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OZET

Biyolojik tiyollerin organizmalarda ¢ok 6nemli rolleri vardir. Onlarin insan
viicudundaki anormal seviyeleri sa¢ depigmentasyonu, letarji, karaciger hasari, cilt
lezyonu, kas ve yag kaybi, yavaslatilmis biiylime, bunaklik, Alzheimer hastaligi,
kardiyovaskiiler hastaligi, nevral tip defekti, inflamatuar bagirsak hastaligi,
osteoporoz, diyabet, makuiler dejenerasyon, AIDS, romatoid artrit, Parkinson
hastalig1, olumsuz gebelik sonuglari gibi hastaliklara sebep olur. Biyolojik tiyollerin
canli organizmalardaki konsantrasyon hesaplamasi bu hastaliklarin erken teshisi ve
Onlenmesi i¢in yardimci olabilir.

Sonug olarak, biyotiyollerin belirlenmesi ve miktar tayini, ilgili hastaliklarin
teshisi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir. Tiyolleri saptamak ve 6lgmek igin kullanilan
tekniklerden biri olan floresans yontemleri, ucuzlugu, tam hassasiyeti ve biyolojik
tiyolleri dngérme ve goriintiileme kabiliyeti yliksek olmasi nedeniyle genis Olclide
uygulanmaktadir.

Tiyoller icin floresans sondalari gelistirmek igin dnemli ¢alismalar yapilmistir.
Ozellikle su giinlerde tiyoller icin Michael ekleme tipi sondalar ilgi c¢ekmistir.
Maleimid, kromen, akrilik asit yani sira doymamis aldehit, keton, diesterler,
malononitril ve nitro bilesigi gibi bir takim Michael akseptorleri tiyol floresan
sondalar1 tasarimi i¢in kullanilmaktadir.

Tiyoller kendileri floresans degillerdir fakat florojenik molekillerle Michael
ekleme reaksiyonuna girdiklerinden sonra bu sondanin floresansi artar ve tiyol
algilamas1 gergeklesir.

Tiyol algilamasinda floresan sondalarda kullanilan bazi florojenik molekiillerin
fotofiziksel oOzellikleri hesaplamali kimya metodu olan zamana bagli yogunluk
fonksiyoneli teorisi (TD-DFT) ile incelenir. Floresans mekanizmasi aydinlatilarak
elde edilen bilgiler 1s181nda, tiyoller i¢in yeni sensér molekiillerinin teorik tasarimi

yapildi.

Anahtar Kelimeler: Tiyol, TD-DFT, Michael ekleme reaksiyonu, Floresans
sondalar.



SUMMARY

Biological thiols take an important role in our organisms. Their abnormal
levels in the human body cause different diseases, such as hair depigmentation,
lethargy, liver damage, skin lesions, muscle and fat loss, slowed growth, dementia,
Alzheimer’s disease, cardiovascular disease neural tube defect, inflammatory bowel
disease, osteoporosis, diabetes, mascular degeneration, AIDS, rheumatoid arthritis,
Parkinson’s disease, adverse pregnancy outcomes. Calculating the concentration of
biological thiols in living organisms may help making an earlier diagnosis and
preventing such diseases.

Consequently, the determination and quantification of biothiols are of great
importance for the diagnosis of the related diseases. Fluorescent methods which is
one of the techniques to detect and quantify thiols, have been broadly performed due
to their cheapness, precisely sensitivity, and high capability to predict and image
biological thiols.

Important works were done to develop fluorescent probes for thiols. Especially
nowadays, Michael addition type probes for thiols drawn the attention. A number of
good Michael acceptors such as maleimide, chromene, squaraine, acrylic acid, as
well as unsaturated aldehyde, ketone, diesters, malonitrile and nitro compound have
been used for the design of thiols fluorescent probes.

Thiols by themselves are not fluorescent but after undergoing Michael edition
reaction with fluorogenic molecules, the fluorescence of this probe increases and
involves detection of thiol.

Photophysical properties of some fluorogenic molecules used in fluorescent
probes in thiol detection examined by time-dependent density functional theory (TD-
DFT) which is a computational chemistry method. In the light of obtained
information by illuminating fluorescent mechanism, theoretical design of new sensor

molecules for thiols will be made.

Key Words: Thiol, TD-DFT, Michael addition reactions, Fluorescence probes.
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1. GIRIS

Tiyoliin hizli, hassas bir sekilde tespit edilmesi petrokimya, gida ve tip
alaninda ¢ok biliyilk oneme sahiptir [1]-[4]. Sistein (Cys), homosistein (Hcy),
glutatyon (GSH) ve hidrojen sulfit gibi SH-iceren biyolojik molekdller hicresel
siireglerde cesitli fizyolojik tepkileri ortaya ¢ikarmaktadir [5]-[7]. Ornegin, Cys, Hcy,
GSH biyotiyollerin anormal seviyesi kanser, AIDS, kardiyovaskiiler, Alzheimer,
Parkinson hastaligi, noro-dejeneratif hastaliklar: gibi ¢esitli hastaliklar ile yakindan
iliskili iken, endojen biyotiyoller olan bu biyotiyoller biyolojik sistemlerin redoks
dengesinin siirdiiriilmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir [8]-[11]. Ayrica, memelilerin
hicrelerinde L-sistein endojen olarak Uretilen gasotransmitter, H.S, son zamanlarda
her iki kardiyovaskuler ve néronal sistemde Onemli bir etki gdsteren bir sinyal
molekiilii olarak kabul edilmistir ve ayn1 zamanda diyabet, yavas biiylime, 16kosit
kaybi, karaciger hasari, Alzheimer hastaligi ve Down Syndrome gibi hastaliklar ile
iligkili olduguna inanilmaktadir [6], [12]-[16]. Bu nedenle, ilgili hastaliklarin teshisi
icin biyomolekiillerin ve miktarlarinin belirlenmesi biiyilk 6nem tasimaktadir.
Biyomolekiillerin ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in mevcut teknikler arasinda
yiiksek hassasiyet, diisiik maliyet ve biyolojik numunelerde tiyolleri tespit ve
goriintiileme yetenegi nedeniyle floresan yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir
[17]. Gegen onyil iginde tiyoller igin gelistirilen floresan sondalar Uzerine dnemli
caligmalar yapildi [18]-[20]. Bu sondalar, iki ¢esit ana mekanizma {izerinden
tasarlanmaktadir. Birisi pargalama reaksiyon mekanizmasina dayanir, digeri ise
niikleofilik reaksiyon mekanizmasina dayanir [19]-[27]. Her iki mekanizma
karsilastirilmis, niikleofilik reaksiyon mekanizmasina dayanan floresan sondalarin,
elektrofillerin gesitliligi nedeniyle daha aktif oldugu tespit edilmistir. Ozellikle son
yillarda, tiyollere Michael katilmali sonda tipleri dikkat cekmektedir. Maleimid,
kromen gibi molekuller tiyollerin floresan sondalari i¢in tasarlanmistir [28]-[40].



