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Serisin ziilalin Rodamin 6G lazer rangi ilo qarsiliglh spesifik tasira girorok hipoxrom effekti yaradir. Dairavi dixroizm

spektroskopiyasi iso Rodamin 6G-ds induksiya olunmus optik aktivlik miigahids olunur.

Belo ki, serisin ziilali struktur

biomateriali kimi deyil, ham do optik matris kimi lazer ronginds istifado oluna bilar. Naticalor serisin ziilalinin golocokds
biomaterial kimi, optoelektronikada va biofotonikada vacib rol oynadigini gostorir.
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Muasir dévrds biomateriallarin tibb, bioelektroni-
ka vo optik saholords istifadasi genis inkisaf etmisdir
[1]. Bu materiallar arasinda ipak ziilallari- fibroin vs se-
risin dzlinomoxsus xususiyyatlori ilo forglonir. Suda
hall oluna bilon serisin Bombyx mori ipak qurdu toro-
findon sintez olunur va fibrilyar fibroin liflarini birlos-
dirarak ipak sapin1 amols gatirir [2]. Onun molekulyar
cokisi 20400 kDa arasinda doyisir vo tarkibi 18 mix-
tolif amin tursusundan ibaratdir. Serisin ziilalinin oksar
hissasini serin amin tursusu (30-33%) toskil edir [3].
Serisinin strukturunda hidroksil, karboksil va amin
funksional gruplar1 oldugundan, mixtslif polimerlarla
garsiligh tasira girs bilir vo bu da onu antioksidant,
nomlandirici, antibakterial vo yara sagaldict xususiy-
yatlors sahib biomaterial edir [4]. Serisin globulyar qu-
rulugsa malikdir, tosadifi spiral konformasiyasinda ol-
magla higroskopik xususiyyati ilo forglonir. O hidrota-
siya vo mexaniki gorilms tesirindsn S-voroq qurulusla-
rina kega bilir. Bu kegid onun hoallolma gabiliyyatini
azaldir, lakin gel amalogstirme vo kristalliq doracasini
artirir [3]. Belalikls, serisin ziilalin struktur xtsusiyyat-
lari onu boyalarla, xtsusilo giiclii flioressensiya, yuk-
sok kvant ¢ixis1 vo fotostabilliyi ilo secilon lazer boyasi
olan Rodamin 6G ila qarsiligl tasirini 6yronmayi sho-
miyyatli edir. Rodamin 6G (RHD 6G) — rodamin ailo-
sina va ksanten grupuna aid sintetik boyadir [5]. YUKk-
sok kvant ¢ixigina malikdir vo maye lazer sistemlorinda
genis istifado olunur [6]. Rodamin 6G lazer boya bio-
texnologiyada genis totbig olunur [7]. ©vvalki tadqi-
gatlar gostarir ki, ipak fibroinin matrisi ylksak kon-
sentrasiyada Rodamin 6G lazer ranginin molekullarini
monomer halda saxlayir va aqreqasiyanin qarsisini alir.
Bununla ylksok kvant ¢ixisini saxlayir vo bio-lazer tex-
nologiyalarinda genis istifadasine sorait yaradir [8] [9].

Serisin-Rodamin 6G qarsiliqli tasirlorinin dyranil-
mosi bu materiallarin struktur vo funksional xususiy-
yatlori mihium shamiyyst dasiyir. Hazirki todgigatlarda
serisin ziilali-Rodamin 6G kompeksi qarsiligli tasirs gi-
rorok spesifik vo giiclii baglanma ilo miisahids olunur.
[10] Bels ki burada spesifik birlosmo mexanizimi fib-
roin —RHD 6G kompeksinin mexanizmindan farglanir.
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Aparilan tadgigatlar naticasinds serisin RHD 6G kom-
pleksinds birlosmo zamani hipoxrom effekt vo induk-
siya olunmus dairovi dixroizm (IDD) [11] miisahido
olunmusdur.

Materiallar va metodlar

Totgigatlarda istifado olunan maddslor Rodamin
6G, MetOH, NaH,PO4 — Sigma — Aldrich sirkatindon
almmusgdir.

