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YENI SENTEZLENMIS KATYONIK STIRIiL BOYANIN
BiYOMOLEKULLERLE ETKILESIMININ SPEKTROSKOPIK VE
MOLEKULER KENETLENME METOTLARI iLE INCELENMESI

Bensu DOYURAN
Yiiksek Lisans, Kimya Boliimii
Tez Damismani: Prof. Dr. Elmas GOKOGLU

Mayis 2022, 66 sayfa

Tez c¢alismasinda (E)-2-(4-(dibiitilamino)stiril)-1,3,3-trimetil-3H-indol-1-yum iyodiir
(Ci5) olarak verilen yeni katyonik stiril boya sentezlenmistir ve spektral 6zellikleri
karakterize edilmistir. Ci5 bilesiginin, proteaz enzimleri olan tripsin ile pH 7.4, pepsin
ile pH 2.0 tampon ortaminda etkilesimleri ¢oklu spektroskopik (floresans, absorpsiyon,
FTIR ve CD) ve molekiiler kenetlenme yontemleri kullanilarak incelenmistir. Ayrica
Ci5-DNA arasindaki etkilesim ise spektroskopik yontemle incelenmistir ve baglanmanin,
oluk tiiri baglanma oldugu sonucuna varilmistir. Florimetrik calismalarda, floresans
soniimden elde edilen verilerden Ci5 bilesigi ile pepsin/tripsin etkilesiminin statik soniim
mekanizmasi ile gergeklestigi ve bu etkilesimin kompleks olusumuna dayandigi
sonucuna varilmistir. Baglanma tiirleri ve ozellikleri farkli sicakliklarda elde edilen
termodinamik parametrelere (AH ve AS) dayanarak aciklanmistir. Pozitif AS ve negatif
AH parametreleri, Ci5 ile pepsin etkilesiminde hem elektrostatik kuvvetlerin hem de
hidrofobik etkilesimlerin rolii oldugu sonucunu gostermistir. Negatif AS ve negatif AH
degerleri, Ci5’in tripsin ile etkilesiminde van der Waals kuvvetlerinin ve hidrojen

baglarinin varligmi gostermistir. FTIR calismalari, pepsin/tripsinin amid bantlarinda



olusan kaymalar nedeniyle, boya ile enzimler arasinda etkilesimin varligina isaret
etmigtir. Ayrica CD sonuglari, Ci5 in pepsin/tripsine baglanmasinda, enzim heliks
yapisinin kararliliginin azalmasi ile sekonder yapida konformasyonal degisiklik meydana

geldigini gostermistir.

Forster teorisine gore, donor-akseptér molekiil ¢iftleri arasindaki uzaklik (r) Ci5-pepsin
ciftinde 3.53 nm, Ci5-tripsin ¢iftinde ise 3.27 nm olarak bulunmustur. Boya/enzim giftleri
arasinda rezonans enerji aktariminin 1simasiz yolla olustugu sonucuna varilmistir.
Deneysel sonuglar, molekiiler kenetlenmeden elde edilen veriler ile karsilastirilmistir ve
desteklenmistir. Molekiiler kenetlenme sonuglari, Ci5’in pepsin/tripsinin belli amino asit
uglart ile ve DNA’nin niikleotitleri ile baglandigin1 géstermistir. Ayrica baglanma

kuvvetleri ve bag mesafeleri hesaplanmustir.

Ci5’in pepsin ve tripsin varlifindaki tayini i¢in elde edilen analitik verilere gore
gozlenebilme smir1 (LOD); pepsin varhginda 1.324x10° M ve tripsin varliginda ise
4.238x10° M’dir. Tayin smir1 (LOQ) ise pepsin varhiginda 4.414x10° M ve tripsin
varliginda 1.413x10° M olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Stiril boya, termodinamik parametreler, proteaz enzimi, molekiiler

kenetlenme, floresans soniim, FRET, tripsin, pepsin.
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In this thesis, a novel cationic styryl dye given as (E)-2-(4-(dibiitilamino)stiril)-1,3,3-
trimetil-3H-indol-1-yum iyodiir (Ci5) was synthesized and its spectral properties were
characterized. The interactions of the Ci5 compound with the protease enzymes trypsin
at pH 7.4 and pepsin at pH 2.0 in buffer solutions were studied by multiple spectroscopic
(fluorescence, absorption, FTIR and CD) and molecular docking methods. In addition,
the interaction between Ci5-DNA was analyzed in a spectroscopic methods and groove
binding was observed. In fluorimetric studies, it was concluded from the data obtained
from fluorescence quenching that the interaction of pepsin/trypsin with the Ci5 compound
occurs by static quenching mechanism. It has shown that the interaction between the Ci5

compound and the enzymes is based on complex formation. The type of binding and its



properties are described based on the thermodynamic parameters (AH ve AS) obtained at
different temperatures. The positive AS and negative AH parameters indicated that both
electrostatic forces and hydrophobic interactions also have a role in the interaction of Ci5
and pepsin. Negative AS and negative AH values indicated the presence of van der Waals
forces and hydrogen bonds in the interaction of trypsin with Ci5. The shifts in the amide
bands of pepsin/trypsin in FTIR studies indicated the presence of interaction between the
dye and the enzyme. And also CD results indicated that the binding of Ci5 to
pepsin/trypsin caused to secondary structure changes of enzymes, with the loss of helical

stability.

According to Forster theory, the distance (r) between donor-acceptor molecular pairs was
found as 3.53 nm in the Ci5-pepsin pair and 3.27 nm in the Ci5-tripsin pair. It was
concluded that resonance energy transfer between dye/enzyme pairs occurs in a non-
radiation way. The obtained experimental data were supported and validated by molecular
docking results. In view of on the molecular docking data, it was concluded that the
pepsin/trypsin of Ci5 binds to certain amino acid residues and to the nucleotides of DNA.

In addition, binding energy and bond distances were calculated.

The analytical data obtained for the determination of Ci5 in the presence of pepsin and
trypsin, the limit of dedection (LOD) is 1.324x10° M in the presence of pepsin and
4.238x10° M in the presence of trypsin. The limit of quantification (LOQ) was calculated
as 4.414x10° M in the presence of pepsin, 1.413x10° M in the presence of trypsin.

Keywords: Styryl dye, thermodynamic parameters, protease enzyme, moleculer docking,

fluorescence quenching, FRET, trypsin, pepsin.
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1. GiRiS

Biyomolekiiller canli organizmada yapi, olusum, islev gibi yasamsal olaylar1 diizenleyen
yapitaslaridir. Enzimler, kimyasal tepkimelerin hizin1 arttiran biyolojik katalizor olarak
adlandirilan biyomolekiillerdir, hemen hemen tiim enzimler protein yapisindadir.
Proteinler ise canli organizmalardaki ¢ok yonlii makromolekiiller olup tiim biyolojik
stireclerde 6nemli fonksiyonlarda rol oynarlar ve hiicrelerin hem igindeki hem de
disindaki hasarin ana hedefini olustururlar. Sicaklik, pH, cevresel kirleticiler (organik
Kirleticiler, agir metaller, nano-materyaller, vb.) protein konformasyonunun degismesine
ve denatiirasyonuna neden olan etkenlerdir (Liu et al. 2009). Ornegin, yeni ilag
dizayni/gelisimi ve biyolojik sistem iizerine etkileri, hiicresel siireglerdeki
mekanizmalarin agiklanmasi gibi oldukca 6nemli bilgiler edinilmektedir. Bu etkilesimler,
floresans spektroskopi, UV-goriiniir absorpsiyon spektroskopi, dairesel dikroizm, kiitle
spektroskopisi, kii¢iik a¢il1 X-1s1n1 sag¢ilmasi, floresans mikroskopu ve manyetik rezonans
dahil olmak tizere cesitli spektroskopik tekniklerle incelenmektedir. Elde edilen
sonuglardan; protein-ligand etkilesimindeki baglanma, ayrisma, baglanma nedeni ile
proteinde olusan konformasyonel degisiklikler, kinetik ve termodinamik parametrelerin
elde edilmesi ile birgok konu agiklanabilmektedir (Rahman and Choudhary, 2020).

Floresans spektroskopisi, biyomolekiil ile kiiciik ligand molekiilleri arasindaki
etkilesimlerin incelendigi 6nemli yontemlerden biridir. Floresans sonliim (quenching)
yontemi kullanilarak, protein-ligand arasindaki etkilesim c¢alismalarinda, protein
floresans  siddetinin  azalmasi temeline dayali olarak baglanma o&zellikleri
aciklanmaktadir. Boylece yeni sentezlenen tiirlerin floresan ug, boya, ila¢ etken maddesi
olarak dizayn edilmektedir. Ozellikle ilaglarin etki mekanizmalari, yan etkileri ve
biyomolekiillerle baglanma 6zellikleri son yillarda detayli bir sekilde ¢alisilmaktadir.
Basta niikleik asitler ve protein olmak {iizere literatiirde biyokimyasal ¢aligmalar igin
elektrokimya, kromatografi, 1sik sagilmasi, spektrofotometri ve kemiluminesans gibi
yontemler onerilmektedir. Bununla birlikte, son yillarda florimetrik yontemlerle ve
ozellikle biyolojik etiketleme reaktifleri, boyalar ve ila¢ etken maddeleri ile yapilan
calismalarda biiyiik bir artis goriilmektedir. Florimetrik yontemle protein yapisindaki bir
biyomolekiiliin ¢alisilabilmesi i¢in, proteinin yap1 tasi olan aminoasit uglarin aromatik
ozellik gostermesi gerekir. Bunun yaninda floresans 6zelligi oldukca az olan DNA’nin
spektroskopik yontemlerle direkt olarak baglanma, etkilesim ozelliklerinin incelemesi

sinirlidir. Son yillarda DNA arastirmalarinda; boyar maddeler, ilag etken maddeleri,



metal iyonlar1 ve metal komplekslerinin ligand olarak DNA ile baglanma mekanizmalari
incelenmistir (Bi et al. 2008; Moradi et al. 2018). Floresans siddette ve spektrumdaki
degisiklikler izlenmektedir. Boylece DNA’nin bu yapilarla kovalent veya kovalent
olmayan etkilesim tiirleri agiklanabilmektedirAyrica protein/DNA c¢aligmalarindan elde
edilen sonuglar molekiiler kenetleme yontemi ile teorik olarak desteklenmektedir (Geng
etal. 2013).

Stiril boyalari, -CH=CH-Cg¢Hjs- ile karakterize edilen polimetin boyalar1 grubuna ait olup
asimetrik yapiya sahiptir; farkli fonksiyonel gruplarin yapiya baglanmasi ile
¢ozintrlikleri artabilir ve optik, termal, elektronik 6zellikleri degisebilir. Cesitli stiril
boyalarin sentezi lizerine deneysel ve teorik 6zelliklerinin incelendigi ¢esitli ¢alismalar
yaymlanmigtir. Bu boyalarin fotografcilikta, optik ve floresan malzemelerde
duyarlastirici olarak uygulamalari ve diger ¢esitli alanlarda, 6rnegin boyaya duyarl giines
pillerinde ve dogrusal olmayan optik 6zelliklere sahip boyalarda kullanimlar1 6nemini
arttirmaktadir. Ayrica biyolojik olarak aktif bilesiklerin 6nemli bir grubunu temsil
ederler, ilag¢ endiistrisinde ve hiicre biyolojisinde uygulanmaktadir (Vasilev et al. 2008).
Stiril boyalar analitik kimyada, inorganik ve organik bilesiklerin belirlenmesinde reaktif
olarak kullanilirlar. Ayrica analitik kimyada amiloid sensorleri olarak veya Ba?*, Ca®*
katyonlarinin belirlenmesinde kullanilirlar. N,N-dialkilamino-stiril boyalar, peroksidaz
icin spesifik ve yiiksek oranda floresan substratlar olarak da kullanilabilirler, bu nedenle
histokimya ve immiinohistokimyada cesitli uygulamalara sahiptirler (Leskova et al.
2013). Tez caligmas1 kapsaminda sentezlenen ((E)-2-(4-(dibiitilamino)stiril)-1,3,3-
trimetil-3H-indol-1-yum iyodiir) yeni bir katyonik stiril boyanin proteaz enzimleri olan
pepsin/tripsin ve DNA ile etkilesimleri incelenmistir. Enzim etkilesimleri i¢in floresans,
UV-goriiniir absopsiyon, FTIR ve dairesel dikroizm (CD) spektroskopik yontemler
kullanilmigtir. Stern-Volmer esitliginden, baglanma sabitleri, baglanma sayilari ve soniim
sabitleri bulunmustur. van’t Hoff esitligi kullanilarak farkli sicakliklarda termodinamik
parametreler (AH, AS ve AG) hesaplanmigtir. Enzim ve boya arasindaki uzakliklar
floresans rezonans enerji transferi (FRET) yontemi kullanilarak belirlenmistir ve bu
yapilar arasinda 1s1masiz enerji aktarimimin oldugu aciklanmistir. DNA etkilesimleri
absorpsiyon yontemi ile incelenmistir. Ayrica Ci5’in pepsin/tripsin ve DNA ile olan
baglanma ¢aligmalar1 molekiiler kenetlenme adi verilen hesaplamali yontem ile

karsilastirilmistir ve desteklenmeye ¢aligiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Floresans yontemler

Uyarilan atom veya molekiil fazla enerjisini atarak temel hale doner. Fazla enerjisinin
timiinii veya bir kismmi 151k halinde yayar ve olusan emisyona [liiminesans denir.
Incelenen tiiriin uyarilma sekline gore liiminesans yontemlere farkli adlandirmalar
yapilmaktadir. Fotoliminesans olarak bilinen floresans ve fosforesans, foton
absorpsiyonu ile uyarilmaktadirlar. Singlet-triplet enerji farklari, molekiiler oksijen etkisi,
pH, ¢0ziicliniin viskozitesi fotoliiminesans olaylar1 etkileyen faktorlerdir. Uyarilma
enerjisi bir kimyasal reaksiyondan saglaniyorsa izlenen emisyona kemiliiminesans denir.
Kemiliiminesans ve fotoliiminesans yoOntemlerde 1s1k siddetinin Olciilmesi, eser
miktardaki anorganik veya organik tiirlerin tayininin yapilmasina olanak saglamaktadir.
Elektroliiminesans ve elektrokemiliiminesans gibi kemiliiminesans ydntemlerinde
uyarilma i¢in gerekli enerji bir elektrot tepkimesinden saglanir. Fotoliiminesans
yontemler, genis dogrusal calisma araligina sahip olmalari, diisiikk gézlenebilme sinirlart
ile absorpsiyon spektroskopik yontemlerden bin kat daha fazla dstiinliige sahiptirler
(Skoog et al. 2013). Termoliiminesans, sistem isitilarak uyarildiginda gozlenen
liminesans olaydir. Ates bocekleri, bazi deniz canlilarinda goriilen biyoliiminesans ise
canl1 bir organizma i¢inde meydana gelen reaksiyon sonucu ¢ikan enerjinin, 151k seklinde

canli tarafindan yayilmasi olayidir.

Sekil 2.1 de Jablonski diyagraminda gosterildigi gibi; floresans, uyarilmig Siseviyesinin
en diisiik titresim seviyesinden, So temel halin titresim seviyelerinden herhangi birine 151k
yayarak donmesi olayidir. Fosforesans ise sistemlerarasi gegis sonrasi uyarilmis Ti
seviyesinin en diislik titresim seviyesinden, So temel halin titresim seviyelerinden
herhangi birine 151k yayarak donmesi olayma denir. Fosforesans olayda gozlenen
dalgaboylar floresansta gozlenen dalgaboyundan daha uzundur, enerjisi daha diisiiktiir.
Fosforesansta elektronik enerji gegislerinde elektron spini degistigi icin uyarilmis hallerin
omrii, daha uzun olup saniyeler, dakikalar mertebesinde olabilir, floresansta uyarilmis
halin émrii (< 10° s) daha kisadir. Rezonans floresans, molekiil veya atomu uyaran 1s18m
dalga boyuna esit dalga boyunda emisyon yapmasi olayina denir. Stokes kaymast,
molekiillerin uzun dalgaboylarina ve diisiik enerjilere kaymasi durumudur (Skoog et al.