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Bu tezin amaci, tiyol tespitinde floresan sondalarda kullanilan bazi florojenik
molekiillerin fotofiziksel ozelliklerinin hesaplamali kimya ydntemlerinden olan
zaman-bagh yogunluk fonsiyonel teorisi kullanilarak (TD-DFT) incelenmesi ve elde
edilen sonuglar dogrultusunda yeni sentezlenecek florojenik molekiillerin sentezine
yol gosterecek bilgilere ulasilacaktir. Ayrica bu molekiillerin biyolojik tiyolleri sens
edebilme mekanizmalar1 aydmnlatilacaktir. Molekdllerin - éncelikle geometrik
optimizasyonlar1t DFT metodlarindan B3LYP ve 6-31G* temel seti kullanilarak hem
serbest halde hem de Cys, Hcy, GSH molekiillerinden biri veya birkagimna bagl
haldeyken yapilip en minimum enerjili halleri elde edilecektir. Bu islemden sonra
aynt molekiiler yapilar uyarilmis hal hesaplamalarina tabi tutularak fotofiziksel
ozellikleri incelenecek ve elektronik spektrumlarina neden olan elektronik gegisler ve
orijinleri tespit edilecektir. Bu ¢alisma sonucunda, elde edilen bilgiler 1s1ginda
floresans mekanizmas: aydinlatilarak tiyol molekiilleri i¢in yeni sensor
molekiillerinin teorik tasarimi yapilacaktir. Boylece tiyoller igin gelistirilecek yeni
sensoOr calismalart icin hem insan emeginden hem zamandan hem de malzemeden
tasarruf edilmis olunacaktir.

Bu tez biyotiyoller hakkinda &zet bilgileri, onlarin mevcut deteksiyon
yontemlerini, hesaplamali yontemleri, hesaplamali yontemleri iceren literatiirleri ve

son boliminde sonuglari igermektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Aminotiyollerin Biyolojik Fonksiyonlar:

Merkaptanlar ya da tiyoller — alkollerin kiikiirt analoglari, genel formiiliit RSH
olan organic maddelerdir. Merkaptanlar (mercurium captans — civayr baglayan; es
anlami tiyoalkoller) — hidrokarbon tiirevleri olan havada yok denecek kadar diisiik
konsantrasyonlarda bile fark edilen hos olmayan 6zel kokulara sahip sivilardir.
Dogada esas olarak protein ciliriime iriinlerinde vardir, hafif asidik 0Ozellige

sahiptirler.

Aminotioller (sistein, sisteinglisin, glutatyon ve homosistein,) ve bunlarin
distlfurleri  (sistin, okside glutatyon ve homosistein), biyokimyada hiicre
metabolizmasinin detoksifikasyonu ve diizenlenmesi, enzimatik aktivite ve protein

trafigi dahil bircok hayati fonksiyonlara hizmet etmektedirler [41].

Glutamattan olusan tripeptid GSH ve Cys ve glisin (Gly), zararli maddelerin
ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda bir antioksidan olarak énemli bir role
sahiptirler. [42]. Hcy bazi kardiyovaskiiler, norolojik ve dogustan hastaliklar i¢in bir
belirte¢ olarak kabul edilir. Metionin (Met) ve Cys proteinlerin sentezi igin gerekli
proteinojenik amino asitlerdir. Hcy, Met ve GSH ara maddeler olarak Cys ve
Sisteinilglisin (Cys Gly) dahil metabolik olarak iligkilidirler. Bu nedenlerle, bu
amino tiyollerin ve disiilfidlerin tayini, ¢esitli hastaliklarin teshisinde biiyiik bir 6Gnem
tasimaktadir.

Biyotiyoller (ya da biyolojik olarak tiiretilmis tiyoller) hiicreleri herhangi bir
oksidatif hasardan koruyan en 6nemli antioksidantlardir [43], [44].

En genis calisilan biyotiyollerden GSH (L-glutamil-L-sisteinil-glisin) oksidatif
stressten hiicreleri koruyan antioksidanttir [45].

GSH, Glutatyon sentetaz ile y-glutamil sistein (GGC) tarafindan sentezlenir.
GSH ayrica protein ve DNA sentezi i¢in gerekli olan indirgeyici siireclerde rol oynar.
Onun diger fizyolojik rolleri sisteinin depolama ve tagimaciligini, arti yabanci
bilesiklerle birgok reaksiyondaki enzimatik roli igerir [45], [46].

Cys ve GSH salinim bilesikleri normal hiicreleri antitimér maddelerinden ve

radyasyondan korumak i¢in kullanilmigtir [47].



Tiyol amino asit olan Hcy temel amino asit olan Met metabolizmasindan
olusturulmustur. Hcy oksidatif stres indiiklenmis hasar igeren mekanizmalar yoluyla
aterosklerozun patogenezinde rol oynadigi son zamanlarda 6nerilmistir [48].

Bagka bir tiyol bilesigi olan N-asetilsistein (NAC), GSH’in bir 6n-maddesidir
ve ayn1 zamanda bir antioksidandir. NAC kronik bronsit tedavisinde mukolitik ajan
olarak kullanildig1 gibi asetaminofen zehirlenmesine karsi antidot ve parasetamol
zehirlenmesi icin tercih edilen ila¢ olarak uzun siiredir kullanilmaktadir [47], [49],
[50].

2.2. Sistein

Cys dogal olarak olusan, ¢ogu proteinlerde bulunan kiikiirt igeren amino asittir.
Sistein insanlarin ihtiya¢ duydugu 20 standart amino asitlerden biridir ve tiyol grubu
icerdiginden dolay1 onlar arasinda essizdir. Tiyol gurubu (ya da sulfidril grubu) (-
SH) kikurt ve hidrojen atomlarindan olusuyor. Bu tiyol grubu bir¢ok proteinin
yapisint belirleyen disiilfit baglarinin olusumuna yol acan sisteinin bircok onemli
fonksiyonlarindan sorumlu. Sistein genellikle elektron-transfer reaksiyonlarinda yer
alir ve enzime reaksiyonu katalize etmesine yardime1 olur. Ayrica sistein énemli bir
antioksidan olan glutatyonun hiicreici Gretiminde hayati bir 6nem tasimaktadir. NAC,
asetil grubunun Cys’in azot atomuna bagli oldugu sisteinin bir formudur; bir besin
takviyesi olarak satilir ve Oksiiriik surubunda bir terkip maddesi olarak kullanilir.
Insan yaraticiligy, sistein ve onun diger tiirevlerinin diger pratik uygulamalar arasinda
gidaya lezzet katmasinda, pisirme islemi yardimcisinda ve sa¢ bakiminda ticari
tiretimi ve uygulamasina da yansimaktadir [51].