Serisin ziilalimin alinmasi

1.5 gr B. mori ipak baramalar1 Kigik hissalora bo-
linarok 300 ml suda 1 saat qaynadilir. Qaynadigdan
sonra baramalar sudan xaric edilir. Qalan serisin torkib-
li maye petri qablarina tokilorak 60°C sobada bir negs
gin qurudulur. Qurudugdan sonra toz kimi yigilan se-
risin ziilali torazido ¢okilir. Daha sonra lazimi1 qadar se-
risin goturdlorak Gzorine 10mM NaH,PO, buferi slavo
olunur vs konsentrasiyasi toyin olunur. Ultra banovsayi
udulma spektroskopiyast (Shimadzu UV-2700) vasite-
silo (e27;s =18575 M sm?) [12] serisin ziilalmin
konsentrasiyasi tayin edilmisdir. Rodamin 6G-nin stok
mohlulunun konsentrasiyasi iss € (MetOH) = 116,000
M-tsm [13] istifado olunaraq miosyyan edilmisdir.
Hazirlanan mahlullar +4°C soyuducuda saxlanilir.

Ultrabanévsayi-goriinan udulma spektroskopiyast

Serisin Rodamin 6G titrloma eksperimentlori ul-
trabandvsoyi—gorunon udulma spektrlori  Shimadzu
UV-2700 spektrofotometri vasitasilo 6l¢iilmisdiir.
Spektral zolagm eni 1.0 nm segilmisdir. Spektral molu-
matlarin iglonmasi OriginLab proqramui vasitasils haya-
ta kegirilmigdir.

Dissosiasiya konstantinin tayini
Rodamin 6G sabit saxlayaraq titro edildikdo dis-

sosiasiya konstant1 asagidaki disturdan istifads edilo-
rok hesablanmigdir:
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¥ = 0.5A527m|(Pe + Kg + L) — /(P + Kg + L)? — 4L, P,

Burada Asy7 nm — udulmanim 527 nm-ds giymati, P; -
Umumi ziilal konsentrasiyasi, Ly— Umumi ligand kon-
sentrasiyasi. Stoxiometriya bir ztlal bir ligand (1:1) ki-
mi gabul edir.

Rodamin 6G-nin zulala birlogmis hissasi asagida-
ki1 diistura asason hesablanir:

AAmax: Amax(ZﬂlalSlZ)' Amax(zula”a) (2)
Dissosiasiya konstant asagida gostorilon distur ilo he-
sablanib:

__ Mpax X [RHDT]™
= Kg+ [RHDT]"

AA +c

®)
Burada RHDr - titrlonan Rodamin 6G-nin tmumi kon-
sentrasiyasi, N- baglanma kooperativliyi gostoron Hill
omsali, AAmax —birlogmis hissa, Ky - dissosiasiya kon-
stanti .

@
Dairavi Dixroizm (DD) Spektroskopiyast:

Serisin-Rodamin 6G komplekslarinin dairavi di-
xroizm  spektrlori  Chirascan V100 (Applied
Photophysics, UK) spektrometrindan istifads olunaraq
geyds alinmigdir. DD 6lgmolori 450-620 nm interva-
linda, addim 6l¢iisti 0.5 nm va spektral enliyi 1 nm ol-
magla Sl¢iilmiigdiir.

Naticalar vo mizakira

Serisin vo Rodamin 6G molekullarin garsiligl to-
sir xtsusiyystlorinin spesifiklikyi vo baglanma stexio-
metriyasi titrlomo eksperimenti vasitasilo todgiq edil-
migdir. Ultrabonévsoyi-goérinan spektroskopiya meto-
dundan istifado edorak titrlomo eksperimentlori aparil-
musdir. Tlkin olaraq Rodamin 6G-ni sabit konsentrasi-
yada (6 M) saxlamagla serisin ziilalini konsentrasiyasi
0-40 uM dayisdirarok spektrlar gokilmigdi (sokil 1A).
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Sakil 1. A) Rodamin 6G-nin sabit konsentrasiyasinda (6uM) serisin ziilali (0-40uM) ils titrlomos eksperimentinin udulma
spektrlori. B) RHD 6G-nin Amax= 526.7 nm udulmasinin Serisin ziilalinin konsentrasiyasindan asililig1. OriginLab
programu ilo analiz olunub. Qirmizi xatt- distur (1)-o uygunlasma xottidir.