2013).
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Sekil. 2.1. Jablonski diyagrami (Lacowicz, 2006).

Floresans yontemler en énemli nicel analiz tekniklerindendir. Hassasiyeti ve segiciligi
nedeniyle normal fotometrik yontemlerden tartisilmaz istinliige sahiptir. Floresans
Olctimlerdeki secicilik iki ana nedenle aciklanabilir. Birincisi; her kimyasal yapi1 floresans
gostermez. Ancak bu Ozellik analize bir avantaj getirir. Her floresan madde 15181
absorplar. Ancak her absorpsiyon gdsteren madde floresan degildir. Ikincisi ise, iki farkls
dalga boyu ayari yapilarak se¢icilik arttirilir. Eger ayn1 uyarilma dalga boyunda floresans
gosteren yapilar varsa emisyon dalga boylari arasina 10 nm kadar farklilik konarak yeterli
secicilik saglanabilir. Sicaklik, pH, iyonik siddet gibi dogrudan ¢ozeltiye bagl bircok
parametre Olgiilen floresansi degistirebilir. Bir molekiilde par¢alanma, bozulma gibi
benzer fotokimyasal reaksiyonlar floresansi etkiler. Bu nedenle c¢alisma ¢ozeltileri
karanlikta saklanmas1 gerekir. Ortamin viskozitesi arttirilirsa molekiiler ¢arpigsmalar
azalacagi i¢cin izlenen floresans bagil olarak artar. Cozelti i¢inde ¢oziinmiis oksijen
molekiiliiniin varlig1 floresansta azalmaya neden olur. Bu nedenle dlgiimlerde oksijenin
etkisini azaltmak i¢in ortamdan azot gazi gegirilir. Derisik ¢ozeltilerde calismak floresans
yontemlerde ig filtre etkisi yaratmaktadir. Bu nedenle daha seyreltik ortamlarda ¢aligmak
avantajlidir. Molekiilde veya bulundugu ortamda agir atom var ise (I, Br gibi)
sistemlerarasi gegisi arttiracagi igin floresans verimi azalir, tersine fosforesans verimi

artar (Lacowicz, 2006).



2.1.1. Floresan ugclar ve ozellikleri

Floresan isaretleme (labeling) genellikle, bir floresan ucun biyomolekiil ile etkilesimi
veya baglanmasi sonucu meydana gelir. [saretleme, radyoaktif maddeler veya
elektromanyetik spektrumun UV-yakin IR bolgesine kadar absorpsiyon veya floresans
iceren bilesiklerle gerceklestirilen en yaygin yontemlerden biridir (Gongalves, 2009).
Proteinler, antikorlar, amino asitler ve peptitler gibi biyomolekiillerin takibinde bir
sensorle etiketlemeye ihtiyag duyulur. Giiniimiizde, izotop isaretleyicileri, radyoaktif
izleyiciler, kolorimetrik biyosensorler, fotokromik bilesikler, elektrokimyasal sensorler
ve floresan uglarin yer aldig ¢esitli isaretleme yontemleri kullanilmaktadir. Floresan
isaretleme yoOntemi ile diisiik hacimde calisilma, seyreltik ¢ozeltilerin kullanilmast,
floresans yontemin yiiksek hassasiyeti, ayrica incelenen biyomolekiile zarar vermemesi
nedeniyle diger yontemlere gore ustiinlilk gosterir. Floresans isaretleme yontemi ile
calisirken bazi dzellikler goz oniine alinmalidir. Ornegin;

Isaretleme tepkimesi yiiksek verimde ve hedef molekiile uyarlanabilir olmalidir.

Segilen uglarin kimyasal boyutlar kii¢iik ve kararli olmas1 gerekir.

Floresan uglar/ biyomolekiil etkilesiminde minimum girisim olmalidir.

Floresan uglar/ biyomolekiil etkilesiminde kovalent bag tercih edilir.

Yeni sentezlenen sentetik floresan maddeler isaretleme yonteminin 6zelligine gore gesitli
fonksiyonel gruplarla tiirevlendirilebilmeleri nedeniyle farkli islevlere ve o6zelliklere
sahip olmaktadirlar. Iyi fotostabiliteye ve yiiksek floresan kuantum verimine sahip ¢ok
cesitli uyarma ve emisyon dalga boylarina sahip olsalar bile, bazi durumlarda bu sentetik
uglar hiicre gortintiileme deneylerinde kullanilmamaktadir. Bunun nedeni floresan ucun
hiicrede toksik etki yapmasindan kaynaklanmaktadir (Sahoo, 2012). Floresan isaretleme,
yart iletken nanokristaller, floresan proteinler veya organik molekiiller kullanilarak genis
bir dalga boyu araligina yayilabilir. Organik floroforlar, analiz edilecek numuneyle
kovalent veya kovalent olmayan baglar olusturabilirler. Isaretleme icin kullanilan

floresan uglar asagida verildigi sekilde yapisal olarak ikiye ayrilir:

Intrinsik (dogal, i¢) u¢lar: Yapisinda bulunan ve kendiliginden floresans &zellige sahip
olan dogal uglardir. Protein i¢indeki aromatik amino asitler olan triptofan, tirozin ve
fenilalanin yayilan floresans 6zellikten sorumludur. Bunlar arasinda en yiiksek floresans

verime sahip olan triptofandir ve genellikle proteinlerin toplam floresansinin %90 ‘1



olusturur (Sauer, Hofkens and Enderlein, 2011). intrinsik floroforlarin cogu, genellikle
canlt hiicreler i¢in tehlikeli olan kisa dalga boylu 1sinlar ile uyarilir.

Ekstrinsik (dis) u¢lar: Thioflavin T, floresein izosiyanat, rodamin, naftofuran, floresein,
etidinyum bromiir, akridin oranj ve floresan boyar maddeler olan kumarin ve tiirevleri
gibi bilesikler bu gruba 6rnek olarak verilebilir. Bu yapilar floresans 6zellik gdstermeyen
veya az goOsteren biyomolekiiller -etkileserek/baglanarak spektral 06zelliklerinin
incelenmesine olanak saglarlar. Isaretleme teknigi, biyolojik siiregleri gézlemleme gibi
bliyiik avantajlara sahiptir. Kullanilan uglar, isaretlemenin yerini belirlemede daha fazla
esneklik ve c¢ok sayida teknik i¢in gelismis floresans ozelliklere sahiptirler (Toseland,
2013). Ekstrinsik floroforlar, in vivo etiketlemede dezavantajlara sahip olsalar da in vitro

sistemlerde hedef biyomolekiillere kolayca baglanir.

Verimli ve segici olan floresan isaretleme, biyomolekiillerin dinamiklerini, Kinetik ve
fotofiziksel 6zelliklerini belirlemede kullanilir. Spesifik ve girisim etkisi olmayan iki
yonlii floresan isaretleme, bir peptid veya protein molekiiliindeki, molekiil i¢i mesafeler
bakimindan ii¢ boyutlu yapilarinin arastirllmasina izin verir. En etkili isaretleme
yontemlerinden biri olan konuma 6zgii floresan isaretleme, molekiiller ve molekiiller

arasi protein dinamiklerini 6lgmek i¢in gelistirilen bir yontemdir.

2.1.2. Floresans soniim yontemi

Floresans siddetteki azalma soniim (quenching) olarak adlandirilir ve 6rnekteki floresans
yogunlugun azalmasi olarak da tanimlanabilir. Buna temel hal kompleksi olusumu,
carpisma etkisi, radikal olmayan enerji transferi, uyarilmis hal reaksiyonlar1 gibi ¢esitli
molekiiller arasi etkilesimler sebep olabilir. Floresans soniim mekanizmasi genellikle
dinamik soniim Ve statik soniim olarak siniflandirilabilir. Dinamik soniim, proteinlerin ve
sondiiriiciilerin carpigsmalarindan kaynaklanir ve yiiksek sicaklikta gerceklesen hizli
diftizyon ile ve floresans siddette daha fazla azalmaya neden olur. Statik séniim
mekanizmasinda ise, temel durumda floresan olmayan florofor-sondiiriicii kompleksinin
olusumuna dayanir. S6niim sabitleri, statik soniim i¢in sicakligin artmasiyla azalir, ¢iinkii
sicaklik artist komplekslerin kararliligini azaltir, dolayisiyla statik soniim i¢in hiz
sabitlerini diiglirir. Buna karsilik, daha yiiksek sicakliklar dinamik soniim i¢in daha
biiylik difiizyon katsayilari ile sonuglanir, bu nedenle biyomolekiiler soniim sabitlerinin
artan sicaklikla artmasi beklenir (Zhao et al. 2017). Floresans soniim teknigi,

biyokimyasal ¢aligmalarda kullanilir ve ilag-protein baglanma etkilesimleri, triptofan gibi



aromatik amino asit uglarina bagli floresans séniimiin 6l¢iilmesi ile incelenebilir (Silva,
Cortez and Louro, 2004). Floresans soniim, asagida formiili verilen Stern-Volmer

esitligine gore degerlendirilir (Lacowicz, 2006):

Fo/F=1+Ksv[Q] =1+ Kkqto[Q] 1)

Fo , floresans ucun soniim yapan molekiil yokken kaydedilen floresans siddetidir. F,
floresan ug ile sondiiriicii molekiil ortamindan alinan floresans siddettir. Ksy, soniim
sabiti olarak adlandirilir. [Q], soniim yapan maddenin derisimidir. to, floresans molekiiliin
sondiiriicii molekiil yokken ortalama omriinii gosterir. Kq iSe biyomolekiil soniim hiz
sabitidir. Asagida verilen c¢ift logaritma esitligine gore biyomolekiil/floresan ug

arasindaki etkilesimde baglanma sabiti ve baglanma kisim sayilar1 hesaplanabilir.
log (Fo—F)/F=1log K + n log [Q] (2

log(Fo—F)/F degerlerine kars1 log[Q] grafigi cizilerek K ve n degerleri bulunur. Ayrica
protein-ligand etkilesiminde serbest ve bagli molekiiller arasindaki denge i¢in asagida

verilen esitlik de kullanilmaktadir (Bi et al. 2005).

log Fo-F/F=nlogK _nlog — L 3)
(Fo-F)[F]
QI -——=
a

burada [P] proteinin toplam derisimini gostermektedir. Farkli sicakliklarda log(Fo—F)/F’e
kars1 log(1/([Q]—[P](Fo—F)/Fo)) grafige gegcirildiginde, dogrusal grafigin egiminden n

degeri, daha sonra kesim noktasindan K baglanma sabiti hesaplanabilmektedir.

2.1.3. Baglanma tiirlerinin belirlenmesi

Sicakliga bagli olarak elde edilen termodinamik parametreler (AS, AH ve AG) protein-
ligand arasindaki kovalent olmayan etkilesimler hakkinda bilgi vermektedir. Dort tiir
kovalent olmayan etkilesim tanimlanmaktadir. Bunlar hidrojen baglari, hidrofobik
kuvvetler, van der Waals kuvvetler ile iyonik etkilesimleri iceren elektrostatik ¢ekimler
olarak siralanabilir. AH ve AS parametrelerinin isareti ve biiyiikliigii, etkilesim tiirlerinin
ve baglanma kuvvetlerinin belirlenmesinde kanit olarak gosterilmektedir (Shuai et al.
2014). Ross ve Subramanian'in (1981) calismalarina gore, pozitif AH ve pozitif AS degeri
hidrofobik etkilesim; negatif AS ve negatif AH degerleri, diisiik dielektrik ortaminda van
der Waals etkilesimi ve hidrojen bagi ile iligkilidir. Oldukga diisiik pozitif veya negatif



AH ve pozitif AS degerleri elektrostatik etkilesimleri karakterize etmektedir (Zhang,
Zhou and Wang 2010). Termodinamik parametreler asagida verilen van 't Hoff esitligine

gore hesaplanmaktadir.
log K=- AH/ 2.303RT + AS/2.303R 4)

Farkli sicakliklardaki baglanma sabitlerinin log K - 1/T’ ye karsi ¢izilen grafigin
egiminden AH ve kesim noktasindan AS parametreleri bulunabilir. AG (Gibbs serbest

enerji) degerleri farkl sicakliklar i¢in esitlik 5’ten hesaplanabilir.

AG = AH- TAS = -RT InK (5)
2.2. Floresans rezonans enerji transferi (FRET)

FRET yontemi, uyarilmig bir floroforun (dondr) enerjiyi dipol-dipol etkilesimi yoluyla
baska bir alic1 molekiile (akseptdr) aktardigi 1s1masiz enerji transfer islemini igerir. Sekil
2.2 de gosterildigi gibi, uyarilmis alici molekiil, foton emisyonu (alicinin bir florofor
olmasi durumunda), yani floresans yoluyla enerjisini kaybederek temel durumuna geri
doner. Verici ve alict molekiiller arasindaki mesafe ~1 ila 10 nm araliginda olmalidir.
(Sahoo, 2011; Xiao et al. 2009). Forster (1948) teorisine gére FRET’in olusumu, donor-
akseptor mesafesine, iki gegis dipoliiniin nispi yonelimine ve dondr emisyonu ile alict

absorpsiyonu arasindaki spektral drtiigmeye giiclii bir sekilde baglidir.

Sekil 2.2. Uyarilmis donérden (D*) aliciya (A) 1s1masiz olarak enerji aktarimini
gosteren sema. Enerji aktarimi aliciy1 A'dan A*'a uyarir ve bunu floresans emisyonu
izler. Diiz ve dalgali oklar sirastyla isimali ve 1s1masiz siiregleri gostermektedir. Donor
ve akseptoriin temel durumlari arasindaki enerji baglantist noktali ¢izgilerle
gosterilmistir (Sahoo, 2011).



Protein-protein etkilesim calismalarinda proteinlerdeki molekiiller arast (Sekil 2.3) ve
molekiil i¢i (Sekil 2.4) degisiklikler hakkinda bilgi edinmek i¢in genellikle FRET yontemi
tercih edilmektedir. FRET deneyleri, iki yaklasim ile yapilmaktadir. Birincisi en kolay
yaklasim ile, sadece polarizorlerle donatilmis iyi bir florimetre gerektiren kararli durum
floresans1 kullanmaktir. Ikincisi ise; FRET verimliligi, iki farkl1 uyarma frekansinda
floresan spektrumlar1 Olgiilerek ve bir normalizasyon prosediirii uygulanarak elde
edilebilir. Zaman veya frekans alaninda gergeklestirilebilen floresan omiirleri olgiilerek
ek bilgiler elde edilebilir. Deneysel veriler, ¢oklu bozunma siiregleri agisindan analiz
edilebilir ve mesafelerin dagilimlari hakkinda bilgi elde edilebilir (Lilley and Wilson,
2000). FRET, bir proteinin biiyiikliigii veya bir membranin kalinlig1 olan 10 ila 100 A
arasindaki mesafelerdeki molekiiler kompleksleri tespit etme yetenegi nedeniyle
genellikle “spektroskopik cetvel” olarak adlandirilir ve bu da FRET'in gesitli biyolojik
makromolekiillerin incelenmesinde O6nemli bir yontem oldugunu gostermistir. Tibbi
teshis, optik gorintileme ve DNA analizi gibi birgok floresans uygulamalarinda
kullanilmaktadir (Li and Seeger, 2011).

440 nm 480Nnm
T
440 nm FRET S35nm

Sekil 2.3. Molekiiller aras1 enerji aktarimi.

=10 nm

Sekil 2.4. Molekiil ici enerji aktarima.



