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OZET

INSAN SERUM ALBUMIN VE INSAN HEMOGLOBIN PROTEINLERI iLE
5-AZASITIDIN VE TRAMADOL HIiDROKLORUR ILACLARI ARASINDAKI
ETKILESIMLERIN SPEKTROSKOPIK METOTLARLA INCELENMESI

Ahmet CETINKAYA

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dah
Danisman: Doc¢. Dr. Sibel TUNC
Haziran 2012, 107 Sayfa

Bu c¢alismada, insan serum albumin (HSA) ve insan hemoglobin (HMG)
proteinleri ile miyelodisplastik sendromlu ve miyeloid l6semili hastalarin tedavisi igin
terapatik ajan olarak kullanilan 5-azasitidin (AZA) ve sentetik bir agr1 kesici olan
tramadol hidroklorir (THC) ilaglar arasindaki etkilesimler floresans ve dairesel dikroizm
(CD) spektroskopik metotlari ile incelenmistir. 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’de elde
edilen emisyon spektrumlarindan yararlanilarak protein ve ilag molekiilleri arasinda bir
etkilesimin olup olmadigi belirlenmistir. Van’t Hoff esitliginden termodinamik
parametreler hesaplanmistir. Ayrica, proteinlerin sekonder yapisindaki degisiklikler CD

spektroskopisiyle incelenmistir.

Deneysel sonuglar, AZA ilacinin hem HSA hem de HMG proteinleri ile
etkilesmedigini, oysa THC ilacinin her iki protein ile etkilestigini géstermistir. HSA-THC
ve HMG-THC sistemleri icin elde edilen floresans verileri, proteinlerin sénimlenme
mekanizmasinin statik sonlimlenme mekanizmasi iizerinden gergeklestigini gostermistir.
THC’nin HSA ve HMG proteinlerine baglanmasi prosesleri i¢in negatif AH ve AG ve
pozitif AS degerleri elde edilmistir. Baglanma sabiti degerleri, THC’nin HMG’ye
HSA’dan daha kuvvetli baglandigin1 gostermistir. HSA-THC ve HMG-THC sistemleri

icin baglanma yeri sayisi bir olarak bulunmustur.



ANAHTAR KELIMELER: Insan serum albumin proteini, insan hemoglobin proteini,
ilag, protein-ilag etkilesimleri, floresans spektroskopisi,

dairesel dikroizm spektroskopisi

JURI: Dog. Dr. Sibel TUNC
Dog. Dr. Pinar CAMURLU

Yrd. Do¢. Dr. Memduh Sami TANER



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE INTERACTIONS OF 5-AZACITIDINE
AND TRAMADOL HYDROCHLORIDE DRUGS WITH HUMAN
SERUM ALBUMIN AND HUMAN HEMOGLOBIN PROTEINS BY
SPECTROSCOPIC METHODS

Ahmet CETINKAYA

M.Sc. Thesis in Chemistry
Adviser: Assoc. Prof. Dr. Sibel TUNC
June 2012, 107 Pages

In this study, the interactions of 5-azacitidine (AZA), the therapeutic agent for the
treatment of myelodysplastic syndromes and myelogenous leukemias, and tramadol
hydrochloride (THC), a synthetic analgesic, drugs with human serum albumin (HSA) and
human hemoglobin (HMG) proteins were investigated by fluorescence and circular
dichroism (CD) spectroscopic methods. It was determined from the emission spectra
obtained at 15 °C, 25 °C, 37 °C and 45 °C that whether there was an interaction between
protein and drug molecules or not. Thermodynamic parameters were calculated from van’t
Hoff equation. In addition, the changes in the secondary structure of proteins were

investigated by CD spectroscopy.

The experimental results illustrated that AZA drug did not interact with neither
HSA nor HMG proteins, whereas THC drug showed the interactions with both of them.
Fluorescence data obtained for HSA-THC and HMG-THC systems exhibited that
quenching mechanism of proteins carried out through a static quenching mechanism.
Negative AH and AG and positive AS values were obtained for the binding processes of
THC to HSA and HMG proteins. The binding constant values showed that the binding of
THC to HMG was stronger than the binding of this drug molecule to HSA protein. The
number of binding site was found as one for HSA-THC and HMG-THC systems.
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ONSOZz

Serum albumin ve hemoglobin proteinleri, insan vicudunda onemli islevlere
sahiptir. Bu proteinler organizma igerisinde ilaglarm hedefi durumundadirlar. Ilag
molekdlleri organizmada bulunan proteinlerle etkileserek, proteinlerin fizyolojik ve
kimyasal o©zelliklerini etkileyebilmektedir. Bu ylzden, protein-ilag etkilesimleri
farmakokinetik ve farmakodinamik acidan oldukca &nemlidir. Ilaglarin tasarlanmas1 ve
gelistirilmesinde protein ile ilag arasindaki etkilesimlerin belirlenmesi sadece etkilesimin
kimyasal prosesini agiklamakla kalmaz, aynit zamanda ilaglarin arastirilmasinda degerli

bilgiler elde edilmesine de olanak saglar.

Bu tez galismasi, insan serum albumin ve insan hemoglobin proteinleri ile 5-
azasitidin ve tramadol hidroklorir ilaglari arasindaki etkilesimlerin incelenmesi ile
ilgilidir. Tez calismasi, Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi’ne “Insan serum albumin ve insan hemoglobin proteinleri ile 5-azasitidin ve
tramadol hidrokloriir ilaglar1 arasindaki etkilesimlerin spektroskopik metotlarla
incelenmesi” baslig1 altinda sunulmus ve ayni birim tarafindan 2011.02.0121.020 nolu

proje ile desteklenmistir.

Yiksek lisans tezimin yonetiminde ve ylritilmesinde bana destek olan, her
asamasinda bana yol gosteren, bilgisi ve becerisiyle beni yonlendiren, essiz destegi ile
bana her konuda yardimci olan, hosgoriisiinii ve anlayisini higbir zaman esirgemeyen
degerli damisman hocam Saym Dog. Dr. Sibel TUNC’a (Akdeniz Universitesi Fen
Fakdiltesi), engin bilgisi, tecriibesi ve yardimlariyla tez ¢alismamda biiyiik katkilari olan
Saym Dog. Dr. Osman DUMAN’a (Akdeniz Universitesi Egitim Fakiiltesi), ¢alismam igin
gerekli olan UV/Visible/NIR spektrofotometre cihazinin kullanimina izin veren Sayin
Prof. Dr. Ertugrul ARPAC’a (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi) ve calisma ekibine,
Kimya Bolimii degerli 6gretim iiyelerine ve arastirma gorevlilerine, beni buginlere
getiren ve benden her tiirlii destegini esirgemeyen aileme ve 2011.02.0121.020 nolu proje
ile calismaya destek veren Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi’ne tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

[Q] Protein-ilag karisim ¢ozeltisindeki ilag konsantrasyonu
AG Gibbs serbest enerji degisimi

AH Entalpi degisimi

AS Entropi degisimi

°c Santigrat derece cinsinden sicaklik birimi

A Absorbans

A Angstrom, uzunluk birimi

Aem Emisyon dalga boyundaki absorpsiyon

Ayy Uyarilma dalga boyundaki absorpsiyon

cm Santimetre

F [lag maddesi varligindaki floresans siddeti degeri
Fo [lag maddesi yoklugundaki floresans siddeti degeri
g/mol Molekul katlesi birimi

J Joule

K Kelvin cinsinden sicaklik birimi

Ka Baglanma sabiti

kcal Kilokalori

kJ Kilojoule

kPa Kilopascal

Kq Protein soniimleme hiz sabiti

Ksv Stern-Volmer sontimleme sabiti

L Litre

M Molarite

m/s Hiz birimi

mdeg Miliderece

n Baglanma yeri sayis1

ng Nanogram

nm Nanometre
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Ideal gaz sabiti

Regresyon katsayisi

Singlet halin temel enerjisi

Elektronik singlet hallerin enerji seviyesi

Birinci elektronik triplet halin enerji seviyesi

Molar absorptivite

Sag ve sol dairesel polarize 151k i¢in molar absorpsiyon katsayisi
Uyarilma dalga boyu degerleri

Maksimum absorplamanin oldugu dalga boyu

[lag yoklugundaki floresansin dmiir siiresi



Kisaltmalar

Arg
Asp
AZA
BPG
CD
FRET
FTIR
Glu
His
HMG
HSA
Lys
NIR

Pro

THC
Thr
Trp
Tyr
uv
Val
Vis

Arjinin

Asparajin

5-Azasitidin

2,3-bisfosfo gliserat

Dairesel dikroizm

Forster rezonans enerji transferi
Fourier doniistimlii infrared spektroskopisi
Glutamik asit

Histidin

Insan hemoglobin proteini

Insan serum albumin proteini
Lizin

Yakin infrared

Prolin

Hemoglobin yapisinin gevsek hali
Hemoglobin yapisinin gergin hali
Tramadol hidroklorur

Treonin

Triptofan

Tirozin

Ultraviyole

Valin

GOorunaur
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SEKILLER DiZiNi

a-Amino asitin kimyasal yap1Sinin gOStErilisi .........cvvvvevverieriiiniiiiisiseeeiee 2

Proteinlerdeki 20 standart amino asitin kimyasal yapist (Yapisal formiiller
pH 7,0’daki iyonizasyon durumlarin1 gdstermektedir. Golgesiz bolgeler
tim amino asitler igin ortak; kirmizi gélgeli kisimlar R gruplardir) .................... 3

1,0 mM triptofan, tirozin ve fenilalanin ¢ozeltisinin UV absorpsiyon
] 0121 S (1] T USSR 4

Kondenzasyonla peptit bagt oluSUMU ........ccccoviiiiiiiiiiiie e 6

Proteinlerin 4 farkli yapisinin sematik gésterimi. (a) Primer yapi,
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HSA yapisinin sematik gosterimi. Her bir bolgedeki alt kisimlar

Farkl1 renklerle gosterilmistir. (Alt kisim 1A: koyu yesil, IB: yesil,

ITA: kirmizi, IIB: pembe, IIIA: koyu mavi, II1IB: a¢ik mavi renkleri

11€ OSTETIIMISEIT) .veivvevieiieiie sttt ettt ee s 13

HMG molekiiliiniin (a) ve hem grubunun (b) sematik gdsterimi. Her
polipeptit zinciri farkli renklerle (o1: pembe, a: turuncu, B1: yesil,
B2: mor, hem grubu: mavi, Fe ™ kirmizi) gosterilmistic .........coovveveeeereereeennn. 17
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HSA-AZA ve HMG-AZA sistemleri igin 15 °C’de farkli
konsantrasyonlardaki saf AZA cozeltilerinin absorpsiyon
spektrumlart. [AZA]= (a) 1,0x10° M, (b) 2,0x10° M, (c)

3,0x10° M, () 4,0x10° M, (d) 6,0x10° M, (e) 8,0x10° M,

(f) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, () 16,0x10° M, (h) 24,0x10° M,
(1) 32,0x10° M (i) 40,0x10° M, (j) 60,0x10° M, (k) 80,0x10° M,

(1) 100,010 M ve (M) 120,0X10° M ..eovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

HSA-AZA ve HMG-AZA sistemleri igin 25 °C’de farkli
konsantrasyonlardaki saf AZA cozeltilerinin absorpsiyon
spektrumlari. [AZA]= (a) 1,0x10° M, (b) 2,0x10° M, (c)
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(1) 32,0x10° M (i) 40,0x10° M, (j) 60,0x10° M, (k) 80,0x10° M,

(1) 100,010 M ve (M) 120,0X10° M ...eovoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
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3,0x10° M, () 4,0x10°° M, (d) 6,0x10° M, (e) 8,0x10™° M,

(f) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, () 16,0x10° M, (h) 24,0x10° M,
(1) 32,0x10° M (i) 40,0x10°° M, (j) 60,0x10° M, (k) 80,0x10° M,

(1) 100,0x10°® M ve (M) 120,0X10° M ..oovoeeeeeeeeeeeee e

15 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon sg)ektrumlarl. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10°® M, (h) 16,0x10° M, (1)
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16,0x10° M, (1) 20,010 M (i) 24,0x10°° M, (j) 28,0x10° M, (k)

32,0x10°° M, (1) 36,0x10°® M ve (M) 40,0X10°M ....co.vvevveeeeeeeeeeeae, 48

HSA-THC sistemi igin 25 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 1,0x10° M, (b)

2,0x10° M, (c) 3,0x10° M, (¢) 4,0x10°® M, (d) 6,0x10° M, (e)

8,0x10° M, (f) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (g) 14,0x10° M, (h)

16,0x10° M, (1) 20,0x10° M (i) 24,0x10° M, (j) 28,0x10°® M, (k)

32,0x10° M, (1) 36,0x10° M ve (M) 40,0X10° M ...cooeveeveeeeeeeeeeee e 48

HSA-THC sistemi igin 37 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 1,0x10° M, (b)

2,0x10° M, (c) 3,0x10° M, (¢) 4,0x10°° M, (d) 6,0x10° M, (e)

8,0x10° M, (f) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (g) 14,0x10° M, (h)

16,0x10° M, (1) 20,0x10° M (i) 24,0x10° M, (j) 28,0x10°® M, (k)

32,0x10°° M, (1) 36,0x10° M ve (M) 40,0X10°M ....oovovoveeeeeeeeeeeeeane. 49

HSA-THC sistemi icin 45 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 1,0x10° M, (b)

2,0x10° M, (c) 3,0x10°M, (c) 4,0x10° M, (d) 6,0x10° M, (e)

8,0x10° M, () 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (§) 14,0x10° M, (h)

16,0x10° M, (1) 20,010 M (i) 24,0x10°° M, (j) 28,0x10° M, (k)

32,0x10°° M, (1) 36,0x10°® M ve (M) 40,0X10° M ....coovvevevreeeeeeeeeeene, 49

15 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,

(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)

8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, () 12,0x10°® M, (h) 14,0x10° M, (1)

16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)

32,0x10°° M, (m) 36,0x10° M ve (n) 40,0X10°M .....oovvoveveeeeeeereeeeenns 50
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Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

25 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin  absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,

(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)

8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, () 12,0x10°® M, (h) 14,0x10° M, (1)

16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)

32,0x10°° M, (m) 36,0x10° M ve (n) 40,0x10°M ......coovvvveeieeer s 50

37 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varhginda 4,0x10°® M HSA
cozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,

(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)

8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, () 12,0x10°® M, (h) 14,0x10° M, (1)

16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)

32,0x10°° M, (m) 36,0x10° M ve (n) 40,0X10°M .....ovvrveeeeeeeeereeeeens 51

45 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin  absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,

(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)

8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, () 12,0x10°® M, (h) 14,0x10° M, (1)

16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)

32,0x10°° M, (m) 36,0x10° M ve (n) 40,0x10°M ......coovvvveeieieereeees 51

HMG-AZA sistemi igin 15 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA

varliginda 4,0x10° M HMG ¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari.

[AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M, (c) 2,0x10°M, () 3,0x10° M,

(d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f) 8,0x10° M, (g) 10,0x10° M,

(8) 12,0x10°° M, (h) 16,0x10°® M, (1) 24,0x10° M, (i) 32,0x10° M,

(j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1) 80,0x10°® M, (m) 100,0x10° M

VE (M) 120,0X10° M oot 52

HMG-AZA sistemi i¢in 25 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA

varhginda 4,0x10°® M HMG ¢ézeltisinin absorpsiyon spektrumlart.

[AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M, (c) 2,0x10°M, () 3,0x10° M,

(d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10°® M, () 8,0x10° M, (g) 10,0x10° M,

(8) 12,0x10° M, (h) 16,0x10°° M, (1) 24,0x10° M, (i) 32,0x10° M,

(j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1) 80,0x10°® M, (m) 100,0x10° M

VE () 120,0X10° M oo 52

HMG-AZA sistemi i¢in 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA

varhginda 4,0x10°® M HMG ¢ézeltisinin absorpsiyon spektrumlart.

[AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M, (c) 2,0x10°M, () 3,0x10° M,

(d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f) 8,0x10° M, (g) 10,0x10°® M,

(8) 12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1) 24,0x10° M, (i) 32,0x10° M,

(j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1) 80,0x10°® M, (m) 100,0x10° M

VE () 120,0X10° M oot 53
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Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.

HMG-AZA sistemi i¢in 45 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA
varhginda 4,0x10°® M HMG ¢ézeltisinin absorpsiyon spektrumlart.
[AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M, (c) 2,0x10°M, () 3,0x10° M,

(d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f) 8,0x10° M, (g) 10,0x10° M,

(8) 12,0x10° M, (h) 16,0x10°° M, (1) 24,0x10° M, (i) 32,0x10° M,
(j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1) 80,0x10® M, (m) 100,0x10° M

VE () 120,0X10° M .ot

HMG-THC sistemi icin 15 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlar. [THC]= (a) 0,50x10° M, (b)
1,0x10° M, (c) 1,50x10°M, (¢) 2,0x10™ M, (d) 2,50x10° M, (e)
3,0x10° M, (f) 3,50x10°° M, (g) 4,0x10°® M, (§) 4,50x10° M, (h)
5,0x10° M, (1) 5,50x10° M, (i) 6,0x10° M, (j) 6,50x10° M, (k)

7,0x10°° M, (1) 7,50x10° M, (m) 8,0x10° M ve (n) 9,0x10° M ................

HMG-THC sistemi igin 25 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlari. [THC]= (a) 0,50x10° M, (b)
1,0x10° M, (c) 1,50x10° M, (¢) 2,0x10° M, (d) 2,50x10° M, (e)
3,0x10° M, (f) 3,50x10°° M, (g) 4,0x10°° M, (8) 4,50x10° M, (h)
5,0x10° M, (1) 5,50x10° M, (i) 6,0x10° M, (j) 6,50x10° M, (k)

7,0x10° M, (1) 7,50x10° M, (m) 8,0x10° M ve (n) 9,0x10° M ................

HMG-THC sistemi icin 37 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0,50x10° M, (b)
1,0x10° M, (c) 1,50x10°M, (¢) 2,0x10™ M, (d) 2,50x10° M, (e)
3,0x10° M, (f) 3,50x10°° M, (g) 4,0x10°® M, (g) 4,50x10° M, (h)
5,0x10° M, (1) 5,50x10°® M, (i) 6,0x10° M, (j) 6,50x10° M, (k)

7,0x10° M, (1) 7,50x10° M, (m) 8,0x10° M ve (n) 9,0x10° M ................

HMG-THC sistemi icin 45 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0,50x10° M, (b)
1,0x10° M, (c) 1,50x10°M, (¢) 2,0x10™ M, (d) 2,50x10° M, (e)
3,0x10° M, (f) 3,50x10°° M, (g) 4,0x10°® M, (g) 4,50x10° M, (h)
5,0x10° M, (1) 5,50x10° M, (i) 6,0x10° M, (j) 6,50x10° M, (k)

7,0x10°° M, (1) 7,50x10° M, (m) 8,0x10° M ve (n) 9,0x10° M ................

15 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M
HMG ¢6zeltisinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b)
0,50x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,50x10° M, (d) 2,0x10° M, (e)
2,50x10° M, (f) 3,0x10° M, (g) 3,50x10° M, (&) 4,0x10° M, (h)
4,50x10° M, (1) 5,0x10°® M, (i) 5,50x10° M, (j) 6,0x10° M, (k)
6,50x10° M, (1) 7,0x10° M, (m) 7,50x10° M, (n) 8,0x10° M ve

(0) 9,0XL0™® Ml .ot
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Sekil 4.26.

Sekil 4.27.

Sekil 4.28.

Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

Sekil 4.31.

Sekil 4.32.

25 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M
HMG ¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b)
0,50x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,50x10° M, (d) 2,0x10° M, (e)
2,50x10° M, (f) 3,0x10° M, (g) 3,50x10° M, (g) 4,0x10° M, (h)
4,50x10°° M, (1) 5,0x10° M, (i) 5,50x10° M, (j) 6,0x10° M, (k)
6,50x10° M, (1) 7,0x10°® M, (m) 7,50x10° M, (n) 8,0x10° M ve

(0) 9,0XL10™® Ml ..o

37 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M
HMG ¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b)
0,50x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,50x10° M, (d) 2,0x10° M, (e)
2,50x10° M, (f) 3,0x10° M, (g) 3,50x10° M, (§) 4,0x10° M, (h)
4,50x10° M, (1) 5,0x10° M, (i) 5,50x10° M, (j) 6,0x10° M, (k)
6,50x10° M, (1) 7,0x10°® M, (m) 7,50x10° M, (n) 8,0x10° M ve

(0) 9,0X10™® Ml ..ot

45 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M
HMG ¢0zeltisinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b)
0,50x10° M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,50x10° M, (d) 2,0x10° M, (e)
2,50x10° M, (f) 3,0x10° M, (g) 3,50x10° M, (g) 4,0x10° M, (h)
4,50x10° M, (1) 5,0x10° M, (i) 5,50x10° M, (j) 6,0x10° M, (k)
6,50x10° M, (1) 7,0x10° M, (m) 7,50x10° M, (n) 8,0x10° M ve

(0) 9,0X10™® Ml ..o

4,0x10° M HSA cbzeltisinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki

EMISYON SPEKITUMIATT ..ot

15 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10°® M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10°° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10°° M, (1)

80,0x10° M, (m) 100,0x10°® M ve (n) 120,0x10°M .....cvocvriveeieeeeers

25 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlart. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10°® M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, () 12,0x10°® M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10°® M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1)

80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0X10°M ....covvvrvererreeeerens

37 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, () 12,0x10°® M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10°° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1)

80,0x10° M, (m) 100,0x10°® M ve (n) 120,0X10°M .....ovocvrivreeeeieeeres
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Sekil 4.33.

Sekil 4.34.

Sekil 4.35.

Sekil 4.36.

Sekil 4.37.

Sekil 4.38.

Sekil 4.39.