Rodamin 6G udulma spektri tagriban 530 nm otra-
finda yerlogon piklo xarakterizo olunur, bu da ksanten
halga sistemindoki n-n* elektron kegidina aid edilir.
Molekulun konformasiyast bu kegidin effektivliyini
muayyan etmokds miihiim rol oynayir. Aparilan tadqi-
gatlar naticesinde Rodamin 6G-nin udulma spekiri
526.7 nm maksimum ilo miisahido olunmusdur [14]
(sokil 1A). Serisin ziilali tigiin xarakterik maksimumu
iSo 275 nm dalga uzunlugunda miisahids olunmusdur,
bu da ssason triptofan vo digor aromatik amin tursularin
udulmasi ilo olagalidir.

Apartlmig eksperimentlorin naticasi olarag, sokil
1A-da gostorilmisdir ki, serisin ziilalin konsentrasiya-
s artirdigea (0-40uM) RHD 6G udulma intensivliyi

! ardicil olaraq azalir. Bu azalma hipoxrom effektin no-
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ticasindo bas verir vo RHD 6G molekullari ilo serisin
ziilalin molekullar1 arasinda garsiligh tasirin oldugunu
birbasa gostarir. Belo ki, molekullar bir-biri ilo kom-
pleks amalo galdiyine géro Rodamin 6G-nin konforma-
siya mohdudiyysti yaranir vo noticade onun udulma
Xattino cavabdeh olan n-n* kegidi ksanten halga siste-
mindoki m-orbitalarin iist-Usto diigmasina asaslanaraq
hipoxrom effektine (udulmanin azalmasi) Sabab olur
[14]. ©vvalki tadgigatlarda, Rodamin 6G ipak fibroini
ilo qarsiligli tasira girarak bazoxrom siiriigms yaratdigi
geyd olunmusdur [15]. Burada isa oksino, serisin ilo
garsiligl tesirs girarak hipoxrom effekt yaradir.
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Sokil 1B-ds togdim olunan kimi titrloma eksperi-
mentin naticasi olaraq dissosiasiya konstant1 hesablan-
mugdir. Natico olaraq serisin Rodamin 6G qarsiligh to-
siri osasinda dissosiasiya konstantt Kq= 0.8 uM toyin
edilmisdir vo bu kifayst qodar giiclii baglanmani xarak-
terizo edir. Digor torofdon stoxiometriya gostoricisi
(n=1) gabul olunmusdur, yoni serisin-RHD 6G mole-
kullar1 bir birins 1:1 olmaqla analiz olunub.

Bu naticalor gostorir ki, serisin—Rodamin 6G gar-
sihigh tosiri yalmz elektrostatik qarsiliqh tosir naticasi
kimi izah edilmir, hom do molekullarin struktur xtisu-
siyyatlori vacib rol oynayir. Serisinin yiiksok hidrofil
xususiyyatlori va ¢oxsayli polar funksional gruplar
(-OH, -COOH, —NH:) Rodamin 6G-nin aromatik xro-
mofor sistemi ilo hidrogen rabitolori vo - y1gilmasi
qarsiligh tosirlorinin formalagmasina imkan yaradir.

Tamamlayict eksperimentlor olaraq serisin zila-
linin konsentrasiyasini sabit saxlamagqla (15uM) RHD
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6G konsentrasiyasi dayisdirilmisdir (sokil 2). Bu tadqi-
qatin naticalorina gors, Rodamin 6G konsentrasiyasi
artdigca hipoxrom effekt daha giiclii miisahido edilir,
lakin mioyyan hodds catdigdan sonra sistem doyma
moarhoalasina kegir vo udulma doyisikliklori platoya ¢ixir
(sokil 2B). Bu ndv kinetik xususiyyat ziilal-ligand gar-
sihigli tasir modeli Ugiin xarakterikdir vo baglanma yer-
lorinin mohdud sayda oldugunu gostorir. Burada he-
sablanan Kd=11.6 uM, n=2.3 miisbat kooperativlik nii-
mayis etdirir.

Belolikla, aparilan todqiqatlar gostorir ki, Roda-
min 6G ilo serisin ziilalinin garsiligh tasiri hipoxrom
effekt vasitasilo bag verir, burada baglanma kifayot qoa-
dor giicliidiir (Kg = 0.8 uM) vo 1:1 stoxiometriya ilo xa-
rakterizo olunur. Bu noticolor yalmz ziilal-boya garsi-
ligh tesirinin asas mexanizmlarini aydinlagdirmir, hom
da golacakds bio-optik materiallarda ve miixtalif foto-
funksional totbiqlords serisinin potensial matris rolunu

| gostorir.[16]
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Sakil 2. A) Serisin ziilalinin sabit konsentrasiyasinda (15uM) RHD 6G konsentrasiyasi doyismaklo udulma
spektrlari. B) Serisin ziilalinin Amax=526.5 nm udulmasinin RHD 6G-nin konsentrasiyasindan
asililigr. OriginLab proqramu ilo analiz olunub. Qirmiz1 xatt- diistur (3)-o uygunlasma xottidir.