FRET teknigi, molekiiler etkilesimlerin yani sira biyomolekiillerdeki konformasyonel ve
dinamik degisiklikler, artan hassasiyet, nanosaniyede kisa gozlem siiresi Olgegi,
biyomolekiiler islemlerin ¢ogunun gerceklestigi mesafelerin caligma araligi, deneyin
basitligi ve seyreltik numune ¢ozeltilerine kolaylikla uygulanabilmesi gibi avantajlara
sahiptir. Ayrica hiicre i¢i sinyaller gibi in vivo protein-protein etkilesimlerinin dinamik
siireclerini izlemek icin FRET deneyleri kullanilmistir. Literatiirdeki ¢alismalar
incelendiginde; antioksidan, anti-bakteriyel, anti-inflamatuar, anti kanser gibi ¢cok sayida
biyolojik etkilere sahip oldugunu bilinen acteoside ile pepsin etkilesimi (Fang et al. 2015),
insanlar ve hayvanlar i¢in toksik olan benzidinin tripsinle olan etkilesimi (Zhang, Wang
and Zhou, 2010), polifenolik bilesiklerden biri olan gallik asit ile tripsin (Song et al. 2015)
arasindaki Ro ve r degerleri FRET yoOntemi ile hesaplanarak isimasiz enerji aktarimlari

aciklanmugtir.
2.3. Proteinler ve ozellikleri

Amino asit polimerleri olan proteinler hemen hemen tiim biyolojik siireclerde yer alirlar.
Genellikle protein yapisinda olan enzimler biyokimyasal tepkimeleri katalizler.
Proteinler taginim, depolama, koordineli hareket, mekanik dayanim ve g¢esitli
hastaliklarmdan korunma gibi birgok hayati olaylar1 kolaylastirirlar. Insan viicudunda
fizyolojik gorevlere sahip yiiz bin farkli protein bulunmaktadir. Canli organizmalarda 20
¢esit amino asit bulunmaktadir. Amino asitler, bir molekiiliin amino grubunun digerinin
karboksil grubuyla reaksiyona girdigi bir peptid baginin olusumu ile birlestirilir. Bu
amino asit uglan farkli kombinasyonlarla birleserek farkli 6zellikte ve farkli aktiviteye

sahip proteinler meydana getirir.

Amino asit yapisinin merkezinde hem amino grubuna hem de karboksil grubuna kovalent
olarak bagli olan tetrahedral a-karbon bulunur ve bu alfa karbona bagli bir hidrojen ve
R grubu yer alir. R gruplar; elektrik yiikleri, sudaki ¢oziintirliikleri ile yap1 ve boyut
olarak farklilik gosteren fonksiyonel gruplardir. Peptid ve protein olusturan amino
asitlerin en onemli 6zelligi, amino (-NH2) ve karboksil (COOH) gruplar igeren iki
tanimlayici kimyasal grubun varligidir. Amino asitler; hidrofobik amino asitler veya
polar olmayan, asidik amino asitler , notr (yliksiiz) polar amino asitler, ve bazik amino
asitler (n6tr pH de net pozitif yiike sahip) seklinde siniflandirilirlar (Garrett and Grisham,
1999). Proteinlerin dort farkli yapilart mevcuttur.
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» Primer (birincil) yapi: Bir polipeptit zincirindeki amino asit birimlerini birbirine
baglayan tiim kovalent baglarin (esas olarak peptit baglar1 ve disiilfiir baglar1)
tamim1 birincil yapisidir. Birincil yapmin en 6nemli &zelligi amino asit
birimlerinin dizisidir.

»  Sekonder (ikincil) yapi: Tekrarlanan yapisal diizene yol agan amino asit
birimlerinin, kararli diizenlenmeleri ikincil yapiy1 ifade eder. o sarmal yapi,
polipeptit zincirinde yer alan CO ve NH gruplari arasindaki hidrojen baglarinin
diizgiin sekliyle kararli hale gelen yapidir.  tabaka ise polipeptit zincirinin
paralel plakalar seklinde olusturdugu yapidir.

v Tersiyer (li¢tinciil) yapi: Bir polipeptidin ii¢ boyutlu katlanmasinin tiim ydnlerini
tammlar. Ugiinciil yapilar1 sayesinde proteinler kiiresel bir sekil alirlar. Kiiresel
konformasyon ise proteinin gevre ile etkilesimini en aza indirerek en diisiik yiizey-
hacim oranini verir.

»  Kuarterner (dordiinciil) yapi: Bir¢ok protein birden fazla polipeptit zinciri icerir
ve zincirler arasindaki etkilesim kuaterner yapiy1 vurgulamaktadir (Nelson and
Cox, 2004)

Proteinlerin yapilar1 goz Oniine alindiginda iki alt gruba ayrilmaktadir. Globiiler
proteinlerde polipeptit zinciri sik stk yon degistirir, boylece genel bir kiiresel yapi
olusturur. Bu proteinlerin ¢ogu da suda ¢6ziiniir, sitozolde veya ¢ok hiicreli organizma
stvilarinda bulunur. Bazi fibrdz proteinler lipidde ¢oziiniir ve plazma zarinin iginde veya
(6karyotlarda) hiicre igi zarlarda bulunur. Sulu ¢ozeltilerde ¢oziiniir ve kolayca difiize
olurlar. Fibréz proteinler, polipeptit zinciri uzun, suda ¢oéziinmeyen bir formdadirlar.

Bulunduklar: yapiya gii¢ ve/veya esneklik kazandirirlar (Kessel and Ben-Tal, 2011).

Bir aminoasit zayif asit ve zayif baz 6zelligi tasiyan fonksiyonel gruplara sahiptir. Bu
tirlere amfiprotik maddeler adi verilir. Aminoasitler suda ¢oziindiigiinde kendi i¢inde
asit-baz reaksiyonuna girerek pozitif ve negatif yiik tasiyan dipolar iyon (zwitter ion)
olustururlar. Proteinler icin net elektrik yiikiiniin sifir oldugu karakteristik pH’a
izoelektrik noktast (pI) denir ve her protein igin spesifik ve fiziksel bir degerdir (Skoog
et al. 2004).
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2.3.1. Protein-ligand etkilesim ¢calismalari

Proteinler ile ligandlar arasindaki etkilesimler birgok biyokimyasal ve biyofiziksel
stirecin temelini olustururlar. Ayrica etkilesim ¢alismalar1 ile biyolojik diizenlenme
mekanizmalarini anlamak, yeni ilag tasarimi ve kesfi gibi Onemli arastirmalar
yapilmaktadir (Fu, Zhao and Chen, 2018). Floresans spektroskopisi, bu tiir etkilesimlerin
verimli ve gilivenilir bir sekilde incelenmesi i¢in en uygun yontemlerden biridir. Floresans
tekniklerin yayginlig1 ve basitliginin yani sira yiiksek hassasiyet, bir¢ok alanda kullanim
kolaylig1 saglamasidir. Protein-ligand kompleks olusumunda ¢ok diisiik derisim
araliginda calisilmasi absorpsiyon spektroskopisinden bin kat daha yiiksek hassasiyet
saglamaktadir. Yiksek hassasiyet yaninda diistik giriiltii gibi 6zellikler standart
florometriden tek molekiil floresans spektroskopisine kadar ¢esitli deneysel
diizenlemelerde molekiiler etkilesimlerin analizine izin vermektedir. Ayrica florometrik
uygulamalarda, emisyon ve uyarma spektrumlari, kuantum verimi, polarizasyon ve
anizotropinin yani sira enerji transferi ve diger elektronik olaylar gibi floresansin ¢esitli

ozellikleri kullanilmaktadir (Williams and Daviter, 2013).

Florometrik yontemler ile protein-ligand etkilesim galigmalari son yillarda oldukgca ilgi
cekmektedir. Bu yontemler ii¢ boyutlu (3D) floresans, senkronize floresans, FRET vb.
olarak siralanabilir. Etkilesim tiirleri, baglanma 6zellikleri, termodinamik parametreler,
molekiiller arast uzakliklar hesaplanmaktadir. Ayrica absorpsiyon, dairesel dikroizm
spektroskopileri ile FTIR ve molekiiler kenetlenme yontemleri bu tiir ¢alismalarda bir
arada kullanilmaktadir (Li and Li, 2016).

2.4. Proteaz enzimleri

Proteazlar, etki alanlarina goére enzim aktif bolge yapisina ve spesifik reaksiyon
mekanizmalarina gore siniflandirilan genis, ¢esitli hidrolitik enzim grubudur. Proteindeki
amino asit uglart arasindaki peptit bagini hidrolize eden yapilardir (Gupta and Gupta,
2020). Beslenme, biiyiime, adaptasyon, diizenleme, hastalik gibi hiicre ve organizma
fonksiyonlariin birgok yoniine biyokimyasal ve/veya fizyolojik katilimi olan yapilardir.
Proteazlar; farklilasma, hareketlilik, boliinme, hiicre 6liimii gibi temel hiicresel islevler

dahil olmak iizere insan viicudunda meydana gelen ¢ogu mekanizmay1 da diizenlerler.
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Baslica proteaz uygulamalari arasinda deterjanlar, gida enzimleri, deri ve Kumas isleme,

terapotik uygulamalar ve diger ¢esitli uygulama alanlar1 bulunmaktadir (Ward, 2011).

Proteazlar birgok proteinin yer degisimini ve aktivitesini diizenler, yeni biyoaktif
molekiiller olusturur ve hiicresel bilginin islenmesine katkida bulunur. Ayrica bitkilerde
kilit rol oynar ve g¢evresel kosullardaki degisikliklere yanit olarak belirli protein
gruplarinin olgunlagmasina veya yok edilmesine katkida bulunur (Lopez-Otin and Bond,
2008). Proteaz ayrica bazi bakteri ve viriisler de dahil olmak tizere kandaki istenmeyen
kalintilar1  sindirme yetenegine sahiptir. Proteazlarin, protein katabolizmasi, kan
pihtilasmasi, hiicre biiylimesi ve gogii, protein aktivasyonu, hiicre diizenlenmesi ve
sinyali, doku gelisimi, inflamasyon, timor biiylimesi, metastaz ve patogenez gibi
fizyolojik ve patolojik siireglerde 6nemli rol oynadiklar1 6ne siiriillmektedir (Pinto and

Schanze, 2004).
2.4.1. Pepsin ve ozellikleri

Pepsin, hidrofobik veya aromatik amino asit ¢evresinde, peptit baglarinin hidrolitik
boliinmesini katalize eden bir endopeptidaz olup, midede gida proteinlerini peptitlere
parcalayan ana hiicreler tarafindan iiretilir. Pepsin, gida ve ila¢ tiretimi gibi farkl
islemlerde yaygin olarak kullanilir. Sekil 2.5(a) da ti¢ boyutlu yapis1 goriilen pepsin, 326
amino asitten olusan tek bir polipeptit enzimatik zincire ve 35 kDa molekiiler kiitleye
sahiptir ve yapist N-terminali (1-172 amino asit uglari) ve C-terminali (173-326 amino
asit uglar1) olmak {iizere iki kisimdan olusmaktadir. Pepsinin aktif baglanma bdolgesi,
besinci domain ile iki aspartat amino asit uglart (Asp32 ve Asp215) arasindadir (Li and
Geng, 2016). Pepsine floresans 6zellik kazandiran bes triptopan (Trp-39, 141, 181, 190,
300) ve on ii¢ tirozin (Tyr-9, 14, 44, 75, 86, 113, 114, 175, 189, 268, 275, 310, 311) ve
on ti¢ fenilalanin (Phe) amino asit u¢ igermektedir (Meti et al. 2018; Shi et al. 2017).

Literatiirde pepsin ile yapilan ¢alismalarda, kiigiik molekiillerle pepsinin baglanmasi,
konformasyonel yapisinda ve enzim aktivitesinde bazi degisikliklerine sebep oldugu
vurgulanmigtir. Pepsin-ligand etkilesimini igeren daha bir¢cok c¢alisma mevcuttur,
ornegin; kinolon yapisina sahip antibakteriyel reaktif olan fleroksasin (Lian et al. 2013);
antioksidan, antikanser, bagisiklik fonksiyonlari, diyabet baslangicinin 6nlenmesi ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilan daidzein ve genistein gibi ilaglarin
viicuttaki etkileri incelenmistir (Nan et al. 2016). Anti-timdr, anti-trombosit, anti-

trombotik etki, alerjiler gibi kapsamli biyolojik aktif flavonoidler (Yu et al. 2021) gibi
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molekiillerin pepsin ile olan baglanma ozellikleri ¢esitli  floresans yontemler ile

calisilmgtir.
2.4.2. Tripsin ve ozellikleri

Tripsin, tim omurgalilarin pankreasinda zimojen (tripsinojen) olarak bulunan bir serin
proteazidir, peptid baglarini sadece arginin ve lizin karboksilik gruplarindan ayirmakta
etkilidir (Chai et al. 2013). Tripsin aktif bolgelerini, His 57, Asp 102 ve Ser 195'in ii¢
katalitik amino asit u¢ tarafindan olusturur (Ma et al. 2017; Renet al. 2019). Gida
proteinlerinin sindirimi, yap1 bozumunda ve hemostaz, sinyal iletimi, iireme ve immiin
yanit gibi diger fizyolojik proseslerde gorev almaktadir. Tripsinin yapisinda 223 amino
asit u¢ bulunmaktadir; bunlarin dort tanesini triptofan (Trp-34, 121, 193, 215), on tanesini
tirozin (Tyr-20, 29, 39, 59, 94, 151, 172, 184, 228, 234) amino asit uglar1 olusturmaktadir
ve molekiil agirligi 23.3 kDa’dir (Shi et al. 2017; Li and Geng, 2016). Sekil 2.5(b) de g
boyutlu yapisi goriilen tripsin molekiiliinde, mavi renkli sarmallar tirozin ve yesil renkli
sarmallar triptofan amino asit uglarin1 gostermektedir. Hem pepsin hem de tripsin
sindirim siirecinde, diyet proteinlerini bilesenlerine ayirmada etkili ve sindirim
sistemindeki Onemlerinden dolayr eksojen maddelerle baglanma etkilesimlerini
incelemek amaciyla sindirim proteazlarinin énemli bir modeli olarak kullanilirlar (Wang

et al. 2020).

Sekil 2.5. Pepsin (a) ve tripsin (b) ti¢ boyutlu yapisi. (Yesil renk Trp amino asit uglari
gostermektedir.)

2.5. DNA ve ozellikleri

Niikleik asitler, hiicrelerin metabolik aktivitesini yoOnlendiren bilgileri tasiyan

biyomolekiillerdir. Niikleik asitler, deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit
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(RNA) olmak tizere iki grupta yer alir. DNA, bilinen tiim canli organizmalarin ve bazi
virislerin gelisiminde ve isleyisinde kullanilan genetik talimatlari igerir. DNA
molekiillerinin ana rolii, gen adi verilen yapilar ile genetik bilgiyi depolanmaktir. Diger
DNA dizilerinin yapisal amaglari, bu genetik bilginin kullaniminin diizenlenmesinde rol
oynamalaridir. Hiicreler i¢inde DNA, kromozom adi verilen yapilar halinde
diizenlenirler. Kromozomlar, hiicreler boliinmeden 6nce DNA replikasyonu adi verilen
bir siirecte kopyalanir (Shahabadi and Hadidi, 2012). Kimyasal olarak DNA, ester
baglariyla birlestirilen sekerler ve fosfat gruplarindan olusan bir omurgaya sahip,
niikleotid adi verilen basit birimlerden olusan uzun bir polimerdir. Her sekere baz adi
verilen dort molekiil tiiriinden biri eklenir. DNA ¢ift sarmali, iki iplige bagli bazlar
arasindaki hidrojen baglar ile stabilize edilir. DNA'da bulunan dort baz, adenin (A),
sitozin (C), guanin (G) ve timindir (T). Bu dort baz, tam niikleotidi olusturmak icin

seker/fosfata baglanir (Sekil 2.6).