45 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10°° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10°® M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10°° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1)

80,0x10° M, (m) 100,0x10°® M ve (n) 120,0X10°M .....ovovivreerieeeeers

15 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, () 12,0x10°® M, (h) 14,0x10° M, (1)
16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)

32,0x10°° M, (m) 36,0x10° M ve (n) 40,0X10° M ....ovvveveeeriereeeeenns

25 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, () 12,0x10°® M, (h) 14,0x10° M, (1)
16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)

32,0x10° M, (m) 36,0x10° M ve (n) 40,0X10°M ...oovovrivieeeeeeeeees

37 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varhginda 4,0x10°® M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, () 12,0x10°® M, (h) 14,0x10° M, (1)
16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)

32,0x10° M, (m) 36,0x10° M ve (n) 40,0X10°M ...oovovieeeeeeeeeeees

45 °C’de farkl konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, () 12,0x10°® M, (h) 14,0x10° M, (1)
16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)

32,0x10°° M, (m) 36,0x10° M ve (n) 40,0X10° M ....ovovveveereereeesees

4,0x10° M HMG ¢bzeltisinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki

EMISYON SPEKITUMIATT ..o

15 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HMG
cozeltisinin emisyon spektrumlart. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10°® M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10°® M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10°® M, (1)

80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0x10°M .....ovovvrerrerereen.
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Sekil 4.40.

Sekil 4.41.

Sekil 4.42.

Sekil 4.43.

Sekil 4.44.

Sekil 4.45.

Sekil 4.46.

25 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HMG
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,

(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10°° M, (f)

8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10°® M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10°° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1)
80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0Xx10°M ....cooovvivirieeeeeerene,

37 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HMG
cozeltisinin emisyon spektrumlart. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,

(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10°® M, (f)

8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, () 12,0x10°® M, (h) 16,0x10° M, (1)
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1. GIRIS

Proteinler ile ilag molekiilleri arasindaki etkilesimlerin belirlenmesi ¢ok eskilere
dayanmaktadir. Bu alandaki ilk caligmalar 1904 yilinda Moore ve Roaf tarafindan
yapilmistir. Uzun bir siire bu etkilesimler iizerine yapilan g¢alismalarda istenilen
sonuglar elde edilememistir. 1943’te proteinlerde bulunan bazi amino asit kalintilarinin
organik bilesikler ile etkilestigi verilerle ortaya konmustur. Daha sonra spesifik ilag
gruplarinin  (stilfonamit ve tdrevlerinin) kandaki plazma proteinlerine baglandigi
belirtilmistir (Davis 1943). Plazma proteinine baglanmalarda ilacin yapist ve kompleks
grubun etkisi Uzerine yapilan ¢aligsmalar artmis ve elde edilen sonuglar ilacin dogasinin
onemli oldugunu gostermistir. Goldstein, 1949°da protein-ila¢ baglanmasi iizerine bir
calisma gergeklestirmis ve kompleksin kimyasal yapisinin etkilesimlerde énemli ipuclar
verdigini belirtmistir (Goldstein 1949). Ayrica, ilag ile protein arasindaki etkilesim
caligmalari ilaglarin arastirilmasi ve tasariminda 6nemli bilgiler sunmaktadir (Hu vd
2009). Plazma proteinlerine ila¢ baglanmasinin mekanizmasi Gzerine ¢esitli ¢aligmalar
yapilmaktadir, ancak bu etkilesimlerin dogasini1 tanimlamak igin detayl bilgiler sinirh
kalmaktadir. Plazma proteinine baglanan ilacin etkisi, farmakokinetik ve farmakositik
acidan biiyiikk 6nem tagimaktadir. Baglanma prosesindeki mekanizmalarin ¢ok ¢esitli
olmasi, insan plazmasinda 40’tan fazla proteinin c¢esitli konsantrasyonlarda

bulunmasindan ileri gelmektedir (Geicy 1984).

1.1. Amino Asitler

Amino asitler proteinlerin temel bilesenidir. Dogada birbirinden farkli 300’den
fazla amino asit goriilmesine karsin, bunlardan sadece 20’si proteinlerin polipeptit

omurgalarini olusturan monomer birimlerine katilir (Murray vd 2004).

Proteinlerin farkli spesifik 6zelliklere sahip olmasi, polipeptit zinciri Uzerindeki
amino asitlerin farkli sekilde siralanmalarindan ileri gelmektedir. Polipeptit zinciri
Uzerindeki amino asit kalintilarinin birbirleriyle etkilesimi sonucunda meydana gelen

tersiyer yapiy1 da amino asitlerin farkli dizilimleri belirlemektedir (Casadio vd 2007).



1.1.1. Amino asitlerin genel yapilar: ve siniflandirilmasi

Amino asitler, hem islevsel amino hem de islevsel karboksilik asit gruplari
icermektedir. Bir a-amino asitte her iki grup ayni karbon atomuna baglanmistir (Sekil
1.1). Uzerinde dort farkli grubun bagh oldugu karbon atomuna kiral karbon atomu
denilmektir. Glisin hari¢ amino asitlerin a-karbon atomuna bagl dort grubun dordii de
birbirinden farklidir. Bu dort farkli grubun o-karbon atomu cevresinde tetrahedral
konumda yer almasi, amino asitlere optikge aktiflik (polarize 1s1g8in polarizasyon
dizlemini ¢evirme yetenegi) saglamaktadir. pH 7,0’da, proteinlerde bulunan bazi amino
asitlerin polarize 15181 saga (dekstrorotator) bazilarinin da sola ¢evirmesine (levorotator)

karsin, bunlarin hepsi L- a-amino asit olarak bilinmektedir (Murray vd 2004).

H NH,
|O'.
R—C~—NH, ¢  OH
|
R
COOH
0

Sekil 1.1. a-Amino asitin kimyasal yapisinin gosterilisi

Standart amino asitlerin kimyasal 06zellikleri, biyokimyanin anlasilmasinda
oldukga 6nemlidir. Bu amino asitlerin kimyasal yapilar1 Sekil 1.2°de gosterilmektedir
(Nelson ve Cox 2005).
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Sekil 1.2. Proteinlerdeki 20 standart amino asitin kimyasal yapist (Yapisal formiiller
pH 7,0’daki iyonizasyon durumlarin1 géstermektedir. G6lgesiz bolgeler tim
amino asitler i¢in ortak; kirmizi1 golgeli kisimlar R gruplardir)

Amino asitler, R gruplarinin 6zelliklerine gére 5 sinifta toplanmaktadir.

1) Polar olmayan (nonpolar) alifatik R gruplari: Bu amino asit sinifindaki R gruplar
polar olmayan ve hidrofobik 6zellik gosteren yapilardir. Proteinlerde alanin, valin, I6sin
ve izolOsinin yan gruplar1 bir araya gelip kiimeleserek, hidrofobik etkilesimlerle protein
yapisini sabitlemektedir. Glisin, en basit yapiya sahiptir ve hidrofobik etkilesimlere
katilmamaktadir. SUlflr iceren iki amino asitten biri olan metiyonin ise yan zincirde

polar olmayan tiyoeter grubu icermektedir (Nelson ve Cox 2005).



ii) Aromatik R gruplari: Hidrofobik 6zellikli aromatik yan zincire sahip amino asitler
arasinda fenilalanin, tirozin ve triptofan yer almaktadir. Bunlarin tamami hidrofobik
etkilesimlere katilabilmektedir. Tirozin, hidroksil grubundan ve triptofan da indol
halkasindaki azottan dolayi, fenilalanine gore daha polar 0Ozellik gostermektedir.
Triptofan ve tirozin, bir dereceye kadar da fenilalanin, ultraviyole 15181 absorplamaktadir
(Sekil 1.3) (Murray vd 2004). Bu 6zellik proteinlerin tanimlanmasinda arastirmacilara

yardimci olmaktadir (Nelson ve Cox 2005).
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Sekil 1.3. 1,0 mM triptofan, tirozin ve fenilalanin ¢ozeltisinin UV absorpsiyon
spektrumu

iii) Polar yukstz R gruplarn: Bu gruptaki amino asitler, polar olmayan amino asitlere
gore suda daha ¢ozlnebilirdir ve daha hidrofiliktir. Clnkd, icerdikleri islevsel gruplar
suyla hidrojen bagi yapmaktadir. Serin, treonin, sistein, prolin, asparajin ve glutamin
amino asitleri bu grup icerisinde bulunmaktadir. Serin ve treonin hidroksil gruplariyla,
sistein sdlfidril grubuyla ve asparajin ve glutamin de amit gruplariyla polariteye katkida
bulunmaktadir. Prolin ise farkli bir halka yapisina sahiptir ve prolin kalintisindaki
ikincil amino grubu (imino), prolin iceren polipeptit bolgelerinde yapisal esnekligi
azaltip kat1 konformasyona sebep olmaktadir (Nelson ve Cox 2005).



Iv) Pozitif yUkli (bazik) R gruplari: Hidrofilik R gruplarinin ¢ogu pozitif veya negatif
yukludur. Alifatik zincirin € pozisyonunda ikinci bir amino grubuna sahip lizin, pozitif
yuklu guanidin grubuna sahip arjinin ve imidazol grubu iceren histidin pozitif yukli R
grubu iceren amino asitlerdir. Bircok enzim katalizli tepkimede histidin kalintis1 proton

alicis1 veya vericisi olarak tepkimeyi kolaylastirmaktadir (Nelson ve Cox 2005).

v) Negatif yukli (asidik) R gruplan: Ikinci bir karboksil grubuna sahip aspartat ve
glutamat pH 7,0’da net negatif yuke sahip R grubu iceren iki amino asittir (Nelson ve
Cox 2005).

1.1.2. Amino asitlerin 6zellikleri ve fonksiyonlar:

Amino asitler ¢oziiniirliik 6zelliklerine gore genis bir dagilim gostermektedirler
(Gozukara 1997). Genellikle amino asitler suda, asitlerde ve alkalilerde kolay; etanolde
ise az ¢ozlndrler. Dietileterde hi¢ ¢ozunmezler. Prolin ve hidroksi prolin gibi bazi
amino asitler de tam aksine etanolde ve dietileterde ¢ok ¢ozinirler. Amino asitler tat
olarak da farkliliklar gostermektedirler. Ornegin; l6sin amino asiti tatsiz, izolésin ve
arjinin gibi amino asitler ac1 ve diger amino asitler de tathidir (Ast 1996). Amino
asitlerin erime noktalar1 genellikle 200 °C’nin Ustiindedir (Murray vd 2004). Ancak,
yuklu gruplar amino asitlerin erime noktasinda farkliliklara yol acabilmektedir. Bu
gruplar arasindaki elektrostatik kuvvetlerin olusturdugu kafes yapi, kristal haldeki
amino asitleri daha dayanikli kilmakta ve erime noktalarin1 arttirmaktadir. Eger amino
asitler iyonik olmayan formlarda kristalize edilirse, onlar1 bir arada tutacak olan van der
Waals kuvvetleri daha zayif olacaktir ve bu durum, amino asit Kristallerinin dayaniksiz

olmasina sebep olmakla birlikte erime noktalarin1 diisiirecektir (Gozikara 1997).

Amino asitler kristal yapilarindan dolay: fizyolojik ortamlarda cift iyon veya
dipolar formda kristalize olmaktadirlar (GOzukara 1997). Bu durum amfolit Ozellik
olarak adlandirilmaktadir. Amfolitler, Bronsted-Lowry’nin asit-baz kavrami tanimina da
uymaktadir (Gokalp vd 2002). Amino asitler, amin ve karboksil grubu igerdiginden
dolay1 hem asit hem de baz 6zelligi gostermektedir. Karboksil (COOH) grubu alkali bir
ortamda karboksilat (COQ") iyonu ve H" iyonlarma dissosiye olurken, amin (NHy)



grubu ise asidik bir ortamda H* iyonu alarak NH3" iyonuna doniismektedir. Izoelektrik
noktada (net elektrik yiikiiniin sifir oldugu pH degerinde) bir amino asit molekilinde
COO" ve NH;3" iyonlarmin aymi anda bulundugu yapiya zwitteriyon denilmektedir
(Nelson ve Cox 2005). Zwitteriyon yapi, yiiklii yapilarin incelenmesi ve saptanmasinin
yan1 sira, bilesiklerin elektriksel alanda nasil hareket edecegini dngdérmede ve ayirma

igin uygun tamponlarin se¢iminde de deger tasimaktadir (Murray vd 2004).

Fizyolojik sistemlerde amino asit molekilleri birbirleriyle peptit bag1 adi verilen
bir amit bagiyla kovalent olarak baglanabilmekte ve sonugta dipeptit
olusturabilmektedir. Bu bag, bir amino asitin a-karboksil grubu ile diger bir amino
asitin o—amino grubu arasinda kondenzasyon tepkimesi vererek olusmaktadir (Sekil 1.4)
(Nelson ve Cox 2005).

R? H R?
H:N—CH—C—OH + H—N—CH—COO
&
R H RZ
H:N & |—gf—r~|~a—-(‘1—1_.::m
O

Sekil 1.4. Kondenzasyonla peptit bagi olusumu

Peptit baglar1 ile birbirine eklenen amino asitlerin sayist olusan peptitin
isimlendirilmesinde 6nemlidir. Genellikle 10’dan az amino asit icerenler oligopeptit,
10-100 arasinda amino asit icerenler polipeptit ve 100’den ¢cok amino asit icerenler
makropeptit olarak isimlendirilmektedir (Asi 1996). Bir peptitte serbest a-amino
grubunu iceren amino asit kalintist amino-terminal (veya N-terminal) kalinti, diger
uctaki serbest karboksil grubu iceren kalint1 ise karboksil-terminal (veya C-terminal)
kalint1 olarak ifade edilmektedir (Nelson ve Cox 2005). Protein-protein etkilesimleri
esnasinda, bu iki uctaki amino asit kalintist vasitasiyla proteinler birbirlerine

baglanabilmekte ve bdylelikle peptit bagi olusturabilmektedir (Peters 1996).



1.2. Proteinler

Protein eski Yunanca’da "Onde gelen" anlamina gelmektedir (Asit 1996).
Proteinler, insan vicudunda sayilamayacak kadar ¢ok islev ger¢eklestirmektedirler. Bu
islevler arasinda oksijen ve karbon dioksiti tagimanin yani sira yapisal, kinetik, katalitik
ve bilgi aktarici rolleri de bulunmaktadir (Murray vd 2004). Proteinlerin biyolojik
fonksiyonlar1 yerine getirebilmesi, ayrica fiziksel ve kimyasal 6zellikler gosterebilmesi

i¢cin konformasyonal yapilarin1 kazanmalar1 gerekmektedir (Gokalp vd 2002).

1.2.1. Proteinlerin genel 6zellikleri ve yapilan

Proteinler, tim organizmalarda bulunan biyolojik makromolekdllerdir. Bunlar,
polipeptitler olarak bilinen 20 farkli amino asitin dizilimi sonucunda olusan bir
polimerdirler. Yapisinda karbon, oksijen, azot, hidrojen ve kikurt gibi elementleri
bulundurmaktadir. Proteinler birbirini tamamlayan baslica 4 yap1 gostermektedirler
(Petsko ve Ringe 2004):

a) Primer yapi: Primer olarak bilinen yapi, farkli amino asitlerin dizilimi sonucu
meydana gelmektedir. Bu yapi, peptit birimine rijitlik ve diizlemsellik saglayan kovalent
baglar igermektedir. Amino asit zincirinin son iki ucu karbonil ve amino kalintisi
bulundurmaktadir. Proteinlerin 6zelligi ve yapisi, amino asitlerin essiz dizilimine bagh

olarak degismektedir (Branden ve Tooze 1999).

b) Sekonder yapi: Sekonder yapi, karbonil (-C=0) ve amit (-NH) gruplar1 arasindaki
hidrojen bagi ile olusmaktadir. Amino asit kalintilar1 arasindaki hidrojen bagina baglh
olarak a-heliks ve B-tabakali yap1 olmak tizere ikiye ayrilmaktadir (Darby ve Creighton
1993). Peptit bagimin N (elektronegatif merkez atom) ve O (ddrdunct karbonil oksijen
atomu) atomlar1 arasinda hidrojen bagi olusumuyla a-heliks yapisi olusmaktadir.
Keratinler gibi fibroz yapili proteinler baglica a-heliks yapisindan meydana gelmektedir.
[B-tabakali yapi ise birbirine yakin polipeptit zincirlerinin etkilesiminden olusmaktadir.
B-tabakali yapinin kararliligi ilk zincir lizerindeki N-H gruplari ile bagka bir zincir

Uzerindeki C=0 gruplar1 arasindaki hidrojen bagindan kaynaklanmaktadir. Bazi



proteinler benzer bir polipeptit zinciri lizerinde hem a-heliks hem de B-tabakali yapiy1
icerebilmektedir (Purves vd 2006).

c) Tersiyer yapi: Domenler (polipeptit omurgast ile birbirine baglanmis yogun
birimler) olarak bilinen kompakt globiiler kisimlar ile sekonder yap1 elemanlar arasinda
meydana gelen katlanmalar sonucunda ii¢ boyutlu yapilar olusmaktadir. Bu spesifik
katlanmalar polipeptit zinciri Uzerindeki baglanmadan ileri gelmektedir. Amino asit
zinciri Uzerinde bulunan gruplar arasindaki etkilesimler tersiyer yapinin olusumunu
belirlemektedir. Hidrojen bagi, disiilfit bagi ve iyonik etkilesimler bu tersiyer yapiyi
kararli kilmaktadir (Purves vd 2006).

d) Kuaterner yapi: Kuaterner yapilar, alt birimler olarak bilinen tersiyer yapi ile
polipeptit zincirleri arasindaki etkilesimlerden meydana gelmektedir. Bu alt birimler
disiilfit baglar1 ile birbirlerine baglanmaktadirlar. Tiim proteinler kuaterner yapi
olusturmayabilir. Bu yapilar iyonik baglanma, hidrojen bagi ve van der Waals

etkilesimleri ile kararli olmaktadirlar (Branden ve Tooze 1999).

Proteinlerin primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner yapilart Sekil 1.5°te

gosterilmektedir (http://www.sosnick.uchicago.edu/precpquastru.html).



(e - ]

Sekil 1.5. Proteinlerin 4 farkli yapisinin sematik gosterimi. () Primer yap1, (b) sekonder
yapi (C) tersiyer yap1 ve (d) kuaterner yapi

Tek baslarina zayif olup bir araya geldiklerinde 6nem kazanan ¢ok sayida
kovalent olmayan etkilesim, protein konformasyonunu kararli hale getirmektedir
(Murray vd 2004). Hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler
ve van der Waals kuvvetleri gibi baslica 4 farkli etkilesim bulunmaktadir (Hu vd 2005,
Banga 2006, Jang vd 2009). Hidrojen baglar1, globuler proteinlerin ylizeyinde genellikle
polar R gruplar1 ile su molekulleri veya diger polipeptit zincirlerindeki amino asit
kalintilar1 arasinda gerceklesen bagdir. Elektrostatik etkilesimler, peptitlerin amino ucu
ile karboksil ucu gruplar1 ve polar aminoagil kalintilarinin ytiklii R gruplart gibi zit
yiiklii gruplar arasinda olusur. Hidrofobik etkilesimler, globuler proteinlerde proteinin ic
kisminda yer alan polar olmayan R gruplar ile ilgilidir. Van der Waals etkilesimleri,

son derece zayif bir etkilesim olup kisa mesafelerde etkindir (Murray vd 2004).



Proteinler,  konformasyonlar1  arasinda  yapisal  degisikliklere = maruz
kalabilmektedir (Degim ve Celebi 2007). Bu degisim denatiirasyon yani proteinlerdeki
sekonder ve tersiyer yapilarin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1.6)
(http://www.bio.miami.edu). Sicaklik, pH, organik ¢O6ziicii ve denatiire edici bazi
kimyasal maddelerin ilavesi gibi ¢esitli faktorler proteinlerde denatlirasyona neden
olmaktadir ve bu doniisiim ya tersinir ya da tersinmez olarak ger¢eklesmektedir.
Tersinmez doniisiimde bozunma, tersinir bozunmadaki gibi geri dontisiimli degildir.
Tersinmez doniisiim, yapinin par¢alanmasi veya aktif gruplarin tamamen inaktif olmus

sekilde ac¢ilmasi olarak tanimlanmaktadir (Lai ve Topp 1999).

lﬂ; 2 ) \\
QU "f\' =\ S\ \ \ \, t/ ~
=S 2 <

el ) LD D

Normal prﬂtein\ b / Denature protein

Sekil 1.6. Protein ve denatiire protein arasindaki doniisiim. (a) Denatiirasyon (bozunma),
(b) renattirasyon (eski haline geri ddnme)

1.2.2. Proteinlerin siniflandirilmasi

Proteinler biyolojik islevlerine ve yap1 temellerine gore iki sekilde

siniflandirilabilir:

a) Biyolojik islevlerine gore proteinler su sekilde siniflandiriimaktadir (Murray vd
2004).

e Enzimler (dehidrogenaz, kinaz),

e Depo proteinleri (ferritin, miyoglobin),

e Diizenleyici proteinler (peptit hormonlar1),

e Yapisal proteinler (kolajen),
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Koruyucu proteinler (kan pihtilasma faktérleri, imminoglobalinler),
Tasima proteinleri (hemoglobin, plazma lipoproteinleri),

Kasilma proteinleri veya hareketli proteinler (aktin)

b) Yap1 bakimindan proteinler basit, konjlige ve tiirev proteinler olmak tzere ii¢ sekilde

siiflandirilmaktadir:

Basit proteinler; albuminler (serum albumin), globulinler (fibrinojen),
histonlar (timohiston), protaminler (salmin), prolaminler (gluten) ve
albuminoidler (keratin ve kolajen)’dir (As1 1996, Géziikara 1997).

Konjlige veya Dbilesik proteinler; nukleoproteinler  (virusler),
glikoproteinler (transferrin), lipoproteinler (serum ve yumurta sarisi
lipoproteinleri), fosfoproteinler (kazein), kromoproteinler (hemoglobin
ve miyoglobin) ve metalloproteinler (hemoglobin, miyoglobin ve
stokromlar)’dir (As1 1996, Gozikara 1997).

Tirev proteinler ise primer tirev proteinler (denatlre protein ve koagile
protein) ve sekonder turev proteinler (peptitler ve polipeptitler)’dir (Asi
1996).

1.2.3. Insan serum albumin (HSA) proteini

Insan viicudundaki yaklasik 75 trilyon hiicrenin her birinin homeostatik

dengesinde (yikim ve yapim reaksiyonlart varhigindaki dengede) Onemli gorevler

saglayan kan, viicuttaki baslica tasiyicidir. Kan, viicut sicakliginin stabilize olmasinda,

patojen ve toksiditeye karst savunmada, hormonlarin, besinlerin, viicuttaki cesitli

bilesenlerin ve ¢oOziinmiis gazlarin taginmasinda ve pH’in diizenlenmesinde 6nemli

gorevler Ustlenmektedir. Kan, plazma ve diger bilesenler (kandaki hiicre bilesenleri)

olmak tizere ikiye ayrilir (Martini vd 2002). Plazma, kanin hiicre igermeyen kismidir ve

¢oziilmiis proteinlerin 6nemli bir miktarini icermektedir. Plazma proteinleri temel olarak
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albuminler, globulinler ve fibrinojenler olmak iizere ii¢ kisma ayrilmaktadir (Peters
1996).

