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Tez ¢alismasi kapsaminda kumarin-hidrazon temelli yeni bir schiff bazi sentezlenmis
(HZC) ve yapis1 spektroskopik yontemlerler karakterize edilmistir. HZC ile protein
(pepsin ve HSA) etkilesimleri spektroskopik (absorpsiyon, floresans) ve molekiiler
kenetlenme yontemleri ile incelenmistir. HZC-pepsin etkilesimleri pH 2.0 ve HZC-HSA
etkilesimleri pH 7.4 tampon ortamlarinda, farkli sicakliklarda ¢alisilmistir. Florimetrik
deneylerden elde edilen floresans soniim sabitleri (Ksv), baglanma sabitleri (K),
baglanma kisim sayilar1 (n) verilerinin isaret ettigi statik soniim mekanizmasina gore
HZC ve proteinler arasinda kompleks yapt olustugu sonucuna varilmistir. Ayrica
hesaplanan termodinamik parametrelere (AG, AH, AS) gore baglanma tiirleri
aciklanmistir. Negatif AH ve pozitif AS parametreleri, HZC nin her iki proteinle
baglanmasinda, hidrofobik kuvvetlerin yaninda elektrostatik etkilesimlerin de rolii
oldugu sonucunu gostermistir. HZC’nin tezde Onerilen florimetrik yontemde,

pepsin/HSA iceren deneysel ortamlardan nicel tayini i¢in gozlenebilme sinir1 (LOD) ve
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tayin sinir1 (LOQ) degerleri hesaplanmistir. Buna gére HZC igin, LOD degeri pepsin
ortaminda 3.52x10°° M ve HSA ortaminda 3.81x10”" M; LOQ degeri ise pepsin ortaminda
1.17x10° M ve HSA ortaminda 1.27x10° M olarak bulunmustur.

Forster teorisine gore, FRET yontemi kullanilarak dondr-akseptdr molekiilleri arasindaki
uzaklik (r), HZC-pepsin i¢in 3.67 nm ve HZC-HSA i¢in 2.19 nm olarak hesaplanmistir.
Bu sonuglar, tiirev-protein molekiil ¢iftleri arasinda 1s1masiz enerji aktariminin etkin
oldugunu gostermistir. Elde edilen deneysel veriler, molekiiler kenetlenme sonuglari ile
desteklenmistir ve dogrulanmistir. Gerek spektral ve gerekse hesaplamali sonuglar, HZC
tiirevinin diger benzer schiff baz1 bilesikleri i¢in iyi bir model olabilecegini ve ilag

tasarimi i¢in de 6nemli molekdiler tiirler olarak siniflandirilabilecegini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Floresans soniim, pepsin, HSA, schiff bazi, termodinamik

parametreler, FRET, molekiiler kenetlenme.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF BINDING PROPERTIES BETWEEN A
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ESRA OZGENC

Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Elmas GOKOGLU

December 2020, 65 pages

In this thesis, a new schiff base based on coumarin-hydrazon was synthesized (HZC) and
its structure were characterized by spectroscopic methods. HZC and protein (pepsin and
HSA) interactions were investigated by spectroscopic (absorption, fluorescence) and
molecular docking methods. HZC-pepsin and HZC-HSA interactions were studied in pH
2.0 and pH 7.4 buffer environments at different temperatures, respectively. The
fluorescence quenching constants (Ksy), binding constants (K), binding part numbers (n)
were obtained from fluorimetric experiments and besides, according to static quenching
mechanism indicated that it was concluded a complex structure was formed between HZC
and proteins. Also, bonding types were explained according to the calculated
thermodynamic parameters (AG, AH, AS). The negative AH and positive AS parameters
showed that electrostatic interactions as well as hydrophobic forces play a role in the
binding of HZC with both proteins. In the fluorimetric method proposed in the thesis,
limits of detection (LOD) and limits of quantification (LOQ) values were calculated for

the quantitative determination of HZC under the experimental conditions containing
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pepsin/ HSA. Accordingly, for HZC, the LOD and LOQ values were found as 3.52x107
M and 1.17x107° M, respectively, in the presence of pepsin; at the same time LOD and
LOQ values were found 3.81x10”7 M and 1.27x10°® M, respectively, in the presence of
HSA.

According to Forster's theory, using the FRET method, the distance (r) between donor-
acceptor molecules was calculated as 3.67 nm for HZC-pepsin and 2.19 nm for HZC
HSA. These results showed that non-radiative energy transfer between derivative-protein
molecule pairs is effective. The obtained experimental data were supported and validated
by molecular docking results. Both spectral and computational results show that the HZC
derivative can be a good model for other similar schiff compounds and can be classified

as critical molecular species for drug design.

Keywords: Fluorescence quenching, pepsin, HSA, schiff base, thermodinamic

parameters, FRET, molecular docking.
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1. GIRIS

Biyomolekiiller, canli organizmalarin bakimi, onarimi ve metabolik siirecler i¢inde yer
alan 6nemli bilesiklerdir. Amino asitler, peptitler ve proteinler, insan viicudunda hayati
rol oynayan ve ¢ok miktarda bulunan 6nemli biyomolekiillerdir. Proteinler; ilag etkilerini,
metal ve cevresel kirleticilerin (organik kiiciik molekiiller, agir metaller, nano
malzemeler, vb.) toksisitelerini arastirmak i¢in ana hedeflerdir. Arastirmalara gore,
bircok hastalik bozulmus amino asit metabolizmasindan kaynaklanmaktadir. Cogu
ligand, protein konformasyonunun degismesine ve dolayisiyla fonksiyonlarinin tahrip
olmasina neden olabilir. Bu nedenle biyolojik sistem ig¢inde, kii¢iik molekiillerin taginma
ve dagiliminda protein-ligand etkilesim ¢alismalar1 olduk¢a 6nemli sonuglar vermektedir
(Liu et al. 2009). Protein-ligand baglanma 6zelliklerinin incelenmesinde basta floresans,
UV-absorpsiyon, sirkular dikroizm, FTIR gibi spektroskopik teknikler kullanilmasinin
yaninda son yillarda molekiiler kenetlenme c¢alismalari da biiylik 6nem kazanmustir.
Proteine bir ligandin baglanmasi ile protein igindeki floresans 6zellige sahip florofor
yapinin  etrafindaki lokal mikro ¢evresini degistirebilir, bu da proteinin

konformasyonunda degisiklige neden olmaktadir.

Floresans spektroskopisi c¢evre kimyasi, klinik kimya, ila¢ analizi, genetik analiz,
biyomolekiiler calismalar vb. bircok alanda kullanilan bir yontemdir. Avantajlar
arasinda; kolaylik, cevresel degisikliklere karsi yiiksek duyarlilik ve protein-ligand
arasindaki etkilesimleri hem nitel hem nicel olarak tanimlanmasidir (Bhattacharyya et al.
2010). Floresans soniim bir florofordan olusan floresansin kuantum veriminin azalmasi
olarak tanimlanir. Bu ise florofor ile sondiiriicii molekiil arasinda cesitli molekiiler
etkilesimlerinden meydana gelir. Proteinlerin floresans soniim g¢aligmalari, protein ile
ligand etkilesiminin incelenmesi agisindan oldukc¢a 6énemlidir ve soniimiine neden olan
molekiil ile baglanma mekanizmalar1 agiklanabilir, yeni floresan ligandlarin (boya,
floresant ug, ila¢ etken maddesi, metal-kompleksi vs.) dizayn edilmesine de olanak saglar.
Bir proteinin florimetrik yontemle ¢alisilabilmesi i¢in, dogal floroforlar olarak bilinen ve
floresans Ozellik gosteren aromatik amino asit uglarina sahip olmasi gerekmektedir.
Floresans kuantum verimlerine gore bu uglar sirasiyla; Triptofan (Trp), Tirozin (Tyr) ve

Fenilalanin (Phe) 'dir. Diger bir yontem ise floresan isaretleme yontemi olup, floresan



ozellik gostermeyen molekiillere floresan 6zelligi kazandirmak i¢in dogal veya sentetik

floresan yapilar ile etkilesimi saglamaktir (Misra, 2019).

Schiff bazi ligandlari, dogal biyolojik maddelere benzer yapist nedeniyle klinik,
biyolojik, farmasdtik ve analitik alanlarda son yillarda oldukga ilgi gormektedir (Kamaci
et al. 2017). Diger yandan kumarin ve tiirevleri antioksidan, antiviral, antifungal,
antikanserojen vb. gibi 6zelliklere sahip bir boya molekiilii sinifin1 olusturan ve lizerinde
genis capta aragtirmalar yapilan bilesiklerdir. Kumarin tlirevleri olduk¢a verimli
fotokimyasal/fotofiziksel 6zellikleri, biyouyumlulugu ve organik birgok sentezde ¢ikis
maddesi olarak kullanilmasi ile ¢ok yonliiliige sahip bilesiklerdir. Kisa yanit stireleri,
yiiksek secicilikleri ve duyarliliklar1 nedeniyle bazi kumarin tlirevleri sensor olarak da

kullanilmaktadir (Feng et al. 2019).

Bu tez ¢alismasinda, pepsin ve insan serum alblimin (HSA) ile kumarin-hidrazon temelli
bir schiff bazi (HZC) arasindaki etkilesimin, basta floresans spektroskopisi olmak iizere
UV-goriiniir bolge spektroskopisi yontemleri ile incelenmistir. Stern-Volmer esitligi
kullanilarak farkli sicakliklarda floresans soniim mekanizmasi, baglanma kisim sayilari
ve baglanma sabitleri tayin edilmistir. Baglanma tiiriinlin belirlenmesi i¢in farkh
sicakliklarda yapilan deneysel calismalardan elde edilen verilerden termodinamik
parametreler (AH, AS, AG) hesaplanmistir. Floresans rezonans enerji transferi (FRET)
yontemi ile donor-akseptor molekiil ¢iftleri arasindaki uzakliklar (Ro ve r) belirlenerek
proteinden tiireve 151masiz enerji transferinin gergeklestigi aciklanmistir. Ayrica HZC-
pepsin/HSA etkilesim sonuglari, bilgisayar programi igeren molekiiler kenetlenme

sonuglart ile desteklenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Floresans spektroskopik yontemler

Liiminesans kararl1 haldeki bir atom veya molekiiliin herhangi bir dis etkenle uyarilmasi
sonrasinda izlenen 151k emisyonuna dayanan ydntemlerin genel adidir. Incelenen
molekiiliin uyarilis sekline gore degisik adlandirmalar yapilir. Floresans ve fosforesans,
foton absorpsiyonu ile uyarma saglanmasi nedeniyle fotoliiminesans olarak bilinirler.
Kemiliiminesans ise bir kimyasal reaksiyon sonucu olusan uyarilmis bir tiiriin 1s1n
emisyonu yapmasina dayanir. Fotoliiminesans ve kemiliiminesans siddetinin 6l¢iimii,
eser miktardaki bazi inorganik ve organik tiirlerin nicel tayinini miimkiin kilar. Bu
yontemlerin gozlenebilme sinirlar1 genellikle absorpsiyon spektroskopi yontemlerinden
bin kat daha duyarhdir. Floresans spektroskopi ile nicel analiz i¢in olduk¢a 6nemli olan

genis dogrusal caligma araliklar ile birgok bilesigin analizi yapilabilir.

Sekil 2.1 de Jablonski diyagraminda goriildiigii gibi, uyarilmis bir molekiil fazla enerjisini
farkli yollarla ws1mali ve 1simasiz sekilde atabilir. En alttaki koyu ¢izgi, bir molekiiliin
temel hal enerjisini gostermekte olup, singlettir ve S ile gosterilmistir. En tstteki koyu
cizgiler, li¢ uyarilmis elektronik halin temel titresim halleri i¢in enerji diizeylerini
gostermektedir. S1 ve Sz uyarilmis singlet hal, T1 uyarilmis triplet haldir. Normal olarak,
birinci uyarilmis triplet halin enerjisi, ona karsilik gelen singlet halin enerjisinden daha
diisiiktiir. So diizeyinde bir molekiil 151n absorplayinca uyarilmis singlet halin (S1 ve S»)
farkl titresimsel alt diizeylerine gegisleri olabilir. Fakat dogrudan triplet hale uyarilma
gerceklesmez. Singlet-triplet gecislerinin ihtimali ¢ok diisiik olup bu tiir diisiik ihtimalli
gecislere yasakli gecis denir.

Floresans; uyarilmis singlet halden, temel singlet hale ge¢isi sirasinda molekiiliin yaymis
oldugu 1sna denir. Fosforesans; uyarilmis triplet halden, temel singlet hale gecisi
sirasinda molekiiliin yaymis oldugu 1sina denir. Floresans ve fosforesansin birbirinden
farki; fosforesansta 1isimaya yol acan elektronik enerji gegislerinde elektron spininin
degismesi olup, floresansta elektron spin yonleri ayni kalmaktadir. Tripletten singlete
gecisin ortalama hizi, buna karsilik gelen singlet-singlet gecislerinin ortalama hizindan

azdir. Buna bagl olarak, floresansta uyarilmis halin émrii < 10~ s dolaylarinda olup gok



kisadir. Fosforesansta ise elektron spininde degisme oldugundan dolay1 uyarilmis halin

Omrii saniyeler, dakikalar dolaylarinda olabilir.
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Sekil. 2.1. Jablonski diyagramu.

Rezonans floresans; frekansta degisiklik olmaksizin absorplanan isinin bir degisiklik
veya kay1ip olmadan yayilmasini kapsayan floresanstir. Stokes Kaymasi; baz1 molekiiller,
floresans veya fosforesans sonrasinda rezonans ¢izgisine gore daha uzun dalga boylarina

ya da daha diisiik enerjilere kayabilme durumudur.

Sinirli sayida molekiil fotoliiminesans olaymi gerceklestirdigi gibi, bir molekiiliin
fotoliiminesans yapip yapmayacagini o molekiiliin yapist ve kimyasal ¢evresi belirler.
Molekiilde diizlemsellik, donmenin engellenmis olmasi, konjugasyon ve halka sayisinin
artmas1 genellikle floresans verimi arttirir. Halkali bir organik molekiilde, halkanin
elektron yogunlugunu arttiran siibstitliientler de floresans verimi arttirir. Molekdiliin
yapisinda veya ¢oziindiigli ¢oziiciide bulunan agir atom (I, Br gibi) molekiiliin floresans
verimini azaltir; triplet olusumunu arttirir, dolayisiyla fosforesans verim artar. pH,
ortamin sicaklig1 ve ¢oziiclinlin viskozitesi fotoliiminesans olaylar etkileyen faktorlerdir

(Skoog et al. 2013).