Sistindiri olarak bilinen ve Cys’in sert sistin bobrek tasini olusturdugunda
ortaya ¢ikan genetik bozukluk insan viicudunun normal kompleks koordinasyonunu
etkileyebilir. Sistin, disiilfit bag: ile baglanmig iki sistein kalintist igeren, Cys’in
oksitlenmis bir seklidir. Cys, ismini mesane anlamina gelen °‘kustis’ yunan
kelimesinden gelen sistinden almustir: sistin ilk olarak bobrek taglarindan izole
edilmistir [52].

Birgok amino asitler D ve L olarak bilinen iki optik izomerde gordlir. L amino
asitleri proteinlerde bulunan amino asitlerin buyik bir ¢ogunlugunu temsil eder.

Sisteinin dogal olarak olusan formu, L-sisteindir.



Tiyol grubu indirgeme (redoks) reaksiyonlarina girebildikleri i¢in, Cys de
redoks reaksiyonlarina girebilir. Cys’in oksidasyonu bir bagka tiyol ile disiilfit bagi
verir. Disiilfit bagi, SS-bag1 veya disiilfit kopriisii olarak da adlandirilir ve tiyol
gruplarinin baglanmasi ile tiiretilen tek kovalent bagdir, C-S-S-C seklindedir. Sistein
oksitlendiginde —SH gruplar arasinda disiilfit bagi (cys-S-S-cys) ile birlestirilmis iki
sistein artig1 olan sistin olusur. Bu reaksiyon tersinirdir, distilfit baginin indirgemesi
iki sistein molekiiliinii yeniden olusturur. Distilfit baglar1 ¢ogu proteinin yapilarini
belirlemede 6nemlidir. Distlfit baglar1 proteinin katlanmasini stabilize ederek, bazi
proteinlerin kararliginda ve katlanmasinda ¢ok 6nemli rol oynar [53].

Redoks reaksiyonlarina girebilme 6zelliginden dolayi, Cys antioksidan 6zelligi
tagir. Cys insan metabolizmasinda onemli kiikiirt kaynagidir ve gerekli olmayan bir
aminoasit olarak smiflandirilmasina ragmen, sistein bebek ve yaglilara ve
malabsorpsiyon sendromlarindan muzdarip veya bazi metabolic hastaliklari olan
bireyler icin gerekli olabilir. Cys insan viicudunda ve diger organizmalarda hiicreleri
serbest radikaller gibi toksinlerden koruyan antioksidan olan GSH (retiminde bir
oncudir. GSH ¢ amino asit Cys, Gly ve glutamattan olusan bir tripeptid
antioksidandir. Glutamat ve Gly Kuzey Amerika’daki diyetlerde hali hazirda
mevcuttur, ancak Cys’in mevcudiyeti onu GSH sentezi igin hiicre iginde smirlayici
substrat yapar. Cys’in sulfidril (tiyol) grubu (SH) proton donoru olarak hizmet
vermektedir ve glutatyonun biyolojik aktivitesi i¢in sorumludur. Bazen ‘‘Ana
antioksidan’’ olarak anilan GSH daha az antioksidanlarin (C ve E vitaminleri gibi)
eylemlerini dizenler ve hicrelerdeki glutatyon seviyesi ile birinin ne kadar
yasayacagi tahmin edilebilir [54].

Cys et, kirmiz1 biber, sarimsak, sogan, brokoli, briiksel lahanasi, yulaf, siit,
peynir alt1 suyu proteini ve bugday tohumunda bulunabilir. Ancak, Cys gerekli bir
amino asit olarak siniflandirilmiyor ve genellikle eger kiikiirt iceren aminoasit Met
yeterli miktarda ise, normal fizyolojik sartlarda insan viicudu tarafindan
sentezlenebilir. Serbest aminoasit Cys hiicreye ideal bir dagitim sistemini temsil
etmez. Cys toksiktir ve kendiliginden gastrointestinal kanalda ve kan plazmasi i¢inde
katabolize edilir. Tersine, gastrointestinal kanalda sindirim sirasinda sistin (disiilfit
bagi ile bagh iki sistin molekili) olarak absorbe edilen Cys serbest amino asit

Cys’den daha stabildir. Sistin, gastrointestinal kanali ve kan plazmasinda giivenli bir



sekilde hareket eder ve hiicre girisi lizerinde derhal iki sistein molekiiliine ayrilir

[51].

2.3. Homosistein

2.3.1. Biyokimya ve Metabolizma

Hcy molekiil agirhigi 135,1 olan kiigiik bir molekiildiir. Yiksek seviyelerde
Hcy Alzheimer ve kalp kardiyovaskiiler hastaliklari i¢in dnemli bir risk faktortidiir
[8], [55]. Ancak Hcy’in bir ¢ok ciddi hastaliklarda niye risk faktorii olarak goz 6niine
alindig1 agik degildir. Hcy metil dongisinde amino asit 6n maddesi olan Met’in
akibetini belirleyerek, Met metabolizmasinda merkezi diizenleyici bir konuma
sahiptir. Hcy metil dongiisii disinda c¢esitli biyokimyasal reaksiyonlara aktif olarak
katilir. Bu da —SH grubunun kimyasinin belirgin 6zelligini gdsterir ve sonugta
indirgenmis tiyolun kullanilabilirligini belirler. Hey baska tiyollere katildigi gibi,
protein ile karigik disiilfit reaksiyonlarina katilir ve tiyolaktona tersinir olarak
doniistir [56]-[61]. Hcy’in metabolizmasinin alternatif yollari onun homosistine ve
homosisteik  asite  oksidasyonunu ve onun hidrojen sllfite  enzimatik
destlfirizasyonunu icerir [61]-[64]. Bu bilesik, alkil halojeniirlerle olan
reaksiyonlarda, tiyol havuzu yerine halojenir ile degistirme potansiyeline sahiptir
[56].