Insan serum albumin (HSA) proteini, viicut igerisinde pek ¢ok bilesenin
tasinmasinda ©6nemli bir rol oynayan plazma proteinlerinin yaklasik % 60’11
olusturmaktadir (Peters 1996). Bu protein, karaciger tarafindan sentezlenmektedir ve
kandaki miktar1 yaklasik 40 mg/mL'dir (Peters 1996, Cui vd 2006, Cui vd 2009a).
Genelde stabil, ¢ok cozlinen ve asidik karakterli bir proteindir (Sen vd 2009). Bu
nedenle de statik bir molekil degil, dinamik bir molekuldir. Yapist oldukga esnektir ve

hizl1 bir sekilde konformasyonu degisebilmektedir (Peters 1996).

1.2.3.1. HSA proteininin yapisi

HSA proteini 585 adet amino asit igeren tek bir polipeptit zincirinden olusan ve
66500 g/mol’luk molekil kitlesine sahip bir plazma proteinidir (Carter ve Ho 1994,
Dockal vd 1999, Langer vd 2008). HSA’nin iyonlasabilir gruplari toplam olarak 116
adet asidik (98 karboksil ve 18 fenolik hidroksil) grup ve 100 adet de bazik (60 amino,
16 imidazolil ve 24 guanidil) grup ihtiva etmektedir (Bordbar ve Taheri-Kafrani 2007).

HSA proteininin biiyiik bir kismi1 a-heliks yapiya sahiptir. HSA’ nin yapisinda az
miktarda B-kivrimli yapr yer almaktadir. Bu proteinin yaklasik dortte birlik kismi diiz
zincir seklindedir (Peters 1975, Carter ve Ho 1994).

HSA’nin kristal yapisi (bkz. Sekil 1.7), X-1s1m1 kristalografisi ile belirlenmistir
(He ve Carter 1992, Carter ve Ho 1994). Bu yapiya bakildiginda, kalp sekli
gorinimunt veren ¢ homolog boélgenin oldugu goriilmektedir. Ayrica, bu bdlgelerin
her biri A ve B olmak Uzere 1A, IB, IIA, IIB, IIIA ve IIIB seklinde iki alt kisma
ayrilmaktadir (Bhattacharya vd 2000).
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A Warfann-

IIIA. Indol - .. )
Benzod: lazepin Si . Azapropazon Site
(‘Sudlﬂwagite 2) e g : - (Sudlow Site 1)

Sekil 1.7. HSA yapisinin sematik gosterimi. Her bir bolgedeki alt kisimlar farkli
renklerle gosterilmistir. (Alt kisim IA: koyu yesil, IB: yesil, IIA: kirmizi,
I1B: pembe, IIA: koyu mavi, IlIB: agik mavi renkleri ile gosterilmistir)
(Ghuman vd 2005)

Buyuk oranda a-heliks yap1 iceren bolgeler 17 adet disiilfit bag: ile birbirlerine
capraz baglanmistir (Sjoholm ve Ljungstedt 1973, Foster 1977, Carter ve Ho 1994).
Capraz baglanmalar sisteinler arasinda gergeklesmektedir. HSA molekilu Gzerinde 35
sistein kalintis1 mevcuttur ve bu capraz baglanmalar sayesinde proteinin yapisi daha

kararli olmaktadir (Brown 1975, He ve Carter 1992).
HSA’nin yapisinda alt bélge IHA ve HIA’nin bulundugu hidrofobik bosluklar,

sirasiyla 1. ve 2. baglanma yeri olarak isimlendirilen iki temel baglanma bdlgesinde yer

almaktadir (Jang vd 2009). Sudlow 1 baglanma vyeri, yiiksek warfarin ve azapropazon
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baglanma bdlgesi olarak, Sudlow 2 baglanma yeri ise indol-benzodiazepin baglanma
bolgesi olarak adlandirilmaktadir (Ghuman vd 2005, Sudlow vd 1975a).

1.2.3.2. HSA proteininin ozellikleri ve fonksiyonlari

HSA proteininin ¢ok 6nemli fizyolojik gorevleri bulunmaktadir. HSA, dolagim
sistemindeki kanin ozmotik basincinin ayarlanmasinda yaklasik % 80 oraninda katki
saglamaktadir (Figge vd 1991, Sen vd 2009) ve kanin pH 11 sabit tutmada blytk bir rol
oynamaktadir (Figge vd 1991). Yag asitleri, amino asitler, hormonlar, katyonlar,
anyonlar ve cesitli ilaglar gibi metabolitlerin taginmasinda ve salinmasinda Onemli
gorevler tstlenmektedir (Timerbaev vd 2006). Ayni zamanda, Ca®* gibi iyonlarin ve
suda ¢ozintrligi disiik olan kiicuk organik bilesiklerin baglanmasini da saglamaktadir
(Pedersen 1971, Kragh-Hansen 1990, Kragh-Hansen vd 2002).

Ayrica, HSA vicuttaki pek ¢cok endojen ve ekzojen bilesenin transferinde tasiyici
bir protein olarak gorev almaktadir (Peters 1996). Ekzojen toksinleri bir arada
tutmasiyla da (Neuzil ve Stocker 1994) antioksidant oOzellikli bir madde gibi
davranmaktadir (Smith vd 1989). Cu®* iyonlarimin HSA’ya baglanmasi sonucunda da
HSA’nin antioksidant o6zellik gosterdigi bulunmustur (Zawadzki vd 1991). Buna

ilaveten lipoproteinlerde lipaz aktivitesini de arttirmaktadir (Campbell vd 1964).

HSA proteini, lipitlerin metabolizmasi i¢in de olduk¢a 6nemlidir. Penisilinler,
stilfonamitler, indol bilesenleri ve benzodiazepinler gibi ¢ok sayida terapOtik ilaglar:

baglama gibi spesifik 6zelliklere de sahiptir (Kratz 2008).
1.2.3.3. HSA proteini iizerindeki baglanma yerleri

Albuminin amino asit diziliminde yiliksek miktarda sistein kalintisi, diisiik
miktarlarda glisin, metionin ve bir tane de triptofan kalintis1 bulunmaktadir. HSA nin
triptofan kalintist (Trp-214) alt kisim IIA’da yer almaktadir (Jang vd 2009). Albuminin
sira dis1 bir 6zelligi de bos sistein kalintis1 igermesidir. Bu kalintida azot monoksit
baglanmasi ger¢eklestirebilmektedir (Keaney vd 1993).
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HSA’nin yapisindaki bolgeler farkli baglanmalar gostermektedir. HSA’nin amino
asit dizilimindeki 1-195. amino asit kalintilar1 bolge I’i, 196-383. amino asit kalintilari
bolge 1I'yi ve 384-585. amino asit kalintilar1 bolge I’ olusturmaktadir. Yapilan
caligmalar, farkli tiir ligantlar i¢in farkli tiir bolgelerin tepki verdigini gostermistir
(Curry vd 1998). Ornegin; uzun zincirli yag asitleri, warfarin, indol bilesenleri ve Ni**
ve Cu?* gibi metal iyonlari bolge 1I’e; kisa zincirli yag asitleri ve biluribin gibi maddeler
bolge I1’ye (Sen vd 2009, Bhattacharya vd 2000) ve diazepam maddesi bolge I11’e
baglanmaktadir (Sen vd 2009).

Cogu ligantlar spesifik olmayan baglanmalar gergeklestirir. HSA polipeptit
zincirinde, ITA ve IIIA alt kisimlar1 yiksek afiniteye sahip olan kisimlardir. Buralara
baglanmalar zordur (Miiller ve Wollert 1979, Hsia ve Kwan 1981). Cunkd A, I11A, 1B
ve IIB alt kisimlar1 arasinda allosterik (bir bolgeye bagli ligantin, bagka bir bolgenin
baglanma 6zelliklerini etkilemesi) etkilesimler mevcuttur (Soltys ve Hsia 1978, Hsia vd
1982).

HSA, Sudlow tarafindan ilk olarak tanimlanan iki ana baglanma bdlgesine (1.
baglanma yerindeki IIA alt kismina ve 2. baglanma yerindeki IIIA alt kismina) sahiptir
(Sudlow vd 1976). IIA alt kismi, lizin-199 (Lys-199)’dan baslayip glutamik asit-292
(Glu-292) ile biten polipeptit kismini igermektedir. Bu kisim biiyiik hacimli heterosiklik
anyonlar ile oldukca pozitif merkezli molekillerin baglanmasindan sorumludur
(Petersen vd 1995). IIIA alt kismui ise 16sin-387’den baslayip glutamik asit-450 ile biten
polipeptit kismini igermektedir. Bu bdlgenin i¢ kisimlar1 hidrofobik olmasina ragmen,
polipeptit zincirinde yer alan arjinin-410 (Arg-410) ve tirozin-411 (Tyr-411) amino asit
kalintilar1 ligantlarla hidrojen bagi olusturabilmektedir (Watanabe vd 1982). IlIA alt
kismi ise aromatik notral molekiillerin baglanmasindan sorumludur (Peters 1975, Silvio

vd 2002).

HSA kompleksinin yiiksek ¢oziiniirliiklii kristal yapisina bakildiginda triptofan-
214 (Trp-214); Lys-195, Lys-199, Arg-218 ve Arg-222 olmak Uzere dort temel kalintt
tarafindan ¢evrilmistir (Ghuman vd 2005, Buttar vd 2010). Ligantlar, Trp-214’0

cevreleyen bu amino asit kalintilarinin asidik ve elektronegatif gruplarina yonelerek
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hidrojen bagi olusturabilmektedir. Ayn1 zamanda i¢ bosluklarda bulunan Tyr-150,
histidin-242 (His-242) ve Arg-257 gibi gruplarla da hidrojen bagi yapabilmektedir
(Petitpas vd 2001, Ghuman vd 2005, Buttar vd 2010, Ryan vd 2011). llA alt kismina
ligant baglanmasini saglayan diger énemli bir amino asit kalintis1t Arg-218’dir (Petersen
vd 1995, Petersen vd 1996, Petersen vd 1997).

HSA’da yiiksek baglanma afinitesine sahip IIA ve IIIA alt kisimlari, diger alt
kisimlarin etkisinde kalarak baglanma afinitelerinde degisiklikler gosterebilmektedir.
Alt kisim 1IB; TA ve IB alt kisim bdlgeleriyle hidrofobik etkilesim goOsterirken ve
hidrojen bagi olustururken, IIIA ve IlIB alt kisimlariyla sadece karsilikli zayif bir
etkilesim gercgeklestirmektedir. Buna ilaveten, bdlge | ve bdlge 11 arasindaki karsilikli
etkilesimler; IB, II1A ve IlIB alt kisimlar1 etkisiyle IIB alt kismi Uzerinde yapisal
degisiklige sebep olmaktadir (Curry vd 1998).

1.2.4. Insan hemoglobin (HMG) proteini

Hiicreler arasi iletisim, tasinim ve denge iizerinde O0nemli bir tasiyici olan kanin
bilesenleri arasinda diger bilesenler olarak adlandirilan kan hicreleri yer almaktadir. Bu
kisimda % 99,9 kirmizi kan hiicresi, % <0,1 beyaz kan hicresi ve % <0,1 de trombosit
bulunmaktadir. Yiizde bileseni fazla olan kirmizi kan hicrelerinin, hem fonksiyonel
hem de yapisal yonden en dnemli iiyesi hemoglobindir (Peters 1996). Insan kaninda
mililitre bagina yaklagik 5 milyon kirmizi kan hiicresi bulunmaktadir. Bu kan hicreleri
ortalama 280 milyon hemoglobini eritrositlerde Gretmektedir (Dickerson ve Geis 1983).

1.2.4.1. HMG proteininin yapisi

Hemoglobin; 64500 g/mol’lik molekul kitlesine sahip (Perutz vd 1968, Jang vd
2009), 2 adet a ve 2 adet B zincirinden olusmus tetramerik bir proteindir. HMG’nin a
polipeptit zinciri 141 amino asit kalintis1 ve B polipeptit zinciri de 146 amino asit
kalintis1 igermektedir (Dickerson ve Geis 1983, Lei vd 2002, Jang vd 2009, Zhang vd
2009). Tetramerik polipeptit zinciri toplamda 574 amino asit kalintisina sahiptir. HMG,

prostetik grup olarak halkal bir tetrapirol olan hem grubu icermektedir. Tetrapiroller
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diizlemsel bir halka icinde o-metilen kopriileri ile birbirine baglanmis dort pirol
molekiiliinden olusmustur (Murray vd 2004). HMG molekulinin ve hem grubunun

sematik gosterimi Sekil 1.8’de yer almaktadir (Linberg vd 1998).

[
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Sekil 1.8. HMG molekailinin (a) ve hem grubunun (b) sematik gosterimi. Her polipeptit
zinciri farkli renklerle (a.1: pembe, a,: turuncu, B1: yesil, B2: mor, hem grubu:
mavi, Fe % kirmizi) gosterilmistir.

Diizlemsel halkanin merkezinde demir(ll) iyonu bulunmaktadir. Fe?*, porfirin
azotlar1 ile koordine bag olusturmaktadir (Dickerson ve Geis 1983). Merkezde bulunan
Fe?* iyonu diger sistemlerdeki iyonlar gibi Fe®* iyonuna yukseltgenmemelidir. Aksi

takdirde, biyolojik etkinligin sonlanmasina neden olmaktadir (Linberg vd 1998).
1.2.4.2. HMG proteininin ozellikleri ve fonksiyonlari

HMG’nin en 0Onemli fizyolojik gorevlerinden birisi ATP sentezinin
gerceklestirilebilmesi igin oksijen tagimasidir (Jang vd 2009). HMG’nin oksijene
baglanmasi, pO;’nin yaklasik 13,3 kPa oldugu yer olan akcigerlerde etkin bir sekilde
baslar ve pO;’nin yaklasik 4 kPa oldugu dokularda oksijeni serbest birakmasiyla son
bulur (Nelson ve Cox 2005).
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Baglanma ile ilgili 1970’lerde calismalar yapan Perutz, kuaterner ve tersiyer
yapilar arasinda bir gegisin oldugunu ve bu ge¢isin biiyiik konformasyon degisikligine
yol actigmi belirtmis ve protein yapisindaki bu degisikliklerin O, baglanmasiyla
meydana geldigini aciklamistir (Perutz vd 1987). HMG’deki bu degisiklikler T
(taut=gergin) hali ve R (relaxed=gevsek) hali olarak bilinmektedir. T formu oksijene
kars1 diisiik afinite gdsterirken, R formu ise daha yiiksek afinite gdstermektedir (Monod

vd 1965, Murray vd 2004).

Hemoglobinin dogal olarak bulundugu (ligant etkilesiminin olmadig1 durumda) ve
kararli oldugu hal T halidir. T halindeki alt birimler birbirlerine elektrostatik etkilesimle
baglanmakta, ligant baglanmasiyla da bu baglar kirilip daha kararli bir yap1 olan R
haline doniismektedir. T halinden R haline doniisiim, belirli miktarda ligant baglanmasi

sonucunda ger¢geklesmektedir (Koshland vd 1966, Murray vd 2004).

HMG'nin diger onemli bir &zelligi dokularda olusan CO, ve H'yi
baglayabilmesidir. Bunu da hemoglobinin a-amino grubuna CO, baglayarak karbamat
ve H' iyonu olusturmasiyla saglamaktadir (Murray vd 2004). Baglanma Bohr etkisi
olarak bilinen diisik pH ve yiikksek CO, konsantrasyonunda gerceklesmektedir
(Christiansen vd 1914, Henderson 1920).

H O

CO, + HMG—NH;" = 2H '+ HMG—N—C— O (1.1)

Boylelikle amino ucun artidan eksi bir yiike doniisli, o ve B zincirleri arasinda
elektrostatik etkilesim olugmasini tesvik etmektedir. Bu durum oksijensiz hal olan T
formunun kararli hali i¢in karakteristik olup, dokularda oksijen baglanmasini

engelleyerek CO; baglanmasini saglamaktadir (Weissbluth 1974, Murray vd 2004).
HMG’nin T formunu kararli hale getiren diger bir yapt BPG (2,3-bisfosfo

gliserat)’dir. Bu yapi, hemoglobindeki alt birimlerin olusturdugu merkez bosluguna

baglanmaktadir. B zincirlerinin arasindaki bosluk fazla oldugundan BPG molekiilii bu
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bosluga yerlesmektedir ve oksijen atomlarini  zincirindeki amino ucuna baglayarak

yapiy1 kararli hale getirmektedir (Wyman 1964, Murray vd 2004).

HMG’nin bir baska 6zelligi, kuaterner yapisindan kaynaklanan allosterik 6zellik
gostermesidir. Homotropik ve heterotropik olmak Uzere iki allosterik etki modullne
sahiptir. Ligant baglanma bdolgesinde proteine etki ediyorsa homotropik, ligant
baglanma bolgesinden farkli bir yerde proteine etki ediyorsa heterotropik modul olarak

adlandirilmaktadir (Antonini ve Brunori 1971).

1.2.4.3. HMG proteini iizerindeki baglanma yerleri

HMG proteini; endojen ve ekzojen pek cok ilacla tersinir olarak baglanma
gerceklestirebilmektedir (Mandal vd 2004, Liu vd 2006, Jang vd 2009). Bu
baglanmalar, polipeptit zincirlerin olusturdugu merkez boslugunda meydana
gelmektedir. HMG’nin polipeptit zinciri Gzerinde bulunan amino asit kalintilar1 sadece
ligantlarla degil, aynm1 zamanda diger polipeptit zinciri iizerindeki amino asit

kalintilariyla da etkilesime girmektedir (Baldvin ve Cyrus 1979).

HMG’nin yapisindaki merkez bosluk, B zincirinin N-terminal kism1 gibi degisebi-
len gruplarla uyum icerisindedir (Hisp2, Lysp82 ve Hisp143 gibi). Merkez boslugun
olusmasi karsilikli zincirlerin etkilesimi agisindan oldukga 6nemlidir. Bu bolgeler, BPG
(deoksi-HMG) icin baglanma bolgesi olarak davranmaktadir. Bu durum, HMG’nin
fonksiyonlar1 agisindan 6nem tasimaktadir. Baglanmalar T ve R formlarda da farklilik
gosterebilmektedir. Ornegin; deoksi-HMG’de Hisp97; Thra41 ve Proa44 ile etkilesim
gosterirken, bunun tersine oksi-HMG’nin Hisp97’si Thra41 ve Thra38 ile kovalent
olmayan etkilesimler gerceklestirmektedir. Bunun sebebi ise iki farkli baglanma
etkilesimi gosteren T ve R formlarinin, ligantlarin durumuna gore stabil etki

gostermesinden kaynaklanmaktadir (Baldvin ve Cyrus 1979).

Deoksi-T formu, alt birim zincirler arasinda belirli amino asit kalintilar1 ile hem

elektrostatik hem de hidrojen bagi olusumu gibi etkilesimler gergeklestirerek yapiyi
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daha uygun hale getirmektedir. Bu etkilesimlerin yan gruplari Sekil 1.9’da
gosterilmektedir.

=il
3 =

Sekil 1.9. Hemoglobindeki a ve B zincirlerinin etkilesimi (Dickerson ve Geis 1983)

B1 zincirinin C-terminali ile Lyso,40, HisB1146 imidazoli ile AspBi194 ve g
zincirinin -~ C-terminali  ile  Lysa,127 arasinda  elektrostatik  etkilesimler
gerceklesmektedir. Tyraq141 ile Valai93’Un peptit karbonil grubu, Argo;141 ile
Aspa2126 ve Vala;93’Un peptit karbonil grubu arasinda hidrojen bagi meydana
gelmektedir. ay’nin N-terminali ile Argo;l141 arasinda elektrostatik etkilesim ve
Tyrf1145 ile Vala;93’lUn peptit karbonil grubu arasinda hidrojen bagi olusumu gibi
kovalent olmayan etkilesimler gergeklesmektedir. TUm bu etkilesimler, HMG’ye ligant

baglanmalar1 oldugunda kirilabilmektedir (Perutz 1970).
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1.3. Tlaclar

Ilag, biyolojik etkinligi olan (biyoaktif) saf bir kimyasal madde ya da ona esdeger
olan bitkisel veya hayvansal kaynakli, standart miktarda aktif madde iceren bir karisim

olarak tanimlanmaktadir (Kayaalp 2005).

Diinya Saghk Orgiitii ise ilac1 "fizyolojik sistemleri veya patolojik durumlari,
alanin yararina degistirmek veya incelemek amaciyla kullanilan bir madde ya da Grin"

olarak agiklamaktadir (Kayaalp 2005).

1.3.1. ilaclarin simflandiriimasi

flaglarin viicut icerisinde etkinlik gosterebilmesi igin bunlarin absorpsiyon,
dagilim ve metabolizma seklinde bir dizi asamadan geg¢mesi gerekmektedir. Bu
asamalar genel olarak Sekil 1.10’da sematize edilmektedir (http://www.tfd.org.tr/eski/
KTCG_Kurs_042010/02_AK.pdf).

I K Dokularda |

1 an [

| Hicreleri Depolanma

I ucreier \"‘\ {/ 1 Metabolizma
. | |
ag ep— Kanda serbest ilag —|-§<:

| [ :

I  Serum /;'/ \:\ Etki I Itrah

: Proteinleri Bolgesi :

| |

Sekil 1.10. ilaglarin viicut igerisindeki yoneliminin sematik gdsterimi. A: Absorpsiyon,
B: dagilim ve C: metabolizma

Proteinlerle etkilesim igerisinde olan ilaglarin kendilerine 6zgi pek ¢ok ozellikleri
bulunmaktadir. Genel olarak ilaglar1 kimyasal yapisina, etki yerine ve kullanildig1 yere

gore ti¢ sekilde siiflandirmak mumkandur.
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[k simiflandirma, ilaglarm kimyasal yapisina goredir. Bu yapi ile farmakolojik
etki arasinda yakin bir iligki vardir. Bu bakimdan belirli bir yapidan tiireyen ilaglar
genellikle belirli bir ortak etki profili gostermektedir. Bundan dolayi, ilaclar ortak
yapiya gore gruplandirilabilir (kolin esterleri, organik fosfatlar, fenotiazin turevleri ve

sibstitue benzamit tirevleri gibi) (Kayaalp 2005).

