeti (Serbest Birim)

1000

1x1074 M 4,2
1x10°4 M 4,2+ 1x10"7 M PyY
1x10™ M 4,2+ 2x10"7 M PyY
800 - p 5
1x10™4 M 4,2+ 3x10°7 M PyY
1x10°4 M 4,2+ 4x10"7 M PyY
1x10™4 M 4,2+ 5x10"7 M PyY
600 - 1x107% M 4,2+ 6x10°7 M PyY
1x10°4 M 4,2+ 7x10"7 M PyY
1x10°4 M 4,2+ 8x10"7 M PyY
400
200 -
O I ! I ! I d I I I
400 450 500 550 600 650
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.6. 4,2 ile PyY molekiilii arasindaki floresans enerji transferi spektrumlari

Spektrum incelendiginde sabit konsantrasyonda tutulan donériin (4,2) pik siddetinde
kayda deger azalma olmamasina ragmen akseptdr molekiiliiniin (PyY) olusan piki
oldukga siddetlidir. Bu yeni pik 566-569 nm civarinda olusurken 538 nm’de isobestik

nokta gozlenmistir.

43



Floresans Siddeti (Serbest Birim)

— 10 M 2,2
200 - m—x10* M 2,2 + 1x10° M SfT
m— 1107 M 2,2+ 2x10° M SIT
m— %10 M 2,2 +3x10° M SfT
m— %10 M 2,2 + 4x10° M SfT
m— 107 M 2,2 + 5x10° M S{T
150 ’
m— %107 M 2,2 + 6x10° M SfT
m— %107 M 2,2 + 7x10° M SfT
m— %10 M 2,2 + 1x10° M SIT
100
50 +
0 - T T T T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.7. 2,2 ile SfT molekiilii arasindaki floresans enerji transferi spektrumlari

2,2 ile SFT molekiilii ikilisinin SDS ortamindaki floresans spektrumuna bakildiginda 536
nm’ de isobestik noktanin olustugu dikkat ¢ekmektedir. SfT’ ye ait floresans

spektrumunun 561-570 nm araliginda pik maksimumuna sahiptir.
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1x10* M 2,2

1x10* M 2,2 + 1x10”7 M PyY

350 -

1x10* M 2,2 + 2x10”7 M PyY
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300 A

1x10™ M 2,2 + 4x107 M PyY

1x10* M 2,2 + 5x107 M PyY

1x10* M 2,2 + 6x107 M PyY
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1x10* M 2,2 + 7x107 M PyY

1x10* M 2,2 + 8x107 M PyY

200

150 H

100 H

Floresans Siddeti (Serbest Birim)
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T y T y T T T T
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Sekil 4.8. 2,2 ile PyY molekiilii arasindaki floresans enerji transferi spektrumlari

Sekil 4.8 incelendiginde Sekil 4.6 ile benzer bir durum oldugu goriilmektedir. Dondriin
(2,2) pik siddetinde kayda deger bir degisiklik gozlenmezken akseptor molekiiliin (PyY)
pik siddeti olduk¢a yiiksektir. Bu pikin maksimumlar1 565-569 nm civarinda

gbzlenmistir. Isobestik nokta 534 nm’dedir.
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— %10 M 2,2

400 S = 1x10" M 2,2 + 5x10" M FI
m— %10 M 2,2 + 7107 M FI
— 1%10™ M 2,2 + 1x10° M FI
— 1%10™ M 2,2 + 2x10° M FI
300 - — 1x10" M 2,2 + 3x10° M FI
m— %10 M 2,2 + 4x10° M FI

m—1%10% M 2,2 + 5x10° M FI

Floresans Siddeti (Serbest Birim)

I ' I ' I y I ' I ' I
400 450 500 550 600 650
Dalga Boyu (nm)
Sekil 4.9. 2,2 ile FI molekiilii arasindaki floresans enerji transferi spektrumlari

Akseptor molekiil olan Fl 4,2 etkeni ile gosterdigi etkilesimine benzer etkilesimi 2,2
etkeni ile de gdstermektedir. Isobestik nokta olusmamustir, akseptdr piki ise 506-513 nm

civarindadir.
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300

1x10* M 2,2
1x10* M 2,2 + 1x107 M AcO

250 - 1x10% M 2,2 + 3x107 M AcO
1x10* M 2,2 + 5x107 M AcO
1x10% M 2,2 + 7x107 M AcO

200 - 1x10* M 2,2 +9x107 M AcO

1x10* M 2,2 + 1,2x10° M AcO

1x10* M 2,2 + 1,5x10° M AcO
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I ' I ' I ' I 4 I . I
400 450 500 550 600 650
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.10. 2,2 ile AcO molekiilii arasindaki floresans enerji transferi spektrumlart

Spektral ortismenin ¢ok iyi oldugu bu molekil ile de 2,2 etken maddesinin
konsantrasyonu digerlerinde oldugu gibi sabit tutulmus olup akseptor molekiiliin (AcO)
konsantrasyonunun arttirilmasi ile donoriin floresans bandinda azalma gerceklesirken
akseptoriin floresans bant siddetinde bir artis s6z konusudur. Bu sirali doniisiim etken
maddenin enerjisini AcO’ya 1s1mali olarak aktardiginin bir kanitidir. Bu molekiil ¢ifti igin
net isobestik nokta gozlenememistir. AcO’ ya ait 526 nm’ de maksimuma sahip, pik

siddeti artan konsantrasyonla artan floresans piki goriilmiistiir.

Yapilan tiim olglimler i¢in tekrar denemeleri yapilarak birbirini destekleyen sonuglar
degerlendirilmis olup wuygun sonuclar elde edilmistir. Elde edilen floresans
spektrumlarindan gerekli hesaplamalar yapilarak tablo haline déniistiiriilmiistiir. Ilk
olarak kuantum verimleri hesaplanmistir. Liiminesans yapan molekiillerin sayisinin

toplam uyarilmis molekiil sayisina orani olarak ifade edilen kuantum veriminin, 1
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degerine yakin olmasi beklenir. 0 degerine yaklastikga molekiiliin floresans karakterinin
zayif oldugu sdylenebilir. Kuantum veriminin sirali olarak azalmasi enerji transferinin bir

gostergesidir.

4,2 molekiliiniin Fl, PyY, AcO ve SfT boyalarnin misel sistemde farkli

konsantrasyonlarindaki floresans kuantum verimleri asagidaki tabloda belirtilmistir.

Tablo 4.1. 4,2 etken maddesinin Fl, PyY, AcO ve ST ile misel sistemde farkli

konsantrasyonlardaki floresans kuantum verimleri

4,2

[SfT]/ M b, [AcO] /M (] [PyY]/M b, [FI1/ M b,

0 0,254 0 0,254 0 0,254 0 0,254
1.0x10® 0,220  1.0x107 0,250 1.0x107 0,244 5.0x107 0,218
2.0x10® 0,190 3.0x107 0,231  2.0x107 0,207 7.0x107 0,196
3.0x10% 0,154 5.0x107 0,227 3.0x107 0,203 1.0x10® 0,189
40x10% 0,146  7.0x107 0,223  4.0x107 0,198 2.0x10°® 0,145
5.0x10® 0,142 9.0x107 0,215 5.0x107 0,193 3.0x10° 0,138
6.0x10° 0,125 1.2x10® 0,199  6.0x107 0,187 4.0x10°® 0,123
7.0x10% 0,115 1.5x10® 0,184 7.0x107 0,187 5.0x10° 0,109
8.0x10% 0,106 2.0x10® 0,176 8.0x107 0,173 6.0x10° 0,094
1.0x10° 0,099

SDS ortaminda boyar madde ilavesiyle 4,2 molekiiliiniin kuantum verimlerinde diisiis
oldugu goriilmektedir. 4,2 molekiiliiniin floresans kuantum verimlerindeki diisiis ortama
eklenen kuengir molekiil (FI, PyY, AcO ve SfT) ile kuenglesmenin gergeklestiginin bir
kanitidir. Eklenen kuengirin konsantrasyonunun artisiyla 4,2°nin floresans karakteri

zayiflamaktadir.