2.3.2. Homosistein ve Tiirevlerinin Damar Hastaliklarindaki Rolleri

Kalp hastalig1 olan insanlarin %20’sine kadar yiiksek Hcy diizeyleri oldugu
rapor edilmistir. Hcy metabolizmasindaki degisiklikler hiperhomosisteinemi,
homosistiniiri ve C vitamini eksikliginin damar belirtileri ile iligskilendirilmistir [64]-
[66]. Endotelyal hicreler {zerinde Hcy etkisine gore  calismalar
hiperhomosisteinemiyi Raynand sendromu ile iliskilendirmistir. Kan damarlar1 beyin
ve kalbe oksijen tasidigindan hiperhomosisteinemi tarafindan olusturulan oksidatif
stress beyin tahribati ve Alzheimer hastaligina yol agabilir. Hiperhomosisteinemi ve
ilgili bozukluklar vitamin tedavisi ile tedavi edilebilir. Aslinda, teshis noéral tiip

defektli gebelikleri, iskemik kalp hastaligi ve muhtemel kolon kanserini dnlemeye
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yardimct olabilir. Kalp hastaligi igin risk %40’a kadar azaltilabilir [67]. Yine,
beslenme folat eksikligi genellikle hiperhomosisteinemiye atfedilir. Folik asit
takviyesi, bu ve bir¢ok iliskili durumlara karsi tavsiye edilir. Bir askorbat-tiiketilmis
durumdaki Hcy’in oksitlenmis tiirevlerinin eksikligi (siilfasyon faktorler) bag
dokusunun yiiksek kirilganligina ve sonugta kapiler duvarindaki endotel hiicrelerin
bozulmus kohezyonuna yol agar. Klinik olarak vaskiiler bag dokusundaki

degisiklikler bir kanama diyatezinde kendini gosterir.

2.4. Glutatyon

2.4.1. Hiicresel Glutatyon ve Tiyollerin Metabolizmasi

Tiyol iceren bilesikler pek cok biyokimyasal bilesiklerde ve farmokolojik
reaksiyonlarda merkezdedir. Disiilfid baglarinin proteinin {igiincii yapilarinm
belirlemede Onemli rolleri vardir, ve bir cok ilaglarda sistein artiklar1 onlarin
etkilerini belirlemede 6nemli reaktif merkezdedir. Cys artiklarini igeren molekiiller
gecis metalleri ile kolaylikla okside edilen ya da tiyol-disiilfid takasina katilan en
kolay metabolize olan bilesiklerin arasindadirlar. Bununla birlikte, asagida anlatilan
Ozel durumlar haric Cys’ler fizyolojik pH’da hidroperoksitlerle reaksiyona
girmiyorlar. Bir Cys’i ve aktif bolgesinde iki Cys’i olan kiglk tioredoksin proteini
olan GSH sitokorumada {ist iiste rolleri yoksa genellikle tamamlayicis1 vardir. GSH
en bol bulunan protein olmayan milimolar araliginda hiicrelerin ¢ogunda bulunan
tiyoldur. Tioredoksin, antioksidan savunmasinda, protein katlanmasinda, sinyal
iletiminde en 6nemli rolii oynayan ‘tioredoksin katlanmasi’ iceren protein ailesinin
en kiicligiidiir. Bir strese karsi bir hiicre tepkisi, genellikle tiyol igerigindeki
degisiklikleri kapsar, ilk 6nce zararli bilegisi ortadan kaldirarak hiicreyi koruyan
reaksiyonlarda tuketilir ve sonra ya mimkiin oldugunda disiilfitin enzimatik
indergeme ya da de novo sentezi araciligiyla degistirilir. En Onemlisi, tiyol icerigi ve

metabolizmasindaki bu degisikliklerin sinyal yollar1 iizerinde etkileri olabilir.



2.4.2. Koruyucu Madde Olarak GSH Rolleri

Hiicrelerde baskin protein olmayan siilfidril olarak, GSH bir¢cok 6nemli rol
oynar. GSH’un tiyol kismi antioksidan savunmasinda, ksenobiyotikte, ve eikozanoid
metabolizmada, ve hiicre dongisil ve gen ifadesinin diizenlenmesinde énemli oldugu
uzun zamandir kurulmustur [68]-[72]. Buna ragmen GSH hidroperoksit ile direct
olarak reaksiyona girmez.

GSH elektrofil ¢ok reaktif oldugunda ya da daha stk GSH S-transferaz
hareketiyle elektrofilik bilesiklerin bilyiik bir ¢esitligi ile non enzimatik konjugatlar
olusturur. GSH ile konjugasyon hem ksenobiyotik ve hem de normal fizyolojik
metabolizmanin 6nemli bir yoénidir [73], [74]. Konjugatlarin olusumu GSH
tiikenmesine neden olabilir ve antioksidan savunmada GSH roltnu incelemek igin bir
araci olarak kullanilmistir. Bir uyari, katalizor gerektirmeyen gucli bir elektrofil
spesifik olmayan bir yanit lireterek, protein tiyol ile de reaksiyona girmesidir.

Kiglk molekuller ile GSH konjugatlart hiicrelerden salgilanir [75]. Bu, genel
olarak detoksifikasyonun bir pargasi olarak kabul edilse de, hekzaklorobutadin gibi
bilesiklerin glutatyon-konjugatlari, renal toksisite tretebilir [76]. Cogu diger dokular
diisiik y-glutamil transpeptidaz (GGT) aktivitesine sahipken, glutatyon-konjugatlari
merkaptirik asitlere bozduran bdbreklerdeki yiksek GGT aktivitesi, proksimal
tibdler hicreler ile kendi alimini saglar. Bununla birlikte, bobrek bir tarafa, GGT
aktiviteleri ve glutatyon-konjuge atilimi ksenobiyotiklere karsi savunmanin 6nemli
bir bileseni olarak kabul edilir.

Hiicrelerin korunmasindaki GSH Kkritik rolli, onun hiicrelerden olasi1 zararli
molekiilleri ¢ikartan reaksiyon ¢oklugundan agik¢a anlasiimalidir. Glutatyon disulfit
GSSG gelen GSH restorasyonu kolayca yapilabilirken, konjugasyon yoluyla
azalmasi veya GSSG bosaltimi ile kayb1 yenilenmeyi talep eder. Birkac hicre GSH

alabilmesine ragmen, de novo sentezi bu restorasyon i¢in baskin bir yoldur.



2.4.3. Glutatyon Iceriginin Cevresel Faktérlere Duyarhihg

Birgok farkli kosullarin hiicre i¢i GSH igerigini degistirdigi bilinmektedir.
Bunlar, agir metaller, ylksek glukoz konsantrasyonlari ve 1s1 soku sayilabilir [77]-
[79].