Diger bir smiflandirma tird, ilaglarn etki yerlerine goredir. Ornegin, otonom sinir
sistemini etkileyen ilaglar otonom sinir sistemi ilaglar1 veya eritrositlerin yapim yeri
olan kemik iligini etkileyen ilaglar hematopoietik (kan hiicrelerini yapimi) ilaglar olarak
adlandirilmaktadir (Kayaalp 2005).

Son olarak ilaclar, kullanildigi durumlara ve kullanilma amaglarina gore
siiflandirilir. Uygulamada yararli olmasindan ve kullanildigi hastaliklar1 animsatmasin-
dan dolay1, bdyle bir simiflandirma ¢ok sik kullanilmaktadir. Ornegin, viicut sicakligini
diisiirmek icin kullanilan ilaglar antipiretik (ates diisiirticiiler) ilaglar, Oksiiriige karsi
kullanilan ilaglar antitusif (Okstiriik refleksini inhibe eden) ilaglar olarak
gruplandirilmaktadir. Agr1 kesmek igin kullanilan ilaglar analjezikler (agr kesiciler) ve
cerrahi girisime elverigli tam bir duyusuzluk durumu olusturmak i¢in kullanilan ilaglar

genel anestezikler baslig: altinda yer alir (Kayaalp 2005).

1.3.2. 5-Azasitidin (AZA) ilac1

5-Azasitidin  (AZA), insan hucrelerinde  DNA metilasyon inhibitori olarak
davranan sitidinin kimyasal benzeridir (Argemi vd 2009). Son zamanlarda
miyelodisplastik sendromlu ve miyeloid 16semili hastalarin tedavisi i¢in terapotik ajan
olarak kullanilmaktadir (Khan vd 2006, Claus vd 2007, Guo vd 2008). AZA’nin
sitotoksik mekanizmalari, farmakokinetik, farmakodinamik ve klinik c¢aligmalari tam
olarak bilinmediginden hastalar i¢in problem olusturabilmektedir (Khan vd 2006, Khan
vd 2008). Bu yiizden doz araligi tahmin edilememektedir (Khan vd 2006). Sekil 1.11°de
AZA’nin kimyasal yapist gosterilmektedir.
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Sekil 1.11. AZA ilacinin kimyasal yapisi
1.3.3. Tramadol hidroklortr (THC) ilaci

Tramadol hidroklorur (THC), aminosiklohekzanol grubu igeren sentetik bir agr
kesicidir (Hennies vd 1988, Saccomanni vd 2010). Genellikle, yapisinda HCI’yi
koordineli  sekilde igerdiginden ticari olarak tramadol hidrokloriir olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 1.12). Tramadolin klinik aktivitesi, birbirinin enantiomeri
olan rasemik () karigimlarin farkli etki bolgelerine karsi gosterdigi mekanizmalarla
aciklanmaktadir. Tramadol (+), serotonin geri emilimini inhibe ederek beyindeki
serotonin etkinligini gelistirirken, tramadol (-) ise sadece noradrenalin geri emilimini
inhibe etmeye karsi duyarhidir (Frink vd 1996). Genelde kronik hastaliklar ve cerrahi
operasyonlar sonucunda olusan fiziksel agrilar1 hafifletmek igin agri kesici olarak
yaygin bir sekilde kliniklerde kullanilmaktadir (Lebitasy vd 2009, Chen vd 2010). ilacin
terapik plazma konsantrasyonu 100 ile 300 ng.L™ araliginda degismekte ve hastanin

verecegi tepkiye gore doz miktar1 ayarlanmaktadir (Abu-Shawish vd 2010).

OCHs

+ HCI
HaC™ “CHg

Sekil 1.12. THC ilacinin kimyasal yapisi
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1.3.4. Proteinler ve ilaglar arasindaki etkilesimlerin 6nemi

Organizma igerisinde bulunan proteinler, ilaglarin hedefi durumundadirlar.
Farmakokinetik ve farmakodinamik agisindan protein-ilag etkilesimleri oldukca
onemlidir. ilaglarin tasarlanmas1 ve gelistirilmesinde protein ile etkilesimlerin
belirlenmesi sadece etkilesimin kimyasal prosesini agiklamakla kalmaz, ayni zamanda
ilaglarin arastirilmasinda degerli bilgiler elde edilmesine de olanak saglar (Cui vd
2009a, Hu vd 2009). Ozellikle de yeni ilag tasarmmi siiresince protein baglama
mekanizmasinda iki anahtar durum iyi degerlendirilmelidir. Bunlardan ilki, klinik
oncesi c¢alismalara dayanmaktadir. Bu c¢alismalar toksisite, farmakokinetik,
farmakodinamik ve kullanilabilecek doz araliklar1 gibi pek ¢ok ¢alisma igermektedir.
Diger 6nemli bir ¢alisma ise proteinlerin baglanma prosesindeki karakterizasyonlarinin
belirlenmesidir. Bunlar da absorpsiyon (emilim), dagilim, metabolizma ve atilim gibi
calismalardan olusmaktadir  (http://www.fda.gov/cder/guidance/old032fn.pdf). Bu
calismalar protein-ila¢ baglanma mekanizmasi hakkinda yararli bilgiler sunmaktadir
(Sudlow vd 1975a, Sudlow vd 1975b, Sudlow vd 1976) ve bircok bilim dali a¢isindan
blylk 6nem tasimaktadir (Bogdan vd 2008).

1.4. Floresans Spektroskopisi

Elektromagnetik 1s1manin madde ile etkilesimini konu alan bilim dalina
spektroskopi denir. Isimanin madde (atomlar veya molekiiller) tarafindan sogurulmasi
absorpsiyon (sogurma), yayilmasi ise emisyon (yayillma) spektroskopisi olarak
adlandirilmaktadir.  Elektromagnetik  1s1manin  organik  molekiiller  tarafindan
sogurulmasi, molekiildeki atomlarin tiiriine, diizenlenmesine, molekiil sekline ve
biiyiikliigiine bagl olarak degismektedir. Elektromagnetik 1simanin dalga ve tanecik
olmak Uzere iki Ozelligi bulunmaktadir (Erdik 2007). Kirinim ve girisim olaylari
elektromagnetik 1simanin dalga 6zelligi ile, emisyon ve absorpsiyon olaylari ise tanecik
Ozelligi ile agiklanmaktadir (Beiser 1997). Elektromagnetik dalgalarin hepsi ayni hizda
(3x10® ms™) yayilmakta ve birbirine dik dizlemler icinde elektriksel ve magnetik
bilesenlerden olusmaktadir (bkz. Sekil 1.13).
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Sekil 1.13. Elektromagnetik dalganin {i¢ boyutlu olarak gdsterimi (Atkins 1998)

Floresans spektroskopisi son zamanlarda kullanilan 6nemli bir analitik yontemdir.
Absorpsiyon ve emisyon mekanizmasi lizerine dayalidir. Absorpsiyon (sogurma),
cesitli dalga boylarindaki 1simn demetinin bir ortamdan gecirilmesi sonucunda belirli
dalga boylarinin kaybolmasi olarak ifade edilirken, emisyon (yayilma) ise molekilin
yiiksek enerjiden diisiik enerjiye gegisinde fazla enerjiyi foton olarak yaymasi seklinde
tanimlamaktadir (Lakowicz 1999a). Uzerine uygun dalga boyunda 151 génderildiginde
bu 1sm1 absorplayan ve daha sonra da emisyona ugratan maddeler lUminesans
maddeler, gerceklesen olay da liminesans olarak ifade edilir (Skoog vd 1998).
Sogurulmus 1smin yayilmasi olayr fotoliminesans olarak da tanimlanmaktadir
(Lakowicz 1986). Liminesans genelde kemoliminesans (kimyasal reaksiyonlar
sonucu) ve biyoliminesans (biyolojik reaksiyonlar sonucu) olmak iizere iki ana sinifa
ayrilmaktadir. Gergeklestigi siireye gore de floresans ve fosforesans olmak tzere iki
sekilde incelenmektedir (Lakowicz 1999a). Floresans hemen yok olan (<10 s) bir
liminesans olup, kisa émiirliidiir. Buna karsilik fosforesans hemen yok olmayan (>107
s) liminesansin uzun omiirlii kismidir (Skoog vd 1998, Lakowicz 1999a). Floresans ile
fosforesans arasindaki farklardan birisi uyarilma durumudur. Floresans uyarilmis singlet
gecisiyle, fosforesans ise uyarilmis triplet gegisiyle olusmaktadir. Uyarilmis singlet
halde, uyarilmis elektronun spini hala temel haldeki elektronla eslesmis durumda iken,
triplet halde ise elektron spinleri eslesmemis durumda ve paraleldir. Spinlerin yoninin
degisikligi de diger bir farkidir (Skoog vd 1998). Absorplanan 1ginin frekansinda higbir
degisiklik olmaksizin temel hale donerken absorpsiyonla ayni miktarda 1s1mn yaymasi

durumuna rezonans 1simim veya rezonans floresans denilmektedir (Lakowicz 1986).
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Bununla birlikte molekiiler floresans bantlari rezonans g¢izgisinden daha uzun dalga
boylarinda bulunabilmektedirler. Bu uzun dalga boylarina veya diisiik enerjili duruma
Stokes kaymasi denilmektedir (Skoog vd 1998, Lakowicz 1999a).

Alexander Jablonski tarafindan gizilen 1518 absorpsiyon ve emisyon enerji

diizeyleri diyagrami Sekil 1.14’te gosterilmektedir.

s. 4—
e
DONUSUM v ENERJ
s T8 NG
ABSDRBsimr; N . FLORESANS S )
A
hv " hv
* hve " |FosForesans
2 k
Sn']
; A 4 L

Sekil 1.14. Jablonski diyagrami. Bu diyagramda ¢6ziicl etkilesimleri, soniimlenme ve
enerji transferi gibi etkilesimler hari¢ tutulmustur (Lakowicz 1999a)

Sekil 1.14°te tipik bir fotoliiminesans molekiiliinde gergeklesecek durumlarin
kismi bir enerji seviyesi diyagrami verilmistir. En alttaki yatay ¢izgi, normal olarak
singlet haldeki molekuliin temel enerjisini gostermekte olup Sq ile belirtilmistir. Cozelti
icerisindeki tiim molekiiller oda sicakliginda hemen hemen bu enerji durumunda
bulunmaktadir. En dstteki ¢izgiler, ii¢ uyarilmis elektronik halin enerji seviyelerini
gostermektedir. Soldaki S; ve S, cizgileri, elektronik singlet halleri belirtmektedir.
Sagdaki tek ¢izgi (T1), birinci elektronik triplet halin enerjisini gdstermektedir. Normal

olarak, birinci uyarilmis triplet halin enerjisi, karsilik gelen singlet halin enerjisinden
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daha diistiktiir (Skoog vd 1998). Bunun sebebi, triplet hale gegmesi sirasinda spin
yoniiniin degismesi i¢in harcadigi enerji kaybindan dolayidir (Lakowicz 1986).
Diyagrama bakildiginda, molekiilin uyarilmast A; ve A, dalga boyu ile
gerceklestirilmistir. Daha diisiik enerjili, uzun dalga boylu A1 (So—S1) ve daha ylksek
enerjili, kisa dalga boylu A, (So—S;) civarinda merkezilenmis iki 1gmn bandinin
absorpsiyonu ile uyarilma meydana gelmistir. Uyarilma islemi, molekiiliin ¢cok sayida
uyarilmis titresim halinden herhangi birine doniisimii ile gergeklestirilebilmektedir
(Lakowicz 1986, Skoog vd 1998).

Bu doniisiimler 151mali ve 1s1masiz olarak meydana gelmektedir. Isimali olanlar
floresans ve fosforesanstir (Robinson 2002). Isimasiz olanlar da diger titresim
basamaklari1 arasinda olusan kayiplar olarak tanimlanmaktadir. Bu kayiplar; titresimsel
durulma, i¢ doniisiim, dis doniisiim ve sistemler arasi gegisten olusmaktadir (Lakowicz
1986, Skoog vd 1998). Titresimsel durulma; asir1 titresim enerjisi, ¢ozeltide uyarilmis
tirlerin molekiilleri ile ¢6ziicii molekiilleri arasindaki garpismalar sonucunda enerji
aktarimma sebep olmaktadir ve bununla birlikte ¢6ziicii sicakliginda bir artis
gerceklesmektedir. Bir molekiiliin, 151n yaymadan daha diisiik bir elektronik seviyeye
gecmesi i¢ doniisiim olarak ifade edilmektedir. Bu olaylar tam olarak agiklanamamustir.
Uyarilmig bir elektronik halin soniimlenmesi; uyarilmis molekiil, c¢oziicii ve
¢oziinenlerin hem etkilesimlerini hem de enerji transferini icerebilmektedir. Bu
durumun tamamui dis donisiim olarak ifade edilmektedir. Son olarak sistemler arasi
geciste, bir elektronun spini ters donmekte ve bunun sonucunda molekulin enerjisi
degismektedir. Bu gecis, 6zellikle iyot veya brom gibi agir atom igeren molekiillerde

gerceklesmektedir (Skoog vd 1998).

Floresans, belirli dalga boylarinda molekiiler enerjiden kaynaklanan farkli gecis
tiplerini gostermektedir. 250 nm’den daha kiigiik dalga boylarindaki ultraviyole 1sinlarin
absorpsiyonu sonucu, floresansin nadiren gergeklestigi bilinmektedir. Cunki, bu tur
1simalar On ayrisma ve ayrisma ile uyarilmis halin soniimiine neden olacak kadar enerjik
davranmaktadirlar. Ornegin, 200 nm’lik bir 151 yaklasik 140 kcal mol™’e karsilik
gelmektedir; birgcok organik molekil bu blyukliukteki enerjiler ile bazi baglarim

(c*—0c) kopartabilmektedir. Bu baglarin kopmasiyla floresans 6zellik nadir

27



gortlmektedir. Bunun yerine floresans emisyonu, daha az enerjili n=—n* ve n*—n

gegisleri ile miimkiin olmaktadir (Skoog vd 1998).

Floresansin en diisiik enerjili gecislerinden birisi olan n*—n gegisi, ©*—n
gecisine gore bilesiklerde daha fazla gorulmektedir ve kuantum verimi (Iliminesans
yapan molekiillerin toplam uyarilmis molekiil sayisina orani olarak tanimlanir) de daha
blylktir. Bu nedenle en siddetli ve en faydali floresans, diisiik enerjili n*—n
gecislerine sahip aromatik fonksiyonel gruplar1 igeren bilesiklerde meydana
gelmektedir. Ayrica, alifatik ve alisiklik (halkali yapiyr olusturan karbon atomlari
arasinda ¢ift bagin bulunmadigi bilesikler) karbonil gruplarinda veya fazla sayida
konjlge cift bagh yapilar igeren bilesiklerde de floresans 6zellik gerg¢eklesebilmektedir
(Skoog vd 1998).

Aromatik hidrokarbonlarin siibstitiie olmamis bilesikleri, ¢Ozeltilerde floresans
Ozellik gosterebilmektedir. Piridin, furan, tiyofen ve pirol gibi heterosiklik bilesiklerin
floresans o6zellik gostermedigi bilinmektedir. Bunun sebebi, heterosiklik bilesiklerin en
diisiik enerjili elektronik gegisten triplet hale ge¢mesi sirasinda floresanst Onleyen
n—7n* gecisinin olmasindan kaynaklanmaktadir. Bununla beraber benzen ile
heterosiklik bir halkanin bir arada bulundugu bilesiklerin de floresans 6zellik gosterdigi
bilinmektedir. Boyle yapilara kinolin, izokinolin ve indol gibi bilesikler 6rnek
verilebilir. Benzen halkasindaki substitiisyonlar, maksimum absorpsiyon dalga boyunda

kaymalara neden olabilmektedir (Skoog vd 1998).

Floresans siddetine yapisal rijitlik, sicaklik, ¢6zicl, pH, konsantrasyon ve
¢oziinmiis oksijen gibi cesitli faktorler etki etmektedir. Floresansin 0Ozellikle rijit
yapilara sahip molekillerde daha fazla oldugu kuantum verimleri ile bulunmustur. Bu
farklilik metilen grubunun koprii yapmasiyla olusan rijitlik artisinin bir sonucu olarak
yorumlanmustir. Bifenil ve floren bu 6zellikleri igeren yapilara rnek verilebilir. Rijit
olan yapilarin, rijit olmayan yapilara gore avantaji, molekiiliin farkli kisimlarinin farkli
titresimler yapmamasi nedeniyle bazi enerji kayiplart gostermemesinden ileri
gelmektedir. Genelde bir molekilin kuantum verimi sicaklik ile degismektedir.

Sicakligin artmasi kuantum verimini azaltmaktadir. Clnku, yiiksek sicakliklarda

28



carpisma frekansimin artmasi dis doniisiim ile soniimleme olasiligini arttirmaktadir.
COzucu viskozitesindeki azalma da benzer sekilde dis doniisiimii arttirmakta ve
soniimlemede bir artisa neden olmaktadir. Asidik veya bazik stbstitientler iceren
aromatik bilesiklerin floresans1 pH’a bagh olarak degismektedir. Bilesigin iyonlagmis
veya iyonlasmamis halleri i¢in emisyon siddetleri farklidir. Fenol ve anilin bu etkiyi
gosteren bilesiklerdir. Bu tip bilesiklerin emisyonundaki degismeler, molekiillerin asidik
ve bazik formlar1 ile ilgili rezonans tlrlerinin sayisinin farkliigindan meydana
gelmektedir. Diger 6nemli bir etki olan konsantrasyon, floresans siddetinin degismesine
neden olmaktadir. Konsantrasyonun artmasi floresansi azaltir ve bu da kendi-kendine
sonlimleme ve absorpsiyon olmak Uzere iki faktore baglidir. Kendi-kendine sonimleme
uyarilmis molekiiller arasindaki ¢arpismalarin sonucu iken, kendi-kendine absorpsiyon
ise emisyon ile absorpsiyon piklerinin Ortismesi sonucu meydana gelmektedir. Bir
cozeltide ¢oziinmiis oksijen bulunmasi genellikle floresansi azaltir. Bu durum, floresans
yapan turlerin fotokimyasal olarak yiikseltgenmesinin bir sonucu olarak agiklanmaktadir
(Skoog vd 1998).

Floresans spektroskopisi, 6zellikle de protein gibi biyolojik molekiillerin yap1 ve
Ozelliklerinin taninmasinda, uzun zamandan beri kullanilmaktadir. Weber, Teale,
Konev, Burstein, Brand gibi pek ¢ok bilim adami proteinlerin liiminesans 6zelliklerinin

bulundugunu yaptiklari ¢alismalarla gostermislerdir (Lakowicz 1999b).

1.5. Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi

Dairesel dikroizm (CD), sag ve sol dairesel polarize 1s18in absorpsiyon farkini
Olcebilen bir spektroskopi tdrtdir. Asimetrik veya kiral molekiller absorpsiyon
spektroskopisinde CD bantlar1 gostermektedir. Clnku, optikce aktif olduklarindan sag
ve sol dairesel polarize 15181 farkli sekillerde absorplamaktadirlar. CD, sadece
absorpsiyonun meydana geldigi spektral bolgelerde gozlenmektedir. Absorpsiyonun
olusmadigr yani sifir oldugu durumda CD bantlar1 elde edilememektedir. Asagida
verilen formiilde absorpsiyon farkinin sifirdan farkli oldugu vurgulanmaktadir. Formiile
gore &x Ve g, sirasiyla sag ve sol dairesel polarize 151k i¢in molar absorpsiyon katsayisini

gostermektedir (Lambert vd 1998).
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Ae=g—¢ #0 (1.2)

Lineer polarize 1s1k, esit ve zit genlige sahip olan dairesel polarize 151k i¢in siiper
pozisyon olarak goriilmektedir. Ciinkii, sag ve sol polarize 151k genliginin
kombinasyonu sonucu olusan dikey ¢izgi elipsin olusumunu saglamaktadir (Snatzke ve

Woody 2000). Elips merkezinin olusumu Sekil 1.15’te gosterilmektedir.

Sekil 1.15. Elips merkezinin olusumu (Snatzke ve Woody 2000)

Son yirmi yil i¢inde protein sentezindeki ve protein miihendisligindeki biiyiik
ilerlemeler, CD teknigi kullanilarak proteinlerin sekonder yapilarinin belirlenmesi
calismalarina neden olmustur. Detayli degerlendirmeler sonucunda proteinlerin
yapisinin belirlenmesinde CD’nin faydali bir teknik oldugu yapilan yayinlarla ortaya
konmustur (Cantor ve Schimmel 1980, Van Mierlo vd 2000). Proteinlerin optikce
aktifligi, yapisinda L-amino asiti olmasindan ve yiiksek oranda a-heliks yap1
icermesinden ileri gelmektedir. Ustelik proteinde bulunan amino asit kalmtilari
arasindaki elektronik gecisler optik¢e aktiflik ile saglanmaktadir. Uzak UV (170-250
nm) ve UV (250-400 nm) bdlgesinde elde edilen CD &lglimleri, simetrik peptit baglar

ve asimetrik amino asit zincirlerinde bulunan kromoforlar sayesinde proteinlerin
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ve asimetrik amino asit zincirlerinde bulunan kromoforlar sayesinde proteinlerin
sekonder yapis1 hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir (Greenfield ve Fasman 1969,
Cantor ve Schimmel 1980).