2.1.1. Floresans maddeler ve isaretleme yontemi

Protein, amino asit ve peptit gibi biyomolekiillerin canli hiicre {izerinde takibini
gerceklestirebilmek amaci ile bazi sensorler ile etiketlenmesine ihtiyag duyulur.
Giliniimiizde birgok isaretleme (labeling) yontemi olarak izotop isaretleyiciler, radyoaktif
izleyiciler, kalorimetrik biyosensorler, elektrokimyasal sensorler ve floresans uglar bu
amag icin kullanima uygundur. Bu yontemler arasinda, floresans isaretleme yontemi,
zarar vermeyen dogasi, floresans tekniginin kii¢iik hacimli Ol¢limlerde ve diisiik
derisimlerde calismaya elverisli olmasi ve yiiksek hassasiyet ozellikleri ile diger
yontemlere gore iistlinliik gosterir. Floresans isaretleme, genellikle floroforun hedef
biyomolekiilde bulunan fonksiyonel bir gruba segici olarak baglanmasi ile gerceklesir.
Uygun bir floresan ug¢ ve isaretleme prosesi secerken asagidaki bazi durumlara dikkat

edilmesi gerekir:

e Floresans uglarin boyutlar1 kiiciik ve kimyasal olarak kararli olmali,

o Floresans ug, hedef proteinin yapisina minimum biyolojik miidahalede
bulunabilmeli,

e Isaretleme tepkimesi, yiiksek oranda etkili ve hedef molekiile uyarlanabilir olmali,

e Hedef molekiiliin spesifik kismi ile floresans u¢ arasinda tercihen kovalent bag

olusmalidir.

Sentetik floresans uglar, isaretleme tekniginin gereksinimini karsilamak icin farkl reaktif
kimyasal gruplarla tiirevlendirildikleri i¢in, cok c¢esitli 6zellikler ve islevlere sahiptirler.
Genis aralikli uyarma ve emisyon dalga boylar ile yiiksek kuantum verimine sahip
olmalarma ragmen, sentetik organik florofor molekiilleri hiicre goriintiileme
calismalarinda kullanilamaz. Ciinkii hedef proteinler ve onlarin hiicre icerisindeki toksik

etkileri arasindaki spesifik baglantiyr kurmak olduk¢a zordur (Sahoo, 2012).

Floresans isaretleme yontemleri ve gelismis floresans mikroskopisi, arastirmacilarin hem
in vivo hem de in vitro sistemlerde protein dagilimini, yer degistirmelerini ve
etkilesimlerini arastirmasini saglamistir. Bu sayede 6zel ve verimli floresans isaretleme
yontemi ile bir proteinin, biyolojik Ozelliklerinden yararlanilmasi ve kompleks bir
biyolojik yapida islevinin agiklanmasi saglanabilir. Bu yontemin kullanimi, sadece kiiciik
sentetik floroforlar ve floresans proteinler ile sinirli degildir. Ayni1 zamanda iletken

nanokristaller kullanilarak, biyomolekiillerin kuantum noktalar1 ile etiketlenmesi son



yillarda biiyiik arastirmalara da ilham vermeye baglamistir (Sahoo, 2012; Fernandez-
Suarez and Ting, 2008). Ayrica, proteinlerde veya peptitlerde molekiildeki
konformasyonel aragtirmalarin (Sahoo, 2011) ve metal iyonlarinin, canli hiicre igerisinde
ilgili ligand ile etkilesimlerinin de incelenmesine olanak saglamaktadir (Jung et al. 2013).

Floresans uglar yap1 olarak ikiye ayrilirlar:

e Intrinsik (dogal, i¢) uclar: Yapisinda bulunan ve kendiliginden floresans dzellige
sahip olan dogal uglardir. Proteinler, Trp ve Tyr gibi aromatik amino asit uglardan
dolay1 intrinsik floresans 6zellik gosterirler (Gongalves, 2009).

e Ekstrinsik (dis) uglar: Trp ve Tyr amino asit uglar1 icermeyen, proteinlere kovalent
bag ile baglanarak, DNA gibi ¢ok az floresans 6zellige sahip olan veya floresan
0zellige sahip olmayan bilesiklere floresan 6zelligi kazandiran uc¢lardir. Floresein
izosiyanat, thioflavin T gibi floresans boyalar, etidinyum bromiir, akridin oranj,
kumarin ve tiirevleri, rodamin, floresein, naftofuran gibi bilesikler bu gruba 6rnek
olarak verilebilir (Hawe et al. 2008; Pilato et al. 2005). Sentetik floresan uglar
yani ekstrinsik uglar, gelistirilmis fotokimyasal 6zelliklere sahip olduklarindan
daha genis dalga boyu araligi, renk cesitliligi gibi avantajlar ve etiketlemenin
hangi konumdan yapilabilecegi konusunda da esneklik saglamaktadir (Toseland,

2013).

Bununla birlikte, son yillarda floresans tekniklere dayali tayin ve teshis yontemlerinin
0zel ilgi gormesiyle birlikte hem floresans cihazlarda hem de yeni sentetik floroforlarin

sentezinde kayda deger ilerleme saglanmistir.

2.1.2. Floresans soniim ve Stern-Volmer esitligi

Floresans soniim (quenching) terimi, uyarilmis bir molekiilden ortamdaki diger tiirlere
1s1masiz enerji aktarimi olarak tanimlanir (Skoog et al. 2013) ve uyarilmis hal
reaksiyonlari, enerji transferleri, temel hal kompleks olusumu ile ¢arpisma gibi ¢esitli
stireglerden kaynaklanan floroforun kuantum veriminin azalmasina sebep olur. Diger bir
deyisle floresans soniim, cozeltide floresan Ozellik gosteren bir yapiya (florofor),
sondiiriicli (quencher) ad1 verilen bir maddenin eklenmesi ile floresans yogunlukta azalma

sonucu gerceklesen olaydir (Shi et al. 2010; Silva et al. 2004).



Floresans soniim, dinamik ve statik soniim olmak iizere iki mekanizma ile agiklanir.
Dinamik soniim ya da diger adiyla ¢carpismali séniim, florofor ile sondiiriicii arasindaki
carpismalardan kaynaklanir (Silva et al. 2004). Bu olayin gerceklesmesi igin florofor ile
sondiiriicii tiirtin dogrudan temas etmesi gerekir. Dinamik sonlim hizi, ¢arpisan tiirlerin
difiizyon hizlar ile ilgilidir. Bu hiz sicakliga ve viskoziteye baghdir. Statik séniim ise,
sondiiriicii molekiil ile floroforun temel halde, kompleks bir yap1 olusturmasini 6ne
siirmektedir (Skoog et al. 2013). Her iki mekanizmada da floresans soniim, florofor ve
sondiiriicii arasindaki molekiiler etkilesimde 6nemli gerekliliktir. Ayrica bir florofor, bazi
kosullar altinda hem ¢arpisma hem de kompleks olusumu ile ayni sondiiriicti ile
sondiiriilebilir. Dinamik ve statik soniimlenme, sicakliga karsi olan farkli davraniglari ile
ayirt edilebilir. Dinamik soniim i¢in, yiiksek sicakliklarda daha hizli difiizyon ve daha 1yi
soniim olayinin gerceklestirdigi bilinmektedir. Dinamik soniim sabiti artan sicaklikla
artar, ¢linkii sicaklik artttkca molekiiller arasi temas ve carpigma olasiliklar1 da
artmaktadir. Fakat statik soniim icin yiiksek sicaklik kompleks kararliligini azaltmasi

nedeniyle ters etki gozlenmektedir (Zhang et al. 2012).

Florofor ile sondiiriicii tiir arasindaki soniim mekanizmasi, agsagida verilen Stern-Volmer

esitligi kullanilarak incelenir.
Fo/F =1+ Ko [Q] = 1+ Kquo[Q] (1)

Fo ve F, sirasi ile floresan maddenin sondiiriicii yoklugunda ve varligindaki floresans
siddetidir. [Q], sOndiiriicii maddenin derisimidir. Ky, Stern-Volmer soniim sabiti; kg,
biyomolekiile ait soniim hiz sabiti ve T, ortamda sondiiriicii yokken biyomolekiiliin
ortalama Omriidiir (Lakowicz, 2006). Bu durumda soniim olayinin hangi mekanizma ile
gerceklestiginin anlasilmasi, farkli sicakliklarda floresans Olglimlere dayanmaktadir.
Florofor ve sondiiriicii arasindaki farkli sicakliklardaki baglanma sabitleri (K) ve
baglanma kisim sayilar1 (n); Stern Volmer esitliginin modifiye edilmesiyle elde edilen

cift logaritma esitliginden bulunabilir.

log (Fo-F)/F =1ogK + n log[Q] (2)



2.1.3. Termodinamik etkilesimler ve baglanma parametreleri

Protein-ligand arasindaki temas esnasinda bazi termodinamik etkilesimler ve
etkilesimlere bagli olarak farkli bag tiirleri meydana gelmektedir (Li and Yang, 2015).
Kiicilik molekiiller ile biyomolekiiller arasinda dort farkli kovalent olmayan baglanma tipi
mevcuttur. Bunlar; hidrojen baglari, van der Waals kuvvetleri, elektrostatik ve hidrofobik
etkilesimlerdir. Farkli sicaklik calismalarindan elde edilen termodinamik parametrelerin
AG (serbest enerji), AH (entalpi degisikligi), AS (entropi degisikligi) isaretleri ve
bliytikliikleri etkilesim tiirlerinin belirlenmesinde sik¢a kullanilir. AH ve AS baglanma
kuvvetleri arasindaki kanit olarak gosterilebilir. Eger sicaklikta dnemli bir degisiklik
yoksa, AH sabit olarak kabul edilebilir ve daha sonra AH ve AS degerleri asagida verilen
van'’t Hoff esitliginden bulunabilir.

log K= - AH/ 2.303RT + AS/2.303R 3)

AH ve AS parametreleri, log K degerlerinin 1/T degerlerine karsilik gelecek sekilde
grafige aktarilmasi ile bulunabilir. AG degeri ise, AH ve AS degerleri bulunduktan sonra,

farkli sicaklik degerleri i¢in asagidaki esitlikten hesaplanmaktadir.
AG = AH- TAS = -RT InK 4)

Elde edilen termodinamik parametrelerin isareti ve biiyiikliigii, etkilesim tiirii hakkinda
bilgi verir. AG<0 ise reaksiyon mekanizmasinin kendiliginden ve AH<O ise reaksiyonun
ekzotermik olarak gergeklestigini gostermektedir. Negatif AH ve AS degerleri, florofor
ile sondiiriicii arasindaki etkilesimde, hidrojen baglar1 ve van der Waals kuvvetlerinin ana
etken olduguna isaret etmektedir. AS>0 ise hidrofobik etkilesimlerin varligi hakkinda

bilgi vermektedir (Lakowicz, 2006).

2.2. Floresans rezonans enerji transferi (FRET)

Iki kromofor arasindaki enerji transfer mekanizmasi olarak bilinen FRET ile elektronik
uyarilmis dondrden temel seviyedeki akseptdre, uyarilma enerjisinin aktarimi yoluyla
molekiiller aras1 uzakliga bagli etkilesim incelenir. Donoériin floresans (emisyon)
spektrumu ile akseptdriin absorpsiyon spektrumlarinin ortiismesi 6nem tagir (Sekil 2.2).
Olayda akseptoriin elektronik uyarilmasi ve dondr floresansinin séniimii es zamanl
olugmaktadir. Enerji transfer verimliligi, dondr ve akseptor ¢ifti arasindaki bagil mesafeyi
dlgmede 6nemli bir durumdur. Ilk olarak 1948 yilinda T. Forster, dondr ve akseptdr

molekiillerinin geometrik ve spektroskopik ozelliklerine gore; 1s1masiz dipol-dipol
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etkilesimi sonucunda molekiiler rezonans enerji transferi olustugunu ve etkilesimin
gerceklesmesi icin bu molekiil ¢ifti arasindaki mesafenin (r) 10 nm den kiiciik olmasi
gerektigini one stirdil (Forster, 1948). Forster teorisine gére dondr ile akseptdr arasindaki
etkilesim parametreleri olan enerji transfer verimliligi (E) ve % 50 enerji transferindeki
kritik uzaklik (Ro) ile donor-akseptor cifti arasindaki uzaklik (r) asagidaki esitlikler
kullanilarak hesaplanir (Lakowicz, 2006).

E=1-F/Fy ve (5)
E = Ro®/Ro®+1° (6)
Ro®=8.79x102° (K>n*Qp J(1)) (7)

k?, yonelme faktdrii; n, ortamin kirilma indisi; Qp, dondriin kuantum verimini gdsterir.
J(A) parametresi dondr floresans spektrumu ile akseptor absorpsiyon spektrumunun

ortiisme integrali olarak adlandirilir ve asagidaki esitlik ile ifade edilir.
JA) = Y Fp(A) ea(h) A* AL /Y Fp(A) (8)

esitlikte Fp(A) normalize edilmis dondr emisyon spektrumu (A ve A+AA dalga
boylar1 arasindaki egri altinda kalan alan); ea(X), A dalga boyunda akseptor molar

ekstinksiyon katsayisidir.

FRET

Emisyon

Uyarnima

/ ! Donor

Akseptor

Dalgaboyu (nm)

Sekil 2.2. Dondr-akseptor molekiil ¢ifti arasindaki enerji aktarim mekanizmasi.



Protein-protein etkilesim caligsmalarinda proteinlerdeki molekiiller arasi ve molekiil ici
degisiklikler hakkinda bilgi edinmek icin genellikle FRET yontemi tercih edilmektedir.
Molekiiller aras1 enerji aktariminin yani sira, baz1 molekiillerde molekiil i¢indeki dondr-
akseptor gorevi yapan uglar arasinda da enerji aktarimi meydana gelmektedir (Sekil 2.3).
Molekiil i¢i mesafeleri dlgme arastirmalari, kataliz sirasinda enzimin konformasyonel
dinamiklerini, farkli mesafelere veya konformasyonel durumlara sahip bir karigimdaki
molekiil alt popiilasyonlarin1 ayirt etme ve izleme olanagir saglamistir. Dedektor
teknolojisindeki geligsmeler, biiylik kuantum verimleri ve fotokimyasal kararliliga sahip
floroforlarin kullanimi, FRET'in molekiil i¢i enerji aktarimini 6l¢meyi miimkiin kilmistir.
Bu gelisme, protein katlanmasina iliskin tek molekdillii calismalara olanak saglamistir ve
molekiiller katlandik¢a molekiil i¢ci mesafeler hakkinda bilgi edinmeyi amaglamistir (Best

et al. 2007).

. =10 nm

Sekil 2.3. Molekiil i¢i enerji aktarima.