2,2 molekiiliiniin SDS ortamina Fl, PyY, AcO ve SfT’nin farkli konsantrasyonlarinin

eklenmesiyle floresans kuantum verimleri hesaplanmis olup Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2. 2,2 etken maddesinin Fl, PyY, AcO ve ST ile misel sistemde farkli

konsantrasyonlardaki floresans kuantum verimleri

2,2
[SFT]/ M d;  [AcOl/M &, [PYYI/M ¢, FI/M ¢,

0 0,127 0 0,127 0 0,127 0 0,127
1.0x10% 0,118 1.0x10" 0,121 1.0x107 0,121 5.0x107 0,095
2.0x10% 0,108  3.0x107 0,113 2.0x107 0,114 7.0x107 0,093
3.0x10® 0,106  5.0x107 0,111 3.0x107 0,113 1.0x10° 0,090
40x10® 0,099  7.0x107 0,103 4.0x107 0,100 2.0x10° 0,058
5.0x10® 0,093  9.0x107 0,091 5.0x107 0,108 3.0x10® 0,053
6.0x10% 0,085  1.2x10° 0,095 6.0x107 0,106 4.0x10° 0,048
7.0x10% 0,079  15x10°® 0,081 7.0x107 0,105 5.0x10° 0,048
8.0x10° 0,076 8.0x107 0,106

SDS ortaminda boyar madde ilavesiyle 2,2 molekiiliiniin kuantum verimlerinde diisiis
oldugu goriilmektedir. Boyar madde konsantrasyonunun artisiyla iligkili olarak kuantum

verimlerinde azalma ger¢eklesmistir. Bu durum kuenglesmenin isaretidir.

Kuantum verimi hesaplamalarindan sonra floresans enerji transferi parametrelerinin
hesaplamalar1 gerceklestirilmistir. Forster kinetigine gore hesaplanan Ro ve J degerleri
Tablo 4.8’de verilmistir. Ro degeri molekiiller arasindaki enerji transferinin %50
gerceklestigi anki mesafeyi temsil etmektedir ve kritik enerji transfer mesafesi olarak
bilinir. Ro i¢in ideal deger araligi 10-100 A° olarak bildirilmistir (Forster, 1959). J degeri
ise spektral ortiisme alanini ifade etmektedir. Spektral ortlisme alaninin biiytikliigii ener;ji

transferinin gerceklesme ihtimalini ifade eder.
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Tablo 4.3. 4,2 ve 2,2 molekiilleri i¢in hesaplanan floresans enerji transferi parametreleri

J (M1cminm?) Ro (A)
4,2 + AcO 2,12x10°%° 49,98
4,2 + ST 2,48x10°%° 51,3
4.2 + PyY 1,48 x10® 47,06
4,2 + Fl 2,08 x101® 49,8
2,2 + AcO 1,43 x10°%° 39,56
2,2+ ST 1,57 x10°%° 40,22
2,2 + PyY 9,03 x101 36,85
2,2+ Fl 1,54 x10°%° 40,09

Dondr-akseptor ciftleri arasinda floresans enerji transferinin gergeklestigi tablodaki Ro
degerlerine bakildiginda her bir ¢ift i¢in dogrulanmaktadir. Kritik enerji transfer mesafesi
her bir dondr-akseptor ¢ifti icin uygun araliktadir. Ayrica SDS misel ortami molekiilleri

birbirine yaklagtirarak enerji transferinin ger¢eklesmesine katki saglar.

Donor-akseptor ciftleri arasindaki etkilesimler 25°C, 35°C, 45°C sicakliklarda da
gerceklestirilmistir. Buradaki temel amag; canli sistem viicut sicakligi olan 36,5°C
yaklagik sicakligint denemek ve proteinler gibi biyolojik sistemlerin yapilarinin

bozuldugu 45°C’deki etkilesimlerin degisimini belirlemektir.

Tim sicakliklarda Ksv degerlerini  hesaplamak {izere Stern-Volmer grafikleri
olusturulmustur. (4) nolu esitlikte Stern-Volmer denklemi verilmistir. Burada belirtilen
Ksv; Stern-Volmer kuenglesme sabitini ifade etmektedir. Elde edilen grafiklerin

egiminden Ksy degeri elde edilir. Stern-Volmer grafikleri agsagida gosterilmistir.
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1,8

m 25°C (298 K)
® 35°C (308 K)
A 45°C (318K)

1,6 H

F/F

1,4 H

T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 2,0x1074,0x1076,0x1078,0x1071,0x10°1,2x10°1,4x10°1,6x10°®
[AcO]

Sekil 4.11. 2,2 etken maddesi ile AcO boyasinin Stern-Volmer grafigi

F/F

2,5
m 25°C (298 K)
® 35°C(308K)
A 45°C(318K)
2,0 -
1,5
1,0
T T T T T T T T T T
0,0 1,0x10°  2,0x10°  3,0x10°  4,0x10° 5,0x10°

[FI]

Sekil 4.12. 2,2 etken maddesi ile FI boyasinin Stern-Volmer grafigi
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1,8

1,6 - A ]

1,4

E,/F

1,2 H

m 25°C (298 K)
1,0 ® 35°C (308K)
A 45°C (318 K)

0,8

T T T T T T T T T
2x10” 3x107 4x107 5x107 6x10”
[PyY]

Sekil 4.13. 2,2 etken maddesi ile PyY boyasmin Stern-Volmer grafigi

F/F

1,74 | = 25°C (298 K)

{| ® 35°C(308K) =
16+ | A 45°C 318K)
1,5 -
1,4
1,3
1,2
1,14 °
1,0

T T T T T T T T T T
0,0 2,0x10°  4,0x10° 6,0x10° 8,0x10°  1,0x10°

[SfT]

Sekil 4.14. 2,2 etken maddesi ile SfT boyasinin Stern-Volmer grafigi
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1,64 | m 25°C(298K)
® 35°C (308K)
A 45°C (318K)

1,54

1,4 H

F/F

1,2 H

1,1+

1,0

T T T T T T T T T T T T
0,0 2,0x107 4,0x107 6,0x107 8,0x107 1,0x10° 1,2x10°
[AcO]

Sekil 4.15. 4,2 etken maddesi ile AcO boyasinin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.16. 4,2 etken maddesi ile FI boyasinin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.17. 4,2 etken maddesi ile PyY boyasmin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.18. 4,2 etken maddesi ile SfT boyasinin Stern-Volmer grafigi
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Stern-Volmer grafikleri incelendiginde egimin lineer oldugu ve artan sicakliga bagl
olarak genelde egimin azaldigi goriilmektedir. Bu durum kuenglesmenin dinamik
oldugunu ifade etmektedir (Li, vd. 2013). Stern-Volmer grafiklerinin egiminden
faydalanilarak Ksy degerleri hesaplanmistir. Tablo 4.4 ve Tablo 4.5° de degerler

belirtilmistir.