Dairavi Dixroizm spektroskopiyasi

Dairovi dixroizm (DD) spektroskopiyasi xiral
molekullarin qurulug vo konformasiya xususiyyatlarini
Oyronmoak tiglin genis istifado olunan gucli metoddur.
Metodun asast sol va sag dairavi polarizasiya olunmus
isigm miixtalif doraceds udulmasi prinsipine ssaslanir,
bu da optik aktiv sistemlorin elektron kecidlori xarak-
terizo edir [17].

Hazirk: todqigatda DD spektroskopiyasi serisin
ilo Rodamin 6G (RHD 6G) kompleksinin arasimndaki
garsiliglt tasiri izlomak Uglin totbiq edilmisdir. Sakil 3-
do gorindiyu kimi, serisin-RHD 6G kompleksinin go-
riinan ig1q intervalinda dairavi dixroizm spektrlaridir,
bununla yanag1 sarbast Rodamin 6G-nin udulma v dai-
rovi dixroizm spektr1 verilib.
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Sarbast halda RHD 6G molekulunun atrafi sim-
metrik olduguna gora zsif DD signali gdsterir. Lakin
sokilda dos goriindiyi kimi, zilalla birlagarok kompleks
yaratdigda RHD 6G-nin atrafi assimmetrik olur vo in-
duksiya olunmus dairovi dixroizm (IDD) hadisasi bas
verir. Notico gostorir ki, sorbast RHD 6G molekulun
DD maksimumu 520.5 nm oldugu halda, serisin ilo qar-
stligh tosira girorok 525 nm qirmizi siiriigmo niimayis
etdirir. Kompleksin udulmasi 528 nm-do miisahids olu-
nur. Bu siirisme vo udulma dayisikliklari zllal-boya
birlagmonin spesifik oldugunu gostarir.

Aparilan tocriibalords kompleks halinda serisinin
konsentrasiyasi 40 uM, RHD 6G-in konsentrasiyast isa
12 puM. Naticalor serisin—-RHD 6G qarsiligl: tasir noti-
cosinda molekulyar dinamikliyin azaldigin1 vo daha
stabil birlogsmonin amoalo goldiyini géstorir.
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Sakil 3. Serisin-Rodamin 6G kompleksinin goriinan isiq intervalinda dairavi dixroizm spektrlori. Qurmiz1 xott- Serisin-
Rhd 6G kompelksin DD spektri, qara xatt- serisin RHD 6G kompleksin udulma spektri, mavi xatt sorbost

Rodamin 6G-nin goriinen isiq spektri.
Natica

Aparilan todgigatlar gostorir ki, serisin ziilal
RHD 6G lazer rangi ilo qarsiligli tasirs girarak spesifik
Vo giiclii baglanma niimayis etdirir (Kq=0.8 pM, n=1).
Bu qarsiliglt tasir naticasinde RHD 6G lazer rangin op-
tik xuisusiyyatlori dayisir, udulma spektrlorinds hipo-

xrom effekti miisahido olunur. Dairavi dixroizm spek-
troskopiyasi iso RHD 6G-da induksiya olunmus optik
aktivliyi agkar etmigdir. Bununla, serisin ziilal1 struktur
biomateriali kimi deil, ham do optik matris kimi lazer
ronginds istifads oluna bilar. Bu naticalar ipayin 20%
toskil edan serisin ziilalinin golacokds biomaterial kimi,
optoelektronikada va biofotonikada vacib rol oynadi-
gin1 gostarir.
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STUDY OF THE INTERACTION BETWEEN RHODAMINE 6G LASER DYE AND SERICIN
PROTEIN BY CIRCULAR DICHROISM AND OPTICAL ULTRAVIOLET-VISIBLE
SPECTROSCOPY

Sericin protein interacts specifically with the Rhodamine 6G laser dye to produce a hypochromic effect. Circular
dichroism spectroscopy shows induced optical activity in Rhodamine 6G. Thus, sericin protein can be used not only as a
structural biomaterial, but also as an optical matrix in laser dye. The results indicate that sericin protein will play an important
role in the future as a biomaterial, in optoelectronics, and in biophotonics.
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