Reaktif oksijen ve H20 dahil azot turleri ve nitrik oksit, ya da 2,3-dimetoksi-
1,4-naftokinon, menadion, tert-bitilhidrokinon, pirolidin ditiyokarbamat dahil reaktif
tlrler Uretebilecek bilesiklere maruz ve B- naphthoflavone, ve 15-deoksi-A(12,14)-
prostaglandin J2 gibi  baska reaktif biyolojik friinler, okside olmus diisiik
yogunluklu lipoproteinler, ve 4-hidroksi-2-nonenal GSH sentezinin hizini
yiikselterek GSH igerigini yiikseltebilirler [80]-[91].

Serbest GSH okside durumdaki glutatyon distlfitin orani (normalde > 100:1)

ilgili enzim aktivitesi ve hiicrenin redoks durumu igin bir gostergedir.



3. AMINOTIYOLLERIN MEVCUT
DETEKSIYONLARI

3.1. Ayirmaya Dayah YOntemler

Su ana kadar bircok analitik yontemler farkli biyolojik kaynaktan veya
matrislerden tiyol iceren bilesikleri analiz etmek i¢in uygulanmistir. Bu yontemler
cesitli bilgilendirici makalelerde 6zetlenmistir [92], [93]. Baskin yontemler ayirmaya
dayali ve ayirici olmayan sekilde iki kategoriye ayrilabilir [94]. Tim ayirici
yontemler arasinda, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve kilcal
elektroforez (CE) ¢ok ¢esitli uygulamalarda kullanilan en yaygin yontemlerdir [95].
Ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz kromatografisi (GC) ve yeni gelistirilmis
mikroakigkan teknik gibi diger yontemler de, bazi ¢alismalarda ortaya ¢ikmustir [92],
[96], [97]. Ayirma yontemlerinde uygulanan ortak algilama teknikleri UV-Vis
absorbansi, elektrokimyasal algilamast (AKD), kutle spektrometrisini (MS) ve
floresans1 (FL) igerir [92], [96]. Tiyol bilesikleri genellikle gii¢lii kromofor ya da
florofordan eksik olduklarindan dolayi, optik algilamada algilama sinirin1 artirmak
icin normal olarak kromofor veya floresans etiketleri ile etiketlemek gereklidir [92].
Spesifisite, reaktivite ve segiciligi nedeniyle, karboksilik ve amino gruplarina gore,
tiyol grubunun tlrevliendirmesi daha popller bir hedeftir. Tiyol grubu
tirevlendirilmesi onu okside kars1 korur [92].

HPLC yiiksek etkin ayirima, tanimlama, ve kantitasyonun yani sira, analitlerin
karigimlardan saflastirilmasinda kullanilan iyi bilinen kromatografi metodudur.
Analitler bir HPLC sitununda sabit ve haraketli faz arasinda ¢oziinenin denge
dagilimindan kaynaklanan tutma suresi farkliliklarina dayali olarak ayrilir [98].
HPLC ile yapilan bircok tiyol analizi duragan faz olarak oktadesil silika jelini (ODS)
kullanir ve ters faz (RP) modu ile gergeklestirilir [93]. UV, FL ve MS gibi
dedektorler HPLC ile uyumludur [93]. Tavsan gozii dokusundaki GSH ve ilgili
bilesikler kolon sonrasi tiirevlendirme HPLC-UV ile ayirilmigtir [99]. Mikrodiyaliz
FL veya EC algilamalarindan herhangi birini kullanarak si¢an beyinlerinde hiicre dis1
GSH konsantrasyonunu in vivo izlenmesi i¢in HPLC ile birlestirilmistir [100], [101].

CE tiyol belirlemesinde yaygin olarak kullanilan bir baska ayirma teknigidir.

Glglii bir elektrik alan1 altinda, iyonik ve notlir tdrler yiuk ve surtinme
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kuvvetlerindeki farkliliklara goére bir kapilerde ayirilabilir [102]. HPLC’den farkli
olarak, CE parabolik laminer akis profili yerine tapa akis profilinde sonuglanan
hidrolik basing yerine itici gii¢ olarak elektroosmotik akis (EOF) kullanir [103].
HPLC aksine, CE’de fazlar arasinda higbir kiitle transferi yoktur. Bunun bir sonucu
olarak, CE’de daha yiiksek ayirma verimliligine katkida bulunan bant genisletilmesi
HPLC’de olandan ¢ok daha az belirgindir [104]. Bununla birlikte, CE’de kullanilan
kapilerin i¢ ¢ap1 genellikle 20um-100pum araliginda oldugundan, CE analiz igin
HPLC gerektirdiginden daha az Ornek hacmi gerektirir [105]. Ek olarak, CE
sisteminde uygulanan yiiksek voltaj yiiksek hizda birka¢ dakikada ayrilmanin
tamamlanmasint saglar [105]. Tim bu avantajlardan dolayi, CE biyolojik
numunelerin analizi i¢in yaygin olarak kullanilmistir. Lazer indiklemeli fluoresans
(LIF) yontemine bagli CE toplam plazma tiyolleri 6l¢mek i¢in kullanilmistir. Plazma
orneklerinin ¢evrimdigi azaltilmasi ve tiiretilmesinden sonra CysGly, Hcy, Cys ve
GSH temel ayrilmalar1 5-9 dakika i¢inde gergeklesmistir [106]. Ayni yontem, kiiltiire
edilmis hiicrelerde proteine bagli GSH o6lgmek igin uygulanmistir [107].
Mikrodiyaliz bir akig-kapali araylizey ile sican beyninin kaudat c¢ekirdegindeki
tiyollerin surekli in vivo izlenmesi igin CE-LIF ile baglanmistir [108], [109]. Tek bir
insan eritrositindeki hticre igi tiyol belirlenmesi de CE-LIF kullanarak elde edilmistir
[110].

