50

Aragtirma / Research
GIDA (2023) 48 (1) 50-60
doi: 10.15237/¢gida.GD22120

KAFEIN MOLEKULUNUN MUSIN PROTEINI iLE OLAN ETKILESIMININ
FLORESAN SPEKTROSKOPI TEKNIGI ILE ARASTIRILMASI

Hilal Yilmaz* , Arslan Recep Sahin

Bartin Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoteknoloji Bélimii, Bartin, Tiirkiye
Gelis / Received- 27.11.2022; Kabul / Accepted- 30.12.2022; Online baski / Published online: 17.01.2023

Yilmaz, H., Sahin, A.R. (2023). Kafein molekiiliiniin misin proteini ile olan etkilesiminin floresan
spektroskopi teknigi ile arastirilmast. GID.A (2023) 48 (1) 50-60 doi: 10.15237/ gida.GD22120

Yilmaz, H., Sabin, A.R. (2023). Investigation of the interaction between caffeine molecule and musin protein by
Sfluorescence spectroscopy technique. GIDA (2023) 48 (1) 50-60 doi: 10.15237/ gida. GD22120

o0z

Uyanik kalmaya ve yorgunlugun baslamasini 6nlemeye yardimet oldugundan, kafein icerikli gidalar dinya
capinda siklikla kullanilmaktadir. Bu sebeple hem gida hem de farmasétik amaclt kafein kullanimina yonelik
arastirmalar son yillarda artmustir, fakat yaygin olarak oral yolla alinan kafeinin gastrointestinal sistem boyunca
ona eslik eden salyadaki miisin proteini ile olan etkilesimi hakkinda bir arastirma bulunmamaktadir. Bu
calisgmamizda kafein ve miisin molekiilleri arasindaki etkilesim floresan spektroskopi teknigi kullaniarak
arastirtlmustir. Deneysel sonuglar kafein molekiillerinin musin proteininin floroforlari tizerine séndirme
etkisi oldugunu gostermistir. Bu etki hem agiz/bagirsak ortamina yakin pH 7 hem de mide ortamina yakin
pH 3 degetlerinde, her kafein molekilii bir protein molekiili ile etkilesime girmesi ve bu etkilesimin statik
floresan séndiirme mekanizmasinin ¢alismasina sebep olmasiyla gerceklesmektedir. Kafein ve miusin
etkilesiminin kafein konsantrasyonu arttikca, Ozellikle de mide ortaminda, hizla arttigimi gésteren bu
caligmamiz, kafeinin sindirim ve biyoyararlilik calismalarina temel olusturabilecektit.

Anahtar kelimeler: kafein, misin, floresan séndtirme, pH, Stern-Volmer

INVESTIGATION OF THE INTERACTION BETWEEN CAFFEINE
MOLECULE AND MUSIN PROTEIN BY FLUORESCENCE SPECTROSCOPY
TECHNIQUE

ABSTRACT

Caffeine-containing foods are frequently used around the world, as it helps to stay awake and prevent
the onset of fatigue. Therefore, research on the use of caffeine as a food or pharmaceutical purposes
has increased in recent years. However, there is no research for the interaction of caffeine with the
mucin protein in saliva that accompanies the orally ingested molecules throughout the gastrointestinal
tract. In this study, the interaction between caffeine and mucin was investigated using fluorescence
spectroscopy technique. Experimental results showed that caffeine molecules have a quenching effect
on the fluorophores of mucin protein. This effect occurs when each caffeine molecule interacts with
one protein molecule via the static fluorescence quenching mechanism. Moreover, the interaction of
caffeine and mucin was enhanced as the caffeine concentration increases, especially in the stomach
environment. After all, this study may provide a good basis for the digestion and bioavailability
studies of caffeine.
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Kafein-musin etkilegimi

GIRIS
Dinyada tiketimi yaygin olan bazi iceceklerin
icerisinde kafein bulunmaktadir. Yetiskin niifusun
yaklastk %80'i her giin kahve veya cay icmektedi.
Kahve ve cayda ortalama 2-3 mM kafein
bulunmaktadir (Lisko vd., 2017). Dogal uyarict bir
madde olan kafein az miktarda kakao icinde de
bulunmakta ve yogun karakteristik acims: tad:
sebebiyle kola gibi bazt asitli iceceklere de
eklenmektedir.