Stern-Volmer grafiklerinden kuenglesme tiirtiniin dinamik olabilecegi diistiniilmiistiir.
Bu bulgunun desteklenmesi gereklidir. Dinamik kuenglesme igin; floresans kuenglesme

siddeti ile kuencir konsantrasyonu arasindaki iligki ¢ift logaritma ile agiklanabilir:

(Fo - F)
og———

1
F

= logK, + nlog[Q] (11)

Burada Ka: baglanma sabiti, n: baglanma bdlgesi sayisini ifade eder. log(F"—F_F)’e kars1

log[Q] grafikleri 2,2 etken maddesi i¢cin Sekil 4.19, 4.20, 4.21, 4.22° de ve 4,2 etken
maddesi icin Sekil 4.23, 4.24, 4.25, 4.26’ da verilmistir.
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Sekil 4.19. Farkli sicakliklarda 2,2 etken maddesinin AcO ile kuenglesme etkilerinin
cift log grafigi
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Sekil 4.20. Farkli sicakliklarda 2,2 etken maddesinin Fl ile kuenglesme etkilerinin ¢ift
log grafigi
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Sekil 4.21. Farkli sicakliklarda 2,2 etken maddesinin PyY ile kuenglesme etkilerinin ¢ift
log grafigi
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Sekil 4.22. Farkli sicakliklarda 2,2 etken maddesinin SfT ile kuenglesme etkilerinin ¢ift
log grafigi
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Sekil 4.23. Farkli sicakliklarda 4,2 etken maddesinin AcO ile kuenglesme etkilerinin ¢ift
log grafigi
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Sekil 4.24. Farkli sicakliklarda 4,2 etken maddesinin F1 ile kuenclesme etkilerinin ¢ift log
grafigi
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Sekil 4.25. Farkli sicakliklarda 4,2 etken maddesinin PyY ile kuenglesme etkilerinin ¢ift
log grafigi
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Sekil 4.26. Farkli sicakliklarda 4,2 etken maddesinin SfT ile kuenclesme etkilerinin ¢ift
log grafigi

Grafiklerden elde edilen veriler hesaplanarak enerji transferi parametreleri ile birlikte
Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’ de verilmistir. Burada ifade edilen enerji transferi parametreleri
E: enerji transfer verimliligini, r: dondr-akseptdr mesafesini, R% korelasyon degerini

ifade etmektedir. Degerler herbir sicaklik igin hesaplanmustir.
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Tablo 4.4. 4,2 igin SDS ortaminda farkli sicakliklarda hesaplanan degerler

Numune Sicakllk Ks(M1) kg(M1s?) KaM?1) E  r(d) n R?
42 +PyY 25°C  1,09.10° 2,54.10* 2,95.10 0,092 68,92 0,387 0,852
42+PyY 35°C 1,94.10° 4,51.10* 1,04.10> 0,112 66,45 0,443 0,935
42 +PyY 45°C  6,55.10° 1,52.10° 3,31.10* 0,223 57,94 0,631 0,938
42+AcO 25°C 9,17.10* 2,22.10* 1,20.10° 0,109 70,94 0,392 0,844
42+AcO 35°C 358.10° 8,66.10* 4,66.10> 0,145 67,18 0,513 0,989
42+AcO 45°C  3,22.10° 7,79.10* 2,29.10 0,155 66,31 0,341 0,986

4,2 + Fl 25°C 4,73.10* 1,12.10* 1,31.10 0,164 65,33 0,333 0,990

4,2 + Fl 35°C 1,78.10* 4,21.10° 2,77 0,179 64,19 0,211 0,949

4,2 + Fl 45°C  1,79.10* 4,23.10° 2,35 0,151 66,41 0,182 0,986
42 +SfT  25°C  7,06.10* 1,46.10* 2,26.10> 0,437 53,51 0,453 0,977
42+SfT  35°C  1,10.10° 2,27.10* 1,51.10° 0,502 51,23 0,631 0,954
42 +SfT  45°C  9,02.10* 1,86.10* 4,81.10° 0,325 57,95 0,742 0,917

Tablo 4.5. 2,2 i¢in SDS ortaminda farkli sicakliklarda hesaplanan degerler

Numune Sicakhk Ks (M) kgMis1) Ka(MY) E  r(A) n R?
22+PyY 25°C 594.10° 1,61.10° 1,81.10° 0,313 42,01 0,390 0,912
22+PyY 35°C 3,02.10° 8,19.10* 4,18.10*> 0,215 74,02 0,455 0,971
22+PyY 45°C  1,38.10° 3,74.10° 1,57.10° 0,104 52,76 1,023 0,908
22+AcO 25°C  2,87.10° 7,40.10* 3,16 0,330 44,52 0,103 0,746
22+AcO 35°C  8,38.10* 2,16.10* 533 0,366 43,35 0,142 0,809
22+AcO 45°C  3,39.10° 8,74.10* 3,08 0,332 44,45 0,110 0,964

2,2+ Fl 25°C  4,90.10* 2,18.10* 6,22.10° 0,203 50,35 0,526 0,910

2,2+ Fl 35°C 2,01.10° 8,96.10* 2,67.10° 0,297 46,28 0,654 0,956

2,2+ Fl 45°C  2,13.10° 9,50.10* 4,12.10 0,337 44,88 0,372 0,987
22+SfT  25°C  5,98.10* 1,55.10* 2,65.10* 0,489 40,52 0,918 0,957
22+SfT  35°C  516.10* 1,33.10* 2,07.10* 0,192 51,10 0,917 0,939
22+SfT  45°C  3,66.10* 9,47.10® 7,23.10° 0,178 51,90 0,651 0,907
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Tablo 4.4 ve 4.5’ deki parametrelerden Ka degeri ¢ift log grafiklerinden elde edilmistir ve
bu degerin biiyiikliigli molekiiller arasinda etkilesimin giiglii oldugunu ifade eder.
Burdaki n degeri baglanma bolgesi sayisidir ve 1 degeri civarinda olmasi1 donor-akseptor
ciftinin tek bolgeden etkilestigini gostermektedir (Ghosh, vd. 2016; Xiao, vd. 2009). E
degeri enerji transferi verimliligi olarak dondr-akseptor ¢ifti arasinda enerji transferinin
gerceklesme oranini ifade etmektedir. 0-1 arasinda deger alir ve 1’e yakin olmasi enerji
transferinin gergeklestigini ifade eder. Burada belirtilen r degerinin 10 nm’nin altinda
olmasi ise molekiillerin enerji transferini gergeklestirmek igin yeterince yakin oldugunu
gostermektedir. R? korelasyon degerinin yiiksek olmasi dogrulugu isaret etmektedir.
Sicaklik artisiyla Ksv degerinin azalmasi da kuenglesme tiiriiniin dinamik oldugunu isaret

eder (Ariga, vd. 2017). 4,2 — Fl ¢ifti ve 2,2 — SfT ikilisinde bu durum goézlenmektedir.

Tablolarda verilen degerlere dayanarak enerji transfer verimliligin en yiiksek oldugu
etkilesim 25°C’de 2,2 + ST etkilesimidir. Dondr-akseptor arasindaki mesafenin en yakin
oldugu etkilesim ise 25°C’de 2,2 + SfT oldugu anlagilmaktadir.

Sicaklik ¢aligmalarmmin  tamamlanmasinin  ardindan termodinamik parametreler
hesaplanmistir. Entalpi (AH°), Entropi (AS°) ve Gibbs enerjisi (AG®) degerleri
hesaplanmis ve 2,2 molekiilii i¢in Tablo 4.6’ da 4,2 molekiilii i¢in Tablo 4.7 de

verilmistir.

Tablo 4.6. 2,2 ile boyar maddeler i¢in hesaplanan termodinamik parametreler

AHC (kj mol?) AS°(kj mol't K1) AG? (kj mol?)
2,2+ AcO -24,54 0,08 -47,50
2,2+ Fl -166,84 0,58 -325,22
2,2+ PyY -367,19 1,26 -711,11
2,2+ SfT -128,15 0,46 -253,89
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Tablo 4.7. 4,2 ile boyar maddeler i¢in hesaplanan termodinamik parametreler

AHC (kj mol?) ASO(kj molt K1) AGC (kj mol+)
4,2 + AcO -164,44 0,56 -316,63
4,2 + Fl -74,69 0,25 -143,29
4,2 + PyY -119,24 0,41 -231,07
42 + SfT -53,07 0,20 -106,92

Her iki tabloda da goriilecegi iizere hem 4,2 hem de 2,2 molekiiliiniin akseptor
molekiillerle etkilesimlerine ait AG® degerleri negatif deger almistir. AG® degerinin
negatif olmasi bu etkilesimlerin kendiliginden gergeklestigini ifade eder (Ariga, vd.
2017). Buna ek olarak tablo 4.12 ve 4.13° den AHC degerlerinin negatif, AS® degerlerinin
ise pozitif oldugu goriilmektedir. AH® degerlerinin negatif ve AS® degerlerinin de pozitif
deger almasit dondr-akseptor arasindaki etkilesimin esasen elektrostatik oldugunun

isaretidir (Li, vd. 2013).