Bazgifilerl (L

Adenin Timin
Guanin Sitozin

$eker Fosfat
Omurgast

Sekil 2.6. DNA’nin ii¢ boyutlu yapisi.

Niikleik asitlerin yasam siirecinde 6nemli iglevleri nedeniyle, ¢ogu ¢lismada biyolojik
numunelerdeki diger bilesenlerin dlgiimleri i¢in referans olarak kullanilmistir. Yiiksek
duyarliliga sahip olan floresans yontemler siklikla niikleik asitlerin kantitatif analizi i¢in
tercih edilmektedir. Ancak, florimetrik tayinleri, yapilar1 ve dinamik ¢aligmalart i¢in
niikleik asitlerin dogal floresan emisyon o6zelliklerinin dogrudan kullanimi, dogal
DNA'nin diisiik floresan kuantum verimi (6+4x10"°) nedeniyle simirlidir. Bu nedenle,
niikleik asitlerin yap1 ve kiitle bilgilerini arastirmak icin niikleik asitlerle
etkilesen/baglanan bazi reaktiflerin kullanimma ihtiya¢ duyulmustur. Dolayisiyla yeni

kimyasal yapilar ve tiirevleri tasarlanmaktadir. Bunlar ilag etken maddesi, DNA i¢in
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boyar madde vs. olarak ongoriilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan stiril indolyum boya,
DNA boyar maddesi olarak onerilmesi amaglanmistir. Boyanin ctDNA ile etkilesimi
absorpsiyon spektroskopi ve molekiiler kenetlenme yontemi ile incelenerek etkilesim

tiirli, baglanma enerjileri gibi 6zellikleri agiklanmaya caligilmistir.

Kovalent olmayan iki tiir DNA baglayict madde interkalatorler ve oluk baglayicilar
olarak tanimlanmistir. DNA baz ciftleri arasina yerlesen interkalatér maddeler diizlemsel
yapiya sahiptirler. Buna karsilik, oluk baglayicilar DNA yapisinda ¢ok az bozulmaya
neden olan DNA mindr oluguna yerlesirler (Chaires, 1998). DNA'nin ilaglar gibi kii¢iik
molekiillerle baglanma ¢alismalari, ilag etkisinin molekiiler mekanizmasini agiklamak ve
yeni ilaglar gelistirmek icin oldukca o©nemlidir. [lacin DNA ile etkilesiminin
arastirilmasinda UV spektrofotometrisi, floresans ve dairesel dikroizm gibi molekiiler
spektroskopik yontemler yaninda X-1sin1 kirmimi gibi gesitli teknikler, dinamik viskozite

Olctimleri ve yliksek performansli sivi kromatografi teknikleri yer almaktadir.

Sekil 2.7. Bir molekiiliin DNA’ya oluk (a, b) ve interkelasyon (c) baglanma sekilleri.
2.6. Stiril boyalar ve ozellikleri

Stirenden tiiretilen tek degerlikli radikal, -CH=CH-CgHs- stiril olarak adlandirilir ve bu
kismi igeren boyalar da stiril boyalar olarak adlandirilirlar; yiiklii veya yiiksiiz olabilirler.
Stiril boyalari, elektron eksikligi olan bir N-alkillenmis heterosiklik halka ve genisletilmis
n-konjuge bir sistem olusturmak i¢in bir ¢ift bag yoluyla birbirine baglanan elektron
bakimindan zengin bir aromatik halkaya sahiptirler (Ditmangklo et al. 2019). Yaygin
olarak kullanilan dondr-akseptor (D-A) tipi floresan boya sinifindandir; elektron alici ve
donodr gruplart bir vinil grubu ile baglanmistir. Bu boyalarin uyarilmis molekiiler

elektronik hallerinde, molekiil i¢i yiik dondrden akseptore aktarilir. Stiril tiirevleri, -
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elektron yogunluklari, molekiil i¢i yiik transferleri, yiikksek molar absorpsiyon katsayilari,
ve fotokararlilik 6zelliklerine sahiptirler. UV bdlgeden yakin IR bolgeye kadar olan genis
bir spektrumda yer alirlar. Stiril boyalar, fotograf endiistrisinde duyarlastirici,esnek
boyalar,lazer boyalari, katki maddeleri olarak ve diger ¢esitli alanlarda optik
duyarlastiricilar  yaninda  biyo-etiketleme  reaktifi olarak  kullanilmaktadirlar
(Deligeorgiev et al. 2010; Jachak et al. 2020).

Notr ve katyonik stiril boyalar, niikleik asitlerle (DNA ve RNA) etkilesime girdiklerinde
yiiksek kuantum verimli floresan 6zellik gosterirler. Katyonik stiril boyalar DNA igin iyi
bir afinite ve baz1 kanser hiicrelerine kars1 iyi bir sitotoksisite gostermektedir. DNA ile
kovalent olmayan bir sekilde etkilesime girerler ve oluk (groove) baglayict veya
interkalator olarak gorev yaparlar. DNA ile etkilesime giren boyanin floresansinin
yaklagik yiiz kat artti§i ve bu durumun da DNA goriintileme i¢in faydali oldugu
kanitlanmistir (Botti et al. 2019; Udayan et al. 2018). Stiril boyalar kii¢iik molekiiler
yapilara sahiptirler ve poliester gibi yogun sekilde istiflenmis hidrofobik substratlarin
boyanmasi i¢in idealdir. Ayrica uyarilabilir hiicrelerdeki membran potansiyel
degisikliklerini haritalamak i¢in kullanilan en yaygin problar arasindadir. Bir baska
ozelligi de potansiyometrik olarak boylece lipitlerin, zarlarin ve dokularin duyarliliginin
arastirilmasidir. Heterosiklik ug igeren hidrokarbon siibstitiientine sahip stiril boyalari,
hiicre i¢i ortamda kolayca ¢oziiniir ve in vivo hiicrelerde viskozite sensdrleri olarak islev

goriirler (Hunger, 2003; Volchkov et al. 2014; Yao and Funada, 2016).

Bu tez ¢alismasinda yeni bir katyonik stiril indolyum boya (Ci5) sentezlenmistir ve
cesitli spektroskopik yontemlerle analiz edilmistir. Boyanin proteaz enzimleri olan
pepsin ve tripsin ile molekiiler etkilesimi floresans, absopsiyon, FTIR ve CD gibi
spektroskopik yontemlerle ve molekiiler kenetlenme yontemi ile incelenmistir. Stiril
indolyum bazli boyalar, algilama ve goriintiilemede yaygin olarak kullanilan 6nemli bir
merosiyanin sinifint olusturur (Li et al. 2013). Stiril indolyum katyonlar1 genisletilmis 7-
konjugasyona sahiptir ve goriiniir absorbans ve floresan emisyonu (Metsov et al. 1990)
gosterir ve merkezi konjuge iminyum iyonu bir elektrofil olarak kabul edilir.zt sistemine
yapilan niikleofilik saldir1 optik 6zelliklerini degistirir. Bu yiizden stiril indolyum tiirleri
niikleofilik analitler i¢in kolorimetrik ve florimetrik reseptorler olarak kullanilir. Bu
nedenle stirilindolyum ¢ekirdegi, biyolojik ve gevresel ag¢idan Onemli olan siyaniir
(Promchat, Rashatasakhon and Sukwattanasinitt, 2017), floriir (Shiraishi, Itoh and
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Hirai, 2011), siilfiir (Perry and Miles, 2016), kiikiirt iceren amino asitler (Liu et al.
2014) gibi niikleofiller sensorler igindeki reaktif bilesen olarak kullanilmis ve bu
yaklasim canli hiicrelerde basariyla dogrulanmistir (Wu et al. 2017).

2.7. Molekiiler kenetlenme analizi

Molekiiler kenetlenme (molecular docking), molekiiler etkilesimi taklit eden, reseptorler
ve ligandlar arasindaki baglanma modunu ve afiniteyi dngoren yapiya dayali bir ilag
tasarim yontemidir. Son yillarda, bu teknoloji ilag tasarimi aragtirma alaninda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Molekiiler kenetlenmenin bulgularda devrim yarattigi bazi
alanlar vardir. Ozellikle, kiigciik molekiiller ve protein hedefi arasindaki etkilesim
arastirmalari, enzimin aktivasyonunu veya inhibisyonunu 6ngérmektedir. Bu tiir bilgiler,
ilag tasarimi i¢in hammadde olusturmaktadir. Molekiiler kenetlenmenin temel amaci, tim
sistemin daha az serbest enerjisinin yani sira, etkilesime giren her iki molekiiliin optimize
edilmis bir konformerini elde etmektir. X 1smi1 kristallesmesi ve Niikleer Manyetik
Rezonans (NMR) spektroskopisi, biyomolekiiler hedefler i¢in ti¢ boyutlu yapi verilerinin
arastirtlmasi ve olusturulmasi i¢in temel tekniklerdir (Agarwal and Mehrotra, 2016; Dar
and Mir, 2017).

Kenetlenme calismalarinda bilgisayar program kullanilarak biyomolekiil ile kiigiik
molekiil arasindaki etkilesiminde biyomolekiil hedef kenetlenen molekiil ise ligand
olarak adlandirilir (Morris and Lim-Wilby, 2008). Hesaplamali ilag tasariminda, 1894'te
Emil Fischer tarafindan olusturulan “kilit ve anahtar” modeli molekiiler kenetlenme
yontemi olarak kullanilmaktadir. Bu c¢ercevede, molekiiler tanima, bir reseptor
proteininin baglanma bolgesi, tipk: bir kilidin anahtar1 gibi, ligand sekline tam olarak
baglandiginda meydana gelir (Santos, Ferreira and Caffarena, 2019). Molekiiler
kenetlenme, ligand ve reseptor arasindaki baglanma afinitesini ve etkilesim modunu
ongorebilen ve elde edebilen tamamlayicilik ve 6n diizenlemeye gdre optimum uyumu
taklit etmektedir. Kilit ve anahtar modelinde, kilit i¢in dogru yonlendirme reseptorlerin
ve ligandlarin sert bir sekilde kenetlenmesi anlamina gelir (Sekil 2.7.a). Bu model
geometrik tamamlayiciligin dnemini vurgular. Gergek kenetlenme siireci o kadar
esnektirki reseptorler ve ligandlar birbirlerine iyi uyacak sekilde yapilarimi degistirmek
zorunda kalirlar. Boylece, "indiiklenen-fit modeli" gelistirilmistir (Fan, Fu and Zhang,
2019) (Sekil 2.7.b).
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Sekil 2.8. iki molekiiler kenetlenme modeli. (a) Bir kilit ve anahtar modeli,
(b) indiiklenen-fit modeli

Molekiiler kenetleme yontemleri, standart deneysel tekniklere nispeten hizli ve ekonomik
yollar sunar. Belirli reseptor hedeflerinin baglanma bolgesi igindeki kii¢iik molekiillerin
deneyde kullanilan baglanma modlarini ve ilgilerini tahmin etmeyi amaclarlar. Molekiiler
kenetlenmede iki 6nemli amag; birincisi dogru baglanma duruslarini bulmak ve ikincisi
baglanma ilgisini dogru bir sekilde tahmin etmektir. Molekiiler kenetleme,optimizasyon
arama yontemi ve puanlama fonksiyonu olmak iizere iki faktdre baghdir. Bir
optimizasyon algoritmasi, temel olarak minimum baglanma enerjileri ile kenetlenme
bicimlerini algilarken; puanlama islevi, aramadan elde edilen sonuglar1 degerlendirmek

i¢in kullanilir (Fu, Zhao and Chen, 2018).

Literatiirde baz1 molekiiler kenetlenme calismalar1 incelendiginde; 6rnegin bazi timor
hiicrelerinin biiylimesini engelleyebildigi bilinen Ligupurpuroside A’nin pepsin alanlari
arasindaki bosluklarda bulundugunu gostermistir (Shen et al. 2015). Flavonoid olmayan
bir polifenol bilesigi olan resveratrol (RES)’in tripsine baglandigini gdstermis ve tiim
deneyler sonucu dogrulamistir (Ren et al. 2019). Akciger hastalig1 ve astim tedavisinde
kullanilan bir fenetanolamin [-agonisti olan payleanin (PL) DNA'nin kiigiik bir oluk
baglayicis1 oldugunu ve tercihen A-T agisindan zengin bdlgelere baglandigin

gostermistir (Zhou et al. 2016).

2.8. FTIR Spektroskopisi

Fourier transform kizilotesi (FTIR) spektroskopisi, kii¢clik molekiillerin veya molekiiler
komplekslerin analizinden, hiicre veya dokularin analizi gibi genis uygulama alanina
sahip bir spektroskopik yontemdir (Berthomieu and Hienerwadel, 2009). Kimya,
biyokimya, biyoloji, tibbi kimya ve ¢evre bilimlerinde basta nitel analiz olmak tizere nicel

analizlerde de yaygin olarak kullanilmaktadir. En 6nemli kullanim alani organik
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bilesiklerin, ilaglarin ve kirleticilerin tanimlanmasi olmustur. Gliniimiizde, FTIR
spektroskopisi proteinlerin, DNA/RNA yapisal karakterizasyonlarmin belirlenmesinde
sikca kullanilan bir yontem haline gelmistir. Benzer sekilde, ligand, ilag veya protein
etkilesimleri ile uyarilmis DNA ve RNA konformasyonel gecisleri FTIR spektroskopisi
ile incelenmektedir. Ek olarak, kiitle spektrometrisi ile birlikte FTIR uygulamalari, UV
absorpsiyon, NMR ve CD spektroskopileri, boya ve ilag vb. gibi etkilesim gosteren
biyomakromolekiillerin kimyasal yapi degisimlerini tanimlayan etkili — yontemleri

olustururlar (Tajmir-Riahi, N’soukpoe-Kossi and Joly, 2009).

FTIR spektroskopisinin biyolojik ¢alismalar i¢in en 6nemli avantaji, hemen hemen her
biyolojik numunenin spektrumunun ¢ok ¢esitli ortamlarda elde edilebilmesidir. Protein
spektrumlari; sulu c¢ozeltide, organik ¢oziiclilerde, deterjan misellerinde, lipit
membranlar: gibi ortamlarda elde edilebilir. Bir peptit veya proteinin bulundugu kimyasal
ortam, yapisini ve kararlihigimi etkiler. Teknigin diger avantajlari: gerekli protein miktari
oldukga kiigiiktiir (10 pg); proteinin boyutu 6nemli degildir; 151k sagilmasi veya floresans
etkisi yoktur; kinetik ve zaman ¢oziimlii ¢alismalar miimkiindiir. X-1g1n1 kirinimi, NMR,
ESR ve CD spektroskopik cihazlarinin maliyetine kiyasla ucuzdur (Haris and Severcan,
1999) kullanim kolaylig1 ve saglanan sonuglarin giivenilirligi nedeniyle molekiiler analiz
icin en yaygin kullanilan analitik yontemlerden biridir (Ricci et al. 2015). FTIR,
baslangigta esas olarak kiigiik inorganik molekiillerin ¢alismasina uygulanmis olsa da son
20 yilda biyolojik molekiillere, 6rnegin proteinin ikincil yapisinin, enzimlerin, niikleik
asitlerin, lipitlerin ve glikolipitlerin statik ve dinamik ¢aligmalar1 gibi alanlara

genigletilmistir (Gerwert and Kotting, 2010).
2.9. Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi

Sol ve sag elle dairesel polarize 15181n diferansiyel absorpsiyon teknigini kullanan dairesel
dikroizm (circular dichroism, CD) molekiillerin konformasyonuna duyarli spektroskopik
bir yontemdir. Biyomolekiillerin ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. CD
genellikle, floresans ve absorbans gibi diger spektroskopik tekniklerden dogrudan elde
edilemeyen biyomolekiillerin islevi ve yapis1 hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir. CD
caligmalarinda deneysel olarak Olciilen parametre, sol ve sag elle dairesel polarize 151k
igin absorbans, AA (=AL—AR) farki alimir (Martin and Schilstra, 2008). Baska bir
tanimla CD, dogrulugu ve duyarliligi nedeniyle genellikle proteinin konformasyonel

degisikliklerinin izlenmesinde kullanilir. Karakteristik CD bantlar1, a-heliks, B-tabaka, 3-
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katlanmis tabaka vs. gibi ikincil yapinin igerigini tanimlamak ig¢in 6nemli bilgiler verir
(Chai et al. 2013). Genel olarak, proteinlerin CD ile incelenmesinde iki spektral bolge
dikkat gekmektedir. Uzak-UV (A = 175-250 nm), polipeptit zincirinin katilim ile genel
olarak proteinin ikincil yapisini yansitir. Tersine, bir¢ok yan zincir kromoforu yakin-UV
(A= 240-320 nm) bolgesinde CD sinyalleri gosterir ve bunlara aromatik amino asitler
(Tyr, Trp ve Phe) ve disiilfitler dahildir. Proteinlerin yakin-UV CD spektrumlarindaki
degisiklikler genellikle iicilinciil yapida meydana gelen konformasyonel degisiklikleri
gostermede kullanilir (Purdie and Brittain, 1994).