Bir alkaloid tiirii olan kafein molekiliiniin, beyni
ve merkezi sinir sistemini uyararak calistigl,
béylece uyanik kalmaya ve yorgunlugun
baslamasit  6nlemeye  yardimct  oldugu
bilinmektedir. Bu sebeple, kafein molekiliinin
hem gidalarda hem de ila¢ tiirii driinlerde katki
maddesi olarak kullanilmast giin  gectikee
artmaktadir. Ornek olarak kafein, soguk alginligt
ilaglar, analjezikler, anorektanlar ve amfetamin
benzeri olarak bilinen wuyarict veya uyarici
karisimlarin bilesenlerinde de tiketilir (Grosso
vd., 2017).

Kafeinin ayrica farmakokinetik ve
farmakodinamik Ozellikleri oldugu
belirtilmektedir  (Alsabri  vd.,2018). Kafeinin
bagirsak  mikrobiotasin1  degistirebildiginden
dolayt  anti-enflamatuar  etkilerinin  oldugu
belirtilmistir. ~ Hucresel, hayvan ve insan

calismalarindan elde edilen kanitlara gére kafein
bagirsak  mikrobiyotasinin  yapisinda  ve
fonksiyonunda degisiklikler meydana getirir. Bu
degisiklikler ~ majér  filumlar  (Profeobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes ve Firmicutes) arasindaki
oran degisiklikleridir (Pan vd., 2016). Bagirsak
mikrobiotasindaki bu  degisiklikler polifenol
biyotransformasyonunda 6nemli role sahiptir ve
obezite karsiti etki yaptigr belirtilmigtir. Bu
sebeple,  kafeinin  bagirsak  ve  bagirsak
mikrobiotasinda olumlu yonde etkileri oldugu
sOylenmektedir (Moco vd., 2012). Diger yandan,
kafein fazla tiiketildiginde mide kanserine sebep
olabilecegi yoniinde bulgular vardir (Grosso vd.,
2017). Bunun da sebeplerinden birisi olarak
kafeinin, insan mide miisin salgilayan hiicrelerinde
misin  salgilanmasini  inhibe etmesi oldugu
dustnilmektedir. Mukus sekresyonunun
azalmasi, kafein nedeniyle gastrik mukozal hasarin

o6nemli faktotrlerinden biri olabilir (Hamada vd.,
1997).

Genel olarak baktigimizda kafein ister gidalarla
ister farmakolojik trtinletle alinsin, bulgular oral
yolun kafeinin en yaygin uygulama yolu oldugunu
gostermektedir ve kafeinin tam emilimi ince
bagirsakta gerceklesir. Kafein oral yolla alinip

bagirsakta emilene kadar salya ona eslik
etmektedir. Salyanin biytik kismint misin isimli
proteinler olusturmaktadir. Misin, salya ve

midesel sivilarin temel proteinidir (Bansil ve
Turner, 2006). Misin, yiksek derecede
glikozilasyona sahip, yitksek molekiler agiliklt
(0,5-40 MDa), ampifilik karakterli ve pH 2-3
araliginda seyreden diisiik izoelektrik noktasina
sahip olan bir proteindir (Svensson ve Arnebrant,
2010). Farkli organlardaki miisin proteinleri,
kompozisyon, yapt ve biyofiziksel acilardan
6nemli farkliliklar géstermektedir. Bu farkliliklarin
hem hidrofobik u¢ bélgelerinden hem de farklt
tip, miktar ve pozisyonda negatif yik iceren
merkez  bolgesinden  kaynaklandigt  rapor
edilmigtir (Bansil ve Turner, 2006; Madsen vd.,
2016).