Proteinin sekonder yapisindaki elektronik gecisler peptit baglarinda bulunan
kromoforlarin farkli yonelimi sonucunda meydana gelmektedir. Boylelikle farkli
elektronik gegisler olusmaktadir. Bu gegisler; a-heliks, p-tabaka ve bunlarin karisimini
iceren temel sekonder yapinin ii¢ii igin de ayr1 ayr1 baglanmasindan kaynaklanmaktadir.
Peptit bagindaki kromoforun en diisiik enerjili gecisi n—n* gecisidir ve bu gecis
sirasinda 210-220 nm’de ¢ok zayif bir pik gozlenmektedir (emaks ~100). a-heliks

polipeptit zinciri ise n—n* gegisi sirasinda 220 nm yakinlarinda kiigiik bir omuz piki
vermektedir. a-heliks polipeptitleri igin en giiglii baglanma n—n* gegisinin oldugu 190
nm’de gozlenmektedir. Bu gegis 6zellikle biiyiik peptit baglarinin absorpsiyonlarindan

sorumludur (emaks ~7000). m—m* gecisinin uyarilma dalga boyunda a-heliks

polipeptitler igin negatif baglanmanin 208 nm’de, pozitif baglanmanin ise 192 nm’de
gerceklestigi bilinmektedir (Greenfield ve Fasman 1969, Cantor ve Schimmel 1980,
Kelly vd 2005). Pozitif ve negatif baglanmanin CD’ye etkisi Sekil 1.16’da sematize

edilmektedir.

nm

Az

mm

A. Pozitif CD B. Negatif CD

Sekil 1.16. Pozitif ve negatif CD’nin gosterimi (Lambert vd 1998)
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1.6. Arastirmanin Amaci

Insan serum albumin (HSA) ve insan hemoglobin (HMG) proteinleri ile 5-
azasitidin (AZA) ve tramadol hidroklorir (THC) ilaglar1 arasindaki etkilesimleri
floresans ve dairesel dikroizm spektroskopileriyle incelemek, etkilesim gosteren ilag-
protein sistemleri icin baglanma sabiti, baglanma sayis1 ve termodinamik parametre
degerlerini belirlemek ve etkilesim sonrasinda proteinlerin sekonder yapilarinda

olusabilecek degisiklikleri tespit etmektir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

Cheng vd (2006), karaciger fonksiyonunu test eden bromsiilfalein ile HSA
arasindaki etkilesimleri farkli sicakliklarda ve pH 7,24’te floresans spektroskopisi
yontemiyle incelemislerdir. Bu ¢aligmada, HSA-bromsiilfalein arasindaki baglanma
sabiti degeri Stern-Volmer esitligi kullanilarak belirlenmis ve baglanma sabiti degeri
lizerine cesitli metal iyonlarinin etkisi arastirilmistir. Termodinamik parametre
degerlerinden entalpi degisimi ve entropi degisimi sirasiyla 9,3 kJmol™ ve 22,3 Jmol ™
K olarak hesaplanmistir. Bromsiilfalein ile HSA arasindaki etkilesim sonucu proteinin
floresans siddetindeki soniimlemenin statik sOniimleme mekanizmasi tizerinden
meydana geldigi elde edilen verilerle belirtilmistir. HSA-bromsilfalein sistemi icin
baglanma sabiti degerinin ¢esitli iyonlar varhiginda % 30-55 oraninda azaldigi
goriilmistiir. Ayrica, protein-ilag baglanma bdlgelerinde hidrofobik etkilesimlerin
Onemli rol oynadigr bulunmustur. Gao vd (2010), HSA ile bronsit, tiimor, eklem
iltihabi, romatizma, hipertansiyon ve kalp rahatsizliklar1 gibi pek ¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilan syringin ilaci arasindaki etkilesimleri CD, FTIR, molekiiler
modelleme, UV-vis ve floresans spektroskopisi metotlariyla arastirmislardir. Floresans
sonuglarindan, HSA ve syringin arasindaki floresans siddetinin ortamdaki ilag
konsantrasyonuyla degisebilecegi belirtilmistir. Bu veriler Bhattacharya vd (1994)
tarafindan gelistirilen esitlik ile analiz edilmistir. 295 K’de 2,97x10* Mt 1ik baglanma
sabiti degeri ile syringinin HSA (zerine tek bir bblgeden baglandigi bulunmustur.
Termodinamik parametreler van’t Hoff esitligi kullanilarak hesaplanmistir. Entalpi
degisim (AH) ve entropi degisim (AS) degerleri sirasiyla -5,23 kJmol™ ve 103,34 Jmol
'K olarak bulunmustur. Bu durum, baglanma bélgelerinde hidrofobik etkilesimlerin

oldugunu gostermistir.

Yuan vd (2007), HSA ile maydanozdaki etken maddelerden birisi olan ve
kardiyovaskiiler gibi hastaliklara dogal ilag etkisi gosteren apigenin maddesi arasindaki
etkilesimleri CD, molekiil modelleme, floresans ve UV-vis absorpsiyon spektroskopisi
metotlartyla incelemislerdir. HSA’ya apigeninin baglanmasi sonucunda elde edilen
veriler, proteindeki sonimlenmenin statik soniimleme mekanizmasi {izerinden

gergeklestigini gostermis ve AH ile AS degerleri sirasiyla 17,497 kimol™ ve 37,04
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Jmol*K™* olarak hesaplanmistir. Bu da HSA-apigenin kompleksinin baglanma
bolgelerinde hidrofobik ve elektrostatik etkilesimlerin etkili oldugunu gostermistir.
Ayrica, apigenin maddesi HSA proteininin sekonder yapisinda herhangi bir degisiklige
yol agmamigtir. HSA ve apigenin arasindaki baglanma uzaklig1 Forster rezonans enerji
transferi (FRET) ile 3,21 nm olarak bulunmustur. Ge vd (2010), HSA ile theasinesin
arasindaki baglanma ozelliklerini UV-vis ve floresans spektroskopisi kullanarak
arastirmiglardir. Elde edilen sonuglar, theasinesin tarafindan neden olunan protein
floresans siddetindeki soniimlemenin statik soniimle mekanizmasi iizerinden
gerceklestigini gostermistir. FRET araciligiyla theasinesinin triptofana olan uzakliginin
4,64 nm oldugu bulunmustur. HSA-theasinesin sistemi igin 298 K, 310 K ve 323 K’deki
soniimlenme sabitleri sirasiyla 2,55x10° M?, 2,16x10° M ve 1,75x10° M™ olarak
hesaplanmistir. Termodinamik parametreler AH>0 ve AS>0 olarak bulunmustur. Bu da
theasinesin-HSA baglanma bolgesinde sadece elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerin

oldugunu gostermistir.

Cheng vd (2011), kemoterapi tedavisinde kullanilan, timor ve kanser gibi
hastaliklarin biiylimesini engelleyen etken maddelerden dosetaksel ile HMG ara-
sindaki etkilesimleri floresans soniimleme teknigi, CD, UV-vis ve FTIR spektroskopisi
gibi ¢esitli spektroskopik teknikleri kullanarak incelemislerdir. Floresans analiz verileri
protein-ilag etkilesimlerinin dinamik séniimleme mekanizmasi tizerinden gergeklestigini
gostermistir. AH ve AS degerleri sirasiyla 9,18 kJmol™® ve 116 Jmol*K™ olarak
hesaplanmis ve HMG ile dosetaksel arasindaki baglanmada hidrofobik etkilesimlerin
onemli rol oynadig1 goriilmistiir. Farkli spektroskopik metotlardan elde edilen veriler,
dosetaksel varliginda HMG’nin konformasyonunun degistigini gostermistir. Ayrica,
molekiiler modelleme yontemiyle dosetakselin HMG bosluguna yerlestigi bulunmustur.
Zhou vd (2009), HMG ile cilt hastaliklar1 tedavisinde fototerapi ajan1 olarak kullanilan,
parazit mantarlarin ekstraktlarindan elde edilen ve dogal bir pigment olan hipokrellin
arasindaki  etkilesimleri  spektrofotometrik ve  spektroflorimetrik  yoéntemlerle
arastirmiglardir. Sonugta proteinin floresans siddetinin, artan hipokrellin konsantrasyonu
ile azaldig1 ve pik pozisyonunun maviye kaydigi belirtilmistir. Ayrica, 25 °C ve 42
%C’deki soniimleme hiz sabitleri sirasiyla 5,0x10 Lmol™s™ ve 3,9x10" Lmol™s™

olarak hesaplanmistir. Hipokrellinin HMG’ye baglanma sayilar1 25 °c icin 0,90 ve 42
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°C igin de 0,83 olarak bulunmustur. Termodinamik parametrelerin belirlenmesi
sonucunda HMG-hipokrellin arasinda elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerin oldugu

gorilmistar.

Maitra vd (2007), antidepresan ila¢ olarak kullanilan alprazolam ile HMG
arasindaki etkilesimleri cesitli yontemlerle ¢alismiglardir. Elde edilen sonuclar, HMG
proteini ile alprazolam arasinda kuvvetli bir etkilesim oldugunu gostermistir. Ayrica,
CD spektrumu analiziyle HMG’nin alt birimi olan o-heliks yapisinda biiyiik
degisimlerin meydana geldigi goriilmiistiir. Alprazolammn HMG’ye baglanmasi
sonucunda molekiilde hacimsel bir biiylimenin oldugu dinamik 151k sa¢ilim deneyi ile
ispatlanmistir. Jang vd (2009), antitimor terapisi igin kliniklerde yaygin bir sekilde
kullanilan mitomisin C ile iki kan proteini olan HSA ve HMG arasindaki etkilesimleri
CD, floresans soniimleme ve senkronize floresans yontemleriyle arastirmislardir.
Floresans verileri, proteinlere baglanan mitomisin C’nin giicli bir floresans
soniimlemesi yaptigini ve sadece bir baglanma bdlgesinden etkilesime girdigini
gostermistir. Baglanma sabitleri 298 K’de HSA ve HMG i¢in sirasiyla 2,71x10* M ve
2,56x10* M™? olarak bulunmustur. Farkli sicakliklarda elde edilen termodinamik
parametreler sonucunda, mitomisin C’nin HSA’ya ve HMG’ye baglanmasinda hem
hidrofobik etkilesimin hem de hidrojen baginin etkili oldugu vurgulanmistir. Ayrica,
CD spektroskopisi analiziyle her iki proteinin sekonder yapilarinda herhangi bir

degisikligin olmadig1 belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Caligmada protein olarak insan serum albumin ve insan hemoglobin proteinleri ve
ilag maddesi olarak 5-azasitidin ve tramadol hidrokloriir kullanilmistir. Bu proteinlerin
ve ilaglarin kisaltmalar1 ve molekiil kiitleleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Cozeltilerin pH
degerinin  fizyolojik pH degerinde sabit tutulmasin1i saglamak amaciyla
tris(hidroksimetil)aminometan tamponu ve iyonik siddet ayarlayict olarak NaCl
kullanilmistir. Kullanilan kimyasal maddelerin tiimii Sigma-Aldrich firmasindan temin

edilmistir.

Cizelge 3.1. Calisilan proteinlerin ve ilaglarin kisaltmalar1 ve molekiil kiitleleri

Proteinlerin ve ilaglarin adlar Kisaltma Molekiil kiitlesi
(g/mol)

Insan serum albumin proteini HSA 66500

Insan hemoglobin proteini HMG 64500

5-Azasitidin AZA 244,20

Tramadol hidrokloriir THC 299,84

Spektrofotometrik Ol¢limler sirasiyla sicaklik kontrol {iinitesine sahip Varian
marka Cary 5000 model UV/Vis/NIR spektrofotometre cihazinda ve Varian marka Cary
Eclipse model floresans spektrofotometre cihazinda gergeklestirilmistir. Tartimlar 0,1
mg hassasiyete sahip Mettler marka ML204/01 model hassas terazide alinmistir.
Cozeltilerin pH degerleri Jenway marka 3040 Ion Analyser model potansiyometreye

bagli kombine cam elektrot ile dl¢iilmiistiir.
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3.2. Metot

Protein-ila¢ etkilesim calismasmmin ilk asamasinda 4,0x10° M’lik stok HSA
¢ozeltisi ve 1,0x10? M’lik stok AZA ve THC ¢ozeltileri hazirlanmistir. HSA protein
cozeltisinin hazirlanmasinda insan serum albumin proteininin molekiil kiitlesi 66500
g/mol olarak kullanilmistir (Carter ve Ho 1994, Dockal vd 1999, Langer vd 2008, Jang
vd 2009). Stok protein ve ilag ¢ozeltileri kullanilarak sabit HSA konsantrasyonuna ve
farkli ilag konsantrasyonlarina sahip bir seri protein-ila¢ karigim ¢ozeltisi hazirlanmastir.
Protein-ilag etkilesim deneyleri i¢in hazirlanan ¢ozeltilerdeki HSA konsantrasyonu
4,0x10° M olarak sabit tutulurken, ilag konsantrasyonlar1 HSA-AZA sistemi i¢in
1,0x10° M - 120,0x10° M araliginda ve HSA-THC sistemi i¢in 1,0x10°M - 40,0x10°®
M araliginda degistirilmistir.

Ikinci asamada ise HMG-ila¢ sistemleri arasindaki etkilesimler incelenmistir.
Bunun i¢in, 4,0x10° M’lik stok HMG ¢Ozeltisi ve 1,0)(10'2 M’lik stok AZA ve THC
cozeltileri hazirlanmistir. HMG protein ¢6zeltisinin hazirlanmasinda insan hemoglobin
proteininin molekiil kiitlesi 64500 g/mol olarak kullanilmistir (Perutz 1968, Jang vd
2009). Protein-ilag etkilesimleri i¢in tiim ¢dzeltiler stok protein ve ilag ¢ozeltilerinden
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerde HMG konsantrasyonu 4,0x10° M olarak sabit
tutulurken, ila¢ konsantrasyonlari HMG-AZA sistemi i¢in 1,0x10° M - 120,0x10° M
aralginda ve HMG-THC sistemi i¢in 0,5x10° M - 9,0x10° M araliginda
degistirilmistir. Protein, ila¢ ve protein-ilag karisim ¢dzeltilerinin tamami ¢dzgen olarak
0,1 M NaCl igeren 0,05 M’lik tris(hidroksimetil)aminometan tampon ¢ozeltisi

kullanilarak hazirlanmastir.

Hazirlanan protein-ilag ¢dzeltilerinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’de hem
absorpsiyon spektrumlart hem de emisyon spektrumlari elde edilmistir. Cozeltilerin
absorpsiyon spektrumlarini 6l¢mek icin sicaklik kontrol iinitesine sahip Varian marka
Cary 5000 model UV/Vis/NIR spektrofotometre cihazi kullanilirken, emisyon
spektrumlarini 6lgmek icin ise peltier linitesine sahip Varian marka Cary Eclipse model
floresans spektrofotometre cihazi kullanilmistir. Tiim bu Ol¢timler 1,0 cm’lik kuartz

hiicrelerin kullamlmasiyla gerceklestirilmistir. Ol¢iimlerde floresans spektrofotometre
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cihazinda uyarilma ve emisyon slit (yarik) genislikleri 5,0 nm’ye, uyarilma dalga boyu
280 nm’ye ve emisyon dalga boyu araligt da 285-500 nm’ye ayarlanmistir. Hem
absorpsiyon hem de emisyon spektrumlar1 dl¢iilmeden 6nce sicaklik kontrol iinitesinden
sicaklik ayarlamasi yapilmis ve her bir numune ¢ozeltisinin termal dengeye gelmesi i¢in
numuneler 15 dakika siiresince cihazin numune bolmesinde bekletilmistir. Daha sonra

da ¢ozeltilerin absorpsiyon ve emisyon spektrumlar kaydedilmistir.

Protein, ila¢ ve protein-ilag ¢ozeltilerinin farkli sicaklardaki absorpsiyon ve
emisyon spektrumlarinin 6l¢iilmesinde referans madde olarak ilgili sisteme gore ya 0,1
M NacCl igeren 0,05 M’lik tris(hidroksimetil)aminometan igeren tampon ¢ozeltisi ya da
protein-ila¢ karisim c¢ozeltisindeki ile ayni konsantrasyona sahip tamponda hazirlanmis

saf ila¢ ¢ozeltisi kullanilmistir.

Protein-ila¢ sistemlerinin floresans soniimleme mekanizmalarini anlamak i¢in
protein-ilag sistemlerine ait floresans soniimleme verileri farkli sicakliklarda Stern-

Volmer esitligi kullanilarak analiz edilmistir. Stern-Volmer esitligi;

Fo/F=1+kq1[Q] =1+ Ksy [Q] (3.1)

seklindedir (Cui vd 2009a, Ge vd 2010). Buradaki Fy, ve F sirasiyla ilag maddesi
yoklugundaki ve varligindaki protein ¢ozeltisinin floresans siddetini, kq proteinin
soniimleme hiz sabitini, 19 ilag maddesi yoklugundaki floresansin omiir siiresini, [Q]
protein-ila¢ karisim c¢ozeltisindeki ila¢ konsantrasyonunu ve Kgy ise Stern-Volmer

sonlimleme sabitini gostermektedir.

Protein-ilag sistemlerinde kompleks olusumu, enerji transferi, uyarilmis hal
reaksiyonlart gibi pek ¢ok etki soniimleme ile sonuglanabilmektedir. Soniimleme
mekanizmalart temelde iki farkli sekilde gergeklesmektedir. Bunlardan birincisi
dinamik sonlimleme, digeri statik sontimlemedir (Kandagal vd 2007). Dinamik
soniimleme, florofor ve sonlimlendirici arasindaki ¢arpisma sonucunda olusurken, statik
soniimleme ise florofor ve sonlimlendirici arasindaki kompleks olusumundan

kaynaklanmaktadir. Genellikle dinamik ve statik sonlimleme viskozite ve sicakliga
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bagl olarak da ayirt edilebilmektedir. Statik soniimlemede sicaklifin artmasiyla
soniimleme sabiti degeri azalirken, dinamik soniimlemede ise tam tersi durum s6z
konusudur (Lacowicz 1999b, Cui vd 2009b, Ge vd 2010). Bu durum dinamik
sonlimleme i¢in yliksek sicaklikta difiizyon katsayisinin artmasina neden oldugundan
biyomolekiillerin soniimleme sabiti degerini arttirmaktadir (Eftink ve Ghiron 1982, Cui

vd 2009b).

Sontimleme mekanizmalarinin belirlenmesiyle her bir protein-ilag¢ sistemi i¢in ilag
maddesi ile protein molekiilii arasindaki baglanma reaksiyonlar1 hakkinda ayrintili
bilgilere ulasilabilmektedir. Protein-ilag sistemleri i¢in farkli sicakliklarda protein
molekiilii basina ilag maddesi baglanma yeri sayisinin (n’nin) ve baglanma sabitinin

(Ky’nin) degeri;

log ((Fo—F)/F) = log K, + n log[Q] (3.2)

esitligi yardimiyla hesaplanmistir (Xie vd 2006, Han vd 2009). Buradaki Fo, F ve [Q]
parametreleri Esitlik (3.1)’de tanimlanan parametrelerle aynidir. Fy ve F sirasiyla ilag
maddesi yoklugundaki ve varligindaki protein ¢ozeltisinin floresans siddetini, [Q]
protein-ila¢ karisim ¢ozeltisindeki ila¢ konsantrasyonunu gdstermektedir. Esitlik
(3.2)’ye gore, log (Fo—F)/F’ye kars1 log [Q] grafiginin ¢izilmesiyle elde edilen dogrusal

grafiklerin egim ve kayim degerlerinden yararlanilarak K, ve n degerleri hesaplanmustir.

Protein ile ila¢ molekiilleri arasinda van der Waals kuvveti, hidrojen bagi,
elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler olmak tlizere dort esas etkilesim bulunmaktadir
(Hu vd 2005, Jang vd 2009, Ge vd 2010). Protein-ilag etkilesimlerinde herhangi bir
yapisal bozunma olmaksizin etkilesimlerin farkli sicakliklardaki dogasini belirlemek
icin termodinamik parametre degerleri hesaplanmistir. Van’t Hoff esitligi kullanilarak
entalpi degisim (AH) ve entropi degisim (AS) degerleri belirlenmistir. Van’t Hoff
esitligi;
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In K, = - AH/RT + AS/R (3.3)

seklindedir. Bu esitlikteki K, calisilan sicakliktaki baglanma sabiti degerini, T ¢ozelti
sicakligint ve R ideal gaz sabitini gostermektedir. Her bir sisteme ait AH ve AS
degerlerini hesaplamak i¢in In K, degerlerine kars1 1/T grafigi ¢izilmistir. Van’t Hoff
grafigindeki verilerin lineer regresyon analiziyle islenmesi sonucunda elde edilen
dogrusal grafigin egim ve kayim degerlerinden sirasiyla AH ve AS degerleri
hesaplanmistir. Protein-ilag sistemindeki baglanma prosesine ait Gibbs serbest enerji

degisim (AG) degerlerinin hesaplanmasinda Esitlik (3.4)’ten yararlanilmistir.

AG = AH - TAS (3.4)

Protein-ilag  etkilesimleri ~ sonucunda  proteinlerin ~ sekonder  yapilar
degisebilmektedir. Proteinlerin sekonder yapilarinda meydana gelebilecek degisiklikler,
proteinlerin fonksiyonel Ozelliklerinde farkliliklara yol agabilmektedir. Protein-ilag
etkilesimlerinde proteinin sekonder yapisi iizerinde ila¢g maddesi etkisinin belirlenmesi
olduk¢a Onemlidir. Bu amagla, sabit protein konsantrasyonuna ve farkli ilag
konsantrasyonlarina sahip bir seri protein-ila¢ karisim ¢ozeltileri hazirlanmis ve bu
¢ozeltilerin dairesel dikroizm (CD) spektrumlar ¢ekilmistir. CD dl¢iimleri, TUBITAK-

Marmara Arastirma Merkezi Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

Floresans spektroskopisiyle gerceklestirilen Olgiimler sonucunda aralarinda
etkilesim gerceklesen HSA-THC ve HMG-THC sistemlerinin CD dlc¢limleri
kaydedilmistir. HSA-THC sisteminin CD Ol¢limleri i¢in hazirlanan tiim protein-ilag
karisim ¢ozeltilerinde HSA konsantrasyonu 4,0x10° M olarak sabit tutulmus ve THC
konsantrasyonu da 0 M, 4,0x10"6 M, 20,0);10"6 M ve 40,0x10° M olacak sekilde
arttirllmistir. HMG-THC sisteminin CD Olgiimleri i¢in hazirlanan tiim protein-ilag
karisimi ¢ozeltilerinde protein konsantrasyonu 4,0x10° M olarak sabit tutulmus ve THC
konsantrasyonu da 0 M, 4,0x10° M ve 8,0x10° M olacak sekilde arttirilmuistir. CD
Olctimlerinde referans ¢ozelti olarak ilag¢ igermeyen saf HSA veya saf HMG ¢ozeltisi
icin 0,1M NacCl igeren 0,05M’lik tris(hidroksimetil)aminometan tampon ¢ozeltisi ve

HSA-THC veya HMG-THC karistim ¢ozeltileri i¢in  karisgimdakilerle ayni
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konsantrasyona sahip 0,1M NaCl igeren 0,05M’lik tris(hidroksimetil)aminometan

tamponunda hazirlanmig saf THC ¢ozeltileri kullanilmastir.