3.2. Ayiricl1 Olmayan Yontemler

Tiyol bilesiklerinin tespit edilmesi i¢in kullanilan ayirict olmayan yontemler,
esas olarak spektrofotometre, spektroflorometre, ve amperometreyi icerir [92], [96].
Ayirict olmayan yontemlerin 6nemli bir avantaji ilgili analitleri matrislerinden
ayirmaya gerek kalmamasidir. Dogru ve giivenilir sonuglar elde etmek i¢in, ayirici
olmayan yontemler, karmasik bir arka plan analitleri tespit etmek icin son derece
secici yollar gerektirir. Yiiksek secicilik algilama, 6zel etiket molekiilleri ile analiti
etiketleme yoluyla elde edilebilir. GSSG ve GSH belirlenmesi, GSH / GSSG ile
birlikte ilave edilen reaktiflerin indirgemesinden kaynaklanan UV-Vis absorbans
degisikligine dayal1 bir spektrofotometrik yontem kullanilarak bildirilmistir [Tietze,
1969]. Cys varliginda GSH segici floresan sondasi, 5-maleimit-2 (m-metilfenil)
benzoksazol kullanilarak GSH segici olarak Ol¢iilmiistiir [112]. Tiyol selektif

algilamas igin elektrokimyasal sensorlar da gelistirilmistir [113], [114]. Buna ek
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olarak, nukleer manyetik rezonans (NMR) ayirma olmayan yontemde, insan
beynindeki GSH in vivo tayini igin [115] ve insan eritrositlerinin hem hcre igi hem

de hiicre dis1 bolmesindeki GSH redoks durumunun 6l¢iimiinde kullanilmistir [116].

3.3. Floresan Sondalar

Floresan sondalar silfidril grubunun giiclii niikleofilikliginden yararlanmak
icin tasarlanmistir, onlar ~ Michael addition, sulfonamid ve silfonat ester

parcalanmasi, veya Se-N baglarinin kirilmasi gibi reaksiyonlarin olugsmasini saglarlar

[117]-[123].

3.4. Michael Addition

a,p—doymamis karbonil kismina niikleofilin katilmasi olarak bilinen Michael
addition, biyotiyoller i¢in kullanilan floresan sondalar igin baz olarak uzun zamandir
kullaniliyor. Sik kullanilan Michael alicilar1 maleimid, squarine ve akrilamid,
threvleridir.

Maleimid grubuna Michael eklemesi sondalarin floresanini kurtarir. Bu
bilesiklerde kompleksin liiminesanst1 maleimide fotokimyasal elektron transferi
sonucu sondrulir. Bir tiyol eklenmesi iizerine liiminesans geri kazanilir.

Michael addition reaksiyon mekanizmasini Sekil 3.4.1°de verilmistir.

12



o BT o O
i ——F-
BD)H’)\DB EtDJ\C_JJ\DEt
s A [
T s EtOH H H
e -
+ (]
EtO OBt 7 — N
H Hk/ ar o
EtOJ“\nHJ\OEt
H
OEt i I_':'l_
o
0
N = EtoH
s EtO0C - Bt
OH COOEt
OH 0
-FH--. ——
Et00C Et00C
COOE COQE

Sekil 3.4.1: Michael addition reaksiyon mekanizmasi.

3.5. Biyotiyoller Arasinda Secici Algilama icin Floresan
Sondalar

Toplam biyotiyoller tespiti iyi gelismis olmasina ragmen, biyotiyoller arasinda
ayrimcilik bir miicadele olmaya devam etmektedir. Boyle ayrimcilik farkl: tiyollerin
cesitli biyolojik rollerine verilen biiyiik biyokimyasal ilgidir. Ornegin, GSH anormal
duzeyi kalp problemleri, kanser ve yaslanma ile ilskili ise, Hcy plazmada yiiksek
seviyeleri kardiyovaskuler ve Alzheimer hastaliklar ile iliskilidir. Diger tiyollerden
Cys, Hey ayirt etmek ig¢in uygulanan yontemde, onlarin siilfidril grubu ve bitisik
amin grubunun sinerjistik etkisinden yararlaniliyor, bu da aldehitler ile siklizasyon,
akrilatlar ile ekleme-siklizasyon, yerli kimyasal ligasyon ve aromatic substitiisyon-

yeniden diizenlenme gibi belirli reaksiyonlarin olugsmasini sagliyor [124].
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3.6. Aldehitler ile Siklizasyon

Aldehitler sisteinin N-terminali ile tiyazolidinleri olusturmak i¢in reaksiyona
girerler, bu reaksiyon rutin olarak peptid ve proteinleri etiketlemek ve hareketsiz hale
getirmek i¢in  kullanilir. Aldehit ve Cys/Hcy arasindaki siklizasyonun
tiyazolidinler/tiyazinanlar1 vermek {izere ayrintilandirilmas1 floresan sondalari
olusturmak i¢in kullanilmistir, ve Cys/Hcy GSH’dan ayirimu icin en sik kullanilan
reaksiyon tipidir [125]-[130].

Floresans 6zelligini arttirmasiyla ve rasyometrik sinyalleriyle aldehit-
fonksiyonlu sondalar biiyiik bir ilgi ¢ekmislerdir. Bu stratejinin genelligi, diger
tiyoller ve baska molekiiller varliginda Cys/Hcy segici algilamasi ile kumarin,
bordipirrometen (BODIPY) naftilimit boyalar, iki foton sogurma boyalar1 ve
organometalik boyalara dayali sondalar kullanarak daha genis  bir sekilde
aciklanabilir [131]-[135].

Hcy secici algilamasi igin birkag tur sondalar bildirilmistir, ve segici Cys

algilamasina gore daha zor bir istir.

3.7. Akrilatlar ile Eslenik Eklenme-Siklizasyon

Akrilatlara Cys Michael eklenmesi, ilk olarak 7-tyeli S,N heterosiklilere (1,4-
tiazepin) siklize eden tiyoeterleri olusturur. Bu reaksiyon sentezleri 1966 yilindan
beri kullanilmaktadir. 2011 yilinda Strongin grubu tarafindan onciiliikk edilmistir ve
daha sonra genel floroforlarin (floresein ve hidroksilatlanmig kumarinler,
naftalimitler ve siyaninler gibi) akrilik esterlerini kullanarak Cys ve/veya Hcy
algilamasi icin yaygin olarak yararlanilmistir. Cys, homosistein ve GSH varliginda
bir tiyoeter konjuge katilma ile olusturulur. Cys ve Hcy arasindaki farklilagsma, Cys
adiiktlerinin Hcy analoglarina kiyasla ¢ok daha hizli intramolekiiler siklizasyonundan
kaynaklaniyor. Bu durum, 8-iiyeli halkaya karsin 7-liyeli halkanin olusumu igin

muhtemelen daha diigiik aktivasyon entropisini yansitir [124].
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3.8. Dogal Kimyasal Ligasyon

Dogal kimyasal ligasyon (NCL) proteinlerin sentezinde yaygin olarak
kullanilan 6nemli ve giiglii bir aragtir. Klasik NCL, bir peptidin C-terminalindeki
tiyoesterin  bagska bir peptidin N-terminal Cys kalintis1 tarafindan trans-
tiyoesterifikasyonu ile baslayan bir reaksiyon kaskadidir. Sonugta orataya cikan
tiyoester baglanmig ara madde, ligasyon alaninda ana amit bagi olusturan geri
doniisii olmayan bir molekiil i¢i S,N-asil kaymasina maruz kalir. Yukarida belirtilen
dizi, amino grubunun tiyoestere yakinlig1 ve bes tiyeli molekiil i¢i gec¢is durumunun
katilim1 nedeniyle hizlidir.