Molekiiller arast1 FRET arastirmalari, substrat molekiillerinin birlesme ve ayrisma
mesafelerini Olcerek molekiil ciftleri arasindaki enerji aktarimi hakkinda bilgi
vermektedir (Weiss, 1999; Deniz et al. 1999). FRET, molekiiler etkilesimler sirasinda
proteinlerin yapisinda meydana gelen konformasyonel degisikliklerin incelenmesi,
duyarliliginin  yiiksek olmasi ve seyreltik numune ¢dozeltilerine kolaylikla
uygulanabilmesi acisindan oldukca avantajli bir yontemdir. Canli hiicrelerde ve hatta
organizmalarda molekiiler etkilesimlerin nicel olarak ag¢iklanmasini saglamaktadir
(Sahoo, 2011). Ayrica tibbi teshisler, DNA analizi ve optik goriintiileme dahil bir¢ok
floresans uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Li and Seeger, 2011).

Literatiirdeki caligmalar incelendiginde, agr1 kesici 0zellige sahip olan ibuprufen ve
naproxen tiirevlerinin tripsin ile protein-ligand etkilesimleri FRET yontemi kullanilarak

da incelenmistir. Her iki ila¢ tiirevinin tripsin ile olan mesafeleri ve enerji aktarimlari
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nicel olarak hesaplanmistir ve karsilastirilmistir (Gokoglu et al. 2016). Ates diisiiriicli ve
agr1 kesici 6zellige sahip indometazin ilag tiirevi ile HSA etkilesimini inceleyen bir diger
calismada da FRET yontemi kullanilmistir (Bogdan et al. 2008). Bu tiir ilag-protein
etkilesim caligmalar1 yeni ilag tiirevlerinin sentezinde, ilag¢ olarak onerilen molekiillerin
yapt ve fonksiyonlarinin arastirilmasinda olduk¢a Onemli yer tutmaktadir.
Organizmalardaki biyolojik olaylarin aragtirilmasinda sensor olarak kullanilan kuantum
tanecikleri ile (quantum dots) (Ge et al. 2011; Clapp et al. 2003, Algar and Krull, 2010)
FRET c¢alismalar1 gergeklestirilmistir.  Literatiirde donor-akseptor —ciftleri ile
gerceklestirilen birgok ¢alismada, 6rnegin; perilen ve riboflavin (Bhattar et al. 2008),
stilfatiyazol ve tripsin (Gokoglu and Yilmaz, 2014), benzidin ve tripsin (Zhang et al.
2010), kaemprefol ve HSA (Matei and Hillebrand, 2010) arasindaki molekiiler etkilesim

mesafeleri FRET yontemi ile hesaplanmistir ve 1s1masiz enerji aktarimlart agiklanmastir.

2.3. Proteinler ve ozellikleri

Proteinler, yirmi ¢esit a-amino asit biriminden olusmus, biiyiik molekiil agirligina sahip
polimerlerdir ve temel katalitik 6zelliklerinin yani sira yapisal destek, tasinma, depolama,
sinyal iletimi, savunma gibi canlilarda gergeklesen bir¢ok iste gorev alirlar. Dikkat ¢ceken
ozellikler arasinda, hiicrelerin yirmi amino asiti bir¢ok farkli kombinasyon ve dizide
birlestirerek, farkli 6zelliklere ve aktivitelere sahip proteinler iiretebilmesidir. Bu yapi
taslarindan; farkli organizmalar, enzimler, hormonlar, antikorlar, tasiyicilar, kas lifleri,
siit proteinleri, antibiyotikler, mantar zehirleri ve sayisiz diger biyolojik aktivitelere sahip
iriinler elde edilir. Bunlar arasinda yer alan enzimler, tiim hiicresel reaksiyonlari

katalizleme 6zelligine sahiptirler.

Bir amino asit molekiilii, ayn1 karbon atomuna (a-karbon) bagli; bir karboksil asit, amino
grubu ve bir R grubundan olusur. R gruplari; yapisal, boyutsal, elektrik yiikleri ve sudaki
cozlintirliikleri ile farklilik gosterirler. Dolayistyla amino asitler de igerdikleri bu gruplar
nedeniyle birbirinden farkli 6zelliklere sahip alifatik, aromatik, asidik, bazik, amit ve
kiikiirt ieren amino asitler olmak iizere gruplara ayrilirlar. Iki amino grup asit molekiilii
bir su molekiilii kaybederek birbirine baglanabilir ve olusan baga peptit bagi denir.
Proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinin ve biyolojik 6zelliklerinin bir¢ogunu icerdikleri amino

asit birimlerinin niteligi ve dizilisleri belirlemektedir. Her protein genler tarafindan
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belirlenen kendine 6zgili bir amino asit sirast igerir. Tek bir polipeptit zinciri olan

proteinler genellikle asagida verilen yapisal sekillerde bulunurlar:

» Primer (birincil) yapi: Belli tiirde, sayida ve dizilis sirasinda amino asitlerin peptit
baglar ile baglanarak polipeptit zinciri olusturmasina, o proteinin primer yapist
denir. Primer yap1 her protein molekiiliiniin omurgasini olusturur ve o proteine
Ozgudiir. Amino asit dizilisindeki herhangi bir bozukluk genetik hastaliga yol
acabilir. Bu nedenle primer yapinin bilinmesi ¢ok Onemlidir. Normal ve
mutasyona ugramig proteinlerin primer yapisi arastirilarak hastaligin tanisi
konulabilir ve tedavisi yapilabilir.

» Sekonder (ikincil) yapi: Birgok proteinin polipeptit zinciri, proteinin genel
konformasyonunu etkileyen ve tekrarlanan kivrim ya da katlanmalara sahip
boliimler igerir. Ikincil yap: olarak adlandirilan bu béliimler polipeptit omurgasi
boyunca diizenli araliklarla kurulan hidrojen baglariyla olusurlar. Ikincil
yapilardan birisi olan a-heliks domain her dort amino asitte bir yer alan hidrojen
baglari ile seklini koruyan bir krvrimdir. ikincil yapimin diger tipi f-tabakadir. Bu
yapt icindeki polipeptit zincirinin iki ya da daha fazla bolgesi birbirlerine
paraleldir. Omurganin paralel bdlgeleri arasindaki hidrojen baglari, bu yapiy1 bir
arada tutarlar.

» Tersiyer (iigtinciil) yapi: Peptit zincirinin uzayda kendi {izerine daha ileri derecede
katlanip biikiilerek sikisik bir bicim almasini ve boylelikle yogunlagsmasini saglar.
Bu yapiy1 olusturan etkilesim tiplerinden olan hidrofobik etkilesimde polar
olmayan amino asitler genellikle sudan uzaklasacak sekilde, proteinin i¢ kisminda
kiimelenirler.

» Kuarterner (dordiinciil) yapi: Birden fazla polipeptit zincirinden olusan protein
yapisidir. Bir proteinin iki veya daha fazla polipeptit alt birimi olup, uzayda
diizenlenmeleri benzer veya farkli olabilmektedir. Kuaterner yapi, bu sekildeki

protein alt gruplarinin, ii¢ boyutlu kompleksler seklinde ifade edilmesidir.

Proteinlerin karmasik yapilar1 géz oniine alindiginda iki alt grupta siniflandiriimaktadir.
Fibroz (lifli) proteinler, uzun iplikler veya tabakalar halinde diizenlenmis polipeptit
zincirlere sahiptirler. Globiiler (kiiresel) proteinler ise, kiiresel veya dairesel bir sekilde
katlanmis polipeptit zincirlere sahiptirler. Boylece, bu iki grup yapisal olarak birbirinden

farklilik gosterirler. Fibroz proteinler genellikle biiylik dlclide tek tip ikincil yapidan
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olusur; globiiler proteinler genellikle birkag tiir ikincil yapi igerir. Omurgalilara destek,
sekil, keratin doku ve dis koruma saglayan yapilar fibroz proteinlerden olusurken,
enzimlerin ve dilizenleyici proteinlerin ¢ogu globiiler proteinlerden olusmaktadirlar.
Boylelikle bu iki grup protein, islevsellik olarak da birbirinden farklilik gostermektedir
(Nelson and Cox, 2004). Globiiler proteinler baslica biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize
etme, enzim katalizi, ligand baglama ve tagima gibi islevsel niteliklerinden dolay1 gida,
farmasotik ve saglik bakim iirtinlerinde kullanilir. Globiiler bir proteinde, amino asit
zinciri, polar gruplar proteinin yilizeyinde uzanacak sekilde biikiilebilir. Bu, proteinin
suyla etkilesime girmesine izin verir ve proteinin sudaki ¢oziiniirliiglinii artirir. Lifli
proteinlerde bu durum meydana gelmediginden dolay1 suda ¢éziinmezler (McClements,

2002).

Basit amino asitler, hem zayif asidik hem de zay1f bazik fonksiyonel grup iceren 6nemli
amfiprotik bilesik sinifin1 olustururlar. Amfiprotik madde, uygun bir ¢dziiciide
¢oziindiigiinde hem bir zay1f asit gibi hem de zayif bir baz gibi davranir. Hem pozitif yiik
hem negatif yiik tagiyan amino asit tiirlerine dipolar iyon (zwetterion) adi verilir. Sekil
2.4 de ortamin pH'sina bagli olarak amino asitin iyonik yapilar1 gosterilmistir. Tek yiikli
anyonik ve katyonik tiirler, zit yiiklii elektrotlara dogru ¢ekildigi halde, bir amino asitin

bir pozitif ve bir negatif yiik iceren dipolar iyonu, elektrik alanda go¢ etme meyili

gstermez.
NHz* NHz* NH:
H———l-———CDDH-;ZZ!]{———l————CDD'iZ:?I{———l————CDD'
' ! '
pH< 7 pH=7 pH >7

Sekil 2.4. Ortamin pH’sina bagli olarak, bir amino asitin yapisal gosterimleri.
Coziicliniin pH's1, anyon ve katyon derisimlerinin esit olmasinmi saglayacak bir degerde

ise, amino asit bir elektriksel alanda go¢ etmez. Net bir gdgiin olmadig1 bu pH degerine,

proteinin izoelektrik noktas: (pl) denir. Izoelektrik nokta, proteinlerin taninmasi igin
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Oonemli bir fiziksel sabittir (Skoog et al. 2004). Proteinler, izoelektrik noktalarinin altinda

proton alarak pozitif, iistiinde ise proton kaybederek negatif yiike sahip olurlar.

2.3.1. Protein-ligand etkilesimlerinde florimetrik calismalar

Proteinin ii¢ boyutlu yapisi ve fonksiyonlar1 arasindaki iligki, hesaplamali yontemlerle
ilac kesfi alaninda 6nemli bir yer tutar. X-1s1n1 kristalografisi ve elektron mikroskobu gibi
kusursuz goriinen uygulamalar, proteinin yapi-islev iliskisinin dinamiklerini agiklamakta
yetersiz kalabilmektedir. Floresans spektroskopisi gibi teknikler, dogal proteinin {i¢
boyutlu konformasyonlarini incelerken ayni zamanda proteinin yapisina daha az zarar

vererek caligmalar1 gerceklestirebilirler.

Protein ve niikleik asit gibi makromolekiillerin biyofiziksel ¢alismalarinda, floroforlar
(floresan ozellik gdsteren maddeler) yapisal calismalar igin fiziksel bir belirteg gorevi
gérmesinin yani sira bagli oldugu protein ve gevresi hakkinda bilgi verirler (Toseland,
2013). Floroforlar, radyoaktif problar ve boyalar gibi sentetik veya protein zincirindeki
aromatik amino asitler gibi dogal ug¢ olabilirler. Bir proteinin florimetrik yontemle
calisilabilmesi i¢in, dncelikle proteinin floresans 6zellikte dogal floroforlar olan aromatik
amino asit uglara sahip olmasi gerekmektedir. Bu uglar floresans kuantum verimlerine
gore siralanirsa; triptofan (Trp), tirozin (Tyr) ve fenilalanin (Phe)’dir. Proteinin
biyofiziksel ¢aligmalarinda Phe amino asiti, Trp ve Tyr ile kiyaslandiginda daha az
floresans yapan bir u¢ oldugu goriilmektedir. Bu durumda, floresan yogunlugundaki
degisiklikler, protein i¢indeki Trp ve Tyr uclardan kaynaklanmaktadir. Trp ve Tyr uclar,
280 nm’ye es deger dalga boyu ile uyarilabilir. Ayrica Trp, 295 nm’ye es deger dalga
boyu ile de uyarilabilir (Misra, 2019).

Protein-ligand etkilesimlerinde baglanma 0Ozelliklerinin incelenmesinde; floresans
spektroskopi, UV-goriiniir bolge absorpsiyon spektroskopi, ii¢ boyutlu (3D) floresans
spektroskopi, molekiiler kenetlenme, sirkular dikroizm (CD), FRET ve FTIR gibi
yontemler kullanilmaktadir (Li and Li, 2016; Zhang et al. 2009). Floresans
spektroskopisi, protein-ligand arasindaki iliskiyi karakterize etmek i¢in yaygin olarak
kullanilir. Avantajlar1 arasinda; kolaylik, ¢evresel degisikliklere kars1 yiiksek duyarlilik
ve protein-ligand arasindaki etkilesimleri hem nitel hem nicel olarak tanimlamasidir.
Floresans spektroskopisi aslinda, florofor ortamindaki degisiklikleri algilayan prob

tabanli bir tekniktir. Protein ve ligand gibi yapilarin baglanma ¢alismalarinda kullanilan
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floresans spektroskopi yontemleri yapilar arasindaki baglanma mekanizmasi, baglanma
yerlerinin sayisi, termodinamik parametreler ve etkilesimleri hakkinda bilgi
saglamaktadir (Bhattacharyya et al. 2010). Elde edilen parametreler, protein-ligand
arasindaki baglanma tiirii, canli hiicrede metabolik ve tasinim hareketleri hakkinda da

bilgiler vermektedir (Li and Yang, 2015).

2.3.2. Proteaz enzimleri ve pepsin

Proteaz enzimleri, proteinlerdeki peptit baglarinin ayrilmasinmi katalize ederler. Analitik
tekniklerdeki gelismeler, proteazlarin; protein katabolizmasinda, kanin pihtilagmasinda,
hiicre biiyiimesi ve gogiinde, protein aktivasyonunda, hiicre diizenlenmesi ve sinyalinde,
doku gelisiminde, fibrin pihtilarinin par¢alanmasinda, salgi proteinlerinin zarlar boyunca
taginmasinda, enflamasyon, tiimdr biiylimesi, metastaz ve patogenez gibi bir¢ok biyolojik
proseslerde onemli rol oynar (Pinto and Schanze, 2004). Son yillarda yapilan
arastirmalara gore, kanser ve AIDS gibi 6liimciil hastaliklara kars: terapotik/farmasotik

ajanlar gelistirmek icin potansiyel hedef haline gelmislerdir.