Kafeinin oral prosesteki tat salinimi, midede
gastrik asit sekresyonunu uyarmast (Hamada vd.,
1997), emilimi ve bagirsak mikrobiyotasin
etkilemesi (Moco vd., 2012) gibi durumlar, tim bu
strecte ona eslik eden misin proteini ile olan
etkilesimi  sonucu  olabilecegi  hipotezini
kurmamizt saglamustir. Yapugimiz arastirmalarda
misin proteini ile kafein molekilinin etkilesimini
aragtiran  bir calismaya rastlanmamistir. Bu
cetkilesimin molekiiler diizeyde aydinlatilmasi
kafeinin ag1z, mide ve bagirsaktaki etkilerine 151k
tutabilir. Protein-ligand etkilesimleri, kii¢lik ilag
molekiillerinin canlt sistemlerde taginmast ve
dagiliminda 6nemlidir (Islam vd., 2016).

Bu calismamizda, kafein ve misin arasindaki
etkilesimi anlamada floresans spektroskopi teknigi
uygulanmustir. Floresans spektroskopisi intirinsik
floroforlarin  varhgina dayali bir  tekniktir.
Proteinlerin igerisindeki triptofan, tirosin ve
fenilalanin amino asitleri floresans emisyonu verir
ve bu emisyon  spektrumlarmin  hem
yogunlugundaki hem de maksimum tepe
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noktasindaki degisimler, bu amino asitlerin ve
dolayistyla proteinin konformasyonel degisimleri
veya bulundugu ortamdaki farklilasmalari
hakkinda bilgiler saglar (Lakowicz, 20006). Bu
sebeple misin proteinindeki kafein vatliginda
olusan muhtemel degisimleri ve bu iki molekiil

arasindaki  etkilesimi  gOstermede  floresans
spektroskopi  teknigi optimum  tekniklerden
biridir.

MATERYAL VE YONTEM

Ornek hazirlama

Arastirmada  kullanilacak  ¢ozeltiler;  domuz

(porcine) gastrik miisini (PGM) (Tip I1I) ve kafein
yuksek saflikta (> %98.5) Sigma-Aldrich’den (St.
Louis, Missouri, USA) satin alinmustir ve ekstra bir
purifikasyon yapilmadan kullanilmistir. Protein ve
kafein ¢ozeltilerinin gerekli konsantrasyonlart 10
mM  fosfat tampon ¢Ozeltisi (PBS) ile
hazirlanmistir.

Floresan spektroskopi 6lgiimleri

Tum intirinsik  floresans  Slcimlerinde  FS5
Spectrofluorometer  (Edinburgh Instruments,
Livingston, UK) kullanlmustir (150 W Xenon
lambast ve PMT (single photon counting
photomultiplier) dedektorty). Ekzitasyon
dalgaboyu (Aey) 280 nm ve emisyon dalgaboyu
290-420 nm araliginda ayarlanarak her 2 nm’de
6lgtim alinmustir. Olgiimler oda sicakliginda 10
mm quartz kiivet kullanilarak gerceklestirilmistir.

Kafein  molektllerinin ~ misin  proteininin
floroforlart tzerine sondirme etkisini
gozlemleyebilmek icin kafein ¢ozeltilerinden O —
10 pM arasinda bir seyreltme serisi hazirlanmigtir.
Her 6l¢tim isleminde secili konsantrasyondan 1
mL kafein ¢ozeltsi ile 1 mL'lik 1 mg/mL

konsantrasyonundaki miisin ¢Ozeltisine
eklenmistir. Protein cozeltisine (miisin) sabit
hacimdeki  séntmleyici  (kafein) eklenmesi
seyreltme etkisi sonucu olusan

komplikasyonlardan ka¢inmamizi saglamaktadir.
Olgiimlerin  alinacagt  emisyon  dalgaboyu
araliginda kafein molekilleri, protein floresans
emisyonu etkileyecek bir enerji absorbsiyonuna
sahip degildir fakat kafein molekillerinin olast
ufak absorbsiyon etkilerini de ortadan kaldirmak
icin her kafein konsantrasyonu icin bir blank (ko)

hazirlanmis (yani kafein ¢Ozeltilerinin tek basina
floresans emisyon siddetleri dl¢tlir) ve bu blank
(kor) ilgili karmisimin emisyon spektrumundan
ctkarilarak musin proteinin floresans siddetindeki
degisim net olarak gbzlemlenmistir
(Papadopoulou vd., 2005; Brandao vd., 2017).