CD olgtimleri; 25 °C sicaklikta, 200-250 nm dalga boyu aralifinda, 1 nm’lik dalga
boyu araliklarinda, 20 nm/dakika’lik tarama hizinda, her bir CD spektrumu igin 3
tarama ortalamasinin alinmasiyla 0,5 mm’lik kiivet kullanilarak Jasco marka J-815
model CD spektrometresinde gerceklestirilmistir. Yapilan CD olgiimlerinde, farkli
dalga boylarinda saf HSA ¢ozeltisinin, saf HMG ¢ozeltisinin ve bazt HSA-THC ve
HMG-THC karisim ¢ozeltilerinin ellipsiti, 6, (mdeg) degerleri elde edilmistir. Daha
sonra, ila¢ molekiilii yoklugundaki ve varligindaki HSA veya HMG proteininin CD
spektrumlarindan yararlanilarak ilagla etkilesim sonucunda ilgili proteinin sekonder

yapist lizerinde meydana gelmis herhangi bir degisikligin olup olmadig: belirlenmistir.

CD spektrumlari ortalama kalinti elliptisiti (Oyrp) terimiyle deg.cm?.dmol™ olarak

asagidaki sekilde ifade edilmektedir (Jin ve Zhang 2008):

Omrp = [CDg] / [Cp.1.0..10] (3.5)
buradaki CD, gozlenen elliptisiti degerini, C, protein konsantrasyonunu, 1 151k yolunu
ve n, proteindeki amino asit kalint1 sayisin1 gostermektedir. Saf proteinin ve protein-
ligant karigim c¢ozeltilerindeki proteinin  a-heliks igerigi 208 nm’deki Oygrp
degerlerinden yararlanilarak Esitlik (3.6)’nin kullanilmasiyla hesaplanmistir (Jin ve
Zhang 2008):

a-heliks (%) = [-Omrp20s —4000].100 / [33000 — 4000] (3.6)

buradaki Oyrp20s 208 nm’de belirlenmis Oyvrp degerini géstermektedir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

41. HSA ve HMG Proteinleri ile AZA ve THC ilaclarn1 Arasidaki

Etkilesimlerin Floresans Ol¢iimleriyle Karakterizasyonu

Protein-ilag etkilesimlerinin floresans dlglimleri ¢alismalarinda ig filtre etkisi
g6z oniinde bulundurulmalidir. Proteinlerin floresans 0zellikleri, sicaklik ve
konsantrasyon gibi faktorlerden etkilenmektedir. Sicakligin ve konsantrasyonun
yiiksek olmasi, floroforun hem absorplanma hem de ligant varliginda séniimlenme
Ozelligini arttirmaktadir. Uyarilma veya emisyon dalga boyu bodlgesinde cozeltide
absorplama yapan bir maddenin bulunmasi, uyarilma ya da emisyon sirasinda
enerjinin bir kisminin absorplanmasina yol agar ve bu durum daha diisiik floresans
siddeti Olglilmesine neden olur (Lakowicz 1999a). Ayrica, 1sinin gelis agisi da
numunenin uyarilmasi ve emisyonu i¢in 6nem tagimaktadir. Numuneler i¢in gelen
1sinin en ideal agis1 90° olup, bu agidan farkli bir agiyla yapilan uyarilmalar ve
emisyonlar gelen 1smin sag¢ilimma veya dagilimina sebep olmaktadir. Diisiik
konsantrasyonlarda, kivette yer alan numunenin her yerinde i1simin uyarilmasi ve
emisyonu hemen hemen aynidir. Konsantrasyonun artmasi, kiivette yer alan
numunenin 1sin  kaynagina yakin yerleri ile diger kisimlart arasinda farkli
uyarilmalara ve emisyonlara neden olmaktadir. Bu da dogru olgiimlerin elde
edilmemesiyle sonuglanmaktadir. Protein-ilag etkilesimlerinin uyarilma ve emisyon
dlciimleri sirasinda bu gibi faktorler onem tasimaktadur. I filtre etkisi olarak bilinen
uyartlma ve emisyon enerji kayiplari, floresans siddeti degerini olumsuz
etkilemektedir (http://www.chemistry.rutgers.edu/grad/chem585/lecture2.html). Li-
teratiirde bu konuyla ilgili yapilan bazi ¢alismalarda i¢ filtre etkisi goz ardi edilmistir
(Jang vd 2009, Hu vd 2009). HSA ve HMG proteinleri ile AZA ve THC ilaglan
arasindaki etkilesimlerin floresans spektroskopisiyle incelenmesinde i¢ filtre etkisini
diisiirmek amaciyla floresans Olgiimlerinin uyarilma ve emisyon dalga boylarinda

ilgili her bir sistem icin absorbans degerleri elde edilmistir.
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HSA-AZA sisteminde kullanilan farkli konsantrasyonlardaki saf AZA ilacinin
15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki absorpsiyon spektrumlari sirasiyla Sekil 4.1,
Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°te, farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda
4,0x10° M HSA c¢ozeltisinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki absorpsiyon
spektrumlar sirasiyla Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de, HSA-THC
sisteminde kullanilan farkli konsantrasyonlardaki saf THC ilacinin 15 °C, 25 °C, 37
°C ve 45 °C’deki absorpsiyon spektrumlar sirasiyla Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11
ve Sekil 4.12°de ve farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA
¢ozeltisinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki absorpsiyon spektrumlari sirasiyla
Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da yer almaktadir. HMG-AZA
sisteminde ve HSA-AZA sisteminde aymi ilag konsantrasyonlart kullanilmistir.
Farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HMG proteininin 15 °C, 25
°C, 37 °C ve 45 °C’deki absorpsiyon spektrumlar sirasiyla Sekil 4.17, Sekil 4.18,
Sekil 4.19 ve Sekil 4.20’de, HMG-THC sisteminde kullanilan farkl
konsantrasyonlardaki saf THC ilacinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki
absorpsiyon spektrumlar sirasiyla Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23 ve Sekil 4.24’te
ve farkl konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HMG cbzeltisinin 15 °C,
25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki absorpsiyon spektrumlari sirasiyla Sekil 4.25, Sekil 4.26,
Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. HSA-AZA ve HMG-AZA sistemleri icin 15 °C’de farkli
konsantrasyonlardaki  saf ~ AZA  ¢Ozeltilerinin  absorpsiyon
spektrumlari. [AZA]= (a) 1,0x10° M, (b) 2,0x10° M, (c) 3,0x10° M,
(c) 4,0x10° M, (d) 6,0x10° M, (e) 8,0x10° M, (f) 10,0x10° M, (g)
12,0x10° M, (g) 16,0x10° M, (h) 24,0x10° M, (1) 32,0x10° M (i)
40,0x10°° M, (j) 60,0x10° M, (k) 80,0x10° M, (I) 100,0x10° M ve
(m) 120,0x10°° M.
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Sekil 4.2. HSA-AZA ve HMG-AZA sistemleri icin 25 °C’de farkli
konsantrasyonlardaki  saf ~ AZA  ¢Ozeltilerinin  absorpsiyon
spektrumlari. [AZA]= (a) 1,0x10° M, (b) 2,0x10° M, (c) 3,0x10° M,
(c) 4,0x10° M, (d) 6,0x10° M, (e) 8,0x10° M, (f) 10,0x10° M, (g)
12,0x10° M, (g) 16,0x10° M, (h) 24,0x10° M, (1) 32,0x10° M (i)
40,0x10°° M, (j) 60,0x10° M, (k) 80,0x10° M, (I) 100,0x10° M ve
(m) 120,0x10°° M.
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Sekil 4.3.

HSA-AZA ve HMG-AZA sistemleri igin 37 °C’de farkh
konsantrasyonlardaki  saf ~ AZA  ¢Ozeltilerinin  absorpsiyon
spektrumlari. [AZA]= (a) 1,0x10° M, (b) 2,0x10° M, (c) 3,0x10° M,
(c) 4,0x10° M, (d) 6,0x10° M, (e) 8,0x10° M, (f) 10,0x10° M, (g)
12,0x10° M, (g) 16,0x10° M, (h) 24,0x10° M, (1) 32,0x10° M (i)
40,0x10°° M, (j) 60,0x10° M, (k) 80,0x10° M, (I) 100,0x10° M ve
(m) 120,0x10°° M.
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Sekil 4.4.

HSA-AZA ve HMG-AZA sistemleri igin 45 °C’de farkh
konsantrasyonlardaki ~ saf ~ AZA  ¢Ozeltilerinin  absorpsiyon
spektrumlari. [AZA]= (a) 1,0x10° M, (b) 2,0x10° M, (c) 3,0x10° M,
(c) 4,0x10° M, (d) 6,0x10° M, (e) 8,0x10° M, (f) 10,0x10° M, (g)
12,0x10° M, (g) 16,0x10° M, (h) 24,0x10° M, (1) 32,0x10° M (i)
40,0x10°° M, (j) 60,0x10° M, (k) 80,0x10° M, (I) 100,0x10° M ve
(m) 120,0x10°° M.
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Sekil 4.5. 15 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HSA
¢Ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (I)
80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.6. 25 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HSA
¢Ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (I)
80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.7. 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HSA
¢Ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (c) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (I)
80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.8. 45 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HSA
¢Ozeltisinin absorpsiyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (I)
80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.9. HSA-THC sistemi icin 15 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlari. [THC]= (a) 1,0x10° M, (b)
2,0x10° M, (c) 3,0x10° M, () 4,0x10°® M, (d) 6,0x10° M, (e) 8,0x10°
M, (f) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (&) 14,0x10° M, (h) 16,0x10° M,
(1) 20,0x10° M (i) 24,0x10° M, (j) 28,0x10° M, (k) 32,0x10° M, (1)
36,0x10° M ve (m) 40,0x10°° M.
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Sekil 4.10. HSA-THC sistemi igin 25 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlari. [THC]= (a) 1,0x10° M, (b)
2,0x10° M, (c) 3,0x10° M, (¢) 4,0x10° M, (d) 6,0x10° M, (e) 8,0x10°
® M, (f) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (g) 14,0x10° M, (h) 16,0x10°®
M, (1) 20,0x10° M (i) 24,0x10° M, (j) 28,0x10° M, (k) 32,0x10° M,
(1) 36,0x10° M ve (m) 40,0x10° M.
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Sekil 4.11. HSA-THC sistemi igin 37 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlari. [THC]= (a) 1,0x10° M, (b)
2,0x10° M, (c) 3,0x10° M, (¢) 4,0x10° M, (d) 6,0x10° M, (e) 8,0x10°
® M, (f) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (g) 14,0x10° M, (h) 16,0x10°
M, (1) 20,0x10° M (i) 24,0x10° M, (j) 28,0x10° M, (k) 32,0x10° M,
(1) 36,0x10° M ve (m) 40,0x10° M.
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Sekil 4.12. HSA-THC sistemi igin 45 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlari. [THC]= (a) 1,0x10° M, (b)
2,0x10° M, (c) 3,0x10° M, (¢) 4,0x10° M, (d) 6,0x10° M, (e) 8,0x10°
® M, (f) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (g) 14,0x10° M, (h) 16,0x10°®
M, (1) 20,0x10° M (i) 24,0x10°® M, (j) 28,0x10° M, (k) 32,0x10° M,
(1) 36,0x10° M ve (m) 40,0x10° M.
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Sekil 4.13. 15 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA

¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10°®
M, (c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 14,0x10° M, (1)
16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)
32,0x10°° M, (m) 36,0x10° M ve (n) 40,0x10° M.
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Sekil 4.14. 25 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA

¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10°®
M, (c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 14,0x10° M, (1)
16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)
32,0x10° M, (m) 36,0x10° M ve (n) 40,0x10° M.
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Sekil 4.15. 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10°

M, (c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)

8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 14,0x10° M, (1)

16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)

32,0x10°° M, (m) 36,0x10° M ve (n) 40,0x10° M.
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Sekil 4.16. 45 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA

cozeltisinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10°
M, (c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 14,0x10° M, (1)
16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)
32,0x10°° M, (m) 36,0x10° M ve (n) 40,0x10° M.

o1



2,0
J 15°C
1,6 1
(72
S 1,2
2
o
208
<
04
0,0 T T T T T T T T
250 290 330 370 410 450
Dalga boyu /nm
Sekil 4.17. HMG-AZA sistemi igin 15 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA
varliginda 4,0x10° M HMG ¢bzeltisinin absorpsiyon spektrumlari.
[AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M, (c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°® M, (d)
4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f) 8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (8)
12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1) 24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j)
40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1) 80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve
(n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.18. HMG-AZA sistemi icin 25 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA

varhginda 4,0x10° M HMG ¢bzeltisinin absorpsiyon spektrumlari.
[AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M, (c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d)
4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f) 8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, ()
12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1) 24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j)
40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1) 80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve
(n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.19. HMG-AZA sistemi icin 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA
varliginda 4,0x10° M HMG cbzeltisinin absorpsiyon spektrumlari.
[AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M, (c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°® M, (d)
4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f) 8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, ()
12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1) 24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j)
40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1) 80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve
(n) 120,0x10° M.
20
J 45 °C
N
c
(9]
2
(@)
(2]
Q0
<
0,0 T T T T T T T
250 290 330 370 410 450
Dalga boyu /nm
Sekil 4.20. HMG-AZA sistemi icin 45 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA

varhginda 4,0x10° M HMG ¢bzeltisinin absorpsiyon spektrumlari.
[AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M, (c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10°° M, (d)
4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f) 8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, ()
12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1) 24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j)
40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1) 80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve
(n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.21. HMG-THC sistemi icin 15 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlari. [THC]= (a) 0,50x10° M, (b)
1,0x10° M, (c) 1,50x10° M, (¢) 2,0x10° M, (d) 2,50x10° M, (e)
3,0x10° M, (f) 3,50x10° M, (g) 4,0x10° M, (g) 4,50x10° M, (h)
5,0x10° M, (1) 5,50x10° M, (i) 6,0x10° M, (j) 6,50x10° M, (k)
7,0x10°° M, (1) 7,50x10° M, (m) 8,0x10° M ve (n) 9,0x10° M.
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Sekil 4.22. HMG-THC sistemi i¢in 25 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC
cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlari. [THC]= (a) 0,50x10° M, (b)
1,0x10° M, (c) 1,50x10° M, (¢) 2,0x10° M, (d) 2,50x10° M, (e)
3,0x10° M, (f) 3,50x10° M, (g) 4,0x10° M, (§) 4,50x10° M, (h)
5,0x10° M, (1) 5,50x10° M, (i) 6,0x10° M, (j) 6,50x10° M, (k)
7,0x10°® M, (1) 7,50x10° M, (m) 8,0x10° M ve (n) 9,0x10° M.
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Sekil 4.23. HMG-THC sistemi igin 37 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC

cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlari. [THC]= (a) 0,50x10° M, (b)
1,0x10° M, (c) 1,50x10° M, (¢) 2,0x10° M, (d) 2,50x10° M, (e)
3,0x10° M, (f) 3,50x10° M, (g) 4,0x10° M, (§) 4,50x10° M, (h)
5,0x10° M, (1) 5,50x10° M, (i) 6,0x10° M, (j) 6,50x10° M, (k)
7,0x10°° M, (1) 7,50x10° M, (m) 8,0x10° M ve (n) 9,0x10° M.
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Sekil 4.24. HMG-THC sistemi igin 45 °C’de farkli konsantrasyonlardaki saf THC

cozeltilerinin absorpsiyon spektrumlari. [THC]= (a) 0,50x10° M, (b)
1,0x10° M, (c) 1,50x10° M, (¢) 2,0x10° M, (d) 2,50x10° M, (e)
3,0x10° M, (f) 3,50x10° M, (g) 4,0x10° M, (§) 4,50x10° M, (h)
5,0x10° M, (1) 5,50x10° M, (i) 6,0x10° M, (j) 6,50x10° M, (k)
7,0x10° M, (1) 7,50x10° M, (m) 8,0x10° M ve (n) 9,0x10° M.
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Sekil 4.25. 15 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HMG
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b) 0,50x10°®
M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,50x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 2,50x10° M,
(f) 3,0x10° M, (g) 3,50x10°® M, (g) 4,0x10° M, (h) 4,50x10° M, (1)
5,0x10° M, (i) 5,50x10° M, (j) 6,0x10° M, (k) 6,50x10° M, (1)
7,0x10° M, (m) 7,50x10° M, (n) 8,0x10° M ve (0) 9,0x10° M.
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Sekil 4.26. 25 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HMG
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b) 0,50x10°
M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,50x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 2,50x10° M,
(f) 3,0x10° M, (g) 3,50x10° M, (g) 4,0x10° M, (h) 4,50x10° M, (1)
5,0x10° M, (i) 5,50x10° M, (j) 6,0x10° M, (k) 6,50x10° M, (1)
7,0x10°° M, (m) 7,50x10°® M, (n) 8,0x10° M ve (0) 9,0x10° M.
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Sekil 4.27. 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HMG
cozeltisinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b) 0,50x10°
M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,50x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 2,50x10° M,
(f) 3,0x10° M, (g) 3,50x10° M, (g) 4,0x10° M, (h) 4,50x10° M, (1)
5,0x10° M, (i) 5,50x10° M, (j) 6,0x10° M, (k) 6,50x10° M, (1)
7,0x10°° M, (m) 7,50x10°® M, (n) 8,0x10° M ve (0) 9,0x10° M.
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Sekil 4.28. 45 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HMG
¢ozeltisinin absorpsiyon spektrumlart. [THC]= (a) 0 M, (b) 0,50x10°®
M, (c) 1,0x10° M, (¢) 1,50x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 2,50x10° M,
(f) 3,0x10° M, (g) 3,50x10° M, (g) 4,0x10° M, (h) 4,50x10° M, (1)
5,0x10° M, (i) 5,50x10° M, (j) 6,0x10° M, (k) 6,50x10° M, (1)
7,0x10° M, (m) 7,50x10° M, (n) 8,0x10° M ve (0) 9,0x10° M.
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I¢ filtre etkisini diisiirmek icin HSA-AZA, HSA-THC, HMG-AZA ve HMG-
THC sistemlerine ait floresans siddetleri, Esitlik (4.1)’in kullanilmasiyla

diizeltilmistir:

Fauz = ngz . e(A”Y+ Aem)/2 1)

buradaki Fqy, Ve Fgs, sirastyla diizeltilmis floresans siddetini ve gozlenen floresans
siddetini, Ay Ve Aem de sirasiyla uyarilma ve emisyon dalga boyunda sistemin
absorbans degerini gostermektedir (Ding vd 2009). Calismada, HSA ve HMG
proteinleri ile AZA ve THC ilaglar1 arasindaki etkilesimlerin incelenmesinde

diizeltilmis floresans siddetleri kullanilmgtir.

4,0x10°® M’lik HSA ¢ozeltisinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki emisyon
spektrumlar1 Sekil 4.29°da, farkli konsantrasyonlarda AZA iceren 4,0x10° M’lik
HSA c¢0zeltisinin 15 °C’deki emisyon spektrumlari Sekil 4.30’da, 25 °C’deki
emisyon spektrumlar1 Sekil 4.31°de, 37 °C’deki emisyon spektrumlar1 Sekil 4.32°de
ve 45 °C’deki emisyon spektrumlar1 Sekil 4.33’te gosterilmektedir.

240
J —a=15°C
192 - a —b=25°C
c=37°C
1 —¢=45°C
144 A
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295 325 355 385 415 445 475
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Sekil 4.29. 4,0x10° M HSA c¢ézeltisinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki
emisyon spektrumlari
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Sekil 4.30. 15 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HSA

cozeltisinin emisyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1)
80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.31. 25 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HSA

cozeltisinin emisyon spektrumlart. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1)
80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.32. 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1)
80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.33. 45 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (&) 12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1)
80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0x10° M.
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Ilag yoklugunda HSA protein ¢ozeltisinin maksimum emisyon dalga boyu
degeri 335 nm olarak bulunmus ve sicakligin artmasiyla proteinlerin floresans
siddetinde bir azalma gortlmustir (bkz. Sekil 4.29). Ayrica, sicakligin artmasi
protein ¢oOzeltisinin maksimum emisyon dalga boyunda bir degisiklige yol
acmamugtir. Sekil 4.30-4.33’te  yer alan HSA-AZA sistemine ait farkli
sicakliklardaki emisyon spektrumlari incelendiginde, ilag icermeyen 4,0x10° M’lik
HSA cozeltisinin emisyon spektrumu siddetinde artan sicaklikla bir azalma meydana
gelmektedir. Cozeltideki artan ila¢ konsantrasyonu ile birlikte protein ¢dzeltisinin
emisyon spektrumunda herhangi bir sénimlenmenin meydana gelmemis olmasi,
HSA ile AZA arasinda herhangi bir etkilesimin ger¢eklesmedigini gostermektedir
(bkz. Sekil 4.30-4.33).

Farkli konsantrasyonlarda THC igeren 4,0x10° M’lik HSA ¢ozeltisinin 15
°C’deki emisyon spektrumlar: Sekil 4.34°te, 25 °C’deki emisyon spektrumlari Sekil
4.35’te, 37 °C’deki emisyon spektrumlart Sekil 4.36’da ve 45 °C’deki emisyon
spektrumlar1 Sekil 4.37’de gosterilmektedir.

240

Floresans siddeti

295 325 355 385 415 445 475
Dalga boyu / nm

Sekil 4.34. 15 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 14,0x10° M, (1)
16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)
32,0x10° M, (m) 36,0x10°M ve (n) 40,0x10° M.
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Sekil 4.35.

25 °C’de farklh konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 14,0x10° M, (1)
16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)
32,0x10°° M, (m) 36,0x10°M ve (n) 40,0x10° M.
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Sekil 4.36. 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA

cozeltisinin emisyon spektrumlari. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 14,0x10° M, (1)
16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)
32,0x10°° M, (m) 36,0x10°M ve (n) 40,0x10° M.
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Floresans siddeti
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Sekil 4.37. 45 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [THC]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 14,0x10° M, (1)
16,0x10° M, (i) 20,0x10° M, (j) 24,0x10° M, (k) 28,0x10° M, (1)
32,0x10°° M, (m) 36,0x10°M ve (n) 40,0x10° M.