Insan genomunda, farmasotik hedeflerin bir diger 6nemli smifi olan kinazlarin sayisina
(> 500) rakip olan tahmini 561 proteaz vardir. Proteazlar, kanser ve felg gibi bircok
hastalikta kilit katilimec1 olmanin yani sira, elliden fazla genetik bozukluga dogrudan etki
etmektedir. Ek olarak bakteriler, viriisler ve parazitler dahil olmak {izere bir¢ok bulasici
mikroorganizma, patojenlik faktorleri olarak proteazlari kullanirlar. Kanser, felg ve
enfeksiyon gibi hastaliklarin yani sira birgok normal biyolojik siirecte yogun bir sekilde
rol oynarlar. Aslinda proteolitik aktivite bazen bazi kanser tiirleri i¢in bir belirte¢ olarak

kullanilir (Medintz, 2006).

Pepsin; sindirim proteazlarindan biri olup, hidrofobik ve tercihen aromatik amino asitler
arasindaki peptit baglarin1 pargalayarak gida proteinlerini peptitlere indirgemek i¢in
midedeki ana hiicreler tarafindan salinir. N-terminali (1-172 amino asit uglar) ve C-
terminali (173-326 amino asit uglar1) olmak tizere iki kisimdan olusur. Toplamda 326
amino asitten olusan ve molekiiler agirligt 35.000 Da olan asidik bir enzimdir (Spelzini
et al. 2008). Pepsinin aktif baglanma bolgesi, besinci domain ile iki aspartat amino asit
uclar1 (Asp32 ve Asp215) arasindadir (Fang et al. 2015). Sekil 2.5 de pepsinin ii¢ boyutlu

yapist goriilmektedir. Acik gri renkler 3 tabakalari, acik gri renkler a-heliks yapisini, sar1
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kisimlar pepsin enziminin aktif bolgesi olan Asp32 ve Asp215' ifade etmektedir

(Raufman, 2004).

Sekil 2.5. Pepsinin ii¢ boyutlu yapisi.

Yiyeceklerin sindiriminde 6nemli bir rol oynadig: i¢in, genellikle kiiciik molekiiller ve
proteinler arasindaki etkilesimleri arastirmak i¢in sindirim proteazlarinin 6nemli bir
modeli olarak kullanilir. Pepsin, c¢oklu triptofan igeren bir protein olup yapisinda
floresans Ozellik gosteren bes triptofan (Trp39, Trpl141, Trp181, Trp190 ve Trp300), on
li¢ tirozin ve on li¢ fenilalanin aromatik amino asit ug icerir. Bu Trp uclar, proteinin dogal
olarak floresans yapmas1 agisindan, pepsin-ligand etkilesiminin ve bu etkilesim
sonrasinda meydana gelen konformasyonel degisikliklerin anlagilmasinda 6nemli bir yere

sahiptir (Wang et al. 2019; Yue et al. 2020).

Literatiirde pepsin ile yapilan ¢alismalar incelendiginde, ev ve kisisel bakim {irlinlerinde
antibakteriyel ajan gorevi goren triklosan (TCS) ve triklokarbon (TCC) etken
maddelerinin pepsin ile olan floresans soniim teknigi ile etkilesim sonuglari, viicuttaki
toksisite mekanizmasina iliskin bilgiler vermistir (Yue et al. 2019). Diger bircok
calismada pepsin ile etkilesimin incelendigi ligandlara 6rnekler verilirse; organ naklinde,
organin reddine engel olan bagisiklik baskilayici bir ila¢ olan mikofenolat mofetil (MMF)
(Ma et al. 2016), tip-2 diyabetin tedavisinde kullanilan metformin ilac1 (Pathak et al.
2018), uykusuzluk ve bas agris1 tedavisinde kullanilan bir Cin bitkisi olan helisid (Meti
et al. 2018), iltihapli hastaliklarin ve tlimor hiicrelerinin tedavisinde kullanilan zerdegal

(Ying et al. 2015), kan dolagiminin diizenli iglevini saglamak ve sinirsel bozukluklarin
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(migren, bas agrisi, felg, demans gibi) tedavisinde kullanilan bir bitkisel ilag olan
gastrodin (Wang et al. 2017), antioksidan, antikanser gibi ¢esitli farmakolojik etkilere
sahip olan daidzein ve genistein (Nan et al. 2016) gibi bilesiklerin pepsin ile olan
etkilesimleri ve karsilastirmali sonuglar baslica floresans teknikleri ile incelenmistir ve

diger yontemlerle de desteklenmistir.

2.3.3. Serum albiiminler ve HSA

Insan ve diger memeli hayvanlarim kan plazmasinda bulunan globiiler yaptya sahip serum
albiiminleri kanda bulunan proteinlerin biiyiik bir kismin1 (%52-60 civarinda) olusturur.
Albiimin yumurtanin beyazinda bulunur ve karacigerde sentezlendigi gibi, proteaz
gruplart veya diger katki maddeleri olmadan sadece amino asitlerden olusan basit bir
proteindir. U¢ domain birbirine 17 disiilfit bag: ile sikica katlanmis olarak 585 amino
asitten olugsmaktadir (Peters, 1995). Serum albiiminleri; yag asitleri, bilirubin, safra tuzlari
ve benzeri tiirler i¢in fizyolojik tasiyici olarak goérev yaparlar. En 6nemli 6zellikleri
arasinda cesitli igsel (endojen) ve dissal (ekzojen) ligandlari tersinir olarak kendilerine
baglayabilmeleridir. Ayrica metaller, hormonlar ve ilaclarin etken maddeleri ile bag
yapabilirler. Bu nedenle serum albiiminler ile kii¢lik molekiillerin baglanma c¢aligsmalari
protein yapist ve dinamigi, baglanma mekanizmalarinin aydinlatilmasi agisindan ilgi

¢ekicidir.

Serum albiiminler, globiiler proteinler olup ikiye ayrilir; HSA (human serum albiimin) ve
BSA (bovin serum albiimin)’dir. HSA ve BSA, omurgalilarda hormonlarin, iyonlarin,
yag asitlerinin ve ilag tasinmasinda/depolanmasinda 6nemli rol oynayan proteinlerdir. Bu
islevleri gergeklestirirken, plazma konsantrasyonunun diizenlenmesine de dnemli etkisi
olur. Kan plazmasinda birka¢ farkli tasima proteini mevcuttur fakat albiimin yiiksek
afinite ile tersinir olarak baglanabilen tek proteindir (Silva et al. 2004). Tiim proteinler
icerisinde en ¢ok calisilan protein grubudur ve uygulamalari klinik ve temel
arastirmalarda sikca kullanilmaktadir. En saf proteinlerden biri olan alblimin, klinikgiler,
beslenme uzmanlari, fiziksel kimyacilar, biyokimyacilar, immiinologlar, genetikgiler ve

molekiiler biyologlarin arastirma konular1 arasinda yer almaktadir.

Serum albiiminlerin uyarilma dalga boylar1 280 nm civarinda ger¢eklesmekte olup, Trp

ve Tyr uclardan kaynaklidir. Maksimum floresans siddetleri sirasi ile 340 nm ve 300
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nm’dir. Serum albiiminlerle bag kurabilen kiiclik bir molekiil bu Trp uglara
konumlanmigtir ya da c¢ok yakininda yer almalidir. Bu sekilde triptofan uglarin
floresansini soniimleyebilir. Albiimin proteininin soniim ¢alismalar1 ve diger maddeler
ile olan etkilesimlerinin incelenmesi konusunda floresans 6nemli bir yontemdir (Bi et al.

2005).

HSA (insan serum albiimin); iic homolog a-heliks domainden (I, II, III) olusur ve bu
domainler de iki alt kisim (IA, IB, IIA, IIB, IIIA, IIIB) icerir (Dockal et al. 2000; Tang et
al. 2006). Iki temel ila¢ baglanma bélgesi vardir; domain I ve domain II (Sekil 2.6)
Domain I, ITA alt kisminin hidrofobik boslugunda bulunan, giiclii hidrofobik etkilesimler
ile ¢ogunlukla nétr, hacimli heterosiklik bilesikleri baglayabilen alandir. Domain II ise,
IIIA alt kisminda bulunan, dipol-dipol, van der Waals etkilesimleri ve hidrojen baglar1 ile
bir¢ok aromatik karboksilik asitleri baglayabilen alandir (Carter and He, 1990; Jana et al.
2012). HSA’nin floresansi tek triptofan ugtan (Trp214) kaynaklanmaktadir.

Trp214

s

Domain [
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|
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Sekil 2.6. HSA'nin ii¢ boyutlu yapisi.

Literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde, HSA nin bir¢ok ligand ile baglanma ozellikleri ve
mekanizmalar1 calisilmistir. Ornegin bagisiklik, iltihaplanma ve kanser tedavilerinde
kullanilan flavonoid (Dufour and Dangles, 2005), ila¢ tasiyict ve biyomedikal
goriintiileme uygulamalarinda kullanilan kuantum taneciklerinden CdTe (Lai et al. 2012),
ozellikle Afrika kitasinda karsilasilan malaryaya (sitmaya sebep olan parazit) karsi

antimalaryal 6zellik gosteren amodiakin (Samari et al. 2012), akciger kanser tedavisinde
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kullanilan gefitinib (GEF) (Kabir et al. 2016), antialerjik, antiviral ve antienflamatuar gibi
cesitli biyolojik aktivitelere sahip olan glisiretinik asit (Tang et al. 2006), antimikrobiyal
ajan olarak kullanilan Co(III) schiff baz1 kompleksi (Fard et al. 2012), kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde ve hormon diizenleyici olarak kullanilan ikariin (Zhang et al.
2008) gibi bilesiklerin HSA ile olan etkilesimleri baslica floresans teknikleri ile

incelenmistir ve sonuglar diger yontemlerle de desteklenmistir.

2.4. Kumarin bilesikleri ve Schiff bazlarinin é6zellikleri

Kumarinler: Oksijenli heterosiklik bilesiklerin bir grubunu olusturan lakton yapisina
sahip bilesiklerdir (Sekil 2.7, a). Kumarin ve kumarin tiirevleri, genis biyolojik aktiviteye
sahip onemli bir bilesik sinifint olustururlar. Bu bilesiklerin ¢ogunun antibakteriyel,
antifungal, antienflamatuar, antikoagiilan ve antitiimor ajanlar1 olarak aktif olduklar
kanitlanmistir. Bu tiir bilesikler, ila¢c sentez ve tasariminda molekiiler iskelet yapiy1

saglayan onemli molekiillerdir (Al-Majedy et al. 2016).

Kumarinler o6nemli ticari malzemeler olup kimyasal, termal ve fotokimyasal
kararliliklarinin yani sira floresan kuantum verimleri yiiksektir. Bu 6zellikleri ile kumarin
tirevleri, gida ve kozmetik endiistrisinde, boya, lazer teknolojisinde oldukca sik
kullanilirlar (Li et al. 2014). Cesitli dogal bitkiler ile ¢ilek, kiraz, ahududu gibi
meyvelerde, dogal kaynaklarda, 6zellikle yesil bitkilerde bin ii¢ yiiziin iizerinde kumarin
tiirli tespit edilmistir. Ayrica parflimlerde, boya ve sprey katki maddelerinde ve gida
aromasinda sabitleyici olarak kullanilir. insanlarda yapilan birgcok ¢alismada, kumarin,
organizma tarafindan dagitilan gastrointestinal sistemde (oral alim) yani tim sindirim

sisteminde hizla emilmektedir (Marcolan et al. 2011).

Kumarin ve tiirevleri ile ilgili caligmalar literatiirde genis yer almaktadir. Antikanser etkili
bes farkli kumarin tiirevi schiff bazlar1 ile HSA arasindaki etkilesim 6zellikleri floresans
soniim ve molekiiler kenetlenme ¢alismalar1 ile incelenerek sonuglar birbiri ile
karsilastirlmistir (Déméotor et al. 2014). Baska bir calismada Ca®" iyonu igin floresans
kemosensor kumarin bazli schiff bazi ile rodamin bilesigi arasindaki etkilesim (An et al.
2013); diger bir calismada ise bakir(I) iyonu i¢in kemosensor kumarin bilesigi arasindaki

etkilesim incelenmistir (Warrier and Kharkar, 2018). Floresans calismalarinda metal
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kompleksleri genel olarak bir iyon i¢in sensdr gorevi goren bilesik olarak sentezlenmis

olup ¢alismalarda etkin bir sekilde kullanilmstir.

Schiff bazlari: Herhangi bir birincil amin belirli kosullar altinda bir aldehit veya bir keton
ile reaksiyona girdiginde olusur. -CH=N- olarak elde edilen yapi, imin veya azometin
olarak bilinir. Schiff bazlar1 antifungal, antibakteriyel, antikanser, antioksidan,
antimalaryal, antiviral ve ates diisliriicli gibi farmakolojik 6zellikler gosterdiginden dolay1
biyolojideki uygulama alanlarinda oldukca genis bir alana sahiptir. Bu tiir bilesiklerde,
biyolojik aktivitelerden sorumlu imin grubudur. Schiff bazi ligandlar1 kolaylikla
sentezlenir ve genellikle bir¢ok metal iyonuyla kompleks olustururlar ve bu kompleksler
de genellikle sensor gorevi goriirler. Schiff bazlari, imin grubunun gegis metali iyonlarina
olan kuvvetli afinitesi nedeniyle gecis metal iyonlar1 ile kompleks olusturma kabiliyetleri
ve farmakolojik 6zellikleri nedeniyle ¢cok Onemli organik bilesik sinifi olarak kabul
edilirler (Abu-Dief and Mohamed, 2015). Boya ve pigment gibi gida endiistrisinde
baslangi¢ malzemeleri olarak kullanilirlar. Son zamanlarda, kumarin gibi floresans
ozellik gosteren farkli schiff baz tiirevlerinin tasarlanmasi ve sentezlenmesi, sentetik
kimyacilar i¢in ¢esitli metal iyonlarinin optik algilama amaci i¢in ¢ekici bir alan haline
gelmistir (Ghosh et al. 2018). Ayrica polimerik malzemeler, sensorler, fotovoltaik
malzemeler, enerji malzemeleri, niikleer tip ve farmasotik alandaki uygulamalarda da
yerini almistir. Memelilerde ve diger solunum sistemlerinde fotosentez ve oksijenin

taginmasi gibi 6nemli biyolojik aktiviteleriyle de bilinmektedir (Liu and Hamon, 2019).