Proteinlere ve niikleik asitlere baglanan bir¢ok ligand kiral degildir ve dolayisiyla CD
sinyali gostermezler. Ancak NADH bir dehidrojenaza veya etidinyum bromiir DNA'ya
baglandiginda, ligandlarla iliskili absorpsiyon bantlar1 giiglii CD 6zellik gosterirler. CD
spektrumlar1 denge sabitlerini belirlemek icin kullanilabilir, proteinlerin ve niikleik
asitlerin sekonder yapis1 ve ligandlarin bu tip makromolekiillere baglanmasi1 hakkinda
bilgi verir. Diger spekroskopik tekniklere gére CD bazi avantaj ve dezavantajlar gosterir.
Ormegin CD’nin protein-ligand etkilesimlerindeki baslica avantajlari, teknigin ¢ok gesitli
etkilesimleri incelemede kullanilabilmesidir. Clinkii proteinden veya liganddan gelen
sinyaldeki degisikliklerin kompleks olusumu nedeniyle meydana geldigi yorumlanir.
Etkilesimler protein derisimi, pH, sicaklik, iyonik kuvvet vb. gibi ¢esitli deneysel kosullar
altinda incelenebilir. Zaman ¢6ziimlii CD kullanilarak kompleks olusum hizlarini1 6lgmek
miimkiindiir. CD'nin baglica dezavantaji ise, oOzellikle yakin-UV ve goriiniir CD
caligmalari i¢in (tipik olarak titrasyon bagina >1 mg protein) gerekli olan nispeten biiyiik
miktardaki madde ve iki protein tiiri arasindaki kompleks olusumunun uzak-UV
CD'sinde nispeten kiiciik degisikliklere yol agabildigi gosterilebilir (Kelly and Price,

2006). Biyomolekiillerin incelenmesinde CD spektroskopisinin baslica uygulamalart:

Uzak UV CD spektrumlarindan protein ikincil yap1 igeriginin tahmin edilmesi,

pH, tuz derisimi ve eklenen yardimci c¢oziiciilerdeki (alkoller, tri-floroetanol vb.)
degisikliklerin neden oldugu proteinler ve niikleik asitlerdeki konformasyonel
degisikliklerin tespiti, rekombinant dogal proteinlerin ve mutantlarinin yapisal
analizlerinin incelenmesi,

Sicaklik degisiklikleri veya kimyasal denaturantlarin (lire ve guanidin hidrokloriir gibi)
eklenmesiyle ortaya ¢ikan protein veya niikleik asit degisimlerinin izlenmesi,

Protein- protein,protein-ligand etkilesimlerinin (6zellikle yavas ayrisma stiregleri)

kinetigini ve protein katlanma tepkimelerinin kinetigini incelemesidir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Stiril indolyum boyanin (Ci5) elde edilmesi ve spektral 6zellikleri:

Asagida sentezlenme semasinda goriildigii gibi (Sekil 3.1.), 0.8 mmol 1,2,3,3-tetrametil-
3H-indolyum iyodiiriin (bilesik 1) 20 mL EtOH igerisinde karigtirilirken {izerine katalitik
miktarda piperidin eklenmistir. Daha sonra reaksiyon karisimi tizerine 0.8 mmol 4-
(dibutilamino) benzaldehit (bilesik 2) eklenmistir. Karisim geri sogutucu altinda yaklasik
12 saat kaynatilmistir. Reaksiyon ince tabaka kromotografisi ile izlenmistir. Reaksiyon
bittikten sonra etanol c¢ektirilip ,yagimsi bir tabaka halinde koyu mor tabaka elde
edilmistir. Kolon kromotografisiyle metanol:DCM (1:5) ¢6ziicti ¢ifti kullanilarak, koyu
yesil saf kati iiriin olarak (E)-2-(4-(dibiitilamino)stiril)-1,3,3-trimetil-3H-indol-1-yum
iyodiir (bilesik 3, Ci5) elde edilmistir.
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"\ 3 ... = . I

il TN T Etanol ‘ T L
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Sekil 3.1. Ci5 bilesiginin sentezlenme semasi.

Ci5 bilesigi cesitli spektroskopik yontemler kullanilarak karakterize edilmistir ve
kaydedilen FTIR, 'H NMR, *C NMR, HR-MS ve UV-gbriiniir absorpsiyon spektrumlar:
Ek.1 de verilmistir. Sentez reaksiyonu ince tabaka kromatografisi (TLC) ile silika jel
( MERCK, 60 F254, 0.25 mm) plakalar kullanilarak UV 151k altinda izlenmistir. Perkin-
Elmer Spectrum 100 FTIR (ATR) spektrofotometresinden bilesigin infrared spektrumlari
alinmustir. *C NMR ve H-NMR spektrumlar1 Bruker Avance 300 ve 400 MHz Ultra-
Shield cihazinda kaydedilmistir TMS i¢ standart ve DMSO-ds ¢oziicii olarak
kullanilmistir. Elektron iyonizasyon igeren yiiksek c¢oziiniirliiklii kiitle spektrumlari
(HRMS), (Waters-LCT-Premier-XE-LTOF) kiitle spektrometrisinde kaydedilmistir.

Elektrotermal IA9200 cihaz: ile bilesigin erime noktasi tayin edilmistir.
FTIR (cm™) 2955 (C-H Alifatik), 1612 (C=N), 1567 (C=C), 1508 (C=C).

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.28 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 8.03 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 7.76 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.54 (t, J = 7.6 Hz, 1H),
7.46 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.21 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.94
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(s, 3H), 3.49 (t, J = 7.7 Hz, 4H), 1.74 (s, 6H), 1.55 (m, 4H), 1.36 (m, 4H), 0.94 (t,
J=17.2 Hz, 6H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 179.7, 154.2, 153.3, 142.9, 142.5, 129.1, 127.8,
123.0, 122.4, 113.9, 112.5, 105.1, 51.2, 50.5, 33.5, 29.6, 26.7, 20.0, 14.3.

HRMS (m/z)(TOF ES"), (C27Hs7IN2) [M+ H]* bilesigi i¢in bulunan kiitle 389.2951;
hesaplanan kiitle 389.0640.

Erime noktas1:70-72°C; verim: % 89.

3.2.Kullanilan kimyasallar

Enzim ¢alismalar1 igin iki ayr1 tampon ¢ozelti ¢ift destile suda hazirlanmigtir. pH 7.4 de
PBS ( phosphate buffer solution) tampon ¢ozeltisi kullanilmistir (0.067 M potasyum
fosfat, 0.067 M disodyum hidrojen fosfat). pH 2.0 de sitrik asit-sitrat tampon ¢6zeltisi
kullanilmistir (0.1 M NaOH ,0.02 M sitrik asit). Pepsin (EC 3.4.23.1, MW: 35 kDa) ve
tripsin (EC 3.4.21.4, MW: 23.8 kDa) Sigma Aldrich firmasindan satin alinmigtir. Stok
pepsin ¢ozeltisi (1.24x10* M) pH 2.0 tampon ¢ozeltisinde ve stok tripsin ¢ozeltisi
(1.44x10* M) pH 7.4 tampon ¢dzeltisinde hazirlanmistir. Ci5 bilesiginin stok ¢ozeltisi
(1.19x10° M) DMSO’ da hazirlanmistir. Deneysel calismalarda kullanilan kimyasal
maddeler analitik saflikta olup giinliik ¢alisma ¢ozeltileri, stok g¢ozeltilerinden belli
derisimlerde hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler karanlikta ve 4°C'de saklanmuistir.

Calismalar sirasinda kullanilan su, ¢ift destillenmistir.

3.3. Kullanilan enstriimantal aletler

Biitiin floresans olgtimler Hitachi F-4500 spektroflorimetre cihazinda FL Solutions 2.0
software bilgisayar programi kullanilarak kaydedilmistir. Cihaz 150 W ksenon lamba,
2.5 nm/2.5 nm uyarilma/emisyon bant araligi, 700 V PMT voltajina sahiptir. Olgiimler
1.0 cm floresans kuartz hiicreler i¢inde alinmistir. (Shimadzu) UV-1700 PharmaSpec
spektrofotometre ile UV-goriiniir absorpsiyon spektrumlart UV-Probe PC software
bilgisayar programi kullanilarak kaydedilmistir. Calisma ¢ozeltilerinin pH degerleri
Mettler Toledo (FiveEasy Plus) marka dijital pH metrede dlgiilmiistiir.

3.4. Floresans c¢alismalar

Florimetrik titrasyon yontemi kullanilarak pepsin-Ci5 ve tripsin-Ci5 baglanma 6zellikleri

25, 33 ve 37 derecelerde calisiimistir. Pepsin ve tripsin ¢alismalarinda sirasiyla 2.5x107°
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M ve 5.0x10° M ¢ézeltileri kullanilmustir. Bu ¢ozeltilere 5.0-60.0 puL hacim araliginda
Ci5 stok cozeltisinden eklenerek, enzimlerin emisyonlar1 tizerindeki soniim etkileri
incelenmistir. Her iki enzim ¢ozeltisi de 280 nm’de uyarilmistir ve 290-450 nm dalga
boyu araliginda floresans spektrumlari kaydedilerek floresans siddetdeki degisiklikler ile
dalga boyundaki kaymalar incelenmistir. Floresans soniim sonuglari i¢in Stern-Volmer
esitligi kullanilmigtir. van't Hoff esitligi kullanilarak farkli sicakliklardaki sonuglar
degerlendirilmistir ve termodinamik parametreler bulunarak baglanma tiirleri
belirlenmistir. FRET parametreleri olan J(A), r, Ro degerleri Ci5 ile pepsin/tripsin

etkilesimi i¢in Forster teorisine dayandirilarak hesaplanmaistir.

3.5. Absorpsiyon ¢alismalari

Ci5 ile pepsin/tripsin arasindaki etkilesimler UV-goriiniir bolge absorpsiyon
spektrumlartyla incelenmistir. Ci5'in  pepsin/tripsin ortamindaki UV absorpsiyon

spektrumlar1 kaydedilmistir ve absorpsiyon bantlarindaki kaymalar degerlendirilmistir.

3.6. FTIR calismalar

FTIR olciimleri, Thermo Scientific Nicolet-iS5, ID5 ATR aksesuar iceren IR
spektrometresi ile gergeklestirilmistir. FTIR spektrumlari, 4 cm™ ayiricilik ve 64 tarama
hiz1 ile 1700-1500 cm™ arahiginda; Ci5’in varhginda ve yoklugunda pepsin/tripsin
enzimlerinin FTIR spektrumlart kaydedilmistir. Ornek hazirlanma asamasinda &nce,
serbest haldeki pepsin ve tripsin ¢ozeltileri ile enzim/boya karigimlari kurutulmustur.
Sonrasinda elde edilen Katilar etanolda ¢oziilmiistiir ve ATR baglik iizerine damlatilarak

spektrumlar kaydedilmistir.

3.7. CD calismalan

CD spektrumlari, Ci5’in varliginda ve yoklugunda pepsin/tripsin ¢ozeltilerinden JASCO-
810 spektropolarimetre ile 1.0 mm kuvarz kiivet icerisinde kaydedildi. Ol¢iimler 205-260
nm dalga boyu araliginda, 0.1 nm ayiricilik, ortalama 3 tarama ve 50 nm/dk hiz kontrolii

ile kaydedilmistir.

3.8. Molekiiler kenetlenme calismalari

Yeni sentezlenen Ci5 molekiiliine kars1 hedef molekiiller olan pepsin (ID:1PSA), tripsin
(ID:1AQ7) ve B-form DNA (ID:1BNA)’nin olasi yonelim ve etkilesimleri molekiiler

kenetlenme simiilasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Hedef molekiillerin model yapilar1 RCSB
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Protein Veri Bankasindan indirilmistir (Rose et al. 2021) ve Discovery Studio (DS) 3.5
(Accelrys Software Inc, San Diego, 2013) protokollerini kullanarak kiigiiltiilmiistiir.
Ci5'in ligand olarak yapisi ¢izilmistir ve Gauss 09 (G09)'da belirlenen DFT/B3LYP/6-
31+G (d,p) seviyesinde geometri optimizasyonu yapilmistir (Frisch et al. 2009). Ci5
bilesiginin yapis1 hakkinda bilgi elde etmek icin molekiiler elektrostatik potansiyel
yiizey (MEPS) ve molekiiler orbitaller (FMOs) olusturulmustur. Adi gegen hedef
molekiillerin baglanma yerleri, kenetlenme islemi DS3.5'in alt protokolii ile
tamimlanmistir.  Sonugta, hazirlanan Ci5 ve hedef biyomolekiiller, hesaplamali
gorsellestirme teknigi, Auto Dock 4.2 (Morris et al. 2009) kullanilarak molekiiler
kenetlenme reaksiyonu gosterilmistir. Her hedef igin yiiksek siralamali kenetlenme
kompleksi, 200 konformasyonda baglanma modunu ve baglanma enerji degerini
incelemek tizere secilmistir. Kenetlenme sonuglarina dayanarak, her bir hedef igin Ci5
bilesiginin en iyi modlart gorsellestirilmistir ve DS3.5 yardimiyla protein-ligand

etkilesimlerinin potansiyeli degerlendirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez calismasinda, Ci5 kisaltmasi ile verilen; ¢ikis maddeleri 1,2,3,3-Tetrametil-3H-
indolyum iyodiir ve 4-(dibiitilamino) benzaldehit kullanilarak yeni bir katyonik stiril boya
sentezlenmistir ve spektroskopik yontemler ile karakterize edilmistir. Ci5 bilesiginin,
proteaz enzimleri olan tripsin ile pH 7.4 PBS, pepsin ile pH 2.0 sitrik asit tampon
ortamlarinda etkilesimler floresans spektroskopi yaninda UV-vis absorpsiyon, CD ve
FTIR gibi ¢oklu spektral yontemlerle ¢alisilmistir. Floresans soniim sabitleri, baglanma
sabitleri ve termodinamik parametreler hesaplanarak boya-enzim arasindaki baglanma
tirleri incelenmistir. FRET yoOntemi ile boya-enzim ciftleri arasindaki molekiiller arasi
uzakliklar hesaplanmistir. Ayrica DNA ile etkilesimler absorpsiyon yontemi ile
incelenmistir. Ci5-enzim/DNA baglanma 6zellikleri, hesaplamali molekiiler kenetlenme

sonugclari ile desteklenmistir.