Olgiimler sonunda Stern-Volmer grafigi cizilip
sondirme katsayist hesaplanmistir.  Séndiirme
katsayist degerine gore sondiirmenin dinamik veya
stattk oldugu saptanabilmektedir. Floresans
sondirme analizi asagida verilen Stern-Volmer
formiliine gore yapimistir (Lakowicz, 2006):

Fofe=14Ka [Q] =1 + K, 70 [Q]
Fp: misin olmadigt durumdaki floresans siddeti
F: musin varliginda elde edilen floresans siddeti
K., : Stern-Volmer séndlrme sabiti
K, : Bimolekiiler séndiirme sabiti
[0] : misin konsantrasyonu

Stern-Volmer grafigi Fo/F degerine karsilik [Q]
degeri olarak cizildiginde elde edilen regresyon
egrisinin egimi Ky degerini verir. Ksv degeri
sondirme  verimini  ve/veya  sénimleyici
molekilin florofora erisilebilirligini  yansitir.
Boylelikle kafein ve misinler arasi etkilesim
giciinin bir gdstergesi olmaktadir (Mensi vd.,
2013). Kg, bimolekiler sondiirme sabitidir ve
Ko/t'a esitir (M s'). Bununla bitlikte 1o
sondiricinin yoklugunda floroforun Smriidir
(108 s).

Floresan séndirme hem statik hem de dinamik
sondirmeyi igerir ve maksimum dinamik sabit,
sulu bir ¢6zeltide 2.0x1010 M-1 S-'dir (Lakowicz,
2006). K¢'nin maksimum dinamik sabitten biyiik
oldugu durumda, statik sondirme baskindir.
Statik sondiirme sabitleri agagidaki ¢ift-logaritmik
denkleme gére hesaplanabilmektedir.

Fo—F
log[ ] =log K, + nlog|[Q]
Bu denklemde K4, grafigin ordinat ile kesisimidir
ve baglanma sabitini verir. Grafigin egiminden ise
7 degeri hesaplanir ve baglama noktalarinin
saylsint verir.

Floresans emisyon siddetindeki azalma iki
molekiil arasindaki baglanma derecesi hakkinda
bilgi verirken, Aem degerindeki kaymalar ise Trp
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cevresindeki  degisimleri  dolayistyla  protein
konformasyonundaki degisimleri géstermektedir.

Istatistiksel analiz

Tum deneyler t¢ kez tekrarlanarak, veriler
“ortalama * standart sapma” olarak temsil
edilmistir. Coklu karstlastirmalar icin veriler,
varyans analizi (ANOVA) icin SPSS yazilimi
(Windows igin stiriim 16.0, SPSS Inc.) kullanilarak
istatistiksel analize tabi tutulmustur.

SONUCLAR VE TARTISMA

Floresan sondiirme galigmalar1

Kafein  molekillerinin protein ile
etkilesimini ve kafeinin musin molekiillerinin
floresan siddeti Uzerine sondirme etkisini
gozlemlemek icin artan konsantrasyonlarda kafein
¢Ozeltisinin protein ¢cOzeltisine
eklenmesiyle floresan emisyon spektrumlart elde
edilmistir. Sekil 1’de gosterildigi tizere hem pH 7
hem de pH 3 ortaminda artan kafein
konsantrasyonu, miisin proteininin floresan
yogunlugunda kademeli distise neden olmustur.
Diger bir deyisle, kafein molekilleri misin
molekiilleri tUzerinde floresan séndiriicii olarak
etki etmistir. Floresan sondirme, sondirict
molekiller ile c¢esitli molekiler etkilesimler
sebebiyle bir floroforun floresan kuantum
veriminin azalmasidir (Papadopoulou vd., 2005).
Floresan sondiirme icin florofor ile sondirict
arasinda molekiiler temas gereklidir. Molekiiler
etkilesim veya ¢6ziicii bilesimindeki degisiklik
nedeniyle, floroforun uyarlma ve emisyon
davranist degistirilebilir. Ornegin, Tyr solvent
polaritesine karst nispeten duyarsizdir, Trp ise
polariteye ve/veya yerel ortama buyik 6l¢ide
bagimhdir (Lakowicz, 2006). Bunun nedeni, yakin
iki izoenetjik gecise sahip Trp'nin benzersiz
sekilde karmagik floroforudur; bununla birlikte,
Try emisyonunun tek bir elektronik durumdan
meydana geldigi gériilmektedir.