4.2. insan Serum Albumini (HSA) Ile Etken Maddelerinin (2,2 & 4,2) Etkilesimleri

Calismanin ikinci agamasi olarak floresans enerji transferi insan serum albiimini (HSA)
ile 2,2 ve 4,2 molekiilleri arasinda incelenmistir. Floresans enerji transferinde iki molekiil
cifti arasinda enerji transferinin gerceklesmesi i¢in temel sartlardan olan, donorun (HSA)
floresans spektrumu ile akseptoriin (4,2 / 2,2) absorpsiyon spektrumlarinin ortiismesi
durumu incelenmis ve bu Ortiismenin her iki molekiil i¢in de iyi oranda gerceklestigi
gozlenmistir. Bu Ortlisme, ¢alismanin uygunlugu hakkinda yol gdsterici niteliktedir. Bu
calismada donor (HSA) konsantrasyonu 1.10° M, akseptor (4,2, 2,2) konsantrasyonu
1.10* M olarak ¢alisilmistir. Ayrica etken molekiillerin (4,2 / 2,2) HSA ile arasinda
gerceklesecegi ongoriilen enerji transferinin bu molekiillerin proteinlerle baglanmalarini
ifade etmesi beklenmektedir. Ortiismenin daha iyi anlagilabilmesi amaciyla spektrumlar
normalize edilerek ayni grafik iizerinde gosterilmistir. Belirtilen spektrumlar Sekil 4.27°

de verilmistir.
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Sekil 4.27. 4,2 ve 2,2 etken maddelerinin absorpsiyon spekturumlar1 ile HSA’nin

floresans spektrumlari arasindaki spektral ortiisme

Floresans enerji transferi calismasi 2,2 ve 4,2 molekiilleri ile HSA arasinda denenmistir.
Bu calismada HSA donér, 2,2 ve 4,2 molekiilleri akseptordiir. HSA, PBS tamponu
icerisinde hazirlanmistir. Calismada HSA konsatrasyonu 1.107 olarak sabit tutulup etken
madde Konsantrasyonu arttirilarak 4 mL’lik numuneler hazirlanmisgtir. Hazirlanan
numunelerde tam ¢oziinme saglanmaya calisilmistir. Fakat tam ¢dzliinme meydana
gelmedigi i¢in vortex yardimiyla ¢oziinme saglanmaya c¢alisilmistir. Bu durumda da HSA
yapisinda bozulmalar meydana gelmis olup dlglimler hata ile sonuglanmistir. Ardindan
3,33.10° ile 2,33.10* araligindaki etken madde konsantrasyonlarinda titrasyon metodu
kullanilarak islem yapilmistir. Bu metodda PBS tamponunda sabit konsantrasyonda
hazirlanan HSA’ ya 4,2 ve 2,2 etkenleri artan konsantrasyonlarda pipetlenerek
ultrasonikasyonla dagilmasi saglanip ardindan floresans spektrumlart alinmigtir. HSA
ortamt i¢in alinan dlgimlerde uyarma dalga boyu 290 nm, emisyon araligi 305-570 nm
olup slit 5-10 olarak g¢alisilmistir. Yapilan dlglimlerde ise HSA’ nin floresans bandinda

azalmaya karsin artan akseptor konsantrasyonu ile akseptor floresans bandinda artis
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gozlenmigstir. HSA ile 4,2 ve HSA ile 2,2 molekiilii arasindaki etkilesimi gosteren

floresans spektrumlari sirastyla Sekil 4.28 ve Sekil 4.29° da verilmistir;

m— x10"0 M HSA

| x10"0 M HSA +3,3x10° M 4-2
1x10°0 M HSA + 6,7x10-3 M 4-2
150 e [x10°0 M HSA + 1,0x1074 M 4-2
— x10"0 M HSA + 1,3x10°4 M 4-2
m— 1x10"0 M HSA + 1,7x104 M 4-2
— x10"0 M HSA +2,0x10°4 M 4-2
e [x10°0 M HSA +2,3x104 M 4-2
— x10"0 M HSA +2,7x10"4 M 4-2

100

Floresans Siddeti (Serbest Birim)
3
1

.»‘ \

T T T T T
350 400 450 500 550
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.28. HSA ile 4,2 etken maddesinin floresans spektrumlari

HSA’nin dondr, 4,2°nin ise akseptor olarak davranisi Sekil 4.28°de goriilmektedir. Sabit
HSA konsantrasyonuna kars1 4,2’nin artan konsantrasyonu ile HSA nin floresans siddeti
sontimlenirken 495 nm’de pik maksimumuna sahip yeni bant 4,2’nin floresans pikidir.
Bu yeni pikin siddeti 4,2 molekiiliiniin konsantrasyonunun artisiyla kademeli olarak
artmaktadir. HSA ile 4,2 molekiilii arasindaki enerji transferinin bir ifadesi olan bu

spektrumda 411 nm’de isobestik nokta gozlenmistir.

64



200

m— 11070 M HSA

w100 M HSA +33x10° M 2-2

1070 M HSA +6,7x1070 M 2-2

11070 M HSA + 1,0x1074 M 222

150

e 1,10°0 M HSA + 1,3x10°4 M 222

11070 M HSA +1,7x10°4 M 2-2

s 11070 M HSA + 2,0){10_4 M 2-2

e 100 M HSA +2,3x10°* M 222

w100 M HSA +2,7x10°* M 222

100 A

Floresans Siddeti (Serbest Birim)
)
|

, .
350 400 450
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.29. HSA ile 2,2 etken maddesinin floresans spektrumlari

HSA ile diger etken molekiil 2,2 arasindaki floresans enerji transferini gosteren bu
spektrumda 4,2 ile benzer davranig goriilmektedir. Spektrum 382 nm’ de isobestik
noktaya sahiptir. Akseptoriin konsantrasyonundaki artis ile dondr floresansi sonerken 413

nm’ de pik maksimumuna sahip akseptoriin floresans1 gozlenmistir.

Sekil 4.28 ve Sekil 4.29’dan 4,2 ve 2,2 molekiillerinin bulundugu HSA ortaminin

floresans kuantum verimleri hesaplanarak Tablo 4.8 ve Tablo 4.9’ da sirasiyla verilmistir;
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Tablo 4.8. HSA’ nin 4,2 molekiiliiniin farkli konsantrasyonlarindaki floresans kuantum

verimleri
HSA
[4,2] /M (I)f

0 0,445
3,33x10° 0,250
6,67x107° 0,157
1,00x10™ 0,103
1,33x10™* 0,060
1,67x10* 0,041
2,00x10™* 0,020
2,33x10* 0,008
2,67x10™ 0,005

Tablo 4.9. HSA’ nin 2,2 molekiiliiniin farkli konsantrasyonlarindaki floresans kuantum

verimleri
HSA
[2,2]/ M Oy

0 0,445
3,33x10° 0,228
6,67x107 0,116
1,00x10* 0,064
1,33x10* 0,040
1,67x10"* 0,024
2,00x10* 0,020
2,33x10* 0,020
2,67x10* 0,008
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Tablodaki degerler incelediginde HSA’ nin kuantum veriminin yliksek oldugu ve artan
konsantrasyonda etken madde ilavesiyle kuantum veriminde azalmalar meydana geldigi
anlasilmaktadir. Kuantum verimindeki azalmalar enerji transferinin ve dolayisiyla

floresans kuenglesmenin bir sonucudur.

Kuantum verimleri hesaplamalarindan sonra floresans enerji transferi parametreleri de

hesaplanmistir. Hesaplanan Ro ve J degerleri Tablo 4.10°da verilmistir.