Sekil 4.34-4.37°de yer alan HSA-THC sistemine ait farkli sicakliklardaki
emisyon spektrumlarindan goriildiigi izere, ¢6zeltideki artan ila¢ konsantrasyonu ile
birlikte 4,0x10° M’lik HSA ¢ozeltisinin emisyon spektrumunda bir azalma meydana
gelmektedir. Bu durum, THC ilac1 ile HSA proteini arasinda bir etkilesimin
gerceklestigini gostermektedir (Cui vd 2009b, Sen vd 2009). Ayrica, artan ilag
konsantrasyonu varliginda HSA proteininin séniimlenme miktar1 artan sicaklikla
degismektedir. Soniimlenme miktar1 {izerine sicakligin etkisi incelendiginde; 15
°C’deki HSA proteininin sénimlenme miktarinin (bkz. Sekil 4.34), 45 °C’deki HSA
proteininin soniimlenme miktarindan (bkz. Sekil 4.35) daha fazla oldugu sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Ustelik, saf protein ¢ozeltisinin maksimum emisyon dalga boyu
degeri, ¢Ozeltide artan ilag konsantrasyonu ile birlikte 335 nm’den 342 nm’ye yani

kirmiziya kayma (batokromik etki) gostermektedir.
Benzer durum, Jang vd (2009) tarafindan gergeklestirilen mitomisin C ile

HSA arasindaki etkilesimin farkli sicakliklarda floresans spektroskopisiyle

incelenmesi ¢alismasinda da gozlenmistir. Bu ¢alismada, HSA proteininin
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maksimum emisyon dalga boyu degeri 336 nm olarak bulunmus ve mitomisin C
konsantrasyonunun artmastyla maksimum emisyon dalga boyu degerinin azaldig1 ve
maviye kaymanin (hipsokromik etkinin) gerceklestigi belirtilmistir. Kandagal vd
(2006), kanser onleyici bir ila¢c olan gemsitabin hidroklorlr ile HSA arasindaki
etkilesimi 288 K, 298 K ve 309 K sicaklikta ve 280 nm uyarilma dalga boyunda
floresans spektroskopisiyle incelemisler ve 1,20x10° M’lik HSA cozeltisinin ilag
yoklugundaki maksimum emisyon dalga boyu degerinin 340 nm civarinda oldugunu
ve sicakligin artmasiyla da bu degerin azaldigini belirtmislerdir. Ayrica, artan ilag
konsantrasyonu ile proteinin floresans siddetinin azaldigini, ancak emisyon dalga
boyu degerinde herhangi bir degisikligin meydana gelmedigini rapor etmislerdir. Hu
vd (2005), kromolin sodyum ilaci ile HSA arasindaki etkilesimi, 280 nm uyarilma
dalga boyunda ve 298 K, 304 K ve 310 K sicaklikta floresans spektroskopisiyle
incelemislerdir. ila¢ yoklugunda 1,0x10° M’hk HSA cozeltisinin maksimum
emisyon dalga boyu degerinin 337,5 nm’den artan ilag konsantrasyonu ile 349,5
nm’ye yani kirmiziya kaydigini belirtmislerdir. Bi vd (2005), antrasenozit bilesenler
ile HSA arasindaki etkilesimleri arastirmiglar ve 280 nm uyarilma dalga boyunda,
ilag icermeyen 1,0x10° M’lik HSA protein ¢dzeltisinin maksimum emisyon dalga
boyu degerini 340 nm olarak bulmuslardir. Ayrica, proteinin pik pozisyonunda artan

ila¢ konsantrasyonuyla birlikte herhangi bir sapmanin olmadigini belirtmislerdir.

HSA proteininin ilag molekdlleri ile sdbniimlenme gergeklestirmesi proteindeki
belirli amino asit kalintilarinin floresans 6zelliginden ileri gelmektedir. HSA’nin
floresans Ozelligine triptofan, tirozin ve fenilalanin kalintilar1 katki saglamaktadir.
Bu (¢ kalintidan triptofan kuvvetli floresans 6zellik saglarken, fenilalanin ve tirozin
ise disiik kuantum veriminden dolay1r zayif floresans Ozellik gostermektedir.
Bunlarin disinda triptofan kalintistnin  karboksil ve amino grubu ile bunlarin
yakininda yer alan iyonlagabilen gruplarin neredeyse tamami da yine
sonlimlenebilme 6zelligine neden olmaktadir (Jang vd 2009). Ancak, HSA
proteininin floresans 6zelligindeki degismeler uygun emisyon dalga boyunda
triptofan kalintisinin uyarilmasindan meydana gelmektedir. Clnki HSA proteini 280
nm dalga boyunda uyarilinca maksimum emisyon dalga boyu degeri 334 nm

olmakta ve bu da proteine gii¢lii bir floresans 6zellik saglamaktadir. HSA polipeptit
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zincirinde bu ozelligi saglayan ve kuantum verimi yiiksek olan tek amino asit
kalintis1 Trp-214’dir (Yuan vd 2007). flag molekiilleri proteinin bu amino asit
kalintis ile etkilesime girerek konformasyonunda degisikliklere neden olmaktadir.

Boylelikle de sonimlenme gergeklesmektedir.

4,0x10° M’lik HMG ¢ézeltisinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki emisyon
spektrumlar1 Sekil 4.38de verilmektedir.

Floresans siddeti

295 325 355 385 415 445 475
Dalga boyu / nm

Sekil 4.38. 4,0x10° M HMG cézeltisinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki
emisyon spektrumlari

HMG protein ¢ozeltisinin ilag yoklugunda maksimum emisyon dalga boyu
degeri 332 nm olarak bulunmus ve sicakligin artmasiyla da proteinin floresans

siddetinde bir azalma gériilmiistiir (bkz. Sekil 4.38).

Farkli konsantrasyonlarda AZA igeren 4,0x10°® M’lik HMG ¢bzeltisinin 15
°C’deki emisyon spektrumlar1 Sekil 4.39°da, 25 °C’deki emisyon spektrumlar1 Sekil
4.40’ta, 37 °C’deki emisyon spektrumlari Sekil 4.41°de ve 45 °C’deki emisyon
spektrumlar1 Sekil 4.42°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.39. 15 °C’de farkl konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HMG

cozeltisinin emisyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1)
80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.40. 25 °C’de farkl konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HMG

cozeltisinin emisyon spektrumlar. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1)
80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.41. 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HMG
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1)
80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.42. 45 °C’de farkl konsantrasyonlarda AZA varliginda 4,0x10° M HMG
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [AZA]= (a) 0 M, (b) 1,0x10° M,
(c) 2,0x10° M, (¢) 3,0x10° M, (d) 4,0x10° M, (e) 6,0x10° M, (f)
8,0x10° M, (g) 10,0x10° M, (g) 12,0x10° M, (h) 16,0x10° M, (1)
24,0x10° M, (i) 32,0x10° M, (j) 40,0x10° M, (k) 60,0x10° M, (1)
80,0x10° M, (m) 100,0x10° M ve (n) 120,0x10° M.
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Sekil 4.39-4.42°de yer alan HMG-AZA sistemine ait farkli sicakliklardaki
emisyon spektrumlar1 incelendiginde, ilag icermeyen 4,0x10° M’lik HMG
cozeltisinin emisyon spektrumu siddetinde artan sicaklikla bir azalmanin oldugu
gorulmektedir. Cozeltideki artan ila¢ konsantrasyonu ile birlikte protein ¢dzeltisinin
emisyon spektrumunda herhangi bir sonimlenmenin meydana gelmemis olmasi
(bkz. Sekil 4.39-4.42), HMG ile AZA arasinda herhangi bir etkilesimin

gerceklesmedigini gostermektedir.

Farkli konsantrasyonlarda THC igeren 4,0x10° M’lik HMG ¢dzeltisinin 15
°C’deki emisyon spektrumlart Sekil 4.43°te, 25 °C’deki emisyon spektrumlari Sekil
4.44°te, 37 °C’deki emisyon spektrumlart Sekil 4.45°te ve 45 °C’deki emisyon
spektrumlari1 Sekil 4.46’da yer almaktadir.
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Sekil 4.43. 15 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HMG
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [THC]= (a) 0 M, (b) 0,5x10° M,
(c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 2,5x10° M, (f)
3,0x10° M, (g) 3,5x10° M, (&) 4,0x10° M, (h) 4,5x10° M, (1) 5,0x10°
M, (i) 5,5x10° M, (j) 6,0x10° M, (k) 6,5x10° M, (I) 7,0x10° M, (m)
8,0x10° M ve (n) 9,0x10° M.
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Sekil 4.44. 25 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HMG
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [THC]= (a) 0 M, (b) 0,5x10°® M,
(c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 2,5x10° M, (f)
3,0x10° M, (g) 3,5x10° M, (§) 4,0x10° M, (h) 4,5x10° M, (1) 5,0x10°
M, (i) 5,5x10° M, (j) 6,0x10° M, (k) 6,5x10° M, (I) 7,0x10° M, (m)
8,0x10° M ve (n) 9,0x10° M.
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Sekil 4.45. 37 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HMG
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [THC]= (a) 0 M, (b) 0,5x10°® M,
(c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 2,5x10° M, (f)
3,0x10° M, (g) 3,5x10° M, (g) 4,0x10° M, (h) 4,5x10° M, (1) 5,0x10°
M, (i) 5,5x10° M, (j) 6,0x10° M, (k) 6,5x10° M, (I) 7,0x10° M, (m)
8,0x10° M ve (n) 9,0x10° M.
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Sekil 4.46. 45 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HMG
cozeltisinin emisyon spektrumlari. [THC]= (a) 0 M, (b) 0,5x10° M,
(c) 1,0x10° M, (¢) 1,5x10° M, (d) 2,0x10° M, (e) 2,5x10° M, (f)
3,0x10° M, (g) 3,5x10° M, (&) 4,0x10° M, (h) 4,5x10° M, (1) 5,0x10°
M, (i) 5,5x10° M, (j) 6,0x10° M, (k) 6,5x10° M, (I) 7,0x10° M, (m)
8,0x10° M ve (n) 9,0x10° M.

Sekil 4.43-4.46’da yer alan HMG-THC sistemine ait farkli sicakliklardaki
emisyon spektrumlari incelendiginde, ilag icermeyen 4,0x10° M’k HSA
cozeltisinin emisyon spektrum siddetinde artan sicaklikla birlikte bir azalma
olmaktadir. Cozeltideki artan ilag konsantrasyonu ile birlikte 4,0x10° M’lik HMG
¢oOzeltisinin emisyon spektrumunda bir azalmanin olmasi, THC ilact ile HMG
proteini arasinda bir etkilesimin gergeklestigini gostermektedir (Jang vd 2009, Zhou
vd 2009). Ayrica, artan ilag konsantrasyonu ve sicaklik HMG proteininin
soniimlenme miktarii degistirmektedir. SOnimlenme miktart iizerine sicakligin
etkisi incelendiginde; 15 °C’deki HSA proteininin sénimlenme miktarinin (bkz.
Sekil 4.43), 45 °C’deki HSA proteininin sonlimlenme miktarindan (bkz. Sekil 4.46)
daha fazla oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, saf protein ¢dzeltisinin
maksimum emisyon dalga boyu degeri, ¢ozeltide artan ilag konsantrasyonu ile 332

nm’den 338 nm’ye yani kirmiziya kayma (batokromik etki) gostermektedir.

Benzer sonuglar ¢esitli HMG-ila¢ sistemlerinde de goriilmistir. Zhou vd

(2009), hipokrellin ile HMG arasindaki etkilesimi incelemisler ve 280 nm uyarilma
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dalga boyunda ilac icermeyen 2,6x10° M’lik protein cdzeltisinin maksimum
emisyon dalga boyu degerini 340 nm olarak bulmuslardir. Ayrica, ilag
konsantrasyonunun artmasiyla floresans siddeti degerinin azaldigimi ve pik
pozisyonunun daha diisiik dalga boyuna yani maviye kaydigini belirtmislerdir. Jang
vd (2009) mitomisin C ile kan proteinlerinden birisi olan HMG arasindaki etkilesimi
arastirmiglar ve 280 nm uyarilma dalga boyunda ii¢ farkli sicaklik i¢in emisyon
spektrumlarini elde etmislerdir. Bu spektrumlardan yararlanarak ilag molekdli ile
etkilesen HMG proteininin maksimum emisyon dalga boyu degerini 330 nm olarak
bulmuslardir. Artan ila¢ konsantrasyonu ile emisyon siddeti degerinin azaldigini ve
pik pozisyonunun maviye kaydigini belirtmislerdir. Maitra vd (2007), alprazolam ile
HMG arasindaki etkilesimleri incelemisler ve 280 nm uyariilma dalga boyunda
3,0x10° M’lik ila¢ icermeyen HMG cozeltisinin maksimum emisyon dalga boyu
degerinin 330 nm civarinda oldugunu, artan ilag konsantrasyonu ile emisyon siddeti
degerlerinin azaldigin1 ve pik pozisyonunda herhangi bir degisikligin olmadigini
belirtmislerdir. Lu vd (2007), kalp-damar ve sinir hastaliklar1 i¢in kullanilan
resveratrol ile kan proteinlerinden olan HMG arasindaki etkilesimi floresans
spektroskopisiyle incelemislerdir. 280 nm uyarilma dalga boyunda ve ilag
yoklugunda 3,0x10° M’hk HMG ¢bzeltisinin maksimum emisyon dalga boyu
degerini 330 nm olarak bulmuslardir. Artan ilag konsantrasyonu ile emisyon siddeti
degerinin azaldigim1 ve pik pozisyonunun degismedigini belirtmislerdir. Ayrica,
calisilan ti¢ farkli sicaklik (288 K, 298 K ve 308 K) degerinde, emisyon siddeti
degerinin artan sicaklikla azaldigi sonucunu da vurgulamislardir. Cheng vd
(2011)’nin dosetaksel ile HMG arasindaki etkilesimlerin incelenmesi konusunda
yaptiklar1 calismada, ilag icermeyen 3x10° M’lik HMG cozeltisinin maksimum
emisyon dalga boyu degerinin 334 nm oldugu bulunmustur. Ayrica, ilag
konsantrasyonunun artmasiyla proteinin emisyon siddeti degerinin azaldigi ve
maksimum emisyon dalga boyu degerinin 338 nm’ye yani kirmiziya kaydigi

belirtilmistir.
HMG proteininin ilag molekdlleri ile gucli sonimlenme gergeklestirmesi,

belirli bir zincirde yer alan amino asit kalintilarinin floresans &zelliginden ileri

gelmektedir. HMG molekiilii 2 adet a ve 2 adet B zincirinden olusmus tetramerik bir
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protein oldugundan, a1 B1 ve o2 alt kisimlarimn her biri a-Trp™, B-Trp™ ve p-Trp*’
kalintilar1 olmak iizere {i¢ triptofan kalintis1 igermektedir (Cheng vd 2001, Jang vd
2009). Bu amino asit kalintilarindan oc-Trp14 ve [3-Trp15 kalintilari, altbirimlerin dis
kisminda bulundugundan dolay1 florofor 6zellik gosterememektedir (Venkateshrao
ve Manoharan 2004, Jang vd 2009). Ancak, p-Trp*” kalintisi a1 altbirimlerinin ara
kisminda yer aldigindan temel floresans kaynagi olarak tanimlanmaktadir (Jang vd
2009). HMG’nin ligant etkilesimlerinde p-Trp*" kalintisi giiclii bir florofor dzellik
gostermektedir. Triptofan kalintisi, bulundugu ¢evrede meydana gelen degisikliklere
kars1 yiiksek duyarlilik gosterdiginden, proteinin konformasyon degisimleri
hakkinda degerli bilgiler saglamaktadir. Ayrica, o-Tyr”, a-Tyr'*® ve B-Tyr***’in

aromatik kalintilar1 da a8, altbirimlerin ara kisminda yer almaktadir (Li vd 2000).

THC ilaci tarafindan neden olunan HSA ve HMG proteinlerinin floresans
soniimlenme mekanizmalarini1 anlamak i¢in HSA-THC ve HMG-THC sistemlerine
ait farkli sicakliklardaki floresans verileri Esitlik (3.1)’deki Stern-Volmer esitligi
kullanilarak analiz edilmistir (Eftink ve Ghiron 1982).

Protein-ilag sistemleri i¢in ¢aligilan her bir sicaklikta (Fo/F) degerlerine kars1
[Q] degerleri grafigi ¢izilmistir. HSA-AZA ve HMG-AZA sistemlerine ait Stern-
Volmer grafikleri etkilesim olmadigindan dolay1 ¢izilmemistir. HSA-THC sistemi
icin cizilen 15 °C’deki Stern-Volmer grafigi Sekil 4.47°de, 25 °C’deki Stern-Volmer
grafigi Sekil 4.48°de, 37 °C’deki Stern-Volmer grafigi Sekil 4.49°da ve 45 °C’deki
Stern-Volmer grafigi Sekil 4.50’de ve HMG-THC sistemi igin ¢izilen 15 °C’deki
Stern-Volmer grafigi Sekil 4.51°de, 25 °C’deki Stern-Volmer grafigi Sekil 4.52’de,
37 °C’deki Stern-Volmer grafigi Sekil 4.53’te ve 45 °C’deki Stern-Volmer grafigi
Sekil 4.54’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.47. 15 °C’de HSA-THC sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi.
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Sekil 4.48. 25 °C’de HSA-THC sistemi igin Stern-Volmer grafigi.
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Sekil 4.49. 37 °C’de HSA-THC sistemi igin Stern-Volmer grafigi.
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Sekil 4.50. 45 °C’de HSA-THC sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi.
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Sekil 4.51. 15 °C’de HMG-THC sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi.
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Sekil 4.52. 25 °C’de HMG-THC sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi.
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Sekil 4.53. 37 °C’de HMG-THC sistemi igin Stern-Volmer grafigi.
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Sekil 4.54. 45 °C’de HMG-THC sistemi i¢in Stern-Volmer grafigi.
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Kompleks olusumu, enerji transferi ve uyarilma hal reaksiyonlar1 gibi ¢esitli
molekiiler etkilesimler soniimlenmeyle sonuglanabilmektedir. Sonimlenmeler,
dinamik ve statik sdnimlenme mekanizmalar1 iizerinden ger¢eklesmektedir. Statik
sonimlenmede sicaklik arttikga soniimlenme sabiti degeri azalirken, dinamik
soniimlenmede ise sicaklik arttik¢a soniimlenme sabiti degeri artmaktadir (Kandagal
vd 2007).

Stern-Volmer grafiginden elde edilen veriler kullanilarak etkilesimlerin hangi
sonimlenme mekanizmasi ile gerceklestigi konusunda bilgi elde edilebilmektedir.
Esitlik (3.1)’in kullanilmasiyla HSA-THC ve HMG-THC sistemleri igin sirasiyla
Sekil 4.47-4.50 ve Sekil 4.51-4.54’te yer alan verilerin lineer regresyon analiziyle
islenmesi sonucu elde edilen dogrusal grafiklerin egim degerlerinden Ksy degerleri
bulunmustur. Fizyolojik pH’ta ve farkli sicaklikta THC ilacinin HSA ile etkilesimine
iliskin hesaplanmig Kgy ve regresyon katsayisi (r) degerleri Cizelge 4.1’de ve THC
ilacinin HMG ile etkilesimine iliskin hesaplanmis Ksy ve r degerleri Cizelge 4.2°de

verilmektedir.

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

T/°C Ksv / M™ r kq/M?s?
15 5,04x10° 0,9958 5,04x10%
25 3,34x10° 0,9983 3,34x10%
37 2,82x10° 0,9960 2,82x10
45 2.24x10° 0,9964 2.24x10"
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Cizelge 4.2. Fizyolojik pH’ta ve farkli sicakliklarda THC’nin HMG ile etkilesimine
iliskin Ksy, r ve Kq degerleri

T/°C Ksv / M™ r Kq/M™s™
15 3,08x10* 0,9982 3,08x10%
25 2,90x10* 0,9989 2,90x10%
37 2.72x10* 0,9987 2,72x10%?
45 2.48x10* 0,9974 2.48x10"

HSA ve HMG proteinlerinin farkli sicakliklardaki kq degerleri, to degerinin
10® s olarak alinmasiyla Esitlik (3.1) kullanilarak hesaplanmistir (Lu vd 2007, Jang
vd 2009). Farkli sicakliklar i¢in elde edilen kq degerleri HSA-THC sistemi igin
Cizelge 1’in son sutununda ve HMG-THC sistemi igin ise Cizelge 2’nin son

sttununda gosterilmektedir.

Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°den gorildigi tizere, ¢Ozeltinin sicaklhigi
arttirlldiginda ilag-protein sistemlerinin Kgy degerlerinde bir azalma meydana
gelmektedir.  Sicaklik artisiyla birlikte Ksy degerlerinde bir  azalmanin
gerceklesmesi, c¢alisilan  protein-ila¢c  sistemlerindeki  floresans sénimlenme
mekanizmasinin statik soniimlenme yoluyla meydana geldigini gostermektedir (Jang
vd 2009). Farkli sicakliklar i¢in hesaplanan kq degerlerinin tamaminin bilyiikligi
Cizelge 4.1°de 10" M™s? mertebesinde iken, Cizelge 4.2°de ise 10'* M™s*
mertebesindedir. Elde edilen k, degerlerinin 2,0x10'° M™s™ degerinden biiyiik
olmasi, hem HSA hem de HMG proteinlerinin THC ilaci etkilesimlerinde statik
sonlimlemenin baskin oldugunu gostermektedir (Xie vd 2005, Cui vd 2009, Hu vd
2009). THC ilacinin HSA proteini ile etkilesiminde ¢aligilan sicakliklardaki Kgy
degerleri 10° M mertebesinde iken, ayni ilacin HMG proteini ile etkilesiminde

caligilan sicakliklardaki Ksy degerleri 10* M mertebesindedir.
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HSA ve HMG proteinlerinin ilag molekiilleri ile etkilesimi sonucunda
sonimlenme mekanizmasini belirlemeye yOnelik yapilan benzer ¢alismalarda Jang
vd (2009), mitomisin C ile sirasiyla HSA ve HMG’yi etkilestirerek baglanma
parametrelerini incelemislerdir. 288 K, 298 K ve 308 K’de HSA ile mitomisin C’nin
etkilesimi sonucunda Kgy degerleri sirasiyla 2,57);104 M2, 2,12x10* M ve 1,9x10*
MY, Kq degerleri de sirasiyla 2,57x10% M's™, 2,12x10™ M's™ ve 1,9x10% M's;
HMG ile mitomisin C’nin etkilesimi sonucunda Ksy degerleri sirasiyla 2,02);104 M
', 1,80x10° Mt ve 1,77x10* M™, Kk, degerleri ise sirasiyla 2,57x10% M™s™,
2,12x10%  Ms?t ve 1,9x10? Mis? olarak bulunmustur. Ayrica, soniimlenme
mekanizmasinin statik soniimlenme ile gergeklestigi belirtilmistir. Ding vd (2009),
HSA’ya kloramfenikol ilacinin baglanmasini ¢alismislardir. Bu ¢alisma sonucunda,
dort farkli sicaklik (287 K, 295 K, 303 K ve 310 K) icin Ksy degerleri sirasiyla
2,929x10* M*, 2,832x10* M, 2,769x10* M™* ve 2,709x10* M™; kq degerleri
sirastyla 2,929x10% M's™, 2,832x10" Ms™, 2,769x10"* M's™ ve 2,709x10** M s
olarak bulunmus ve artan sicaklik ile Kgy degerinin azalmasi nedeniyle
sonimlenmenin statik séniimlenme mekanizmas: tizerinden gergeklestigi sonucuna
ulagtlmistir. Yuan vd (2007), apigeninin HSA ile etkilesimini incelemisler ve 288 K,
298 K ve 308 K sicaklikta Kgy degerlerini sirastyla 11,55);104 M’l, 9,85X104 M? ve
8,06x10* M™; k, degerlerini ise sirasiyla 11,55x10"° M's™, 9,85x10™ M™s™ ve
8,06x10% Ms? olarak bulmuslardir. Bu ¢alismada, Ksy degerinin artan sicaklikla

azalmas1 ve kq degerinin 2.0x10° M™s™

degerinden biliyiikk olmasi nedeniyle
sonlimlenme mekanizmasinin kompleks olusumuyla oldugu yani sénimlenmenin
statik sonimlenme mekanizmasi ile gergeklestigi gosterilmistir. Cheng vd (2011),
dosataksel ile HMG arasindaki etkilesimleri incelemisler ve artan sicaklikla birlikte
Ksy degerlerinin artmast nedeniyle olusan etkilesimin dinamik soniimlenme
mekanizmasi lizerinden gerceklestigini belirtmislerdir. Zhou vd (2009) tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada, hipokrellin A ile HMG arasindaki etkilesim incelenmis
ve Ksy degerleri 25 °C ve 42 °C’de sirastyla 9,0x10° M™ ve 5,52x10* M olarak; k,

degerleri de sirasiyla 5,0X1012 M7stve 3,90X1012 Ms? olarak bulunmustur.
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4.2. HSA ve HMG Proteinlerine THC Ilacinin Baglanmasina iliskin Baglanma

Sabitleri ve Baglanma Yeri Sayilar

HSA-THC ve HMG-THC sistemleri icin farkli sicakliklarda protein molekli
basina ila¢ maddesi baglanma yeri sayist (n) ve baglanma sabiti (K,) degerleri
Esitlik (3.2)’nin kullanilmasiyla bulunmustur (Xie vd 2006, Han vd 2009). Esitlik
(3.2)’ye gore, log (Fo—F)/F’ye kars1 log [Q] grafiginin ¢izilmesiyle elde edilen
dogrusal grafiklerin egim ve kayim degerlerinden yararlanilarak K, ve n degerleri

hesaplanmustir.

15 °C’de HSA-THC sistemi icin cizilen log (Fo—F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi
Sekil 4.55’te, 25 °C’de HSA-THC sistemi icin cizilen log (Fo—F)/F’ye kars1 log [Q]
grafigi Sekil 4.56’da, 37 °C’de HSA-THC sistemi icin gizilen log (Fo—F)/F’ye kars1
log [Q] grafigi Sekil 4.57°de, 45 °C’de HSA-THC sistemi igin ¢izilen log (Fo—
F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi Sekil 4.58’de, 15 °C’de HMG-THC sistemi icin ¢izilen
log (Fo—F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi Sekil 4.59°da, 25 °C’de HMG-THC sistemi
icin cizilen log (Fo—F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi Sekil 4.60°ta, 37 °C’de HMG-THC
sistemi icin cizilen log (Fo—F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi Sekil 4.61°de ve 45 °C’de
HMG-THC sistemi icin ¢izilen log (Fo—F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi Sekil 4.62’de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.55. 15 °C’de HSA-THC sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi.
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Sekil 4.56. 25 °C’de HSA-THC sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi.
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Sekil 4.57. 37 °C’de HSA-THC sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi.
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Sekil 4.58. 45 °C’de HSA-THC sistemi icin log (Fo-F)/F’ye kars1 log [Q] grafigi.
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Sekil 4.59. 15 °C’de HMG-THC sistemi i¢in log (Fo-F)/F’ye karsi1 log [Q] grafigi.

0,0

-0,5 1

-1,0 1

-1,6 1

Log (Fo-F)/F

-2,0 1

-2,5 1

[® HMG-THC 25 °C

6,5 6,2 5,9 5,6 5,3 5,0
Log [Q]

Sekil 4.60. 25 °C’de HMG-THC sistemi i¢in log (Fo-F)/F’ye karsi1 log [Q] grafigi.
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Sekil 4.61. 37 °C’de HMG-THC sistemi i¢in log (Fo-F)/F’ye karsi1 log [Q] grafigi.
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Sekil 4.62. 45 °C’de HMG-THC sistemi igin log (Fo-F)/F’ye karsi1 log [Q] grafigi.
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HSA-THC ve HMG-THC sistemleri igin log (Fo-F)/F’ye karsi log [Q]
grafiklerindeki verilerin (bkz. Sekil 4.55-4.58 ve Sekil 4.59-4.62) lineer regresyon
analiziyle islenmesi sonucunda eclde edilen dogrusal grafiklerin egim ve kayim
degerlerinden yararlanilarak hesaplanmis K, ve n degerleri sirasiyla Cizelge 4.3’te

ve Cizelge 4.4’te yer almaktadir.

Cizelge 4.3. Fizyolojik pH’ta ve farkli sicakliklarda THC nin HSA’ya baglanmasina
iliskin prosese ait Ky, n ve r degerleri

T/°C Ko/ M? n r
15 1,95x10° 0,91 0,9968
25 1,75x10° 0,94 0,9973
37 1,33x10° 0,93 0,9931
45 1,18x10° 0,94 0,9959

Cizelge 4.4. Fizyolojik pH’ta ve farkli sicakliklarda THC’nin HMG’ye
baglanmasina iliskin prosese ait K,, n ve r degerleri

T/°C K,/ M? n r
15 2,23x10* 0,97 0,9978
25 1,45x10* 0,94 0,9975
37 1,15x10* 0,93 0,9980
45 0,95x10* 0,92 0,9983

Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’e bakildiginda, THC ilacinin hem HSA hem de
HMG proteinine baglanmasi prosesi i¢in baglanma sabiti degerlerinin artan ¢ozelti
sicakligiyla birlikte azaldigr goriilmektedir. Protein-ilag sistemlerinde c¢ozelti

sicakliginin arttirilmasi ile baglanma sabiti degerinde bir azalmanin meydana
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gelmesi, kararsiz bilesenlerin kismi ayrigmasi ile yapinin kararsiz dzellik
gostermesinden ileri gelmektedir (Ge vd 2010). THC ilactnin HSA ve HMG
proteinleri Uzerine baglanma yeri sayis1 yaklasik bir adettir ve ilag baglanma yeri
sayist sicakligin artmasiyla 6énemli Olciide degismemektedir (He vd 2005). Elde
edilen sonuglar THC ilacinin HMG proteinine HSA proteininden daha kuvvetli

baglandigini gostermektedir.

Baglanma sabiti degeri ve baglanma yeri sayisinin belirlenmesine yonelik
benzer bir calisma Ding vd (2009) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada,
Kloramfenikol ilaci ile HSA arasindaki etkilesimlerde baglanma sabiti degerleri 287
K, 295 K, 303 K ve 310 K’de sirasiyla 2,852x10* M, 2,765x10* M, 2,638x10* M™
ve 2,542x10* M olarak bulunmustur. Ayrica, proteine ila¢ baglanmasmin sadece
bir yerden oldugu ve bunun da uyarilan dalga boyunda giiglii bir florofor 6zellige
sahip olan Trp-214’den kaynaklandigi belirtilmistir. Jang vd (2009), mitomisin C ile
HSA ve HMG proteinlerinin 288 K, 298 K ve 308 K’deki baglanma sabiti
degerlerini ve baglanma yeri sayisini hesaplamiglardir. 288 K, 298 K ve 308 K’de,
HSA ile mitomisin C arasindaki etkilesimlerin baglanma sabiti degerlerini sirasiyla
3,35x10* M™%, 2,71x10" M ve 2,07x10* M ve baglanma yeri sayisi da sirasiyla
1,02, 1,02 ve 1,01 olarak; HMG ile mitomisin C arasindaki etkilesimlerin baglanma
sabiti degerlerini sirasiyla 2,77x10* M™, 2,56x10* M ve 2,15x10* M ve baglanma
yeri sayisini da sirasiyla 1,03, 1,03 ve 1,02 olarak bulmuslardir. Sicakliin
artmasiyla baglanma sabiti degerinin azaldigini, ancak baglanma yeri sayisinin
sicaklikla degismedigini belirtmislerdir. Cheng vd (2011), HMG ile dosataksel
arasindaki etkilesimleri 298 K, 303 K ve 310 K’de incelemisler ve baglanma sabiti
degerlerinin sirasiyla 2,81x10* M, 2,91 x10* M? ve 3,23 x10* M? oldugunu
bulmuslardir. Bu calismada, dosatakselin HMG’ye bir noktadan baglandigi ve
baglanma yerinin, a1, ara kismindaki hidrofobik bosluklarda bulunan B-Trp*”’de

oldugu belirtilmistir.
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4.3. Termodinamik Parametreler ve Baglanma Kuvvetleri

Proteinler ile ilag molekiilleri arasinda hidrojen bagi, van der Waals kuvveti,
elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler olmak Uzere dort esas etkilesim
bulunmaktadir (Hu vd 2005, Jang vd 2009). HSA ve HMG proteinleri ile THC ilaci
arasindaki etkilesimlerin dogasini belirlemek i¢in termodinamik parametre degerleri
hesaplanmistir. Esitlik (3.3) kullanilarak entalpi degisim (AH) ve entropi degisim
(AS) degerleri belirlenmistir. HSA-THC ve HMG-THC sistemlerine ait AH ve AS
degerlerini hesaplamak i¢in Esitlik (3.3)’e gore, In Ky’ya karsi 1/T grafikleri

¢izilmistir.

HSA-THC sistemi igin cizilen In Ky’ya kars1 1/T grafigi Sekil 4.63’te ve
HMG-THC sistemi icin cizilen In Kg’ya karsi 1/T grafigi Sekil 4.64’te

gosterilmektedir.
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Sekil 4.63. THC’nin HSA’ya baglanmasina ait van’t Hoff grafigi (r = 0,9891).
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Sekil 4.64. THC’nin HMG’ye baglanmasina ait van’t Hoff grafigi (r = 0,9865).

Van’t Hoff grafigindeki verilerin (bkz. Sekiller 4.63 ve 4.64) lineer regresyon

analizi ile islenmesi sonucunda elde edilen dogrusal grafigin egim ve kayim

degerlerinden sirastyla AH ve AS degerleri hesaplanmistir. HSA-THC ve HMG-

THC sistemlerindeki baglanma proseslerine ait Gibbs serbest enerji degisim (AG)

degerlerinin hesaplanmasinda Esitlik (3.4)’ten yararlanilmistir.

THC ilacinin HSA proteinine baglanmasi prosesinde elde edilen termodinamik

parametreler Cizelge 4.5’te ve THC ilacinin HMG proteinine baglanmasi prosesinde

elde edilen termodinamik parametreler Cizelge 4.6’da verilmektedir.
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Cizelge 4.5. Fizyolojik pH’ta THC’nin HSA’ya baglanmasina iliskin prosese ait
termodinamik parametre degerleri

T/°C AH / kJ.mol* AS / Jmolt.K? AG/ kJ.mol*
15 -13,32 17,0 - 18,22
25 - 18,39
37 - 18,59
45 -18,73

Cizelge 4.6. Fizyolojik pH’ta THC’nin HMG’ye baglanmasina iligkin prosese ait
termodinamik parametre degerleri

T/°C AH / kJ.mol* AS / J.molt.K? AG/ kJ.mol™
15 - 20,87 10,38 - 23,86
25 - 23,96
37 - 24,09
45 -2417

Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da bulunan degerlere bakildiginda, THC ilacinin
HSA ve HMG proteinlerine baglanmasi prosesleri i¢in elde edilen termodinamik
parametre degerlerinden AH degerleri negatif, AS degerleri pozitif ve AG degerleri
negatif olarak bulunmustur. Elde edilen bu veriler, THC ilac1 ile HSA ve HMG
proteinleri arasinda elektrostatik etkilesimin gergeklestigini gostermektedir (Ross
and Subramanian 1981). Calisilan deney kosullarinda THC ilact katyonik formdadir
ve HSA ve HMG proteinleri de negatif ylizey yukune sahiptir. Bu nedenle, THC
ilact ile HSA ve HMG proteinleri arasinda elektrostatik etkilesimlerin meydana
gelmesi s6z konusudur. Sulu ¢ozeltide iyonik tiirler arasindaki spesifik elektrostatik
etkilesimler pozitif AS ve negatif AH degerleri ile karakterize edilmektedir (Cui vd
2009a). Sonug¢ olarak, THC-HSA ve THC-HMG komplekslerinin olusum
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proseslerinde elektrostatik etkilesimin oldugu sdylenebilir. Ayrica, HSA-THC ve
HMG-THC sistemleri igin negatif AH degerleri, proteinlere baglanmalarin
ekzotermik proses iizerinden gergeklestigini gostermektedir. Negatif AG degerleri,
THC-HSA ve THC-HMG komplekslerinin kendiliginden olustugunu belirtmektedir.
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4.4. HSA ve HMG Proteinleri ile THC Ilac1 Arasindaki Etkilesimlerin Dairesel
Dikroizm (CD) Spektroskopisiyle Incelenmesi

Proteinde bulunan amino asit kalintilarinin yapmis oldugu elektronik
gecislerden yararlanilarak gerceklestirilen CD o6lglimleri, proteinlerin sekonder
yapisi hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir (Cantor ve Schimmel 1980). HSA-
THC ve HMG-THC sistemleri icin CD teknigi kullanilarak proteinlerin sekonder

yapilar1 incelenmistir.

Farkli konsantrasyonlarda THC igeren 4,0x10° M’lik HSA ¢ozeltisinin 25
°C’de cizilen elliptisiti degerlerine kars1 dalga boyu grafigi Sekil 4.65’te ve farkli
konsantrasyonlarda THC iceren 4,0x10° M’lik HMG ¢ézeltisinin 25 °C’de cizilen
elliptisiti degerlerine kars1 dalga boyu grafigi ise Sekil 4.66’da gosterilmektedir.

Elliptisiti (mdeg)

200 210 220 230 240 250

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.65. 25 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HSA
coOzeltisinin dairesel dikroizm spektrumlari. Cozeltideki [THC]= (a) 0
M, (b) 4,0x10° M, (c) 20,0x10° M ve (¢) 40,0x10° M.

91



208 nm’de gozlenen elliptisiti degerlerinden faydalanilarak Esitlik (3.5) ve
Esitlik (3.6)’nin kullanilmasiyla ila¢ molekiilii yoklugunda ve varliginda HSA
proteininin yiizde o-heliks miktar1 degeri hesaplanmistir. 25 °C’de ilag icermeyen
saf HSA proteininin a-heliks miktar1 % 48,9 olarak bulunmustur (bkz. Sekil 4.65).
4,0x10° M HSA cbzeltisi icerisinde 4,0x10° M, 20,0x10°® M ve 40,0x10® M THC
bulunmasi durumunda HSA proteininin a-heliks miktar1 degerleri sirasiyla % 48,4,
% 43,4 ve % 40,9 olarak hesaplanmistir. Bu sonug, HSA-THC sisteminde
cozeltideki artan ila¢c konsantrasyonuyla birlikte HSA proteininin yiizde a-heliks

miktar1 degerinde bir azalmanin oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.66. 25 °C’de farkli konsantrasyonlarda THC varliginda 4,0x10° M HMG
cozeltisinin dairesel dikroizm sgektrumlarl. Cozeltideki [THC]= (a) O
M, (b) 4,0x10° M ve (c) 8,0x10° M.
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HSA-THC sistemine benzer sekilde HMG-THC sistemi igin de 208 nm’de
gOzlenen elliptisiti degerlerinden faydalanilarak Esitlik (3.5) ve Esitlik (3.6)’nin
kullanilmasiyla ilag molekiilii yoklugunda ve varliginda HMG proteininin yiizde a-
heliks miktar1 degeri hesaplanmustir (bkz. Sekil 4.66). 25 °C’de saf HMG proteininin
a-heliks miktar1 degeri % 35,4 olarak hesaplanmustir. Cézeltide 4,0x10° M ve
8,0x10° M THC bulunmasi durumunda bu deger % 35,4 ten sirastyla % 35,0’a ve %
33,7’ye diismiistiir.

Benzer sonuglar ¢esitli HSA-ilag ve HMG-ilag sistemlerinde de goriilmiistiir.
Kandagal vd (2006), gemistabin ilaci1 ile HSA arasindaki etkilesimlerde, proteinin
sekonder yapisindaki degisimleri CD teknigi kullanarak incelemisler ve 208 nm’de
elde edilen elliptisiti degerlerini kullanarak 5,0x10° M’lik HSA proteininin ilac
yoklugunda ve varliginda a-heliks miktar1 degerini hesaplamislardir. 25 °C’de HSA
proteininin ilag yoklugundaki a-heliks miktar1 degeri % 34,82 olarak bulunmus ve
artan ilag konsantrasyonu ile HSA proteininin yiizde o-heliks miktar1 degeri %
34,82°den % 29,84’e diismiistiir. Cheng vd (2011), dosetaksel ile HMG arasindaki
etkilesimleri iceren ¢alismalarinda, CD teknigi ile ila¢ yoklugundaki 3,0x10° M’k
saf HMG proteininin 208 nm’de elliptisiti degerlerini kullanarak 25 °C’deki saf
HMG proteininin o-heliks miktar1 degerini % 45,31 olarak bulmuslardir. HMG
proteininin, artan ilag konsantrasyonu ile yiizde a-heliks miktar1 degeri % 45,31’den

% 42,76’ya diistigi belirtilmistir.
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5. SONUC

Yapilan bu ¢alismada, HSA ve HMG proteinleri ile AZA ve THC ilaglar
arasindaki etkilesimler floresans ve dairesel dikroizm spektroskopileri kullanilarak

incelenmistir.

4,0x10° M’lik HSA ve HMG ¢ézeltilerinin 15 °C, 25 °C, 37 °C ve 45 °C’deki
emisyon spektrumlarindan HSA ve HMG protein ¢ozeltilerinin maksimum emisyon
dalga boyu degerleri sirasiyla 335 nm ve 332 nm olarak bulunmus ve sicakligin

artmastyla protein ¢ozeltisinin floresans siddetinde bir azalma goriilmiistiir.

HSA-AZA ve HMG-AZA sistemlerine ait farkli sicakliklardaki emisyon
spektrumlar1 incelendiginde, ¢ozeltide artan ilag konsantrasyonu ile birlikte protein
cozeltilerinin emisyon spektrumunda herhangi bir sdonimlenmenin meydana gelmemis

olmasi her iki sistemde de etkilesimlerin gerceklesmedigini gostermistir.

HSA-THC ve HMG-THC sistemleri icin ¢ozeltideki artan ilag konsantrasyonu ile
birlikte proteinlerin emisyon spektrumlarinda séniimlenme gergeklesmistir. 15 °C’deKi
HSA ve HMG proteinlerinin soniimlenme miktar1 45 °C’deki HSA ve HMG
proteinlerinin soniimlenme miktarindan daha fazla olmustur. Ayrica, artan ilag
konsantrasyonu ile HSA proteininin maksimum emisyon dalga boyu degeri 335 nm’den
342 nm’ye ve HMG proteininin maksimum emisyon dalga boyu degeri 332 nm’den 338

nm’ye yani kirmiziya kayma (batokromik etki) gdstermistir.

HSA-THC ve HMG-THC sistemlerinin her ikisinde de sonimlenme, statik

soniimlenme ile ger¢eklesmistir.

THC ilacinin HSA ve HMG proteinlerine baglanmasina iliskin baglanma sabiti
degerlerinin sirastyla 10° ve 10* mertebesinde oldugu bulunmustur. Ayrica, THC ilact
HMG proteinine HSA proteininden daha kuvvetli baglanmistir. Her iki protein

molekiilii de THC ilac1 igin bir adet baglanma yerine sahiptir.
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Proteinler ile ilag molekiilleri arasindaki etkilesimin dogasmi belirlemek igin
termodinamik parametre degerleri hesaplanmigtir. THC ilactnin HSA ve HMG
proteinleri ile etkilesiminde negatif AH ve AG degerleri ile pozitif AS degerleri elde
edilmistir. Bu durum, protein-ilag sistemlerinin ekzotermik prosesle etkilestigini
gostermistir. Negatif AG degeri, baglanmanin istemli oldugunu gostermistir. Pozitif AS
ve negatif AH degerleri THC ilact ile HSA ve HMG proteinleri arasindaki

etkilesimlerde elektrostatik etkilesimlerin var oldugunu belirtmistir.

HSA-THC ve HMG-THC sistemleri igin, ilag molekiilii yoklugunda ve varliginda
HSA proteininin yiizde o-heliks miktar1 degerleri hesaplanmistir. 25 °C’de ilag
icermeyen saf HSA ve HMG proteinlerinin a-heliks miktar1 sirasiyla % 48,9 ve % 35,4
olarak bulunmustur. THC konsantrasyonunun artmasiyla HSA ve HMG proteinlerinin
a-heliks miktar1 degerlerinin azaldigi goriilmiistir. Bu sonug, proteinlerin sekonder

yapisinda degisikliklerin oldugunu gostermistir.
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