Schiff bazlarinin ¢esitli farmakolojik 6zellikleri sebebi ile DNA ve proteinler arasindaki
etkilesimler literatiirdeki bir¢ok arastirmada floresans soniim c¢alismalar1 ile
aciklanmigtir. Calismalar incelendiginde, bir schiff bazinin Zn metal kompleksi ile BSA
arasindaki etkilesimleri (Xiang and Wu, 2010), suda ¢6ziinebilir polimerik 6zellige sahip
Ni-schiff bazi kompleksi ile DNA arasindaki etkilesim calismalar1 (Xiao and Zhan,
2002), bakir(Il)-schiff bazi kompleksi ile ct-DNA arasindaki etkilesim c¢alismalari
(Sabolova et al. 2011), Co(Ill)-schiff baz1 kompleksi ile ct-DNA arasindaki
biyomolekiiler etkilesimleri (Subramanian et al. 2019) floresans spektroskopik yontemler

ile desteklenmistir.
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Tez calismast kapsaminda kumarin-hidrazon temelli bir schiff bazi sentezlenmistir ve
Boliim 3.1 de sentez semasi ile spektral 6zellikleri detayli olarak verilmistir. Tez icinde
HZC (Sekil 2.7, b) kisaltmasi ile verilen tiirev ile pepsin ve HSA proteinlerinin etkilesimi,
baglanma ozellikleri floresans yontemler ile incelenmis olup hesaplamali molekiiler

kenetlenme sonuglari ile desteklenmistir.

Sekil 2.7. a) Kumarin ve b) HZC tiirevinin molekiil yapilari.

2.5. Molekiiler kenetlenme analizi

Molekiiler kenetlenme, hedef molekiil olarak secilen bir reseptoriin genellikle bir protein
veya bir niikleik asit molekiilii (DNA/RNA) ile ligandin kiigiik bir molekiil oldugu hedef-
ligand kompleksinin konformasyonunu tahmin etmek amaci ile kullanilan bilgisayar
simiilasyon programidir. Ayrica, bir ligandin 6ngoriilen veya 6nceden tanimlanmig bir
baglanma bdlgesinde tahmin edildigi bir simiilasyon islemi olarak da tanimlanabilir. Son
birkag yilda, biyolojik aktivite, yap1 ve inhibisyon ile ilgili veriler dnemli 6l¢iide artmistir.
Protein Veri Bankas1 (PDB) ve Diinya Capinda Protein Veri Bankas1 (wwPDB) gibi yap1
veritabanlar elli binden fazla protein yapisina sahiptir ve bu yapilarin ¢ogu potansiyel

ilag hedefleri olarak kabul edilebilir (Dias and Azevedo, 2008).

IR-spektroskopisi, X-1s1n1 kristalografisi ve niikleer manyetik rezonans (NMR) gibi
spektroskopik yontemler, herhangi bir organik molekiil veya biyomolekiiler hedefin ii¢
boyutlu yapilarinin arastirilmasi ve olusturulmasina yonelik tekniklerdir. Molekiiler
kenetlenme ise, ligand ve hedef molekiilin baglanma o6zelliklerine bagli olarak, bir
kompleksin {i¢ boyutlu yapisini Onermektedir (Dar and Mir, 2017). Ligandin
DNA/protein gibi hedef molekiiliin tercih edilen baglanma bdlgesine, temelde kovalent
olmayan etkilesimlerle baglanarak kararli kompleksler olugturmasini igeren ¢alismalardir
(Sekil 2.8) (Guedes et al. 2014). Ilag-protein etkilesimlerinde, ilacin protein iizerinde

tercih edilen baglanma bolgesini tahmin etmek ve elde edilen verilere gore yeni ilag
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dizayninda kullanilmak iizere molekiiler kenetlenme analizi gergeklestirilmektedir
(Tayyab et al. 2016). Molekiiler kenetlenme sonuglarnin, deneysel sonuglarla

uyumlulugu kontrol edilerek etkilesimler hakkinda daha net bilgiler elde edilmektedir.
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Sekil 2.8. Molekiiler kenetlenme 6rnegi.

Literatiirde bazi molekiiler kenetlenme caligmalari incelendiginde, Ornegin insiilin
direncini azaltic1 etkiye sahip pioglitazon ilaci ile HSA etkilesimi arasinda hidrojen
baglarinin baskin oldugunu ve ilgili amino asit uclardan gergeklestigi konusunda net
bilgiler elde edilmistir (Faridbod et al. 2011). Diger bir ¢alismada antikanserojen ve
antibakteriyel 6zelliklere sahip olan polifenol tiirevleri ile BSA'nin etkilesimi sirasindaki
amino asit uclar ile olan etkilesim tiirleri belirlenmis olup birbiri ile karsilastirilmistir.
Molekiiler kenetlenme caligsmalari floresans ¢aligsmalari ile paralel olarak yiiriitiilmiis ve
birbirini destekleyici ¢alismalar oldugu gosterilmistir (Sktr et al. 2012). Molekiiler
kenetlenme ile elde edilen sonugclar ilag-protein etkilesimlerinin incelenmesinde ve yeni

ila¢ tasarimi1 ve dizayninda oldukga etkilidir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. HZC bilesiginin sentezi ve karakterizasyonu:

Sekil 3.1'e gore 7-(dietilamino)-2H-kromen-2-on bilesigi (Bilesik 2), 0.02 mol dietil
malonat ile 0.01 mol 4-(dietilamino)salisilaldehit (Bilesik 1) 30 mL etanolde
¢Oziilmiistiir. Daha sonra bu karigima 2.15 mL piperidin eklenerek geri sogutucu altinda
isitlarak 12 saat karistirilmistir. Coken sari renkli kati siiziilerek sicak metanolle
yikanmistir. 7-dietilaminokumarin-3-aldehit (Bilesik 3) ise susuz DMF ve POCI; igeren

cozeltiden azot gaz1 gegirilerek literatiirde verildigi gibi sentezlenmistir (Li et al. 2014).

2-Hidrazinobenzotiyazol (Bilesik 5), 0.03 mol (4.5 g) 2-aminobenzotiyazol (Bilesik 4),
0.6 mol (2.92 mL) hidrazin monohidrat, 0.03 mol (3.9 g) hidrazinyum siilfat ve 20 mL
etilen glikol {i¢ boyunlu bir balonda karistirilmistir. Balon bir geri sogutucu diizenegine
baglanarak, sistemden siirekli olarak azot gazi gecirilmistir. Tepkime karisimi gliserin
banyosunda 110 °C sicaklikta iki saat boyunca azot atmosferinde karistirilarak 1sitilmistir.
Bu siire sonunda tepkime karisimi sogutulmustur. Coken kati {iriin {izerine saf su ile
yikama islemi uygulanarak kati {iriin siizilmiistiir ve etanolden kristallendirilmistir.
Verim %95, erime noktas1 195-197 °C (literatiirdeki e.n: 198-199°C) (Barnett, 1976).
Kumarin-hidrazon temelli schiff bazi olan HZC (Bilesik 6), Bilesik 3 ve Bilesik 5

kullanilarak literatiirde verildigi gibi sentezlenmistir (Feng et al. 2019).

Yukarida belirtilen sentez tepkimeleri manyetik karistirma ile etiivde kurutulmus cam
malzemelerde gerceklestirilmistir. Reaksiyonun ilerlemesi, Merck silika jel (60 F254)
plakalar1 (0.25 mm) kullanilarak ince tabaka kromatografisi (TLC) ile izlenerek UV 151k
altinda goriintiilenmistir. Erime noktas: tayini i¢in Elektrotermal 1A9200 cihazi
kulllanilmistir. FT-IR spektrumlar1t Thermo Scientific, Nicolet iS5 ile ATR aparati
kullanilarak kaydedilmistir. '"H NMR spektrumu i¢ standart olarak TMS ile DMSO-ds
¢oziiciisii icinde bir Bruker Avance 300 Ultra-Shield cihazinda ve '3C NMR spektrumu
Bruker 400MHZzAV ile kaydedilmistir. Kimyasal kaymalar 8, ppm olarak ve kenetleme
sabitleri (J) hertz (Hz) cinsinden verilmistir. Elektron iyonizasyon (EI) kiitle
spektrometrisi  (Waters-LCT-Premier-XE-LTOF (TOF-MS)) kullanilarak yiiksek
¢Oziiniirliiklii kiitle spektrumlari (HRMS), m/z (rel.%) olarak kaydedilmistir. Ultraviyole-
goriiniir  (UV-vis) absorpsiyon spektrumlari, Shimadzu UV-1700 PharmaSpec
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spektrofotometresinde kaydedilmistir.
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Sekil 3.1. HZC (Bilesik 6)'nin sentezlenme semasi.

HZC (3-((2-(benzo[d]tiazol-2-il)hidrazon)metil)-7-(dietilamino)-2H-kromen-2-on)
spektral karakterizasyonlari: (Kaydedilen spektrumlar EK 1 de verilmistir.)

FT-IR (cm™) : 3420 (N-H), 3055 (aromatik C-H), 2969 (alifatik C-H), 1724 (C=0), 1680,
1529 (aromatik C=C), 1000-1260 (alifatik C-N), 700-950 (aromatik C-H ve C-C).

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 12.30 (s, 1H), 8.24 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 7.78 (s, 1H),
7.64 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.46 (s, 0H), 7.31 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.12 (t, J = 7.7 Hz, 1H),
6.78 (dd, J = 9.0, 2.5 Hz, 1H), 6.60 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 3.48 (q, J = 6.9 Hz, 3H), 1.16 (t,
J=6.9 Hz, 4H).

I3C-NMR (75 Hz, DMSO-ds,): § 167.2, 162.8, 161.1, 156.7, 151.6, 137.9, 131.1, 126.5,
122.1, 110.2, 108.6, 96.9, 44.7, 12.8.

HRMS (ESI,CH3CN, m/z) (C21H21N40,S) [M+H]" caled for 393.1385; found 393.1392.

Elementel Analiz (%): C, 64.27; H, 5.14; N, 14.28; O, 8.15; S, 8.17.
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3.2. Kullanmilan kimyasallar

Tiim caligma ¢ozeltileri stok cozeltilerden seyreltilerek hazirlanmistir ve ¢ozeltiler
buzdolabinda 4°C'de saklanmistir. Biitiin reaktifler analitik saflikta olup ileri saflastirma
yapilmadan kullanilmistir. Gerekli seyreltme ve yikama islemlerinde cift destile su

kullanilmaistir.

Deneysel caligmalar iki farkli tampon ¢ozelti ortaminda gergeklestirilmistir. Bunlardan
biri olan Tris-HCI tampon ¢ozeltisi, ¢ift destile suda (0.05 M Tris-hidroksimetil amino-
metan, 0.05 M HCI ve 0.1 M NaCl) pH 7.4 de hazirlanmistir. Sitrik asit-sodyum sitrat
tampon ¢ozeltisi, 0.1 M sitrik asit ¢ozeltisi ile 100 ml 1 M NaOH ¢ozeltisi karistirilip
belirli bir hacime seyreltilmistir ve 0.1 M HCI ¢ozeltisi ile pH 2.0'ye ayarlanmustir.

1.05x10”° M stok HSA ¢ozeltisi (human serum albumin, MW: 66.500 Da, Sigma Aldrich)
pH 7.4 Tris-HCI tampon ¢dzeltisinde hazirlanmistir. 1.2x10* M stok pepsin ¢ozeltisi
(MW: 35.000 Da, Sigma Aldrich) pH 2.00 sitrat tampon ¢o6zeltisinde hazirlanmstir.
2.17x107 M HZC schiff bazinin stok ¢dzeltisi DMSO i¢inde hazirlanmistir.

HZC sentez semasinda kullanilan 4-(dietilamino)salisilaldehit (Bilesik 1) ve 2-
aminobenzotiyazol (Bilesik 4) bilesikleri Sigma Aldrich’den temin edilmistir.

3.3. Kullanilan cihazlar

Floresans ¢alismalar Hitachi F-4500 spektroflorimetre cihazinda gergeklestirilmistir. FL
Solutions 2.0 programi kapsaminda, 150 W ksenon lamba 151k kaynakli cihaz ile biitiin
caligmalarda uyarilma ve emisyon slit araliklar1 2.5 nm / 2.5 nm, PMT voltaj1 700 V, 1
cm kuartz hiicreler kullanilarak yiiriitiilmustiir. Absorpsiyon ¢aligmalari Shimadzu UV-
1700 (PharmaSpec, UVProbe PC software) UV-goriiniir spektrofotometrede
gerceklestirilmistir. pH ile ilgili dl¢glimler Mettler Toledo (FiveEasy Plus) pH metrede
kaydedilmistir.

3.4. Florimetrik ¢alismalar

Pepsin-HZC etkilesimi ii¢ farkl sicaklikta (298, 303 ve 310 K) ve HSA-HZC etkilesimi
iki farkl sicaklikta (298 ve 310 K) florimetrik titrasyon yontemi ile gergeklestirilmistir.
HZC'nin, pepsin ve HSA floresans emisyonlar1 iizerindeki etkilerini incelemek icin
2.0x10 M pepsin ve 5.0x10°® M HSA iizerine mikro enjeksiyon ile 5-70 pL hacim
araliginda HZC stok ¢ozeltisinden eklenmistir. Cozeltiler 280 nm (pepsin i¢in) ve 294 nm

(HSA igin) dalga boylarinda uyarilarak, floresans siddet ve emisyon spektrumlarindaki
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degisiklikler 250-450 nm dalga boyu araliginda kaydedilmistir. Florimetrik ¢aligmalardan
elde edilen floresans soniim verileri Stern-Volmer esitligine gore degerlendirilmistir.
Ayrica sicaklik calismalarindan elde edilen verilerden van't Hoff esitligi kullanilarak
termodinamik parametreler hesaplanmistir. Forster'in 1s1masiz enerji transfer teorisine
gore de HZC ile pepsin/HSA bilesikleri arasindaki J(A), r, Ro gibi FRET parametreleri

hesaplanmustir.

3.5. Absorpsiyon deneyleri

HZC ile pepsin/HSA etkilesimindeki degisiklikleri incelemek i¢in UV-goriinlir bolge
absorpsiyon spektrumlar1 kaydedilmistir. HZC'min pepsin/HSA varliginda ve
yoklugundaki UV absorpsiyon spektrumlari kaydedilmistir ve birbirleriyle
karsilagtirilmistir.  Absorpsiyon  siddetindeki ~ degisiklikler ~ ve/veya  pik

maksimumlarindaki kaymalar incelenmistir.