4.1. Ci5 ile enzim etkilesiminde florimetrik ¢calismalar

Bu boliimde yapilan ¢alismalarda floresans titrasyon yontemi kullanilmigtir. Floresans
kuvarz hiicreye 2.5 mL 2.5x10° M pepsin ¢ozeltisi ve 5.0x10° M tripsin ¢ozeltisine
beser mikrolitre stok Ci5 ¢ozeltisi (1.19x10°3 M) eklenmistir. Her iki enzim ¢ozeltisi de
280 nm’de uyarilip 290-450 nm dalga boyu araliginda kaydedilen spektrumlarinda
floresans siddetlerindeki degisiklikler kaydedilmistir ve ¢alismalar ii¢ sicaklikta (298, 303
ve 310 K) gerceklestirilmistir. Sekil 4.1.(a) pepsin ¢ozeltileri ve Sekil 4.1.(b) tripsin
¢ozeltileri lizerine artan derisimlerde Ci5 eklenmesiyle elde edilen floresans séniim
spektrumlarint gostermektedir. Enzimlerin igerdigi triptofan uglardan meydana gelen
floresans siddetler artan boya derisimi ile birlikte diizenli olarak azalma gostermistir.
Pepsinin floresans piki 342 nm dalga boyundan 5 nm maviye, tripsinde ise 351 nm’den

yaklasik 10 nm kirmiziya kaydigi goriilmektedir.

Deneysel olarak elde edilen titrasyon sonuglarina gére Stern-Volmer egrileri ¢izilmistir.
Sekil 4.2.(a) pepsin g¢ozeltileri ve Sekil 4.2.(a) tripsin ¢ozeltileri igin ti¢ sicaklikta elde
edilen Stern-Volmer grafiklerini gostermektedir. Elde edilen grafiklerin iyi bir
dogrusallik gostermesi, soniim mekanizmasimin statik veya dinamik soniim olmasi
gerektigi anlamina gelmektedir (Yu et al. 2021). Cizelge 4.1, Stern-Volmer grafiklerden

elde edilen floresans soniim sabiti Ksy Ve soniim hiz sabiti Kq degerlerini gostermektedir.
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Bu verilere gore, sicaklik arttik¢a Ksy degerlerinin azalmasi, Ci5’in enzimler ile

etkilesiminde statik soniim mekanizmasina isaret etmistir.
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Sekil 4.1. (a) 2.5x10° M pepsin (pH 2.0) ve (b) 5.0x10® M tripsin (pH 7.4) ¢ozeltileri
tizerine artan derisimlerde Ci5 eklenerek elde edilen floresans spektrumlari. Auy=280
nm ve oda sicakligi, Ci5 derisimi: 0, 2.38, 4.75, 7.11, 9.46, 11.8, 14.1, 16.5, 18.8, 21.1,
23.4,25.7, 28.0 (x10° M).

Biyomolekiiler c¢esitli sondiiriiciilerin, maksimum difiizyon soniim hiz sabiti

2.0x10%° L/mol.s dir ve cizelgedeki kq degerlerinin, bu degerden ¢ok daha biiyiik olmasi
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statik soniim mekanizmasi oldugunu gostermektedir. Bu durum, Ci5 ile pepsin ve Ci5 ile
tripsin arasinda bir kompleks olusumununa isaret etmektedir (Mohseni-Shahri,

Moeinpour and Nosrati, 2018).
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Sekil 4.2. 2.5x10-° M pepsin (a) ve 5.0x10-¢ M tripsin (b) ile Ci5 etkilesiminde, Stern-
Volmer grafikleri.

Esitlik 3 kullanilarak ¢izilen Ci5- enzim etkilesimine ait ¢ift logaritma grafikleri Sekil

4.3’te verilmistir. Sekle gore log (Fo—F)/F degerlerine kars1 log(1/([Q]-[P](Fo—F)/Fo))’ye

gore cizilen grafikleri ii¢ farkli sicaklikta elde edilmistir (Li et al. 2021). Grafiklerden Ka,

baglanma sabiti ve n, baglanma kisim sayilar1 bulunmustur ve yapilan hesaplamalara gore

sonuglar Cizelge 4.2 de listelenmistir.
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Cizelge 4.1. Ci5/pepsin-tripsin etkilesiminden elde edilen Stern-VVolmer parametreleri

T (K) Stern Volmer esitligi Ksv (M1)x10* Kq (M 1s1) x10%? R?
208 FolF = 1.0248 + 4.33x10° [Q] 433 4.33 0.9937
TAPSIN 503 £ y/F=0.9066 + 3.50x10 [Q] 3.50 3.50 0.9770
310  FolF =0.9433 + 2.71x10* [Q] 271 2.71 0.9739
208 FolF = 0.8762 + 6.32x10°[Q] 6.32 6.32 0.9976
PePSIN 303 Fo/F = 0.8496 + 5.56x104[Q] 5.56 5.56 0.9794
310 Fo/F =0.8511 + 5.11x104[Q] 5.11 5.11 0.9882
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Sekil 4.3. (a) 2.5x10~° M pepsin ve (b) 5x107¢ M tripsin ile Ci5 baglanmas: igin
olusturulan ¢ift logaritma grafikleri.
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Bu sonuglara gore Cizelge 4.2 de goriildiigi gibi, pepsin ve tripsinin  Ci5 ile baglanma
sabitleri sirasiyla Ci5-pepsin > Ci5-tripsin seklindedir. Ka degerlerine gore, Ci5’in pepsin
ile daha biiylik baglanma sabiti ile etkilestigi; yani Ci5, pepsini tripsinden daha siki
sekilde tuttugu ifade edilebilir. Sonuglar Ci5-pepsin kompleksi i¢in baglanmanin, Ci5-
tripsin kompleksinden daha giiclii oldugunu gostermektedir. Iki sistemin stokiyometrik
baglanma sayisi olan n'nin degerleri yaklasik olarak 1'e esittir, bu da Ci5 molekiiliiniin
bir pepsin/tripsin  molekiili ile etkilestigini gostermektedir. Sicakligin artmasiyla Ka
degerlerinde azalma meydana gelmistir. Bu durum, sicakligin artmasiyla komplekslerin

kararliliklarinin azaldigin1 gostermektedir (Li and Geng, 2016).

Cizelge 4.2. Ci5/enzim etkilesiminden elde edilen ¢ift logaritma esitligi, Ka ve n
degerleri.

T (K) Dogrusal Esitlik* Ka (M1)x10* n R?
298 y =5.5784 — 1.1692 X 5.904 11692  0.9988
Pepsin 303 y = 6.3794 — 1.3563 X 5.053 13563 0.9918
310 y = 6.3556 — 1.3601 X 4.708 13601  0.9973
298 y=3.8318 - 0.8173 x 4.879 0.8173  0.9864
UIEE | e y =5.7314 — 1.2579 3.600 12579  0.9852
310 y = 4,817 — 1.0858 2,731 1.0858  0.9707

* Dogrusal esitlik: log (Fo—F)/F = n logKa - n log (1/([Q]—[P](Fo—F)/Fo

4.1.1. Ci5-enzim etkilesimine ait baglanma tiirlerinin bulunmasi

Biyomolekiillerin kiigiik molekiiller ile (floresan ug, metal kompleksi, ilag, boya, ligand
vb.) arasindaki etkilesimlerde hidrofobik etkilesim,elektrostatik etkilesim ve hidrojen
baglari, van der Waals baglar1 olmak iizere dort tiir kovalent olmayan baglanma tiiriinden

soz edilmektedir. Ci5 ile pepsin/tripsin etkilesimlerinin farkli sicakliklardaki degisimi,
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Cizelge 4.2. “de verilen Kabaglanma sabitlerinin log degerleri, Esitlik 4” teki van’t Hoff’a
gore 1/T ‘ye karsilik grafikleri ¢izilmistir. Pepsin i¢in log Ka = 2.2956 + 734.72 / T,
R?=0.9097 ve tripsin i¢in log Ka= -1.7692+1921.5 / T, R?©0.9874 dogrusal grafikler elde
edilmistir. Bu grafiklerin egimlerinden AH, kesim noktalarindan AS parametreleri
hesaplanmistir. Ayrica (AG) Gibbs serbest enerji degisimi, Esitlik 5 kullanilarak elde
edilerek bulunmustur. Sekil 4.4 (a) pepsin ve tripsine ait ¢izilen van’t Hoff grafiklerini,

Sekil 4.4 (b) ise 298 K’de termodinamik parametrelerin histogram grafiklerini

gostermektedir.
5
@ ¥y =734,72x + 2,2956
R = 0,9097
48 Pepsin
log K. /:JJ
e
46 4 _,.#"f
e &
_-o-'-""'-_-
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P y = 1921 5x - 1,7692
44 4 R®=0,9574
Tripsin
._2 T T T T
00032 000324 0,00328 0,00332 0,00334
1T (KI]I
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10,00 (&) m Pepsin = Tripsin .
‘8 0,00
E
2 10,00
=
€ _50,00
eld
-30,00
-40,00 - - -
AH (k1/mol) AG (kl/mol) TAS (kIfmol)
B Pepsin -14,07 -13,11 13,01
Tripsin -36,79 -26,69 -10,10

Sekil 4.4. (a) Ci5 ile pepsin/tripsin etkilesimine ait van’t Hoff grafikleri

ve (b) elde edilen termodinamik parametrelerin gosterimi.

Cizelge 4.3 de, hesaplanan termodinamik parametreler listelenmistir. AG nin negatif

olmasi, Ci5’in pepsin/tripsin ile baglanma mekanizmasinin kendiliginden ve AH' nin
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negatif olmasi ise baglanmanin ekzotermik oldugunu gostermektedir. Ci5-pepsin
etkilesiminde, negatif AH ve pozitif AS degerleri, elektrostatik kuvvetlerin etkin rol
oynadigim1 gostermektedir. Bununla birlikte, pozitif AS degeri genellikle hidrofobik
etkilesimin kanitidir, ¢iinkii ligand ve protein etrafinda diizenli bir sekilde dagilmis su
molekiilleri, hidrofobik etkilesimin bir sonucu olarak rastgele bir dizilimin elde
edilmesine neden olmaktadir (Zeng et al. 2016). Ci5 ile tripsin etkilesiminde ise negatif
AS ve negatif AH degerleri, van der Waals kuvvetleri ve hidrojen baglarinin baglanmada

onemli rol oynadigini gostermektedir.

Cizelge 4.3. Ci5’in pepsin ve tripsin etkilesiminden bulunan AH, AG ve AS degerleri.

T (K) AH (kJ/mol) AG (kJ/mol) AS (J/molK)

298 -36.79 -26.69 -33.87
Tripsin

303 -26.53

310 -26.29

298 -14.07 -13.11 -43.95
Pepsin

303 -13.33

310 -13.64

4.1.2. Ci5-pepsin ve Ci5-tripsin ¢iftlerinin FRET calismalari

Forster teorisine gore Ci5/pepsin ve Ci5/tripsin molekiil ¢iftleri arasindaki enerji aktarim
parametreleri olan % 50 enerji aktarimina karsilik gelen ve kritik uzaklik olarak
adlandirilan Ro ile dondr olarak davranan pepsin/tripsin ve akseptor olan Ci5 ciftleri
arasindaki mesafe olan r degerleri ve enerji transfer verimliligi (E) deneysel verilerden,

asagidaki verilen esitlikler kullanilarak hesaplanmstir.

E=R®/RP+r% e (6)
E=1-F/F @)
Ro® =8.79x10% (k?n*Qp J(A) ) (8)

32



Burada n, ortamin kirilma indisi; k% yonelme faktorii; J ise ortiisme integrali olarak
adlandirilir. J degerini bulmak i¢in enzimin floresans spektrumu ile boyanin absorpsiyon
spektrumu ¢akistirilarak bulunur. Qp, dondriin kuantum verimidir. J degeri asagidaki

esitlik ile ifade edilmektedir:

JO) = Y Fo(h) ea(t) A4 AL/ Y Fo(h) (9)

esitlikte  Fp(A) normalize edilmis donér emisyon spektrumu (A ve
A+AM dalgaboylari arasindaki egri altinda kalan alan); €a(A), A dalgaboyunda akseptor
molar ekstinksiyon katsayisidir. Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 da gosterildigi gibi, esit
derisimdeki Ci5 bilesiginin absorpsiyon spektrumu ile pepsin ve tripsinin floresans
spektrumlarimin spektral olarak ortiismeleri kaydedilmistir. Enzim-Ci5 molekiilleri
arasindaki mesafe olan r, Esitlik 6; Ro ise Esitlik 8 den bulunmustur. Esitlikteki k? =2/3;
n = 1.336; Qp degerleri pepsin i¢in 0.150 (Lian et al. 2013) ve tripsin i¢in 0.146 (Zhang,
Zhou and Wang, 2010 ) olarak alinmustir. Her iki molekiil ¢iftine ait J, spektral Ortiisme

integral degerleri hesaplanmistir. Cizelge 4.4° de elde edilen parametreler gosterilmistir.

0,08

0,06

Floresans siddet
Absorbans

0,04

0,02

290 330 370 410 450
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.5. (a) 2.5x10°° M pepsinin floresans spektrumu (b) 2.5x10° M Ci5’in
absorpsiyon spektrumunun 6rtiismesi (pH 2.0, 298 K).
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Floresans siddet
Absorbans

290 330 370 410 450
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.6. (a) 5.0x10° M tripsinin floresans spektrumu (b) 5.0x10° M Ci5’in
absorpsiyon spektrumunun ortiismesi (pH 7.4, 298 K).

Cizelge 4.4. Ci5-pepsin/tripsin etkilesiminde Forster rezonans enerji transfer

parametreleri.

Molekiil cifti Spektral ortiisme, Ro (nm) Enerji transfer r (nm)
P,
IX10% (cm*M) verimi, E (%)

Pepsin/Ci5 1.231 2.64 14.9 3.53

Tripsin/Ci5 1.090 2.58 19.2 3.27

Cizelge 4.4 de verilen sonuglara gore; Forster teorisi géz oniine alindiginda, molekiil
ciftleri arasindaki mesafe olan r degerlerinin 10 nm den kiigiik olmasi, Ci5 ve enzim
molekiil ¢iftleri arasinda 1s1masiz enerji transferinin gerceklestigi sonucuna varilmaistir.
Ayrica r degerlerinin Ro dan biiyiik olmasi, floresans soniim mekanizmasiim statik

oldugunu, molekiil ¢iftleri arasinda kompleks yap1 olusumunu desteklemektedir.
4.1.3. FTIR ¢alismalar1

FTIR, proteinlerin ikincil yapisini incelemek i¢in kullanilan yontemlerden biridir. Temeli,
IR bolgede 15181 absorbe ederek temel durumdaki bir molekiiliin titresim

seviyeleri arasindaki gegisleri ve proteinin ikincil yapisindaki degisiklikleri liganda
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baglandiktan sonra incelemektir. Amid baglari, bu IR spektrumlardan kaynaklanan peptid
bantlarinda gegici titresimlere neden olmaktadir (Moradi et al. 2021). Amid bantlar1 olan
amid | (1700-1600 cm?) esas olarak C=0 gerilme bandidir ve amid Il (1600-1500 cm™)
ise en yaygin kullanilan titresim bantlar1 olan N-H biikiilmesi ile C-N gerilmesi seklinde
ortaya ¢ikar. Sekil 4.7°de goriildiigii gibi Ci5’in eklenmesi ile pepsin ve tripsinin amid

bandlarinin absorpsiyon pik konumlarini degistirmistir.

00607
- (a) Pepsin

2,050 les1s4 162353 —— Ci3-Pepsin

1581.51

0.0401

1 1683.22 .
% * 166563 - 165224
MmN

o
g
- ~ M~ 1634.98 Vel "
2 : . P /\\
0.0201
0.010{ o L ) o
1700 1880 1620 TTisd0 M 1500
Dalga sayis1 (em™)
1660.05
a.an () ! —— Tripsin

' \ — Ci5-Tripsin

Absorbans

1700 1680 1e0 isd0 15 1500
Dalga sayist (¢m™)

Sekil 4.7. Ci5'in (a) pepsin ve (b) tripsin ile etkilesimini gosteren FTIR spektrumlari.
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Pepsin i¢in amid I ve amid II bandindaki pik kaymalar1 sirasiyla 1651.54 cm™’den
1652.24cm™’e ve 1519.51cm™ den 1524.97 cm™’e kaymustir. Tripsin i¢in amid I ve amid
II bandindaki kaymalarda sirasiyla 1660.05 cm™’den 1652.74 cm™’e ve 1601.90 cm-
1’den 1594.82 cm™’e kayma gostermistir (Zhu et al. 2021).