Ksanten boyalarmin tiyoesterlerin Cys/Hcy NCL ile floresan algilamasi igin iki
Oonemli avantajlart mevcuttur: (1) onlarin tiyoester gruplart Cys/Hcy tarafindan
gerceklestirilen trans-tiyoesterifikasyona son derece reaktiftir ve (2) amit olusumu
renksiz ve floresan olmayan spirosikleri olusturur. Ancak, Cys/Hcy algilanmasi igin
ksanten boyalarinin tiyoesterinin direk kullanilmasi optimal bir se¢im degildir, ¢linkii
floresan olmayan spirosiklerin jenerasyonu a¢ma-kapama floresan sinyallerini verir.
Tercih edilen bir alternatif, entegre ksante boya (ya da onun analogu) araciligiyla
Forster rezonans enerji transferi (FRET) veya blyuk p-konjuge sisteminin igine
rasyometrik sondalari insa etmektir [124].

3.9. Aromatik Substitiisyon-Yeniden Dluzenlenme
Reaksiyonu

Yukarida belirtilen reaksiyon tiirlerini kullanan 6rneklerin ¢ogu GSH iizerinden
Cys velveya Hcy secici algilamalariydi. GSH Cys/Hcey iizerinde ayrimciligi igin,
aromatik stbstitisyon- yeniden diizenleme kaskad reaksiyona dayali strateji Niu ve
arkadaglar tarafindan ortaya atilmistir. Kararsiz siibstitiient tasiyan florofor tiyoeter
elde etmek icin Nukleofilik Aromatik Substitiisyon ile tiyollerle reaksiyona girer
[136]. GSH degil de, Cys/Hcy amino gruplari, amino tiirevleri elde etmek igin 5-
veya 6-liyeli gecis durumu yoluyla kiikiirtiin yerinin degistirirler. Tiyoeter- ve amino-
stibstitiientli boyalarin farkli fotofiziksel 6zellikleri GSH, Cys ve/veya Hcy segici
algilamalarmi etkinlestirir. Bunun gibi selektif sonda olusturmak i¢in uygun bir

florofor temel unsurdur, ve en az (1) biyotiyollere etkisini saglamak icin reaktif
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elektrofilik tarafi tagimasi ve (2) tiyollerle reaksiyona giren iiriinlerden yeterince

farkli fiziksel 6zellikler gostermesi gerekmektedir [124].
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4. CALISMANIN LITERATURDEKI YERI

TD-DFT hesaplamalar1 yapan bazi g¢alismalar burada kisaca Ozetlenmistir.
Teorik hesaplamalar yapmadan 6nce TD-DFT ile ilgili ¢alismalari incelemek ve
anlamak  gereklidir. Sonraki sayfalarda, literatiir taramasi g¢alismalari kisaca
Ozetleyerek kullanilan hesaplamali kimya yontemleri ve bulunan sonuglar hakkinda
bilgiler verilmistir.

Jin yik transferi ve liminesans malzemeleri gibi diketopirrolopirrol (DPP)
tiirevlerinin optik, elektronik, yiik transferi ve kararlilik 6zelliklerini kesfetmek i¢in
teorik aragtirmalar yapmistir. Kemosensorler olan DPP tiirevleri ve farkli
halojenlerin (F, Cl, Br) anyonlariyla olan etkilesimleri teorik olarak DFT
yaklagimlarin1 kullanarak incelenmistir. Biitiin hesaplamalar Gaussian 09 code
kullanilarak yapilmistir. TUrevlerin temel halleri S, (ground state) Becke’nin fig-
parametre (B3) degisim fonksiyoneli ve Lee-Yang-Pair (LYP) yerel olmayan
korelasyon fonksiyoneli kombinasyonu olan hibrit B3LYP fonksiyoneli, 6-
31+G(d,p) temel kiimesi ile optimize edilmistir. Tiirev ve X~ (X=F, CI, Br) igeren
kompleksler ayni1 teorik seviyede denge (counterpoise) metodu kullanarak BSSE (the
basis set superposition error) diizeltmesi dikkate alinarak optimize edilmislerdir.
DPP tiirevlerinin ve onlarin anyonlarimm birinci singlet-durum uyarilmis (Sz)
durumlart TD-B3LYP seviyede 6-31+G(d,p) basis set kullanarak optimize edilmistir.
Geometri optimizasyonlar1 i¢in olan metodlart kullanarak hesaplanan harmonic
titresim frekans hesaplamalar1 yerel minimum varligini saptamak i¢in ve sifir nokta
enerji diizeltmelerini degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Ayn1 metodlarla harmonic
titresim frekans hesaplanmistir ve local minimum varligi saptanmigtir. DPP tiirevleri
ve onlarin anyonlarinin absorpsiyon ve floresans ozellikleri sirasiyla S, ve S,
optimize geometrelerine dayali olarak TD-PBEO/6-31+G(d,p) metodunu kullanarak
tahmin edilmistir. Diklorometanda (DCM, dielektrik sabiti: 8,93) molekiiler sistemler
icin S, ve S1 hallerin optik 0zelliklerine ¢ozuculerin etkisini incelemek igin, PCM
(polarized continuum model) hesaplamalari TD-DFT seviyesinde uygulanmistir.
Turevlerle X (X=F, Cl, Br) bag karakteristigi i¢in AIM (atoms in molecules) teorisi
B3LYP 6-31+G(d,p) seviyede kullanilmistir. Yiik dagilimi NBO (natural bond
orbital) yaklasimi kullanilarak hesaplanmistir. En diisiik elektronik gegislerin
cogunlugu HOMO—LUMO = - n* uyarilmis singlet haline karsilik gelir. FMO
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analizleri S, ve S1 hallerde deprotonasyonun hem E(LUMO) hem de E(HUMO)
degerlerini yiikselttigini ve Eg degerlerini indirdigini gosterdi. Absorpsiyon F ’siz
483nm H—L (deneysel 477nm), F ile 544nm H—L (deneysel 571nm). Floresans
F ’siz 566nm H—L (deneysel 531nm), F ile 613nm H—L (deneysel 613nm) [137].