3.6. Molekiiler kenetlenme calismalar:

HZC’nin Pepsin ve HSA ile olan olast yonelim ve etkilesimlerini arastirmak igin
AutoDock 4.2 (Morris and Lim-Wilby, 2008) yazilim1 kullanilarak molekiiler kenetlenme
caligmalar1 yapilmistir. HSA (ID: 1H9Z) ve pepsin (ID: SPEP) model yapilar1 protein
data bankasindan indirilmistir. Yar1 deneysel kuvvet alaninda minimize edilmis ve
Lamarckian genetic algoritma temelinde molekiiler kenetlenme i¢in protein molekiilleri
hedef olarak hazirlanmistir. Yapisal ve enerji optimizasyonu i¢in Gaussian 09 yazilimi
kullanilarak DFT/B3LYP/6-31 G* temel setinde HZC ligand olarak hazirlanmistir.
Kenetlenme sonuglarmma gore, HZC-Pepsin ve HZC-HSA arasindaki bag tiirleri

belirlenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda deneysel c¢alismalardan elde edilen sonuglar detayli olarak asagida
verilmistir. Tez i¢cinde HZC kisaltmasi ile verilen, yapisinda kumarin ve hidrazon i¢eren
bir schiff bazi sentezlenmistir ve spektral Ozellikleri karakterize edilmistir. HZC
bilesiginin pH 2.0 tampon ortaminda pepsin ile pH 7.4 tampon ortaminda HSA ile
etkilesimleri absorpsiyon ve floresans spektroskopik yontemlerle incelenmistir. Molekiil
ciftleri arasindaki baglanma sabitleri, baglanma tiirleri gibi 6zellikler agiklanmistir ve
molekiiller aras1 uzakliklar hesaplanmistir. Ayrica HZC-pepsin/HSA etkilesim sonuglari,

bilgisayar programi igeren molekiiler kenetlenme yontemi ile desteklenmistir.
4.1. HZC-pepsin etkilesiminin floresans calismalari

2.5 mL 2.0x10°M pepsin iceren ¢ozeltiye belirli ve artan derisimlerde mikro enjeksiyon
ile HZC ¢ozeltileri eklenerek floresans titrasyon yapilmistir. Cozeltiler 280 nm’de
uyarilarak floresans siddet ve emisyon spektrumlarindaki degisimler 290-450 nm dalga
boyu araliginda farkli sicakliklarda (298, 303 ve 310 K) kaydedilmistir. Sekil 4.1 de 298

K sicaklikta kaydedilen pepsinin floresans soniim spektrumlari goriilmektedir.

750
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300 325 350 3rh 400 425 450
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Sekil 4.1. 2.0x10°® M pepsin iizerine artan derisimlerde HZC eklenmesi ile elde
edilen floresans spektrumlari. HZC derisimi: 0, 1.95; 3.89; 5.82; 7.75;
9.66; 11.6;13.5;15.4;17.3;1.91; 21.0; 22.9; 24.7; 26.6 (x10®) M. huy=280
nm, 298 K, pH= 2.0.
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Pepsinin triptofan floresans siddeti, artan HZC derisimi ile birlikte diizenli bir azalma
(soniim) gostermistir. Sonuglar {i¢ sicaklikta Stern-Volmer grafikleri ¢izilmistir (Sekil
4.2) ve elde edilen soniim verileri Cizelge 4.1 de listelenmistir. Pepsinin triptofan uglari
etrafindaki mikro c¢evresindeki degisiklik, ayni zamanda maksimum emisyon dalga
boyunun 342 nm'den yaklagik 8 nm kirmiziya kaydigi goriilmiistiir. Buna gore, HZC-
pepsin arasinda etkilesimle birlikte bir kompleks yap1 olustugu sonucuna varilmistir

(Huang et al. 2010).
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Sekil 4.2. 2.0x107° M pepsin ile HZC etkilesiminde, farkli sicakliklarda elde edilen
Stern-Volmer grafikleri.

Cizelge 4.1. HZC-Pepsin etkilesiminde Stern-Volmer verileri.

T (K) Stern Volmer esitligi Ko MHx10* kg (M's!) x1012 R?
298 Fo/F=0.9323 + 1.108x10°[Q] 11.08 11.08 0.997
Pepsin 503 EyF=09693 +9.170x10°[Q] 9.170 9.170 0.996
310 FJ/F =0.9896 + 8.010x10*[Q] 8.010 8.010 0.993

Dogrusal Stern-Volmer grafikleri statik soniim (sondiiriicii ve florofor arasinda bir
kompleks olusumu) veya dinamik (sondiiriicii ve florofor arasinda bir ¢arpigsma siireci)

olmak tizere tek bir sondiirme mekanizmasini temsil eder (Huang et al. 2010).
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Cizelge 4.1 de elde edilen verilere gore, sicaklik artis1 ile Ksy degerlerinde azalma
oldugunu ve kq, biyomolekiiler soniim sabitlerinin 2.0x10'° M~!s™! degerinden ¢ok daha
bliyiik oldugunu gostermistir (Li and Li, 2016). Buna gore soniimiin dinamik olmadigi,
HZC ile pepsinin etkilesiminde statik soniim mekanizmasinin etkili oldugu ve etkilesim
esnasinda HZC-pepsin arasinda kompleks yapinin olustugunu gdstermektedir. HZC-
pepsinin etkilesiminin, ¢ift logaritma esitligi (Esitlik 2) kullanilarak, ti¢ farkli sicaklikta
pepsin ile gergeklestirilen floresans titrasyonlarindan elde edilen log (Fo—F) / F - log [Q]
grafikleri (Sekil 4.3) ¢izilmistir. Cizilen grafiklerden K, baglanma sabiti ve n, baglanma

kisim sayilar1 Cizelge 4.2 de listelenmistir.
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Sekil 4.3. 2.0x107° M pepsin ile HZC etkilesiminde, farkli sicakliklarda elde edilen
log-log grafikleri.

Cizelge 4.2. HZC-Pepsin etkilesiminde, K baglanma sabitleri ve n baglanma kisim

sayilari.
T (K) Esitlik (log-log) K (M)x10° n R?
298  log (Fo-F)/F = log 5.701 + 1.157 log [Q] 5.02 1.157 0.995
Pepsin 303 log (Fo—F)/F = log 5.652 + 1.147 log [Q] 4.49 1.147 0.997
310 log (Fo—F)/F = log 5.521 + 1.116 log [Q] 332 1.116 0.994
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Cizelge 4.2 de elde edilen sonuglara gore, sicakligin artmasiyla K, baglanma
sabitlerindeki azalma olusan HZC-pepsin kompleksinin kararliligmin azaldigim1 ve
yuksek sicakliklarda kompleksin bir kisminin nispeten ayristigin1 gostermektedir. Oda
sicakligindaki K, baglanma sabitinin 10 mertebesinde olmasi pepsin-HZC arasinda giiclii
bir etkilesimin oldugunu gdstermektedir. n, baglanma kisim sayilarinin yaklasik bir
olmast ise, HZC ile pepsin arasinda yiiksek afiniteli bir baglanma boélgesinin var oldugunu
ve etkilesiminin bir noktadan gergeklestigini gostermektedir (Wang et al. 2008; Ma et al.
2017).

4.1.1. HZC-pepsin etkilesiminde termodinamik parametrelerin ve baglanma

tiiriiniin belirlenmesi

Proteinler ile kiigiik molekiillerin (ilag, boya, floresan ug¢ vb.) etkilesimine katkida
bulunan molekiiler kuvvetler; hidrojen bagi, van der Waals kuvvetleri, elektrostatik ve
hidrofobik etkilesimler onemli rol oynamaktadir (Wang et al. 2008). Termodinamik
parametrelerden entalpi (AH) ve entropi (AS) degisimi degerlerinin, biiyiikliiklerinin ve
isaretlerinin bulunmasi biyomolekiil-ligand etkilesim tiiriiniin belirlenmesinde oldukca
onemlidir. HZC ile pepsin etkilesiminde, sicaklik degisimine gore, Cizelge 4.2 de
bulunan baglanma sabitleri, K degerlerinin log ifadeleri, van’t Hoff Esitligine (Esitlik 3)
gore 1/T'ye kars1 grafige gecirilmistir. Elde edilen dogrusal grafigin (log K = 0.9917 +
1406.5 / T, R?=0.9706) egiminden AH, kesim noktasindan AS parametreleri
hesaplanmistir (Sekil 4.4). Serbest enerji degisimi (AG) ise Esitlik 4 den hesaplanmastir.

Bulunan termodinamik parametreler Cizelge 4.3 de listelenmistir.

58
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Sekil 4.4. Pepsin ile HZC etkilesiminde elde edilen van’t Hoff grafigi.
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Cizelge 4.3. HZC-Pepsin etkilesiminde elde edilen termodinamik parametreler.

T (K) AH (kJ/mol) AG (kJ/mol) AS (J/molK)
298 -26.92 -32.34 18.18
Pepsin 303 32.43
310 -32.56

Cizelge 4.3 de elde edilen termodinamik parametrelere gore, negatif AG degerleri,
HZC’nin pepsin ile etkilesiminin kendiliginden olustugunu ve negatif AH degeri ise
reaksiyonun ekzotermik olarak gergeklestigini gostermektedir. Ayrica negatif AH ve
pozitif AS degerleri, HZC-pepsin kompleksinde baslica hidrofobik etkilesimler yaninda
elektrostatik etkilesimlerin de etkili oldugunu géstermektedir (Cui et al. 2006; Ge et al.
2010; Ross and Subramanian, 1981). AS degisiminin pozitif degeri, pepsin ve HZC
etrafinda rastgele dizilmis su molekiillerinden kaynaklandigini, bunun da pepsin-HZC
arasinda hidrofobik etkilesimlere neden oldugu bilinmektedir. Bu sonuglar pepsin-HZC
kompleks olusumuna bagli olarak, pepsinin ikincil yapisinin kismen diizensizlestigini

gostermektedir (Huang et al. 2009; Cheng et al. 2020).

4.1.2. HZC-pepsin etkilesiminin absorpsiyon ¢alismalari

UV-goriiniir bolge absorpsiyon 6lgiimii, kompleks olusumunun tespit edilmesinde basit,
etkili ve temel bir yontemdir. Pepsindeki yapisal degisiklikleri arastirmak i¢in pepsinin,
HZC'nin ve esit derisimde her ikisini de iceren ¢dzeltilerin UV-gdriiniir absorbsiyon
spektrumlar1 kaydedilmistir ve karsilastirilmistir (Sekil 4.5). 276 nm de pepsinin
absorbans pikindeki artig ve goriiniir bolgede HZC'nin absorbans pikindeki azalma HZC-

pepsin arasinda etkilesiminin olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 4.5. HZC ile pepsin etkilesiminde elde edilen (1:1) absorpsiyon spektrumlari.
1) 2x10° M HZC, 2) 2x10°° M pepsin,
3) 2x10° M HZC-2x10° M pepsin karigimu.

2.5 mL 2.0x10°M pepsin igeren ¢dzeltiye belirli ve artan derisimlerde mikro enjeksiyon
ile HZC ¢ozeltileri eklenerek, aralarindaki etkilesime ait UV absorpsiyon spektrumu elde
edilmistir (Sekil 4.6). Spektrumda agikca goriildiigii iizere pepsinin triptofan ucundan
kaynakli 276 nm de absorpsiyon piki mevcut olup, HZC c¢ozeltilerinin eklenmesi ile
beraber yaklasik olarak dalga boyunda 4 nm (276nm—280nm) kayma gozlenmistir.
Kirmiziya kayma (batokromik kayma), polar olmayan hidrofobik bosluklara gomiilii
aromatik uglarin daha hidrofilik bir ortama gectigini gostermektedir (Ma et al. 2016).
Kirmiziya kayma ve 276 nm'deki aromatik amino asit uglarin absorbans degerlerindeki
artis (m—m* gecisleri), HZC ile pepsin arasinda bir etkilesimin oldugunu ve floresans
soniim c¢alismalarinda elde edilen veriler ile uyum gostermektedir (Ge et al. 2010; Guo et
al. 2015). HZC-pepsin etkilesimi sonucu pepsindeki triptofan uglarin ¢evresindeki

hidrofobiklikte bir azalma oldugu sonucuna varilir (Yue et al. 2020).
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Sekil 4.6. 2.0x10°°M pepsin (spektrum 2) ile HZC etkilesimine ait absopsiyon
spektrumlar. 2. spektrumdan 8. spektruma dogru eklenen HZC
derisimleri: 0.0, 1.95, 3.89, 5.82, 7.75, 9.66 ve 11.5 (x107°) M. (Spektrum
1: 2.0x10° M HZC).

4.1.3. HZC-pepsin etkilesiminde floresans rezonans enerji transferi calismalar:

Donor-akseptdr molekiilleri arasindaki enerji aktarimini agiklamak igin Onemli bir
parametre olan J(A) degerinin bulunmasi 6nemlidir. Bunun i¢in HZC'nin absorpsiyon
spektrumu ile pepsinin floresans spektrumunun Grtiismesinin (Sekil 4.7) integrasyonu
degerlendirilmistir. 290-450 nm dalga boyu araliginda yapilan calismada J(A) degeri,
Esitlik 8 e gore 1.84977x107'* Lmol'cm?® olarak bulunmustur. Esitlik 5 kullanilarak elde
edilen E degeri, pepsin ve HZC'nin esit derisimlerinde 0.173 olarak elde edilmistir.
Pepsin icin k2 = 2/3, n = 1.336 ve Qp=0.15 (Zeng et al. 2014) degerleri kullanilarak
Ro=2.83 nm (Esitlik 7) ve r =3.67 nm (Esitlik 6) olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.4 de verilen sonuglara gore, r degerinin 8 nm'den az ve 0.5 Ro <r <1.5 Ro
araliginda olmasi, pepsinden HZC'ye 1s1masiz enerji transferinin yiiksek olasilikla
gerceklestigini ve Forster'in 1s1masiz  enerji transferi teorisine uygun oldugunu
gostermektedir. Ayrica r, dondr-akseptor ¢iftinin arasindaki uzaklik degerinin, Ro, %50

enerji transferindeki kritik uzaklik degerinden biiyiik olmasi floresans soniimiin, statik
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sonlim mekanizmasina gore gergeklestigini ortaya koymaktadir (Wang et al. 2008;

Gadallah et al. 2021).

200 0,08
d

& 600 A - 006 @2
b= el
uw =
@ @
@ =
w400 4 - 004 =T
s
=
i

200 A - 0,02

o T T T T T o

290 320 350 380 410 440
Dralgaboyu (nm)

Sekil 4.7. 2.0x10°° M pepsinin floresans spektrumu (a) ile 2.0x10° M HZC’nin
absorpsiyon spektrumunun (b) drtiigmesi.

Cizelge 4.4. HZC-Pepsin etkilesiminin rezonans floresans enerji transfer parametreleri.