musin

musin

Sekil 1°de mtusin proteininin kendisinin (kafein
varligindan bagimsiz olarak) bir adet genis
floresan emisyon piki verdigi gérilmektedir. Bu
tip  pikler, proteinin  floresan  emisyon
yogunluguna Trp’a ek olarak Tyr rezidilerinin de
katkida bulundugunu gostermektedir.
Proteinlerin floresan emisyonuna, en uzun dalga

boyunda absorblayan Trp hakimdir. Trp
varliginda proteinde fenilalanin (Phen) ve Tyr
amino asitleri bulunmasina ragmen

absorbladiklar1 enerji esas olarak Trp'a aktarilir.
Protein floresanst genellikle 280 nm'de uyarilir,
ancak Phen, maksimum 282 nm'ye yakin
yapilandirilmis bir emisyon sergiler. Bu nedenle
cok kii¢tik bir kuantum verimine sahip olan Phen,
bu ¢alismada oldugu gibi uyardmamustir. Tyr ve
Trp'tn sudaki maksimum emisyonlari sirastyla 303
nm ve 350 nm'de gergeklesir (Lakowicz, 2000).
Boylece, Sekil 1’de gbzlemlenen emisyon tepe
noktalar;, 280 nm'de hem Tyr hem de Trp'in
absorbansindan kaynaklanmaktadir. Ote yandan,
Tyr'den Trp'a rezonans enerji transferleri art arda
gerceklesir, bu nedenle Try'in ¢ogu proteinin
emisyonuna  yalnizca  kiicik  bir  katkist
gozlemlenebilir, geri kalan enerji bu ¢alismada da
oldugu gibi Trp rezidilerinin genis bir pik
vermesine sebep olur.

Kafein konsantrasyonun miisin proteinlerinin
floresan yogunlugu Uzerine etkisini daha net
gorebilmek i¢in  her bir konsantrasyonun
sondirme  ylUzdesi hesaplanarak  Sekil  2’de
gosterilmistir. Ortam pH’1 7 oldugunda 0.12 uM
kafein konsantrasyonunda % 25.5£0.5 oraninda
bir sondiirme olurken, kafein miktart 5 pM
oldugunda sondirme orant % 93.9%0.3%
ctkmaktadir. S6ndiirme ytzdeleri pH 3 ortaminda
genel olarak pH 7’ye gbre daha dusiik olmakla
beraber, benzer sekilde 0.12 pM’dan 0.12 pM’a
artan  kafein  konsantrasyonu daha fazla
séndiirmeye sebep olmustur (strastyla % 11.9+0.5
ve % 86.410.4).

Misin proteininin kafein icermedigi durumdaki
floresan yogunluklar karsilastirildiklarinda pH
7’de pH 3’e gore daha yiiksek degere sahip oldugu
gorilmektedir. Bununla birlikte pH 7’de kafeinin
daha fazla séndirme etkisi olmustur. Bu durum
sasirtict  degildir, ¢lUnkdi misinin  izoelektrik
noktasinin 2 ile 3 arasinda yer aldig bilinmektedir
(Bansil ve Turner, 20006) ve dolayistyla pH 3’de net
yukil neredeyse sifirdir. Bu veriler, misin protein
yapisinda pH''m Onemine ve sonu¢ olarak,
musinin kafein ile etkilesime girme yetenegine
floresan rezidilerinin yan zincirlerindeki yiik
miktarlarinin katkisina isaret etmektedir.
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Artan kafein konsantrasyonu ve farkli pH ortamlarinda miisin proteininin floresan emisyon

spektrumlart (Aex: 280 nm)
Figure 1. Fluorescence emission spectra of mucin protein at different caffeine concentration and Ph
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Figure 2. Fluorescence quenching percentage of mucin protein at different caffeine concentration and pH