Tablo 4.10. Hesaplanan floresans enerji transferi parametreleri (HSA)

J (M1cminm?) Ro (A)
HSA + 4,2 6,22 x1014 41,41
HSA + 2,2 7,94 x101 29,38

Ro degeri hem HSA —4,2 etkilesiminin hem de HSA — 2,2 etkilesiminin gergeklesebilmesi
icin insan serum alblimin (HSA) ve etken molekiil (2,2 ve 4,2) arasindaki mesafenin

uygun oldugunu ifade etmektedir.

Bu ¢alisma 25°C, 35°C, 45°C sicakliklarda tekrar edilerek sonuglar degerlendirilmistir.
Tim sicakliklarda Ksy ve Kq degerlerini hesaplamak iizere Stern-Volmer grafikleri
olusturulmustur. Stern-Volmer grafikleri Sekil 4.30 ve Sekil 4.31°de verilmistir. Sekil
4.32 ve Sekil 4.33’de de swrasiyla 2,2 ve 4,2 molekiilleriyle arasindaki floresans

kuenglesmesinde yol gdsterici olan log (F"—F_F)’e kars1 log[Q] grafikleri verilmistir.
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Sekil 4.30. HSA ile 2,2 etken maddelerinin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.31. HSA ile 4,2 etken maddelerinin Stern-Volmer grafigi
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Sekil 4.32. Farkli sicakliklarda HSA’nin 2,2 etken maddesi ile kuenglesme etkilerinin ¢ift
log grafigi
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Sekil 4.33. Farkli sicakliklarda HSA’nin 4,2 etken maddesi ile kuenglesme etkilerinin ¢ift
log grafigi
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Grafiklerden elde edilen datalardan ilgili formiiller yardimiyla Tablo 4.11’deki
parametreler elde edilmistir. Ayrica Tablo 4.11°de enerji transferi parametreleri de

verilmistir.

Tablo 4.11. HSA ile 2,2 ve 4,2 etken maddeleri igin farkli sicakliklarda hesaplanan

degerler

Numuneler Sicaklik Ks(M?1) kgMs?1) KoM E r@A) n R?

HSA + 4.2 25°C  2,64.10* 2,64.10%2 1,13.10° 0,710 3567 1,129 0,960
HSA + 4,2 35°C  2,53.10* 2,53.10%% 1,13.10° 0,691 36,21 1,145 0,971
HSA + 4,2 45°C  2,58.10* 2,58.10%2 1,31.10° 0,701 3593 1,169 0,961

HSA + 2,2 25°C  4,69.10* 4,69.10> 2,68.10* 0,852 21,95 0,876 0,891
HSA + 2,2 35°C  2,99.10* 2,99.10'? 1,60.10* 0,823 22,74 0,844 0,985
HSA + 2,2 45°C  5,19.10* 5,19.10* 1,80.10* 0,835 22,42 0,865 0,892

Burada HSA i¢in hesaplanan kuen¢lesme sabiti oranlari (kq), HSA nin floresans omrii
(to) 10® s olarak alinmasiyla hesaplanmistir (Ariga, vd. 2017; Li, vd. 2013).
Biyomolekiiller icin to genel olarak 108 s alinmaktadir. Stern-Volmer hiz sabitinin biiyiik
deger almasi enerji transferinin gerceklesme oraninin yiiksek oldugunun bir gostergesi
olarak kabul edilir. r degeri donor-akseptor arasi kritik mesafeyi ifade eder ve 8nm’nin
altinda olmasi enerji transferinin gergeklestiginin gostergesidir (Ariga, vd. 2017). n degeri
baglanma bolgesi sayisini ifade eder. Tablodaki n degerlerine bakilarak HSA ile etken

molekiilleri arasindaki baglanmanin gergeklestigi ve tek bolgeden oldugu sdylenebilir.

Caligilan maddelerin baglanmasini saglayan kuvvetler hidrofobik, elektrostatik, Van der
Waals ve hidrojen bagi etkilesimleri dahil olmak iizere gesitli zayif kovalent olmayan
etkilesimlerden olusabilir. Molekiillerimizin komplekslesmesiyle iligkili zayif
etkilesimler hakkinda daha fazla bilgi edinmek igin termodinamik parametreleri
belirlenmistir. Hesaplanan AH? (entalpi degisimi), AS? (entropi degisimi) ve AG® (Gibbs

serbest enerji degisimi) degerleri asagidaki Tablo 4.14” de verilmistir.
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Tablo 4.12. 2,2 ve 4,2 etken maddesi i¢in hesaplanan termodinamik parametreler

AHC (kj molt) ASO(Kkj molt K1) AG? (kj mol?)
HSA + 2,2 -12,02 0,06 -28,67
HSA + 4,2 -4,87 0,04 -15,09

Tablodan anlasilacagi iizere hem 4,2 hem de 2,2 molekiiliiniin HSA ile etkilesimlerine ait
AG® ve AH® degerleri negatif, AS® degerleri ise pozitif deger almistir. AG® degerinin
negatif olmasi bu etkilesimlerin kendiliginden gergeklestigini ifade ederken (Ariga, vd.
2017) AH® degerlerinin negatif ve AS° degerlerinin de pozitif deger almasi dondr-
akseptor arasindaki etkilesimin temelde elektrostatik oldugunu gostermektedir (Li, vd.
2013).

4.3. Floresans Yasam Omiirlerinin (Lifetime) Belirlenmesi

Calismanin bir sonraki agsamasi, bu tez ¢alismasinin esasini teskil eden iki pirazolin tiirevi
molekiiliin floresans yasam Omiirlerinin belirlenmesidir. 2,2 ve 4,2 molekiillerinin saf
suda, HSA’da ve SDS’de floresans durulmalari dl¢iilmiistiir. 4,2 ve 2,2 molekiilleri igin
hem SDS hem de HSA ortaminda elde edilen floresans durulma spektrumlari Sekil 4.36,
4.37,4.38 ve 4.39’ da verilmistir.
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Sekil 4.34. 4,2 molekiiliiniin SDS ortaminda AcO, SfT, PyY ve Fl molekiilleri ile

etkilesimine ait floresans durulma spektrumlari
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Sekil 4.35. 2,2 molekiiliiniin SDS ortaminda AcO, SfT, PyY ve Fl molekiilleri ile

etkilesimine ait floresans durulma spektrumlari
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Sekil 4.36. 4,2 molekiiliiniin HSA ile etkilesimine ait floresans durulma spektrumu
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Sekil 4.37. 2,2 molekiiliiniin HSA ile etkilesimine ait floresans durulma spektrum
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Tek foton sayma teknigine bagl olarak 6l¢tim yapan Horiba Jobin Yvon cihazi ile yapilan
floresans omiir dl¢limlerinden sonra cihazin yazilimi ile hesaplanan parametreler Tablo

4.13’de verilmistir.