4.1.4. Dairesel dikroizm (CD) ¢alismalar1

Dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi, kiiciik molekiillerle etkilesimleri sonucunda
proteinlerin ikincil yapisinda meydana gelen degisikliklerin izlenmesinde kullanilan
duyarli bir analitik tekniktir. Bir proteinin sekonder yapisini belirlemek i¢in uzak-UV
CD spektrumlar1 (200-260 nm) kullanilir. Sekil 4.8 de kaydedilen spektrumlara
dayanilarak, pepsin ve tripsinin ikincil yapisindaki degisiklikler, Ci5’in yoklugunda ve
varhiginda incelenmistir. CD spektrumlari, proteinin tipik a-heliks yapisinin karakteristigi
olan 208 nm (n — =*) ve 222 nm dalga boyunda (n — =*) elde edilen iki negatif bant
gostermektedir (Siddiqui et al. 2019). 222 nm'deki giiglii negatif eliptiklik bantlari,
enzimlerin sahip oldugu o-heliks yapisina isaret etmektedir. CD spektrum verileri,
asagida verilen esitlik ile MRE (real residual ellipticity) (degcm?mol) ifadesine

donistiirilmiistir.

Bobz (mde
MRE = — e ©)
Cxnxlx10

esitlikteki n, proteinde bulunan amino asit uglarin sayisi; Oobs, gézlenen eliptisite; C,
proteinin molar derigimi ve 1, cm cinsinden kuartz hiicrenin uzunlugudur (Syed et al.
2019). Calismada n degeri pepsin i¢in 326, tripsin i¢in 223 alinmustir. 1, 0.1 cm olan
kuvarz kiivet kullanilmistir. Enzim derisimi 2.083x10® M olarak belirlenmistir. a-heliks
icerikleri enzim ve enzim/boya kompleksleri (1:1 mol orani) i¢in asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplanmastir.
- MRE208 - 4000 (10)

a-helix (%) = x 100
33,000 - 4000

Esitlikte MRE, 208 nm'deki molar eliptisite; 4000 sayisi, B-kivrimin MRE degeri ve
33000 say1s1, 208 nm'de saf a-heliks MRE degerini gostermektedir (Liu et al. 2019). Elde
edilen CD verileri Cizelge 4.5 de goriilmektedir.
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Sekil 4.8. 2.08x10° M pepsin ve pepsin-Ci5 (1:1) pH:2.0 (a); 2.08x10® M tripsin ve
tripsin-Ci5 (1:1) pH:7.4’de (b) elde edilen CD spektrumlari.

Cizelge 4.5. 208 nm de, Ci5 varliginda ve yoklugunda enzimlerin o-heliks igerikleri.

gozlenen CD (mdeg) a-helix (%)
Pepsin -13.26 53.55
Pepsin - Ci5 -13.01 52.29
Tripsin -11.81 73.90
Tripsin - Ci5 -11.29 70.05
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Sekil 4.8 de, iki enzim i¢in CD bantlari, Ci5 eklenmesiyle azaldigi goriilmektedir.
Proteinin ikincil yapisinda degisiklik oldugu ve a-heliks igeriginde azalma meydana
geldigini gostermektedir. Esitlik 10 kullanilarak yapilan hesaplamada pepsinde a-heliks
yiizdesi % 53.55 den Ci5 eklenmesiyle % 52.29’a, tripsinde ise, % 73.90 dan % 70.05’e
inmistir. Boylece a-heliks pepsin igin % 1.26 ve tripsin i¢in % 3.85 azalma gosterdigi
enzim heliks yapisinin kararliliginin azalmasi ile sekonder yapida konformasyonal

degisiklik oldugu sonucuna varilmistir.

4.1.5. CiS5 icin pepsin/tripsin ortaminda elde edilen analitik sonuclar

Ci5 bilesiginin deneysel ortamdaki nicel tayininde; oda sicakliginda pepsin/tripsin ile
etkilesiminden elde edilen ve asagida dogrusal esitlikleri verilen Stern-Volmer

grafikleri kalibrasyon grafigi olarak kullanilmustir.
Tripsin-Ci5 Fo/F = 1.0077+ 4.33x10* [Q] (R?=0.9937)
Pepsin-Ci5 Fo/F = 0.8762 + 6.32x10* [Q]  (R?=0.9976)

Oda sicakliginda elde edilen bu grafiklere gore hesaplanan analitik veriler Cizelge 4.6 da
gosterilmistir. Ci5 igin gézlenebilme sinir1 (detection limit, LOD) = 3Sh/m ve tayin sinir1
(quantification limit, LOQ) = 10Sb/m olarak hesaplanmustir. Sh, kalibrasyon grafigi kesim
noktasinin standart sapmas1 ve m, kalibrasyon grafiginin egimidir. n ise tekrarlanan deney
sayisidir (Zhu et al. 2004). Yontemin kesinligi igin, pepsin ve tripsin ile yapilan
deneylerde 1.18x10° M Ci5 i¢in tekrarlanan sonuglardan (n=4) elde edilen bagil standart
sapma (BSS), pepsin i¢in % 3.98 ve tripsin i¢in % 3.83 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.6. Enzim ortaminda Ci5 tayini i¢in bulunan analitik veriler.

Tripsin Pepsin
Ci5 dogrusal ¢aligma araligi (M) 2.38 - 28.0 x10°° 2.38 — 28.0x10°®
Kesim noktasi standart sapmasi (Sbh) 0.0612 0.2790
Kalibrasyon grafiginin egimi (m) 4.33x10* 6.32x104
Deney sayisi (n) 6 8
Gozlenebilme sinir1 (LOD) (M) 4.238x10° 1.324x10°°
Tayin sinir1 (LOQ) (M) 1.413x10° 4.414x10°

3.83 3.98

BSS (%)

4.1.6. Cib5 -pepsin/tripsin etkilesiminin absorpsiyon ¢calismalar:

Protein-ligand etkilesiminde meydana gelen kompleks olusumu UV-gériiniir bolge
absorpsiyon yonteminde ve proteinin yapisindaki konformasyonel —degisiklikleri
incelemesinde kullanilir (Li and Li, 2016). Ci5-pepsin/tripsin etkilesiminden elde edilen
absorpsiyon spektrumlar1 Sekil 4.9 ve Sekil 4.10 da gosterilmektedir. pH 2.0’ de
kaydedilen serbest haldeki 1.0x10° M pepsin, 1.0x10° M Ci5 ve bu derisimlerin 1:1
oldugu absorpsiyon spektrumlart Sekil 4.9. da gorilmektedir. 552 nm ve 371 nm‘de
izlenen Ci5 ‘e ait olan iki absorpsiyon piklerinde azalma izlenmistir. Ci5-pepsin karigsim
spektrumu incelendiginde pepsine ait 275 nm’deki pikin absorpsiyonunda artis
gdzlenmistir. 1.0x107° M pepsin igeren ¢ozeltiye artan derisimlerde Ci5 eklenmesiyle elde

edilen spektrumlar Ek-2 de verilmistir ve 275 nm’de absorpsiyonda artis goriilmiistiir.
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Sekil 4.9. Ci5 ile pepsin etkilesimine ait absorpsiyon spektrumlari (1:1),
(a) 1.0x10° M Ci5,
(b) 1.0x10° M pepsin,
(c) 1.0x10™° M - 1.0x10° M Ci5-pepsin karisima.

Sekil 4.10 de, pH 7.4’ de kaydedilen serbest haldeki 1.0x10 M tripsin, 1.0x10° M Ci5
ve bu derisimlerin 1:1 oldugu absorpsiyon spektrumlari goriillmektedir. 552 nm ve 273
nm’de Ci5’in iki absorpsiyon piki bulunmaktadir. Ci5-tripsin karigim spektrumuna
bakildiginda, Ci5’e ait 552 nm‘de absorpsiyon siddetinde azalma goriilmiistiir. Tripsinin
273 nm’deki absorpsiyon pikinin Ci5 varliginda artti1 goriilmektedir. 1.0x10° M tripsin
igeren ¢ozeltiye artan derisimlerde Ci5 eklenmesiyle elde edilen spektrum EK-2 de
goriilmektedir ve 273 nm’deki pikin arttigi goriilmektedir. Absorbans degerlerinde
meydana gelen degisiklikler Ci5-pepsin/tripsin arasinda etkilesim oldugu ve temel

seviyede bir kompleks olusumunu (Ma et al. 2017) gostermektedir.
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Sekil 4.10. Ci5 ile tripsin etkilesimine ait absorpsiyon spektrumlari (1:1),
(a) 1.0x10° M Ci5,
(b) 1.0x10° M tripsin,
(c) 1.0x10° M-1.0x10° M Ci5-tripsin karisimu.

4.1.7. Ci5 -DNA etkilesiminin absorpsiyon ¢alismalari

UV-vis absorpsiyonu, proteinlerde oldugu gibi DNA ile kiigiik bir molekiil arasinda bir
kompleks olustugunda absorpsiyon ve pik konumundaki degisiklikleri gosteren etkili bir
yontemdir. Bu durumda DNA'nin absorpsiyon spektrumu, ¢ift sarmal yapisiyla iliskili
hiperkromik ve hipokromik etkiler gosterir. Absorpsiyonun hiperkromizm ve maviye
kaymasi, elektrostatik, oluk baglanmasi vb. kovalent olmayan etkilesimler nedeniyle
DNA dubleks sekonder yapisinin hasar gordiigiine isaret eder. Ote yandan, hipokromizm
ve absorpsiyonun kirmizi kaymasi, sarmal eksenindeki DNA biiziilmesini ve DNA
tizerindeki konformasyonel degisimi ile interkalasyon baglanmay1 ifade eder (Shahabadi,
Falsafi and Maghsudi, 2017). Sekil 4.11, 1.0x10° M Ci5 bilesiginin, 298 K ve pH 7.4,
PBS i¢inde, ctDNA’nin varliginda ve yoklugunda kaydedilen absorpsiyon spektrumlarini
gostermektedir. Ci5'in, 275 nm dalgaboyundaki absorpsiyon pikinin ctDNA'nin artan
miktarlarda eklenmesiyle (0-2.97x10° M derisim aralig1), maviye kaydigi (~10 nm)
goriilmektedir. Bu durum DNA ile Ci5 bilesigi arasinda, oluk baglama tiirii bir
etkilesimin varligim gostermektedir. Sekil 4.12, 1.0x10"°> M DNA iizerine artan derisimde

Ci5 c¢ozeltisi eklendiginde elde edilen absorpsiyon spektrumlarini gostermektedir.
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DNA’nin 260 nm dalgaboyundaki absorpsiyon pikinin Ci5’in artan miktarlarda

eklenmesiyle, absorpsiyon siddetinde artis izlenmektedir.
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0,200

0,000 :
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Dalga boyu (nm)

Sekil 4.11. 1.0x10° M Ci5 (spektrum b) ile DNA etkilesimine ait absorpsiyon
spektrumlart. Artan miktarda eklenen DNA derigimleri (spektrum b’den spektrum g’ye
dogru): 0.0; 6.0; 12.0; 17.9; 23.8; 29.7 (x10®) M. ( Spektrum a: 1.0x10° M DNA).

0,400 T T
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Sekil 4.12. 1.0x10° M DNA (spektrum b) ile Ci5 etkilesimine ait absorpsiyon
spektrumlari. Artan miktarda eklenen Ci5 derisimleri (spektrum b’den spektrum g’ye
dogru): 0.0; 2.38; 4.75; 7.11; 9.46; 11.8 (x10%) M. ( Spektrum a: 1.0x10° M Ci5).
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4.1.8. Ci5-pepsin/tripsin/DNA molekiiler kenetlenme calismalari

Ci5 bilesigi, DFT / B3LYP/ 6-31+G (d, p) seviyesinde optimize edilmistir. Ayni seviyede,
bilesigin sinir (frontier) molekiiler orbitalleri olan HOMO ve LUMO ile molekiiler
elektrostatik potansiyel yilizeyi (MEPS) haritas1 Sekil 4.13 'de gosterilmistir. En yiiksek
dolu molekiiler orbitale HOMO ve en diisiik bos molekiiler orbitale LUMO denir ve
enerjileri kimyasal tepkime i¢in 6nemlidir. HOMO enerjisi ve LUMO enerjisi sirasiyla
elektron verme ve elektron alma egilimindedir. HOMO'nun enerjisi iyonlasma
potansiyeli (1), LUMO enerjisi elektron ilgisi (A) ile iliskilidir. Ayn1 zamanda n-elektron
sistemlerinde reaktif konumu tahmin etmek ic¢in sinir elektron yogunlugu tarafindan
kullanilir ve konjuge sistemdeki ¢esitli reaksiyon tiirlerini agiklar (Mary et al. 2015(a)).
Her ikiside, bilesikteki elektriksel 6zellikler ve kimyasal aktivitelerde 6nemli rol oynar
(Shafieyoon, Mehdipour and Mary, 2019). HOMO ve LUMO orbitali arasindaki enerji
farki, elektron iletkenliginin bir dl¢iisiidiir. Bu yiizden molekiiler ve elektriksel tasima
ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilan parametredir. HOMO ve LUMO enerji degerleri
ile maddeye ait kimyasal potansiyel, elektronegatiflik, elektrofilik indeks, sertlik ve
yumusaklik (Soudani et al. 2021) gibi &zellikler hesaplanabilir. HOMO ve LUMO
orbitallerinin enerjisi, bilesiklerin kararli olmasindan ve elementlerine kendiliginden
ayrismadigi i¢in negatiftir. Kimyasal yumusaklik ve sertlik, kimyasal sistemlerin
davranigini1 tahmin etmede ve kimyasal sistemin kararliligini belirlemede kullanilir. Ayni
zamanda kimyasal yumusaklik, diisiik kimyasal reaktivite ile ilgilidir. Sekil 4.13’de
goriildiigii gibi HOMO ve LUMO arasindaki enerji farki 2.625 eV ‘tur. HOMO ve
LUMO’nun yoriinge enerjileri kullanilarak iyonlasma enerjisi, | = -E Homo = 8.210 eV ve
elektron ilgisi A = -E Lumo = 5.585 eV’tur.Sertlik, » = (1 —A)/2 = 1.313; kimyasal
potansiyeli, p = - (I + A)/2 = -6.898; elektrofilik indeksi ® = p2/2n = 18.12 eV ve
yumusaklik {=1/2n=0.38 eV olarak bulunmustur.

Molekiiler elektrostatik potansiyel yiizeyi (MEPS), bir molekiiler sistemin gevresiyle
etkilesimini, elektrofilik ve niikleofilik tepkimelerde kimyasal sistemlerin reaktivitesini,
biyolojik tanima c¢alismalarinda ve hidrojen bagi etkilesimlerinin incelenmesinde
kullanilir. izoelektron yogunluk yiizeyi haritalama yontemi olan MEPS ,yiizeyi ve bagil
polariteyi anlamak i¢in kullanilan gorsel bir yontemdir (Mary et al. 2015(b)). Sekil
4.13°de gosterildigi gibi Ci5 bilesiginin negatiften pozitife yiikleri kirmizidan maviye
tanimlanir. Mevcut bilesige, ana yapidaki azot atomlarindan kaynaklanan mavi tonlari

tamamen hakimdir.
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ELUMO: -5.585 ¢V

EHOMO: -8.210 ¢V

Sekil 4.13. Ci5 bilesiginin HOMO ve LUMO orbitalleri (sol tarafta), molekiiler
elektrostatik potansiyel yiizey (MEPS) haritasinin (sag tarafta) gosterimi.