Protein J (Lmol'em?) Ro (nm) E r (nm)

Pepsin 1.85x10°14 2.83 0.173 3.67

4.1.4. HZC-pepsin molekiiler kenetlenme ¢alismalari

HZC tiirevi optimize edildikten sonra, elektrofilik ve niikleofilik reaktif bolgelerini
incelemek i¢cin MEPS (molekiiler elektrostatik potansiyel ylizeyi) haritasi, GO9 software
programi kullanilarak incelenmistir (Sekil 4.8). Benzotiyazola ait azot ve kiikiirt atomlar1
ile kumarin yapisinda bulunan oksijenler koyu kirmizi renk ile negatif yiik yogunlugu; N-
H baginin oldugu kisimdaki azot atomu mavi renk ile pozitif yik yogunlugu

gosterilmistir.
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Sekil 4.8. HZC’nin molekiiler yapisi (sol tarafta) ve Gaussian09 programi
DFT/B3LYP/6-31G* dayanilarak optimize edilen MEPS haritas1 (sag
tarafta).

Hedef molekiil olarak pepsinin baglanma alanini, ligand olarak HZC'nin afinitesini
tahmin etmek ve HZC-pepsin etkilesiminin detayli agiklanmasi igin molekiiler
kenetlenme ¢aligmast yapilmistir. Segilen hedef baglanma bolgelerine HZC’yi
yerlestirmek i¢in AutoDock kenetlenme uygulanmistir. Molekiiler kenetleme sonuglari,
ic boyutlu amino asit etkilesimleri, baglanma enerjisi ve inhibisyon sabiti, (K;) degerleri
ile degerlendirilmistir. Ligandin on olas1 yapist liretilmistir ve en iyi poz, her bir kompleks
icin en diistik enerji degerlerine gore tanimlanmistir. Olusan kompleks i¢in HZC’ nin nispi

yonelimleri Sekil 4.9 da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Pepsin baglanma boélgesinde HZC’nin a) 3 boyutlu ve b) 2 boyutlu

etkilesimleri.

HZC-Pepsin kompleksindeki ii¢ boyutlu etkilesimlerde, pepsinin Thr77, Gly109, Gly217,
Asp32, Phelll ve GInl21 amino asit uglart ile HZC'nin farkli oksijen ve azot atomlari
ile alt1 hidrojen bagi olusturdugu EK 2: Cizelge 1 de gosterilmistir. Hidrojen baglari,
olusan kompleksin kararliligina biiyiik katki saglamakla beraber, proteinin ikincil ve
ticiinciil yapilarinin  olugsumunda Onceliklidir. Sonuglar hidrojen bag olusumunun
hidrofilikligi azalttigin1 ve hidrofobikligi arttirarak, HZC-pepsin kompleks kararliligini
arttirdigim1  gostermektedir (Ma et al. 2016). Hidrojen baglarinin yani sira pepsin
enziminde mevcut olan Glul19, Phel 11, Tyr75, 1le30, [le120 ve Leul 12 amino asit uglari
HZC ile sekiz hidrofobik etkilesime sahip oldugu goriilmektedir. Molekiiler
kenetlenmeden elde edilen sonuglarin termodinamik ¢alismalardan elde edilen baglanma
tiirleri ile uyum gosterdigi ve HZC-pepsin arasindaki etkilesimde hidrofobik kuvvetlerin
esas oldugu, beraberinde hidrojen baglar1 ve elektrostatik kuvvetlerin de etkili oldugu

sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.5. HZC-pepsin kompleksinin baglanma enerjisi ve inhibisyon sabiti degeri.

Ligand | Baglanma Enerjisi (kcal/mol) | Inhibisyon Sabiti (Ki, nM)

HZC -9.140 200.94
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4.2 HZC-HSA etkilesiminin floresans ¢calismalari

2.5 mL 5x10° M pepsin igeren ¢dzeltiye belirli ve artan derisimlerde mikro enjeksiyon
ile HZC c¢ozeltileri eklenerek floresans titrasyon yapilmistir. Cozeltiler 294 nm’de
uyarilarak floresans siddet ve emisyon spektrumlarindaki degisimler 300-450 nm dalga
boyu araliginda farkli sicakliklarda (298 ve 310 K) kaydedilmistir. Sekil 4.10 da 298 K
sicaklikta kaydedilen HSA'nin floresans soniim spektrumlart goriillmektedir. HSA'nin
triptofan floresans siddeti, artan HZC derisimi ile birlikte diizenli bir azalma (soniim)
gosterdigi ve etkilesimin oldugu sonucuna varilmistir. Sonuglar iki sicaklikta Stern-
Volmer grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.11) ve elde edilen soniim verileri Cizelge 4.6 da

listelenmistir.
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Sekil 4.10. 5.0x10°® M HSA iizerine artan derisimlerde HZC eklenmesi ile elde edilen
floresans spektrumlari. HZC derisimi: 0, 0.433; 0.865; 1.29; 1.72; 2.15;
2.57;3.00; 3.42; 3.84; 4.25; 4.67; 5.09; 5.50; 5.91 (x10%) M. hyy=294 nm,
298 K, pH=74.
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Sekil 4.11. 5.0x10° M HZC ile HSA etkilesiminde, farkli sicakliklarda elde edilen
Stern-Volmer grafikleri.

Cizelge 4.6. HZC-HSA etkilesiminde Stern-Volmer verileri.

T (K) Stern Volmer esitligi Ko MDHx10°  kq(M's?) x1013 R?
298 Fo/F =0.877 +3.70x10° [Q] 3.70 3.70 0.991
HSA
310 Fo/F = 0.959 + 2.90x103[Q] 2.90 2.90 0.998

Cizelge 4.6 da elde edilen verilere gore, sicaklik artist ile Ksy degerlerinde azalma
oldugunu ve kg, biyomolekiiler soniim sabitlerinin 10'© M's™' degerinden cok daha
biiylik oldugunu gostermektedir. Buna gére HZC ile HSA etkilesiminde statik soniim
mekanizmasinin etkili oldugu ve etkilesim esnasinda HZC-HSA arasinda kompleks
yapinin olustugunu gostermektedir (Li and Li, 2016). HZC-HSA etkilesiminin, g¢ift
logaritma esitligi (Esitlik 2) kullanilarak, iki farkli sicaklikta gerceklestirilen floresans
titrasyonlarindan elde edilen log (Fo—F) / F - log [Q] grafikleri (Sekil 4.12) cizilmistir.
Cizilen grafiklerden K, baglanma sabiti ve n, baglanma kisim sayilar1 Cizelge 4.7 de

listelenmistir.
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Sekil 4.12. 5.0x10°° M HZC ile HSA etkilesiminde, farkli sicakliklarda elde edilen
log-log grafikleri.

Cizelge 4.7. HZC-HSA etkilesiminde, K baglanma sabitleri ve n baglanma kisim

sayilari.
T (K) Esitlik (log-log) K (M)x10° n R?
298 log (Fo=F)/F = log 5.902 + 1.071 log [Q] 7.98 1071 0.993
HSA
310 log (Fo—F)/F = log 5.808 + 1.066 log [Q] 6.43 1.066  0.999

Cizelge 4.7 de elde edilen sonuglara gore, sicakligin arttik¢a K, baglanma sabitlerindeki
goriilen azalma, HZC-HSA kompleksinin kararliliginin azaldigimi gostermektedir. Oda
sicakligindaki K, baglanma sabitinin 10° mertebesinde olmasi molekiillerin arasinda
giiclii bir etkilesimin oldugunu gostermektedir. n, baglanma kisim sayilarinin yaklasik
bir olmas1 ise etkilesiminin bir noktadan olduguna isaret etmektedir. (Wang et al. 2008;

Ma et al. 2017; Guo et al. 2015)

4.2.1. HZC-HSA etkilesiminde termodinamik parametrelerin ve baglanma tiiriiniin

belirlenmesi

HZC ile HSA etkilesiminde, Cizelge 4.7 de verilen iki sicakliktaki baglanma sabitleri
kullanilarak asagida verilen van't Hoff esitligine gore, AH degeri Esitlik 9 dan
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hesaplanmistir. Serbest enerji degisimi (AG) Esitlik 4 ve AS Esitlik 3 den hesaplandi.

Bulunan termodinamik parametreler Cizelge 4.8 de listelenmistir.

In K2/K 1= - AH/R (1/T2-1/T1) )

T2 ve Ty iki farkli Kelvin cinsinden sicaklik degeri; Ko ve K sicakliklara ait baglanma
sabitleri; AH entalpi degeri; R ise gaz sabiti olup 8.3145 Jmol 'K "'dir (Petrucci et al.
2011).

Cizelge 4.8. HZC-HSA etkilesiminde elde edilen termodinamik parametreler.

T (K) AH (kJ/mol) AG (kJ/mol) AS (J/molK)
298 -13.83 -33.67 66.60
Pepsin
310 -34.47

Cizelge 4.8 de elde edilen termodinamik parametrelere gore, Negatif AG degerleri,
HZC’nin HSA ile etkilesiminin kendiliginden olustugunu ve negatif AH degeri ise
reaksiyonun ekzotermik olarak gergeklestigini gostermektedir. Negatif AH ve pozitif AS
degerleri, HZC-HSA kompleksinde baglica hidrofobik etkilesimler yaninda elektrostatik
etkilesimlerin de etkili oldugunu gostermektedir (Cui et al. 2006; Ge et al. 2010; Ross

and Subramanian, 1981).

4.2.2. HZC-HSA etkilesiminin absorpsiyon ¢calismalari

HSA'daki yapisal degisiklikleri arastirmak i¢in HSA'nin, HZC'nin ve esit derisimde her
ikisini de iceren ¢ozeltilerin UV-goriiniir bolge absorbsiyon spektrumlari kaydedilmistir
(Sekil 4.13). 278 nm de HSA'nin absorbans pik siddetindeki artis HZC-HSA arasinda
etkilesimin oldugunu gostermektedir. 5.0x10° M HSA igeren ¢ozeltiye belirli ve artan
derisimlerde HZC c¢ozeltileri eklenerek, UV absorpsiyon spektrumlar1 kaydedilmistir
(Sekil 4.14). Spektrumda agikca goriildiigi gibi HSA'nin triptofan ucundan kaynakli 278
nm deki absorpsiyon piki, HZC ¢ozeltilerinin eklenmesi ile birlikte yaklasik 5 nm
(278nm—283nm) dalga boyunda kirmiziya kayma gdstermektedir. Bu sonuca gore, HZC

ile HSA arasinda bir etkilesimin oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.13. HZC ile HSA etkilesiminde elde edilen (1:1) absorpsiyon spektrumlari.
1) 5x10° M HZC, 2) 5x10° M HSA,
3) 5x10° M HZC-5x10"° M HSA karigimi.
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Sekil 4.14. 5.0x10°°M HSA (spektrum 2) ile HCZ etkilesimine ait absopsiyon
spektrumlari. 2. spektrumdan 7. spektruma dogru eklenen HZC
derisimleri: 0.0; 4.33; 8.64; 12.9; 17.2 ve 21.4 (x107%) M. (Spektrum 1:
5.0x10°° M HZC).
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4.2.3. HZC-HSA etkilesiminde floresans rezonans enerji transferi calismalari

HSA-HZC molekiilleri arasindaki rezonans enerji aktariminda J(A) degerini bulmak i¢in
HZC'nin absorpsiyon spektrumu ile HSA'nin floresans spektrumunun ortiismesinin (Sekil
4.15) integrasyonu degerlendirilmistir. 300-450 nm dalga boyu araliginda yapilan
calismada J(L) degeri, Esitlik 8 e gore 7.44775x10"° Lmol'cm?® olarak bulunmustur.
Esitlik 5 kullanilarak elde edilen E degeri, HSA ve HZC'nin esit derisimlerinde 0.617
olarak elde edilmistir. HSA i¢in k2 = 2/3, n = 1.336 ve Qp=0.13 (Zeng et al. 2014)
degerleri kullanilarak, R¢=2.37 nm (Esitlik 7) ve r =2.19 nm (Esitlik 6) olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 4.9 da elde edilen sonuglara gore, r degerinin 8 nm'den az ve 0.5 Ro <r <1.5 Ro
araliginda olmasi, HSA'dan HZC'ye 1simasiz enerji transferinin yiiksek olasilikla

gerceklestigini ve Forster'in 1s1masiz enerji transferi teorisine uygun oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.15. 5.0x10° M HSA’nin floresans spektrumu (a) ile 5.0x10° M HZC’nin
absorpsiyon spektrumunun (b) Srtiismesi.
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Cizelge 4.9. HZC- HSA etkilesiminin rezonans floresans enerji transfer parametreleri.

Protein J (Lmol'em?) Ro (nm) E r (nm)

HSA 7.45x10713 2.37 0.617 2.19

4.2.4. HZC-HSA molekiiler kenetlenme calismalari

HSA olarak hedef modelde baglanma alanini ve ligand olarak HZC'nin afinitesini tahmin
etmek icin molekiiler kenetlenme uygulanmistir. Secilen hedef baglanma bolgelerine
HZC'yi yerlestirmek i¢in AutoDock kenetlenme uygulanmistir. Molekiiler kenetleme
sonugclari, li¢ boyutlu amino asit etkilesimleri, baglanma enerjisi ve inhibisyon sabiti, (Kj)
degerleri ile degerlendirilmistir. Ligandin on olas1 yapist iiretilmistir ve en iyi poz, her bir
kompleks icin en diislik enerji degerlerine gore tanimlanmistir. Olusan kompleks i¢in

HZC'nin nispi yonelimleri Sekil 4.16 de gosterilmistir.
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Sekil 4.16. HSA baglanma bdlgesinde HZC’nin a) 3 boyutlu ve b) 2 boyutlu

etkilesimleri.

HZC-HSA kompleksindeki ii¢ boyutlu etkilesimlerde, HSA'nin Lys199 amino asit ucu
ile HZC'nin oksijen ve azot atomlar1 arasinda ii¢ hidrojen baginin oldugu EK 2: Cizelge
2 de gosterilmektedir. Ayrica HZC bilesigi, HSA'nin Trp214, His242, Ala291, Leu238,
11e290, Lys199 ve Leul98 aromatik uglari ile on alt1 hidrofobik etkilesime sahiptir. HSA,

hidrofobik boslugunda gerceklestirmektedir (Jana et al. 2012).

Cizelge 4.10’a gore, HZC-HSA kenetlenme calismasinda baglanma enerjisi (-24.001
kcal/mol), HZC-pepsin arasindaki etkilesimin baglanma enerjisine (-9.140 kcal/mol) gore
daha diisiik oldugu bulunmustur. Bu durum HZC'nin HSA'ya kars1 daha yiiksek baglanma

afinitesine (ilgisine) sahip oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.10. HZC-HSA kompleksinin baglanma enerjisi ve inhibisyon sabiti degeri.