Tablo 4.13. 4,2 ve 2,2 molekiiliiniin farkli ortamlardaki floresans yagsam omrii degerleri

Numuneler 7,(ns) B1(%) 7,(Ns) B,(%) < 17> (ns) x?
2,2+ AcO 1,508 18,71 4,425 81,29 3,879 1,495
2,2+ Fl 3,931 36,81 1,261 63,19 2,243 1,583
2,2+ PyY 1,568 25,53 4417 74,47 3,689 1,495
2,2+ SfT 1,606 20,34 4,455 79,66 3,866 1,440
2,2 + Saf Su 1,706 18,31 4,407 81,69 3,912 1,569
2,2 + SDS 3,184 71,42 8,017 28,58 4,608 1,844
4,2 + AcO 3,384 75,20 6,411 24,80 4,134 1,503
4,2 +Fl 3,700 90,20 9,084 9,80 4,227 1,428
4,2 + PyY 3,187 74,10 7,474 25,90 4,297 1,783
4,2 + SfT 3,650 81,17 9,974 18,83 4,840 1,639
4,2 + Saf Su 4,141 100,00 - - 4,141 1,976
4,2 + SDS 3,817 66,23 1,428 33,77 3,010 1,423
2,2+ HSA 1,618 15,66 4,300 84,34 3,880 1,403
4,2 + HSA 3,446 64,27 5,341 35,73 4,123 1,511

Burada t; ve 7, floresans Omiir degerlerini, B; ve B, floresans 6miir degerlerinin
yiizdelerini, < T > ortalama floresans omrii, y? ol¢iimiin dogrulugunu veren kikare
degerini ifade etmektedir. Floresans Omiir degerleri floresans probun cevresiyle
etkilesimleri hakkinda bilgi verir. Her iki molekiil i¢inde, saf su igerisindeki 4,2 molekiilii
harig, coklu floresans Omiir degeri elde edilmistir. Bunun anlami; molekiil ortamda iki
farkls tiirde etkilesime sahiptir. Ornegin; 2,2 molekiilii SDS ortaminda 7, 3,184 (%71) ve
T, 8,017 (%29) degerlerini almis olmast muhtemelen 2,2 molekiillerinin bir kisminin
SDS’nin yiizeyinde elektrostatik olarak tutundugunu (yiiksek olasilikla) ifade ederken bir

kistm molekiiliin ise SDS’nin i¢ kismina yerlestigini (diisiik olasilikla) ifade edebilir.
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Diger ihtimaller ise prob dimerlesmis olabilir ya da prob su fazinda serbest dolagiyor
olabilir (Aygiin, 2017). Ortalama floresans omiir degerleri (< t >) iki floresans 6miir
degerinin kendi yilizde degerleri ile ¢arpilarak ortalamalarinin alinmasi yoluyla
hesaplanmustir. y? degerinin 1 ile 2 arasinda olmasi beklenir ve deger 1’e ne kadar

yakinsa dogruluk o derece yiiksektir.

Tez caligmasiin buraya kadar ki kisminda pirazolin tiirevi iki molekiiliin (4,2 ve 2,2)
model membran ve model tasima sistemindeki davranislari fotofiziksel agidan incelenmis
ve molekiillerin hiicre zar1 ve protein baglanmalar1 degerlendirilmistir. Bu agamadan
sonra molekiillerin canli sistemlerle olan etkilesimleri in vitro deneyler ile takip

edilmistir.
4.4. Sitotoksisite incelemesi

Sitotoksisite incelemesi pirazolin tiirevi molekiillerin (4,2 / 2,2) canl1 hiicreler i¢in toksik

etki yapip yapmadigini belirlemek amaciyla yapilmastir.

Bu ¢alismada hem HT-29 kolon kanser hiicre hatti hem de MCF-7 meme kanser hiicre
hatt1 ile ¢alisilmistir. Numune konsantrasyonu olarak 100 uM ve 250 uM iki doz
belirlenmistir. Her iki doz da floresans ¢alismalarinda kullanilan en yiiksek
konsantrasyonlardir. Uygulama iki kanser hiicre hattinda 3’er tekrarla yapilmistir. Elde
edilen sonuglarin ortalamasi alinarak grafige doniistiirilmistiir. Calismada uyarma dalga
boyu 490 nm’ dir. Tim maddeler hiicrelere uygulandiktan 24 saat sonra okuma

yapilmistir.
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Sekil 4.38. 2,2 molekiiliiniin HT-29 kolon kanser hiicre hatt1 i¢in sitotoksitite grafigi
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Sekil 4.39. 2,2 molekiiliiniin MCF-7 meme kanser hiicre hatt1 i¢in sitotoksitite grafigi
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Sekil 4.40. 4,2 molekiiliiniin HT-29 kolon kanser hiicre hatti i¢in sitotoksitite grafigi
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Sekil 4.41. 4,2 molekiiliiniin MCF-7 meme kanser hiicre hatt1 i¢in sitotoksitite grafigi
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Yapilan sitotoksisite testlerinde uygulanan 100 ve 250 uM over dozdur. Elde edilen
grafiklerden anlasilacag: iizere 2,2 molekiiliiniin her iki hiicre hattinda da ortamdaki
hiicrelere higbir 6liimciil etkisi olmamustir. 4,2 molekiiliinde ise 100 uM’ da meme kanser
hiicre hattinda %6-7 civarinda tolore edilebilir diizeyde hiicre canliliginda azalma
olmustur. Kolon kanser hiicre hattinda ise her iki dozda da canlilikta azalma gézlenmemis
aksine hiicre sayist artmistir. 250 uM yiiksek dozda meme kanser hattinda %10-11
oraninda hiicre sayisinda azalma meydana gelirken kolon kanser hiicre hattinda bu dozda
hiicre sayisinda azalma yerine artis g6zlenmistir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde her iki molekiilin de canli organizma igin sitotoksik olmadigi
sonucuna varilabilir. Buna bagli olarak da hiicre ¢aligmalarinda 4,2 ve 2,2 molekiillerinin

giivenli bir sekilde kullanilabilirligi ortaya konulmustur.
4.5. Konfokal Mikroskop Incelemesi

Iki kanser hiicre hattinda da toksik etki gdstermeyen 4,2 ve 2,2 molekiillerinin floresans
hiicre goriintiileme mikroskopu olan konfokal mikroskopta uygulama amaciyla kullanilip
kullanilamayacag: arastirilmistir. Konfokal mikroskop yardimiyla numuneleri bozmadan
yiiksek ¢oziiniirliikte iic boyutlu optik goriintiiler elde edilmistir. Her iki molekiil i¢in de
uyarma dalga boyu 350 nm ve emisyon dalga boyu aralig1 365-650 nm’ dir. Boyama
islemi meme kanser hiicrelerinde (MCF-7) gerceklestirilmistir. Bu amagla 6nce meme
kanser hiicreleri lam tizerinde fikse edilmis, ardindan %1' lik DMSQO' da ¢6ziinmiis 100
uM etken molekiiller ile boyama iglemi yapilmistir. Sekil 4.34 ve Sekil 4.35' de sirasiyla
2,2 ve 4,2 molekiilleri i¢in elde edilen goriintiiler verilmistir. Burada (a) ile verilen
fotograflarda floresans goriintiisii, (b) ile verilen fotograflarda ise floresans goriintii ile
aydinlik alan goriintlisliniin birlestirilmis halidir. Floresans goriintiisii molekiillerle
hiicrelerin boyanmasi sonucu belirli dalga boyunda 1s1kla molekiillerin uyarilmas: sonucu
molekiillerin floresans karakterinden faydalanilarak elde edilen goriintiidiir. Molekiil
hiicre i¢ine girdiyse hiicrenin hangi kisminda bulundugu bu sekilde belirlenir. Bu sayede
canli hiicre sayisi rahatlikla sayilabilir. Aydinlik alan goriintiisiinde ise sadece mevcut
hiicreler gortinmektedir. Birlestirilmis goriintii ise hiicrelerin sadece sitoplazmalarinin

boyanmis oldugunu gostermektedir.