Floresan yogunlugunun yani sira maksimum
emisyon dalga boyu (Ama) degerindeki degisimler
de ¢6zici ortaminin ve molekiler etkilesimin
etkileri hakkinda 6nemli ipuglart verebilmektedir.
Farkli pH degerlerindeki tampon ¢&zeltilerinde
miisin i¢in gbzlenen tim Amax degerleri, tek bagina
Trp indol grubu igin Am. degerinden biraz daha
kisadir (Aem = 340 nm) (Lakowicz, 20006). Bu
durum misinin ana floresan rezidilerinin
proteinin ¢6zlct ile temas halindeki yilizey
bélgesinde degil de, sulu ¢oziiciden daha etkili bir
sekilde  korundugu  hidrofobik  bdlgelerde
bulundugunu gosterir. Fakat miisin proteininin
maksimum floresan yogunlugu verdigi dalga boyu
pH 7’de 332 nm iken pH 3’te 328 nm olmustur
(Sekil 1 ve Cizelge 1). Yani ortam pH 7°den pH
3e degistirildiginde 4 nm’lik daha digik dalga
boyuna kayma (maviye kayma) gbzlemlenmistir.
Emisyonun daha uzun dalga boyuna kaymast
(kirmiziya kayma — red shift), genellikle proteinler

aclldiginda meydana gelir ve bu, proteinlerin
kompakt yapisinda 6nemli bir kayip oldugunu
distinduriir. Diger yandan floroforlar dogal
proteinin icine gdmiilii haldeyse daha kisa dalga
boyunda emisyon verir (maviye kayma- blue shift)
(Lakowicz, 2000). Gastrik musinin, pH = 4'te
rastgele halka konformasyonundan, misin
molekiillerinin pH < 4'te bir araya toplandig
anizotropik ve daha kompakt bir konformasyona
dogru bir konformasyonel degisime ugradig
bilinmektedit (Celebioglu vd., 2015). pH 3'te
misin molekilleri protonlanir ve negatif yik
degeri diser (Celebioglu vd., 2020). Bu, daha 6nce
yaptigimiz zeta potansiyel calismalart sonucunda
gosterilmistir (Yimaz vd., 2021). Bu ¢alisma
sonuclart da daha distk Am. vererek pH 3
degerinde miisin  molekiiliinde katlanmalar
meydana geldigini kanitlamistir.
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Cizelge 1. Kafein misin etkilesiminin pH 7 ve pH 3 ortamlarinda Stern-Volmer (K,,), bimolekiiler
séndirme (K,) ve baglanma sabitleri (K4 ve #) ile maksimum floresan dalga boyu (Amax) ve ulasilabilir
florofor degertleri (f;)

Table 1. Stern-Volmer (Ks,), bimolecular quenching (K,), and binding constants (K4 ve n) of the caffeine-mucin
interaction in addition to the maximum flnorescence wavelength (Ana) and accessible fluorophore (f,)

Stern-Volmer sabitleri

Cift-logaritmik regresyon degerleri

pH Stern-1"olmer constants Double-logarithmic regression values £ Amax

Ko (10 L mol!) Ky (106 L mol") Ka (105 L mol) n R2 (nm)
7 1.18 1.18 0.985 1.67 0.70 0.988 0.84 332
3 1.13 1.13 0.960 1.10 0.94 0.980 1.03 328

Stern-Volmer ve baglanma katsayilar:

Kafein  konsantrasyonunu  artirarak — misin
floresan sondirmeyi actklamak icin Sekil 3'te
sunulan Stern-Volmer grafikleri, deneysel olarak
Olgilen F ve Do degerleri kullanmilarak elde
edilmigtir. Her iki pH degerinde de lineer Stern-
Volmer egrileri bulunmustur. Bu genellikle,
proteinin tim ana floresan rezidilerinin ¢6zici
tarafindan esit olarak erisilebilir oldugu anlamina
gelir. Tki florofor popiilasyonu mevcutsa ve bir
sinif sondiirticti tarafindan  erigilebilir  degilse,
Stern-Volmer cizimleri dogrusalliktan x eksenine
dogru sapar (Giraddi vd., 1996). Misin
proteininin floresan rezidilerinin esit olarak
erigilebilir olup olmadigindan emin olmak igin
ulasilabilir floresan kesti (f) asagidaki formdl ile
hesaplanmustir.

Fy Fy 1 1 4 1
AF  Fy—F faKa [Q] fa

1/[0]  degerine karsihk Fy/AF grafigi lineer
olarak bulunmus ve bu lineer egrinin egimi 7/(f,
K,) degerini ve ordinat ile kesisimi ise 7/f, degerini
vermistir. Hesaplanan ve Cizelge 1’de verilen f,
degerleri her iki pH ortaminda da yaklasik 1’dir.
Bu da tim floresanin soéndirilebilir Trp'den
kaynaklandigi anlamina gelmektedir. Dolayistyla
bu veriler, Stern-Volmer egrilerinden elde edilen,
tim ana floresan rezidilerinin séndurilebilir
oldugu ve protein i¢inde gémili veya séndirict
tarafindan kullanilamayan kisimlarin  olmadig
verilerini desteklemektedir.

Stern-Volmer grafiklerinin = dogrusalligi  aynt
zamanda sadece bir tip sondiirme mekanizmast
oldugunu ve bunun dinamik veya statik
olabilecegini isaret etmektedir. Mdusin-kafein

sistemi icin Stern-Volmer sondiirme sabiti olan
K- degetleri [Q]’ya karsihk Fo/F grafiginin
egiminden hesaplanmaktadir  (Sekil 3) ve
sondirme verimliligini ve sondiriicti kafeinin
musin  floroforuna erisilebilitligini  yansitir
(Papadopoulou  vd.,  2005).  Bimolekiiler
sondirme  sabiti 4, ise Ky/t oranindan
hesaplanmaktadir. Hesaplanan Ky ve £, degerleri
Cizelge 1’de verilmistir. Her iki pH icin de 4,
sabitleri maksimum dinamik s6ndiirme sabiti olan
2.0x1010 M- S-! degerinden buylik oldugu icin
musin-kafein  sisteminde  statik  sondirme
baskindir.

Sekil 3b’de gosterilen diger bir durum ise pH 3
ortaminda artan kafein konsantrasyonunda Stern-
Volmer egrisi dogrusalliktan kayabilmekte ve y
cksenine  dogru  yukart  dogru  egrilik
gosterebilmektedir. Stern-Volmer denkleminden
(yukari dogru egimli grafikler) pozitif sapmalar
genellikle séndirme miktari biyiik oldugunda
tespit edilir (Branddo vd., 2017). Stern-Volmer
grafiginden bu tir bir sapma, statik séndiirme
islemine atfedilir ve genellikle "eylem alami"
modeliyle actklanir (Giraddi vd., 1996; Lakowicz,
1999). Bu modele gore yine statik séndiirme
gerceklesir ve florofor tam uyarilma aninda
sondiriici molekil ile bitisik halde bulunur.
Musin-kafein sisteminde de, kafein molekilleri
tam uyarlma aninda misin  molekilleriyle
etkilesim sonucu floresan-olmayan-kompleks
olusturarak statik sondirmeye sebep oldugu
distntlmektedir. Bu durum pH 3’de ve artan
kafein konsantrasyonlarinda daha etkilidir.