Ligand | Baglanma enerjisi (kcal/mol) | inhibisyon sabiti (Ki, nM)

HZC -24.001 1.870,65
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4.3. HZC'nin pepsin ve HSA varhginda tayini icin analitik veriler

HZC'nin tez ¢aligmasindaki etkilesim deneysel ortamindaki nicel tayini i¢in; pepsin/HSA
icin oda sicakliginda elde edilen ve asagida verilen dogrusal Stern Volmer grafikleri,

kalibrasyon grafikleri olarak kullanilmistir.
Pepsin-HZC i¢in Fo/F = 0.9323 + 1.108x10° [Q] (R?=0.997)

HSA-HZC igin Fo/F = 0.877 + 3.70x10° [Q] (R?=0.991)

Hesaplanan analitik sonuglar Cizelge 4.11 de verilmistir. HZC i¢in gozlenebilme sinir1
(detection limit, LOD)=3Sh/m ve tayin sinir1 (quantification limit, LOQ)=10Sb/m olarak
hesaplanmistir. Sb, kalibrasyon grafigi kesim noktasinin standart sapmasi ve m,
kalibrasyon grafiginin egimidir. n ise tekrarlanan 6l¢iim (deney) sayisidir (Zhu et al.
2004). Yoéntemin kesinligi icin, pepsin ile yapilan deneylerde 1.35x10° M HZC igin
tekrarlanan sonuglardan (n=6) elde edilen bagil standart sapma (BSS), % 4.09 olarak
bulunmustur. HSA ile yapilan deneylerde 3.0x10° M HZC igin tekrarlanan sonuglardan
(n=4) elde edilen BSS ise % 1.65 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.11. Pepsin/HSA varliginda HZC tayini i¢in analitik sonuglar.

Pepsin HSA
HZC dogrusal ¢alisma aralig1 (M) 1.95x10°% - 2.66 x10 4.33x107-5.91x10°
Kesim noktasi standart sapmasi (Sb) 0.1299 0.04704
Kalibrasyon grafiginin egimi (m) 1.108x10° 3.70x10°
Olgiim say1s1 (n) 8 9
Gozlenebilme sinir1 (LOD) (M) 3.518x10° 3.814x107
Tayin smir1 (LOQ) (M) 1.173x10°° 1.272x10°

4.09 1.65

BSS (%)
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5. YORUM

Tez ¢alismasinda, kumarin-hidrazon temelli olan ve HZC kisaltmasi ile verilen bir schiff
bazi sentezlenmistir ve spektral 6zellikleri karakterize edilmistir. HZC’ nin pepsin ve
HSA ile etkilesim ¢alismalar florimetrik titrasyon, absorpsiyon ve molekiiler kenetlenme

yontemleri ile ylriitiilmiistiir ve elde edilen sonuglar asagida siralanmaistir:

» Florimetrik titrasyon yontemi ile yapilan calismalar, pepsin i¢in {i¢ farkli
sicaklikta (298,303 ve 310 K) ve HSA ig¢in iki farkli sicaklikta (298 ve 310 K)
yuriitiilmiistiir. Pepsin ve HSA'nin floresans soniimden elde edilen verilerden
cizilen Stern-Volmer grafikleri, sicaklik artisi ile Ksv (soniim sabiti) degerlerinde
azalma oldugunu gostermistir. Buna gére HZC molekiiliiniin pepsin ve HSA ile
etkilesiminin kompleks olusumuna dayali statik soniim mekanizmas: ile
gerceklestigi sonucuna varilmastir.

» HZC molekiiliniin pepsin ve HSA ile farkli sicakliklarda elde edilen cift
logaritma grafiginden K (baglanma sabiti) ve n (baglanma kisim sayis1) degerleri
hesaplanmistir. Sicakligin artmasi ile beraber K sabitlerinde gdzlenen azalma
HZC-pepsin ve HZC-HSA arasinda olusan kompleks kararliligindaki azalmay1
gostermistir. n sayilarinin yaklasik bir olmasi ise HZC-pepsin ve HZC-HSA
arasinda yiiksek afiniteli bir baglanma bolgesinin var oldugunu ve etkilesiminin
bir noktadan gerceklestigini gostermistir.

» Farkli sicakliklarda gergeklestirilen HZC-pepsin ve HZC-HSA arasindaki
baglanma tiirlerinin belirlenmesi i¢in van’t Hoff esitligi kullanilarak
termodinamik parametreler hesaplanmistir. Negatif AH degeri ve pozitif AS
degeri, olusan HZC-pepsin ve HZC-HSA komplekslerinde hidrofobik
etkilesimler yaninda elektrostatik etkilesimlerin de etkili oldugu belirlenmistir.
Negatif AG degeri reaksiyonun kendiliginden gerceklestigini ve negatif AH degeri
ayrica reaksiyonun ekzotermik olarak gerceklestigini gostermistir.

» Pepsin ve HSA’nin HZC ile etkilesimi UV-goriiniir bolge absorpsiyon
spektrumlari ile de incelenmistir. Ayr1 ayr1 pepsin ve HSA igeren ¢ozeltiye, artan
miktarlarda HZC ¢6zeltisi eklendiginde, sirasi ile triptofan uglardan kaynakli 276
nm ve 278 nm dalga boylarindaki absopsiyon pik siddetlerinin arttigt ve
hiperkromik etki gosterdigi gozlemlenmistir. Ayrica dalga boylarinda her iki

etkilesim i¢in kirmiziya kayma (batokromik kayma) gozlenmistir. Kirmiziya
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kayma ve absorbans pik siddetlerindeki artis HZC-pepsin ve HZC-HSA arasinda
kuvvetli bir etkilesimin oldugunu, floresans calismalar1 ile UV-goriiniir bolge
caligmalarinin birbiri ile uyum igerisinde oldugunu gostermistir.

Floresans rezonans enerji transfer ¢alismalari neticesinde, dondr-akseptor cifti
arasindaki uzakliklar Ro (kritik uzaklik) ve r degerleri hesaplanmistir. HZC-pepsin
¢ifti i¢in, Ro=2.83 nm ve r=3.67 nm; HZC-HSA ¢ifti i¢in, Ro=2.17 nm ve r=2.19
nm olarak bulunmustur. Molekiiller aras1 uzaklik r degerlerinin 10 nm'den kiiclik
ve 0.5 Ro <r <1.5 Ry araliginda olmasi, pepsinden HZC'ye ve HSA'dan HZC'ye
1s1masiz enerji transferinin yiiksek olasilikla gergeklestigini ve Forster'in 1s1masiz
enerji transferi teorisine uygun oldugunu gostermistir. HZC-pepsin etkilesimine
ait r degerinin, Ry degerinden biiyiik olmas1 floresans soniimiin, statik soniim
mekanizmasina gore gerceklestigini gostermistir ve Stern-Volmer grafiginden
elde edilen sonucu da desteklemistir.

HZC-pepsin ve HZC-HSA arasindaki etkilesimi agiklamak i¢in molekiiler
kenetlenme c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Kenetlenme sonuglarma gore,
pepsinin Thr77, Gly109, Gly217, Asp32, Phelll ve Glnl121 amino asit uglari ile
HZC'nin farkli hidrojen ve azot atomlar ile alt1 hidrojen bagi olusturdugu
gozlemlenmistir. Hidrojen baglarinin yani sira pepsin enziminde mevcut olan
Glul19, Phelll, Tyr75, 11e30, Ile120 ve Leul 12 amino asit uglart HZC ile sekiz
hidrofobik etkilesime sahip oldugu gézlemlenmistir. HSA'nin ise, Lys199 amino
asit ucu ile HZC'nin oksijen ve azot atomlari arasinda {i¢ hidrojen baginin oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica HZC bilesigi, HSA'nin Trp214, His242, Ala291,
Leu238, 11e290, Lys199 ve Leul98 aromatik uclar1 ile on alti hidrofobik
etkilesime sahip oldugu goriilmiistiir. HSA, hidrofobik etkilesimlerini iki ilag
baglanma bolgesinden biri olan IIA alt kisminin hidrofobik boslugunda
gerceklestirmistir.

Baglanma enerjilert HZC-pepsin i¢in -9.140 kcal/mol ve HZC-HSA i¢in -24.001
kcal/mol olarak bulunmustur. Bu durum HZC'min HSA'ya karst daha yiiksek
baglanma afinitesine (ilgisine) sahip oldugunu gostermistir. Baglanma tiirlerine
iliskin, molekiiler kenetlenme calismalarindan ve termodinamik g¢alismalardan
elde edilen sonuglarin birbiri ile uyum igerisinde oldugu goriilmiistiir. HZC-
pepsin ve HZC-HSA arasindaki etkilesimde hidrofobik kuvvetlerin esas oldugu,
beraberinde hidrojen baglar1 ve elektrostatik kuvvetlerin de etkili oldugu

sonucuna varilmistir.

47



» Tezde calisilan deneysel kosullarda, pepsin varliginda HZC i¢in gdzlenebilme
smirt 3.518x10° M ve tayin simr1 1.173x10° M olarak bulunmustur. Ayrica,
calisilan deneysel ortamda, HSA varliginda HZC i¢in goézlenebilme sinir1

3.814x107M ve tayin simir1 1.272x10° M olarak bulunmustur.

Sonug olarak, sentezlenmis kumarin-hidrazon temelli HZC molekiiliiniin pepsin ve
HSA ile baglanma 6zellikleri spektroskopik ve molekiiler kenetlenme ¢aligmalart ile
incelenmistir. Elde edilen nitel ve nicel veriler, kumarin ve hidrazon igeren tlirevlerin
proteaz enzimleri ve albiiminler ile baglanma 6zelliklerinin aydinlatilmasi iyi bir
model olmas1 ve bu bilesiklerle ilag tasarim c¢alismalarina yon verecegi

distiniilmektedir.
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Cizelge 1. HZC’nin pepsin ile olusturdugu kompleksinde etkilesim tiirleri ve uzakliklari.

Mesafe Pepsin’in HZC'nin

HZC-Pepsin Etkilesimleri A) Bag Bag Tiirii Baglanma Baglanma
Bolgesi Bolgesi
:HZC:H34-A:THR77:0 2.1900 | Hidrojen bag: | Hidrojen Bagi A:THR77:0 :HZC:H34
A:GLY109:HA1-:-HZC:N20 | 2.4800 |Hidrojen bag: | Hidrojen Bag1 A:GLY109:HA1 | :HZC:N20
‘HZC:H7- A:GLY217:0 2.9000 | Hidrojen bagi | Hidrojen Bagi A:GLY217:0 :HZC:H7
‘HZC:H12- A:ASP32:0D2 | 2.51279 | Hidrojen bag g:gl’on'Hldeen A:ASP32:0D2 | :HZC:HI2
A:PHE111:HN- :HZC 2.68534 | Hidrojen bag | | -Donor A:PHE111:HN ‘HZC
Hidrojen bagi
S . | Pi-Donor
B:GLNI121:HN- :HZC 3.01485 | Hidrojen bagt | ,., . o B:GLNI121:HN :HZC
Hidrojen bagi

B:GLU119:HA- :HZC 2.28369 | Hidrofobik Pi-Sigma B:GLU119:HA :HZC
A:PHEI111-:HZC 5.73875 | Hidrofobik Pi-Pi istiflenmis | A:PHE111 ‘HZC
:HZC- A:PHE111 4.97518 | Hidrofobik Pi-Pi istiflenmis | A:PHE111 :HZC
A:TYR75 - :HZC 5.29627 | Hidrofobik | Pi-Pi T-seklinde | A:TYR75 :HZC
:HZC:C27- A:ILE30 3.42628 | Hidrofobik | Alkil A:ILE30 ‘HZC:C27
:HZC:C27-A:ILE120 3.29268 | Hidrofobik | Alkil A:ILE120 ‘HZC:C27
‘HZC- A:ILE120 5.43361 | Hidrofobik | Pi-Alkil A:ILE120 :HZC
‘HZC-A:LEU112 5.01470 | Hidrofobik | Pi-Alkil A:LEU112 :HZC
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Cizege 2. HZC’nin HSA ile olusturdugu kompleksinde etkilesim tiirleri ve uzakliklar.

o Mesafe o HSA’nin HZC'nin
Etkilesimler A) Bag Bag tiirii Bab%llzl‘:;rila Zlgéfgzl;;
ﬁ;g(S)lﬁf:HZl- 1.91733 | Hidrojen bagi | Hidrojen Bagi | A:LYS199:HZ1 | HZC:O11
3245(8)11919:HE2- 2.67131 | Hidrojen bagi | Hidrojen Bagi | A:LYS199:HE2 | HZC:O11
ﬁ;@fi%&HEz- 2.95395 | Hidrojen bagi | Hidrojen Bagi | A:LYS199:HE2 | HZC:N20
HZC:S17 - A:TRP214 3.90915 | Diger baglar Pi-Siilfiir A:TRP214 HZC:S17
HZC:S17 - A:TRP214 4.09029 | Diger baglar Pi-Siilfiir A:TRP214 HZC:S17
A:TRP214 - HZC 3.89246 | Hidrofobik | Pi-Pi istiflenmis A:TRP214 HZC
A:TRP214 - HZC 4.49831 | Hidrofobik | Pi-Pi istiflenmis A:TRP214 HZC
A:TRP214 - HZC 4.4805 | Hidrofobik | Pi-Pi istiflenmis A:TRP214 HZC
HZC - A:TRP214 3.47168 | Hidrofobik | Pi-Pi istiflenmis A:TRP214 HZC
A:HIS242 - HZC 4.28253 | Hidrofobik | Pi-Pi T-seklinde A:HIS242 HZC
A:ALA291 - HZC:C25 4.14166 | Hidrofobik Alkil A:ALA291 HZC:C25
A:ALA291 - HZC:C26 4.03941 | Hidrofobik Alkil A:ALA291 HZC:C26
HZC:C25 - A:LEU238 5.46866 | Hidrofobik Alkil A:LEU238 HZC:C25
HZC:C26 - A:ILE290 4.40906 | Hidrofobik Alkil A:ILE290 HZC:C26
HZC - A:LEU238 4.3996 | Hidrofobik Pi-Alkil A:LEU238 HzZC
HZC - A:ALA291 4.1363 | Hidrofobik Pi-Alkil A:ALA291 HzZC
HZC - A:LEU238 5.46479 | Hidrofobik Pi-Alkil A:LEU238 HZC
HZC - A:ALA291 5.27613 | Hidrofobik Pi-Alkil A:ALA291 HZC
HZC - A:LYS199 4.0545 | Hidrofobik Pi-Alkil A:LYS199 HZC
HZC - A:.LEU198 4.95505 | Hidrofobik Pi-Alkil A:LEU198 HZC
HZC - A:LYS199 4.84377 | Hidrofobik Pi-Alkil A:LYS199 HZC
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