78



(a) (b)

Sekil 4.42. 2,2 Etken maddesi konfokal mikroskop goriintiileri

(@ | | (b)

Sekil 4.43. 4,2 Etken maddesi konfokal mikroskop goriintiileri

Konfokal floresans goriintiileri incelendiginde hem 4,2 hem de 2,2 etken molekiiliiniin
meme kanser hiicrelerinin sitoplazmasini boyadigi goriilmektedir. Bu islem canli
hiicrelerin tespitinde sayimi kolaylastirmak i¢in olduk¢a Onemlidir. Elde edilen
goriintliler sitotoksik olmayan bu iki molekiilin de hiicre boyama amaciyla

kullanilabilecegini kanitlamaktadir.
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5. SONUC

Calisma iki temel iizerine dizayn edilerek planlanmistir. Birinci kisim model membran
sistem olan bir miselle (SDS) ger¢eklestirilmis ve bir membran ile prob etkilesimleri
model sistem {lizerinden degerlendirilmistir. Calismanin bu kisminda elde edilen
bulgulardan pirazolin tiirevi her iki molekiiliin (4,2 / 2,2) de membran etkilesimlerinde
enerji transfer ¢aligmalarindan faydalanilabilecegi anlagilmigtir. Molekiiliin membran ile
baglanabilecegi tespit edilmistir. Ayrica floresans enerji transfer prosesinin dinamik
kuenglesmeye dayandigi belirlenmistir. Calismanin ikinci kismi  protein-prob
etkilesimine dayanmaktadir. Bu kisimda insan serumu proteini (HSA) ile pirazolin tiirevi
molekiiller arasindaki baglanma dinamiklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag igin
yine floresans enerji transferinden faydalanilmistir. Elde edilen parametreler prob
molekiillerinin her ikisinin de HSA’ya tek bir bolgeden, Trp-214 kismindan baglandigi
kanitlamigtir. Termodinamik parametreler 4,2 ve 2,2’nin her iki ortamdaki
etkilesimlerinin de elektrostatik oldugunu gostermistir. Ayrica pirazolin tiirevi olan 2,2
ve 4,2 molekiillerinin hiicre boyama calismalarinda kullanilabilecegi belirlenmistir.
Sitotoksisite sonuglart degerlendirildiginde her iki molekiiliin de canli organizma igin
sitotoksik olmadigi belirlenmistir. Buna bagli olarak hiicre ¢alismalarinda 4,2 ve 2,2
molekiillerinin giivenli bir sekilde kullanilabilir oldugu kanitlanmistir. Ayrica yapilan in
vitro ¢alisma ile konfokal floresans mikroskop goriintiilerinde molekiillerin hiicrelerin
sitoplazmasini boyadigi belirlenmistir. Sitotoksik olmayan ve hiicrelerin sitoplazmasini
boyayabilen bu iki molekiil hiicre caligmalarinda, Ozellikle hiicre goriintiileme
tekniklerinde 350-360 nm uyarma dalga boyunda floresan boya olarak kullanilabilir

sonucuna varilmistir.

80



KAYNAKLAR

Abboud R., Akil M., Charcosset C. and Gerges-Greige H., (2017).” Interaction of
glucocorticoids and progesterone derivatives with human serum albiimin”,
Chemistry and Physics of Lipids, 207, 271-278.

Abdullah M. Asiri, Tarig R. Sobahi, Osman I. Osman, Salman and A. Khan, (2017).
"Photophysical investigation of (D-n-A) DMHP dye: Dipole moments,
photochemical quantum yield and fluorescence quantum yield, by solvatochromic
shift methods and DFT studies" Journal of Molecular Structure 1128, 636-644

Afzal S., Lone S. M., Bhat A. P. and Dar A. A., (2018). “Multi-step fluorescence
resonance energy transfer between the fluorophores via cocolubilization in
cationic, anionic and non-ionic micelles”, Journal of Photochemistry &
Photobiology A: Chemistry, 365,220-231.

Agrawal R., Thakur Y., Tripathi M., Siddigi K. M., Khan H. R. and Pande R., (2019).
“Elucidating the binding propensity of naphthyl hydroxamic acid to human
serum albiimin (HSA): Multi-spectroscopic and molecular modeling
approach”, Journal of Molecular Structure, 1184, 1-11.

Ariga G. G., Naik N. P., Chimatadar A. S. and Nandibewoor T. S., (2017). “Interactions
between epinastine and human serum albumin: Investigation by fluorescence,
UVevis, FTelR, CD, lifetime measurement and molecular docking”, Journal of
Molecular Structure, 1137, 485-494.

Atkins P. W., (1998). “Physical Chemistry”, Oxford University Press, Oxford Melbourne
Tokyo.

Aydin M. B., Acar M., Arik M. and Onganer Y., (2009). “The fluorescence resonance
energy transfer between dye compounds in micellar media”, Dyes and
Pigments, 81, 156-160.

Aygiin S., (2017). “Ksanten tiirevi bazi boyar maddelerin model Membran sistemler olan
misel ortamlardaki Fotofiziksel ozellikleri”, Yiiksek Lisans Tezi, Erzincan
Universitesi, 61.

Bayraktutan T. and Onganer Y., (2017). “Spectral-luminescent study of coumarin 35 as
fluorescent “light-up” probe for BSA and DNA monitoring”, Dyes and Pigments,
142, 62-68.

Brouwer M. A., (2011). “Standart for photoluminescence quantum yield measurements
in solution (IUPAC Technical Report)”, Pure and Applied Chemistry, 83, 2213-
2228.

81



Bozkurt E., Bayraktutan T., Acar M. and Toprak M., (2013). “Spectroscopic studies on
the interaction of fluorescein and safranine T in PC liposomes”,
Spectrochimica Acta Part A: Molecular andBiomolecular Spectroscopy,
101,31-35.

Buddanavar T. A. and Nandibewoor T. S., (2017). “Multi-spectroscopic
characterization of bovine serum albumin upon interaction with atomoxetine”,
Journal of Pharmaceutical Analysis, 7,148-155.

Dare-Doyen, S., Doizi, D., Guilbaud, Ph., Djedaini-Pilard, F., Perly, B. and Millie, Ph.
(2003). “Dimerization of Xanthene Dyes in Water: Experimental Studies and
Molecular Dynamic Simulations”, The Journal of Physical Chemistry B, 107:
13803-13812.

Du J., Zhu T., Gu Q., Cao W., Fan J. and Peng X., (2018). “Fabrication of artificial
fluorescent protein probe for HSA recognition and relay sensing Ag+ by
functional microenvironment-sensitive fluorescent dye”, Sensors and Actuators
B: Chemical, 263,661-667.

Feng, S., Wang, J., Chen, X. and Fan, J. (2005) “Kinetic spectrofluorimetric
determination of Trace ascorbic acid based on its inhibition on the oxidation of
pyronine Y by nitrite”, Spectrochimica Acta Part A, 61: 841-844.

Forster Th., (1959). “Transfer mechanisms of electronic excitation”, Discussions of
theFaraday Society, 27:7-17.

Ganguly, P. (2010). “Photophysics of some cationic dyes in aqueous micellar dispersions
of surfactants and different solvents”, Journal of Molecular Liquids, 151: 67-73.

Geeta Joshi nee Pant Pramod Singh, B.S. Rawat, M.S.M. Rawat, G.C. Joshi., (2011).
"Synthesis, characterization and fluorescence studies of 3,5-diaryl substituted 2-
pyrazolines"Spectrochimica Acta Part A 78 1075-1079

Ghosh K., Rathi S. and Arora D., (2016). “Fluorescence spectral studies on interaction
of fluorescent probes with Bovine Seum Albumin (BSA)”, Journal of
Luminescense, 175, 135-140.

Grinvald A., and Steinberg 1.J., (1976). “The fluorescence decay of tryptophan residues
in native and denatured proteins”, Biochimica et Biophysica Acta, 663-78.

Han J., Zou Y. H., Gao X. M. and Huang Z. C., (2016). “A graphitic carbon nitride
based fluorescence resonance energy transfer detection of riboflavin”, Talanta,
148, 279-284.

82



Hemmateenejad B., Shamsipur M., Samari F., Khayamian T., Ebrahimi M. and Rezaei
Z.,(2012). “Combined fluorescence spectroscopy and molecular modeling studies
on the interaction between harmalol and huan serum albiimin”, Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 67-68, 201-208.

Hordge N. L., McDaniel L. K., Jones D. D., JR. And Fakayode O. S., (2016).
“Simultaneous determination of estrogens (ethinylestradiol and norgestimate)
concentrations in human and bovine serum albiimin by use of fluorescence
spectroscopy and multivariate regression analysis”, Talanta, 152, 401-4009.

Kahriman N., Yayli B., Aktas A., Iskefiyeli Z., Beris S. F. And Yayli N., (2013).
“Synthesis, antibacterial and antioxidant activities of new 11-alkyl-4- (1-alkyl-4-
0x0-1,4-dihydroquinolin-2-yl) pyridinium bromides”, European Journal of
Medicinal Chemistry, 69, 348-355.