Sekil 4.14 de Ci5 bilesiginin, hedef molekiil olan pepsinle etkilesimi incelendiginde,
pepsinin Glul3 ve Gly217 uglar ile iki zayif karbon H bagi ve Alall5, Leull2, 1le120,
Tyr75, Phel11 ve [1e30 uglari ile dokuz hidrofobik etkilesime girdigi gozlenmistir. Diger
hedef molekiil olan tripsinin, Ci5 bilesigi ile etkilesimine ait 3D goriiniimii Sekil 4.15°de
verilmistir. Tripsinin Ser195, Phe41 uglan ile iki zayif karbon H bagina ve Phe4l,
Tyrl51, 1le73, Tyr39 ve His40 uglari ile alt1 hidrofobik etkilesime girdigi gdozlenmistir.
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Sekil 4.14. Pepsinin baglanma bolgesindeki Ci5 bilesiginin (turuncu, ¢ubuk model)
kenetlenme etkilesimlerinin 3D goériiniimii.

Sekil 4.15. Tripsinin baglanma bolgesindeki Ci5 bilesiginin (turuncu, ¢cubuk model)
kenetlenme etkilesimlerinin 3D goriiniimii.
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Ci5’in kenetlenme g¢alismalart DNA ile etkilesiminin 3D goriinimii Sekil 4.16°da
gosterilmistir. Ci5  bilesigi, DNA’nin A:DG10 niikleotiti ile elektrostatik etkilesim;
DNA’nin A: DC9, A: DG10 ve A: DC11 niikleotitleri ile zayif karbon H bag ve B: DA18

niikleotiti ile hidrofobik etkilesim gostermistir. Kenetlenme analizi sonuglar1 ve detaylari

Ek-3’te Cizelge E1’de verilmistir.

Sekil 4.16. DNA’nin baglanma bolgesindeki Ci5 bilesiginin (turuncu, ¢ubuk model)
kenetlenme etkilesimlerinin 3D goriiniimii.

Molekiiler kenetlenme g¢alismalarindan elde edilen baglanma enerjileri Cizelge 4.7 de
verilmistir. Ci5-pepsinin baglanma enerjisinin (-7.50 kcal/mol) en diisiik degerde olmasi
Ci5’in pepsin i¢in en iyi baglanma afinitesine sahip oldugunu gostermektedir. Ci5’in
tripsin ile ikinci, DNA ile Giglincii iyi baglanma afinitesine (-6.90 ve -6.80 kcal/mol) sahip
oldugunu gostermektedir. Termodinamik calismalardan elde edilen parametreler ve
deneysel kistmda kompleks olusumlarin  etkilesim tiirleri molekiiler kenetlenme
sonugclari ile uyum iginde oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.7. Ci5-pepsin/tripsin/DNA ile baglanma enerjileri.

inhibisyon Sabiti, Baglanma Enerjisi RMSD

Ki (nM) (kcal mol?)
Ci5-Pepsin 114.93 -7.50 0.0002
Ci5-Tripsin 399.21 -6.90 0.0940
Ci5- DNA 13979 -6.80 0.4260
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5. YORUM

Bu tez c¢alismasinda, Ci5 kisaltmasiyla verilen katyonik stiril indolyum boya

sentezlenmistir ve spektral Ozellikleri karakterize edilmistir. Ci5’in pepsin/tripsinle

etkilesimi  absorpsiyon, florimetrik titrasyon, molekiiler kenetlenme, FTIR ve CD

yontemleri ile incelenmistir ve sonuclar agagida verilmistir:

Florimetrik titrasyon calismalarinda , tripsin ve pepsin ¢ farkli sicaklikta (298,
303 ve 310 K) incelenmistir. Ci5 ile pepsin/tripsin floresans soniimden elde edilen
verilerle Stern-Volmer grafikleri gizilerek sicaklik artigi ile Ksv (soniim sabiti)
degerlerinde azalma meydana geldigi gézlenmistir. Bundan dolay1 Ci5 bilesigi ile
pepsin/tripsin etkilesiminin statik soniim mekanizmasi ile gergeklestigi ve
kompleks olusumuna dayali oldugu sonucuna varilmistir.

Ci5 bilesiginin pepsin/tripsin ile farkli sicakliklardaki Ka (baglanma sabiti) ve n
(baglanma kisim sayis1) degerleri ¢ift logaritma grafigi ¢izilerek hesaplanmistir.
Sicakligin artmasiyla Ka degerlerinde azalma meydana gelmesi komplekslerin
kararliliklarinin azaldigin1 gostermistir.

Farkli sicakliklarda gerceklestirilen, Ci5 ile pepsin/tripsin etkilesimindeki
baglanma tiirleri van’t Hoff esitligi kullanilarak termodinamik parametrelerden
bulunmustur. AG’nin negatif olmasi, CiS’in  pepsin/tripsin ile baglanma
mekanizmasinin  kendiliginden ve AH'nin negatif olmasi ise baglanmanin
ekzotermik oldugunu gostermistir. Ci5-pepsin etkilesiminde, negatif AH ve
pozitif AS degerleri, hidrofobik etkilesimin yaninda elektrostatik kuvvetlerin de
rol aldig1 gézlenmistir. Ci5 ile tripsin etkilesiminde ise negatif AS ve negatif AH
degerleri, van der Waals kuvvetlerinin ve hidrojen baglarinin baglanmada 6nemli
rol oynadigini gostermistir.

Ci5 ile pepsin/tripsin  etkilesimi UV-goriiniir bolge absorpsiyon spektrumlari ile
incelenmistir.Her iki enzimede, artan miktarlarda Ci5 ilave edildiginde, 275 nm
ve 273 nm dalga boylarinda absorbans pik siddetlerinde artis oldugu gézlenmistir.
Absorbans pik siddetlerindeki artig Ci5 ile pepsin/tripsin arasinda bir etkilesim
oldugunu, UV-goriiniir bolge calismalar ile floresans galismalarinin birbiri ile
uyum igerisinde oldugunu gostermistir.

Ci5'in 273 nm'sinde absorpsiyon pikinin  ¢tDNA'nin artan miktarlarda
eklenmesiyle (0'dan 2.97x10° M derisime), maviye kaydigi (~10 nm)
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goriilmiistiir. Bu, oluk (groove) baglama tiirii ile DNA sarmalina baglanan Ci5
bilesigi arasinda etkilesim oldugunu gdstermistir.

FTIR c¢alismalarina gére Ci5’in pepsin/tripsine baglanmasi sonucu enzimlerin
amid bandlarmin absorpsiyon piklerinde kayma gozlenmistir.

CD c¢aligmalar1 sonucunda, enzimlere Ci5 baglanmasi sonucu proteinin ikincil
yapisinda degisiklik meydana geldigi ve a-heliks igeriginin azaldig1 gézlenmistir.
Pepsinde a-heliks yiizdesi % 53.55 den Ci5 baglanmasiyla % 52.29’a, tripsinde
ise, %73.90 dan %70.05’¢ inmistir. Boylece a-heliks pepsin igin % 1.26 ve tripsin
icin %3.85 azalma meydana gelmistir.

FRET calismalar1 sonucunda, molekiil giftleri arasindaki Kritik uzakliklar Ro ve
molekiiller aras1 uzaklik olan r degerleri hesaplanmistir. Ci5- pepsin i¢in, Ro=2.64
nm ve r= 3.53 nm; Ci5-tripsin igin, Ro= 2.58 nm ve r= 3.27 nm olarak
bulunmustur. Forster teorisine gore, Ci5 bilesiginin pepsin ve tripsinle etkilesimi
icin bulunan r degerlerinin 10 nm den kii¢iikk olmas1 Ci5/pepsin ve Ci5/tripsin
ciftleri arasinda 1g1masiz enerji aktarimi oldugu gostermistir. CiS-pepsin/tripsin
etkilesimine ait r degerlerinin, %50 enerji transferindeki kritik uzaklik olan Ro
degerinden biiyiik olmasi floresans sonlimiin, statik soniim mekanizmasina gore
gergeklestigini gostermistir.

Molekiiler kenetlenme ¢aligmalariyla CiS5 ile pepsin/tripsin arasindaki etkilesimler
incelendiginde; hedef molekiil olan pepsinin etkilesimi incelendiginde, pepsinin
Glul3 ve Gly217 uglan ile iki zayif karbon H bag1 ve Alall5, Leull2, Ile120,
Tyr75, Phelll ve Ile30 wuclart ile dokuz hidrofobik etkilesime girdigi
gozlenmistir.Diger hedef molekiil olan tripsinin, Ser195 ve Phe4l uglari ile iki
zayif karbon hidrojen bagi; Phe41, Tyr151, 1le73, Tyr39 ve His40 uglari ile alt:
hidrofobik etkilesime girdigi gozlenmistir. Ci5 bilesigi , DNA’nin A:DG10
niikleotiti ile bir elektrostatik etkilesim; DNA’nin A: DC9, A: DG10 ve A: DC11
niikleotitleri ile li¢ zayif karbon H bag ve B:DA18 niikleotiti ile bir hidrofobik
etkilesim gostermistir.

Baglanma enerjileri; Ci5-pepsin igin -7.50 kcal/mol; Ci5-tripsin i¢in -6.90
kcal/mol ve Ci5-DNA igin -6.80 kcal/mol’diir. Bu durum Ci5’in pepsin i¢in en iyi
afiniteye sahip oldugunu gostermistir. Ci5’in, tripsin ile ikinci ve DNA ile ii¢ilincii
iyi baglanma afinitesi gosterdigi sonucuna varilmigtir. Etkilesim tiirlerinin
aciklanmasinda, molekiiler kenetlenme ¢alismalart ve termodinamik

parametrelerden elde edilen sonuclarin birbiriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Ci5-pepsin etkilesiminde elektrostatik kuvvet ve hidrofobik etkilesimin yaninda
hidrojen baginin da etkili oldugu sonucuna varilmistir. Ci5-tripsin etkilesiminde
hidrofobik etkilesimlerin rol oynadigi goriilmistiir. Ci5-DNA etkilesiminde ise
elektrostatik kuvvet ve hidrofobik etkilesimin yaninda hidrojen baginin da etkili
oldugu sonucuna varilmstir.

* Deneysel ¢caligmalarda Ci5’in pepsin ve tripsin varligindaki tayini i¢in elde edilen
analitik verilere gore gozlenebilme siir1 (LOD);pepsin varliginda 1.324x10° M
ve tripsin varliginda ise 4.238x10°® M’dir. Tayin sinir1 (LOQ); pepsin varliginda
4.414x107° M ve tripsin varliginda 1.413x10° M olarak bulunmustur.

Sonu¢ olarak tez kapsaminda yeni sentezlenmis stiril indolyum tiirevi boyanin
DNA/enzim baglanma 6zellikleri, molekiiler kenetlenme ¢alismalart ve ¢oklu
spektroskopik yontemler ile incelenmistir. Hem spektral hem de teorik sonuglar katyonik
stiril boya tiirevleri ile benzer biyomolekiil yapilarinin etkilesimlerinin agiklanmasinda
ve yeni sentezlenen bilesiklerin 6zelliklerinin belirlenmesi ve tasarlanmasi konularinda

yol gosterici olacagt diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK 1. Ci5 bilesigine ait spektrumlar
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EK 2 — Pepsin/tripsin-Ci5 etkilesimine ait absorpsiyon spektrumlari:
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Sekil E6. 1.0x10° M pepsin (spektrum b) ile Ci5 etkilesimine ait absorpsiyon
spektrumlari. Artan miktarda eklenen Ci5 derisimleri (spektrum b’den spektrum g’ye
dogru): 0.0; 2.38; 4.75; 7.11; 9.46; 11.8 (x10°) M. ( Spektrum a: 1.0x10° M Ci5).
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Sekil E7. 1.0x10° M tripsin (spektrum b) ile Ci5 etkilesimine ait absorpsiyon

spektrumlar1. Artan miktarda eklenen Ci5 derisimleri (spektrum b’den spektrum g’ye
dogru): 0.0; 2.38; 4.75; 7.11; 9.46; 11.8 (x10%) M. (Spektrum a: 1.0x10° M Ci5).
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EK 3 - Molekiiler kenetlenme sonuclari:

Cizelge E1. Ci5 “in pepsin/tripsin ve DNA ile olusturdugu kompleksinde etkilesim
tiirleri ve uzakliklari.

Pepsin-Ci5 Mesafe Bag Bag Tiirii Pepsin’in Baglanma Ci5’in Baglanma
Etkilesimleri A Bolgesi Bolgesi
:ci5:H18 2.8826 | Hidrojen Karbon A:GLU13:0E2 :ci5:H18
A:GLU13:0E2 Bagi Hidrojen Bag1
:ci5:H30 2.2910 | Hidrojen Karbon A:GLY217:0 :ci5:H30
A:GLY217:0 Bagi Hidrojen Bag1
A:ALAL15 - :ci5:C | 4.4937 | Hidrofobik | Alkil A:ALAL15 :ci5:C
:ci5:C - A:LEU112 | 4.4119 | Hidrofobik | Alkil A:LEU112 :ci5:C
:ci5:C - A:ILE120 5.0609 | Hidrofobik | Alkil A:ILE120 :ci5:C
ATYRT75 - :ci5:C 4.4006 | Hidrofobik Pi-Alkil ATYRT75 :ci5:C
ATYRT75 - :ci5:C 4.8996 | Hidrofobik Pi-Alkil ATYRT75 :ci5:C
A:PHE111 - :ci5:C | 4.7902 | Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE111 :ci5:C
A:PHE111 - :ci5:C | 4.5950 | Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE111 :ci5:C
A:PHE111 - :ci5:C | 5.4813 | Hidrofobik Pi-Alkil A:PHE111 :ci5:C
:ci5 - A:ILE30 5.1453 | Hidrofobik Pi-Alkil A:ILE30 :ci5
Tripsin-Ci5 Mesafe Bag Bag Tiirii Tripsin’in Baglanma | Ci5’in Baglanma
Etkilesimleri A Bolgesi Bolgesi
:Ci5:H17 2.9345 | Hidrojen Karbon A:SER195:0G :Ci5:H17
A:SER195:0G Bagi Hidrojen Bagi
:ci5:H19 2.9952 | Hidrojen Karbon A:PHE41:0 :Ci5:H19
A:PHE41:0 Bagi Hidrojen Bag1
A:PHE41:HB1 2.8748 | Hidrofobik Pi-Sigma A:PHE41:HB1 :Ci5
:ci5
A:TYR151 - ci5 3.6961 | Hidrofobik | Pi-Pi A:TYR151 :ci5
Istiflenmis
:ci5:C - A:ILE73 4.5948 | Hidrofobik | Alkil A:ILE73 :ci5:C
:ci5:C - A:ILE73 4.3520 | Hidrofobik | Alkil A:ILE73 :ci5:C
A:TYR39 - :ci5:C 4.7710 | Hidrofobik | Pi-Alkil A:TYR39 :ci5:C
A:HIS40 - :ci5:C 4.3921 | Hidrofobik Pi-Alkil A:HIS40 :ci5:C
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DNA-Ci5 Mesafe Bag Bag Tiirii DNA’nin baglanma Ci5’in Baglanma
Etkilesimleri A bolgesi Bolgesi

:Cci5:H17 2.4546 | Hidrojen Karbon A:DC9:02 :ci5:H17
A:DC9:02 Bagi Hidrojen Bag1

:Cci5:H19 2.6986 | Hidrojen Karbon A:DG10:04' :ci5:H19
A:DG10:04' Bagi Hidrojen Bag1

:Ci5:H30 2.7578 | Hidrojen Karbon A:DC11:02 :Ci5:H30
A:DC11:02 Bagi Hidrojen Bag1

A:DG10:0P1 - :ci5 | 3.9548 | Elektrostatik | Pi-Anyon A:DG10:0P1 :ci5

B:DA18:H4' - :ci5 2.6712 | Hidrofobik | Pi-Sigma B:DA18:H4' :ci5
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