Musin ve kafein molekillerinin etkilesiminde rol
alan baglanma bolgelerinin = sayist  (#) cift-
logaritmik regresyon egrisinden hesaplanmistir
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(Sekil 4). Her iki pH noktasinda da # degerleri 1’e
yakindir. Bu da demek oluyor ki bir kafein
molekild, bir musin molekiild ile molekiller arast

etkilesime girebilmektedir. Yine cift-logaritmik
regresyon  egrisinden  hesaplanan  baglanma
sabitleri (Ka) ise pH 3’te 1.10 iken pH 7’de

¢apraz  baglanma yoluyla bagimsiz olarak 1.67dir.
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Sekil 3. Kafein ve musin etkilesiminin pH 7 (a) ve pH 3 (b) ortamlarindaki Stern-Volmer egrileri
Figure 3. Stern-1"olmer plots for the caffeine-mucin interaction at pH 7 (a) and pH 3 (b
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Baglanma sabitinin pH 7 noktasinda biraz daha
buyik olmast ayni kafein konsantrasyonlarinda
olmasina ragmen pH 7 ortaminda kafein
molekiillerinin misin proteini ile etkilesime girme

egiliminin daha ylksek ve glg¢li oldugunu ima
etmektedir. Kafein varliginda misin floresan
yogunlugundaki distisiin pH 7°de daha fazla olusu
da bu sonuglart desteklemektedir (Sekil 2).
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Sekil 4. Kafein ve misin etkilesiminin pH 7 ve pH 3 ortamlarindaki Cift Logaritmik Regresyon egrileri
Figure 4. Double-logarithmic regression plots for the caffeine-mucin interaction at pH 7 and pH 3

Kafein molekdllerinin proteinletle bag yapabildigi
ve bunun sonucu proteinlerin floresanlarint statik
sondiirme  mekanizmast  ile  séndirddgi
literatirde  bulunan bazt  calismalarda da
gosterilmistir. Kafein molekillerinin bovin serum
albimin proteini ile sadece tek bir baglanma
bélgesinden (#=1), bovin hemoglobin ile ise 5
bélgeden (#=5), etkilesime girerek statik floresan
sondirmeye sebep oldugu gézlemlenmistir (Bian
vd., 2006; Wang vd., 2009). Bovin serum albiimin
tek zincirli bir proteinken, bovin hemoglobin ise
tetramerdir. Bu durum protein yapisinin kafein
molekdilleri ile baglanma derecesini etkiledigini
gostermektedir. Misin  proteini kafein
arasindaki etkilesimi inceleyen bu calismada da
pH’a bagli protein yapisindaki degisimlerin benzer
sekilde kafein molekilleri ile olan etkilesimini
etkiledigi g6zlemlendi.

ve

Sonug olarak hem pH 7 hem pH 3 ortaminda her
kafein molektli bir protein molekilid ile

ctkilesime girmektedir ve bu etkilesim statik
floresan sondiirme mekanizmasinin calismasina
sebep olmaktadir. Ozellikle diisiik  kafein
konsantrasyonlarinda kafeinin musin ile etkilesimi
pH 7’de daha fazla ve etkilesim sonucu olusan
baglar nispeten daha giiclidir. Fakat pH 3
ortaminda kafein konsantrasyonu 2 uM tzerine
ctktiginda kafein molekiilleri, zaten katlanmus
yapida bulunan miisin proteinlerinin etrafinda
bulunarak tam uyarilma aninda séndirilmesine
sebep olmaktadir. Biyolojik ortamlarda molekiiler
etkilesimleri etkileyecek birden fazla parametre
olmasina karsin bu ¢alismanin sonuglari, kafein
molekillerinin gastointestinal sistemde en yogun
bulunan misin proteini ile hem agiz/bagirsak
ortamt olan pH 7 hem de mide ortamina yakin
deger olan pH 3’te etkilesime girebildigini ve bu
etkilesimin  kafein konsantrasyonu arttikca,
Ozellikle de mide ortaminda, hizla arttigi
gostererek  kafeinin sindirim ve biyoyararhlik
calismalarina temel olusturabilecektir.
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