Kalyanasundaran K. (1987) Photochemistry in Microheteregeneous Systems, Academic
Press, New York, 2.

Kara M., Paul S., Mallick A. and Majumdar T., (2018). “Shipment of a photodynamic
therapy agent into model membrane and its controlled release: A photophysical
approach”, Chemical Physics of Lipids, 210,122-128.

Korkmaz K., (2019). “Sulu Ortamda Grafen Oksit-Safranin T Kompozitlerinin
Hazirlanmas1 Ve Fotofiziksel Ozelliklerinin Incelenmesi”, Erzincan Binali
YILDIRIM Universitesi, Erzincan.

Lakowicz J.R. 1991, Topics in Fluorescence Spectroscopy Volume 1. Plenum Press, New
York.

Li J., Jiao Y. and Dong C., (2013). “Spectroscopic analysis and molecular modeling on
the interaction of jatrorrhizine with human serum albumin (HSA)”,
Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy,
118,48-54.

Liao C., LiF., Huang S., Zheng B., Du J., Xiao D., (2016). “A specific and biocompatible
fluorescent sendor based on the hybrid of GFP chromophpre and peptide for HSA
detection”, Biosensors and Bioelectronics, 85, 489-495.

Liveri V. T. (2006). “Controlled Synthesis of Nanoparticles in Microheterogeneous
Systems”, Springer, New York.

Managa M., Achadu J. O., Nyoong T., (2018). “Photophysical studies of graphene
guantum dots- Pyrene-derivatized porphyrins conjugates when encapsulated
within Pluronic F127 micelles”, Dyes and Pigments, 148, 405-416.

83



Maiti, J., Yeasmin, S., Parui, P. P., Chakraborty, S., Biswa, S. and Das, R., (2015).
“Photophysical study of a charge transfer oxazole dye in micelles: Role of
surfactant headgroups”, Journal of Luminescence, 163: 21-27.

Mallick, A., Haldar, B., Maiti, S. and Chattopadhyay, N. (2004). “Constrained
photophysics of 3-acetyl-5-0x0-6,7-dihydro-12H indolo-[2,3-a] quinolizine in
micellar environments: a spectrofluorometric study”, Journal of Colloid and
Interface Science, 278: 215-223.

Moumita, C., Amiya, K. P. (2011). “Spectral behaviour of eosin Y in different solvents
and aqueous surfactant media”, Spectrochimica Acta Part A, 81: 458— 465.

Perdana F., Eryant. Y. and Zamri A., (2015). “Synthesis and Toxicity Assessments Some
para-methoxy Chalcones Derivates”, Procedia Chemistry, 16, 129-133.

Pietrzak M., Szabelski M., Kasparek A. and Wieczorek Z., (2017). “Interactions of
hypericin with a model mutagen — Acridine orange analyzed by light absorption
and fluorescence spectroscopy”, Chemical Physics Letters, 669, 85-91.

Samari F., Shamsiper M., Hemmateenejed B., Khayamian T. and Gharaghani S., (2012).
“Investigation of the interaction between amodiaquine and human serum alblimin
by fluorescence spectroscopy and molecular modeling”, European Journal of
Medicinal Chemistry, 54, 255-263.

Sanchez F. G. and Ruiz C. C., (1996). “Intramicellar energy transfer in aqueous CTAB
solutions”, Journal of Luminescence, 69:179-86.

Sarkar A. and Bhattacharya C. S., (2012). “Selective fluorescence resonance energy
transfer from serum albumins to a bio-active 3-pyrazolyl-2-pyrazoline dericative:
A spectroscopic analysis”, Journal of Luminescence, 132,2612-2618.

Skoog, D.A., Holler, F.J. and Crouch, S.R., 2017. Principles of Instrumental Analysis.

Suryawanshi D. V., Walekar S. L., Gore H. A. and Anbhule V. P., (2016). “Spectroscopic
analysis on the binding interaction of biologically active pyrimidine derivative
with bovine serum albiimin”, Journal of Pharmaceutical Analysis, 6, 56-63.

Onganer Y. (1993). “Photodynamics of merocyanine 540 in liquid and membrane
systems”, Doctor of Philosophy, Texas Tech University, Graduate Faculty, Texas.

Wanga T., Xiang R.B., Li Y., Chen Y. C., Zhuo H. X., Wang M. Z., Dong Y., Wang Y.
and Fang S. H., (2009). “Studies on the binding of a carditionic agent to human
serum albumin by two-dimensional correlation fluorescence spectroscopy and
molecular modeling”, Journal of Molecular Structure, 921, 188-198.

84



Wang Q., Liu X., Su M., Shi Z. and Sun H., (2015). “Study on the interaction
characteristics of cefamandole with bovine serum albiimin by spectroscopic
technique”, Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy, 136, 321-326.

Wang Y., Wang L., Zhu M., Xue J., Hua R. and Li X. Q., (2019).” Comparative studies
on biophysical interactions between gambogic acid and serum albumin via

multispectroscopic  approaches and molecular docking”, Journal of
Luminescence, 205,210-218.

Wang Y., Liu J., Zhu M., Wang L., Zen X., Fan S., Wang Z., Li H., Na R., Zhao X. and
Li X. Q., (2018). “Biophysical characterization of interactions between falcarinol-
type polyacetylenes and human serum albumin via multispectroscopy and
molecular docking techniques”, Journal of Luminescence, 200,111-119.

Vikash K. Mishra, Mitali Mishra, Varsha Kashaw, Sushil K. Kashaw. "Synthesis of 1,3,5
trisubstituted pyrazolines as potential antimalarial and antimicrobial agents”
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 25 (2017) 1949-1962 6.

V. Ramkumar and P. Kannan., (2015). "Highly fluorescent semiconducting pyrazoline
materials for optoelectronics"Optical Materials, 46 605613

Xiao J., Wei X., Wang Y. and Liu C., (2009). “Fluorescence resonance energy- transfer
affects the determination of the affinity between ligand and proteins obtained by
fluorescence quenching method”, Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, 74, 977-982.

Yang Y., Li D. and Xu C., (2015).” Influences of urea, pH and metal ions on the
interaction  between cepharanthine and lysozyme by steady state fluorescence
spectroscopy”, Journal of Molecular Structure, 1084, 229-235.

YuX.,LuS, YangY.,Li X. And YiP., (2012). “Study on the interaction between NCP-
(4-hydroxycoumarins) and bovine serum albiimin by spectroscopic techniques”,
Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 91,
113-117.

Zaaba I. N., Foo L. K., Hashim U., Tan J. S., Liu W. W. and Voon H. C., (2017).
“Synthesis of Graphene Qxide using Modified Hummers Methid: Solvent
Influence”, Propedia Engineering, 184, 469-477.

Zhang G., Que Q., Pan J. and Guo J., (2008). “Study of the interaction between icariin
and human serum albiimin by fluorescence spectroscopy”, Journal of Molecular
Structure, 881, 132-138.

85



Zijie L, Bin L, Kangning Z, Yingying H, Chengjun P, Bingfeng W, Lei W., (2018). “An
environment-sensitive fluorescent probe for quantification of human serum
albumin: Design, sensing mechanism, and its application in clinical diagnosis of
hypoalbuminemia”, Dyes and Pigments, 152 60—66

86



OZGECMIS

1990 yilinda Kars ilinin Sarikamis ilgesi Ali Sofu kdyiinde dogdu. Ilk ve orta 8grenimini
Istanbul’da tamamladi. 2009 yilinda girdigi Erzincan Universitesi, Fen Edebiyat

Fakiiltesi, Kimya Bolimii’nden 2013 yilinda mezun oldu.

Istanbul ilinde 2014 yilindan beri 6zel bir ilag sirketinde Tedarik Zinciri Direktorliigiine

bagli olarak Sorumlu Uzman pozisyonunda ¢alismaktadir.

87