Kand ve arkadaslart kromenokuinolin bazli floresans sondalarin tasarimu,
sentezi ve tiyol algilama yetenegi tizerine ¢alisma yapmistir.. Sondalarin geometrileri
gaz fazinda B3LYP-6-311G(d,p) seviyesinde DFT metodu ile optimize edilmistir.
Optimize edilmis geometriler sonra elektron uyarma sirecini anlamak igin
uygulanmistir.  Sondalarn  HOMO—LUMO gecisleri yasak, ancak Cys
baglandiginda HOMO—LUMO gegisi izinlidir. Bu yiizden emisyon stireci LUMO
—HOMO gegisi floresansin oldugunu dogrulamistir. Sondalarin selektif tiyol
algilamasinda 6nemini 1spatlamak igin her sondanin 10pum ¢ozeltisi 100pum gesitli
aminoasitlerin ¢ozeltisi ile HEPES tamponunda 20dk reaksiyona girmistir ve
floresans spektrumu kaydedilmistir. Gly, Met ve diger organik molekiiller i¢in
onemli bir floresans artis1 gézlemlenmistir. Ancak tiyol iceren analitlerde (Hcy, Cys,
GSH) floresans yogunlugunda biiyiik bir artis gdzlemlenmistir [138].

Chen ve arkadaslar1 deneysel degerleri kriterler olarak kullanarak sulu ortamda
tiyol-Michael ekleme reaksiyonlarinin denge sabitlerini ve reaksiyon kinetigini
tahmin etmede DFT hesaplamalarinin dogrulugunu degerlendirmek ve GSH
sondasinin reaksiyon hizini sistematik yapisal varyason vasitasiyla hizlandirmak ve
ilk kez yeni gelistirilen sondayr GSH diizeyindeki degisiklikleri izlemek igin tekli
hiicrelere uygulamistir. Tersinir tiyol-Michael ekleme reaksiyonlarin termodinamik
ve kinetigini anlamak i¢in DFT uygulanmigtir. SMD yogunluga dayali solvasyon
modeli ile M06-2X/6-31G(d) kullanarak reaksiyonlarin (AG) serbest enerji degisimi
hesaplanabilir. Thiol Quant Green (TQG) GSH sondanin uygun Kd denge sabiti
vardir. Fakat ileri ve geri reaksiyonlart yavastir. TQG analoglari (1-X)
sentezlenmistir. GSH sondalarinin absorpsiyonu fosfat tamponlu salinde (PBS) 1-X
icin  (479nm), 1-X-GSH igin (405nm). 1-X ve GSH arasinda gergeklesen
reaksiyonlarin geri doniisiimlii dogasindan otiirii spektrometrik degisiklikler GSH
konsantrasyonuna baglidir. Kd hesaplamak i¢in M06-2X DFT metodu kullanilmistir.
Tiyol-Michael ekleme reaksiyonlarinin (AG) serbest enerjileri basta reaktan ve
riinlerin gaz fazinda optimize edereck MO06-2X/6-31G(d) seviyesinde frekans

analizleri ile hesaplanmistir. Ancak deneysel sonuglardan 6nemli o6l¢iide sapmuistir.
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Su fazinda ayn1 metodu uyguladiklarinda deneysel AG sonuglariyla yakin ¢ikmustir.
TQG analoglarindan 1-OH GSH sondast daha hizli kinetiklere sahip oldugu
belirlenmistir [139].

Guennic ve arkadaslar1 2-(2’-hidroksifenil)benzoksazol (HBO) 6ziine dayali
floresans borat kompleksleri ile bu ¢alismada dokuz adet boyanin spektroskopik
Ozelliklerinin teorik araglarla anlamayr ve deneysel buluslarla agiklamay:
hedeflemistir. Birka¢ TD-DFT yaklasimlar1 kullanilmistir. ilk olarak dikey ®B97X-
D/6-31G(d) duruma 6zel polarize-surekli SS-PCM modeli ile birlikte uygulanmustir.
Uyarilmis hallerin yogunlugunu hesaplayarak ve yiik transferi fenomenini tayin
ederek her bandin dogasi karakterize edilmistir. Ikinci asamada teorik/deneysel
karsilastirmalar1 yapabilmek igin adyabatik sonuclar elde edilmistir. Uciincii asamada
vibronik  hesaplamalar1  yapilmistir. Sonrasinda terminal amin grubunun
protonasyonunun etkisi aragtirildi. Sonucunda bir tanesi HBO borat-boranil, digeri
HBO borat-BODIPY olan iki dyad modellenmistir. Ek olarak 6-311+G(2d,p)
hesaplamalar1 uygulanmistir. Transfer edilen yiik miktar1 ve yiik miktar1 mesafesi de
teorik olarak hesaplanmistir. Sistematik olarak ¢oziicii etkileri de dahil edilmistir, iyi
bilinen polarize sirekli PCM model (Polarizable continuum model) kutupsal
stireklilik modeli uygulanmustir [140].

Xue ve arkadaglar1 auron ve tirevlerinin absorpsiyon ve emisyon
spektrumlarini DFT ve TD-DFT yogunluk fonksiyonel teorileri ile incelemistir. On
farkli fonksiyonel uygulanmigtir. Farkli temel kiimelerle analize edilmistir. TD-DFT
calismasinda auronlar i¢in en verimli olarak B3LYP ve PBEO fonksiyonelleri ortaya
cikmistir. Sonuglar en diisiik gecislerin agirlikli olarak n - n* gegislerin HOMO ve
LUMO arasinda yiik transferi (CT) karakteri ile oldugunu gostermistir. PCM-TD-
PBEO/6-31+G(d) temel kiime kullanilarak hesaplanan gegis enerjileri deneysel
verilerle daha yakin ¢ikmistir [141].

Jayabharathi ve arkadaslar1 2-(1-(3,5-dimetil fenil)-1H-fenantro(9, 10-d)
imidazol-2-il) fenol bilesiginin fotofiziksel ve uyarilmis hal molekiilerarasi proton
transferini DFT analizi ile incelemistir. ilk olarak floresan fenantrimidazol tiirevleri
sentezlenmistir ve 1H, 13C NMR ve kiitle spektral analizleri ile karakterize
edilmistir. Absorpsiyon ve floresans bantlaria ¢oziicii etkisi hesaplamali ¢aligmalar
ile analize edilmistir. Hidroksi grubu igeren fenantrimidazol polar solventlerde tek

taninmig absorpsiyon ve emisyon gosterir ve uyarilmis hal molekiiler aras1 proton
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transferi (ESIPT) oldugundan polar olmayan solventlerde cift emisyon gosterir.
Maddenin ESIPT o6zelligi optimize edilmis geometri parametreleri, potansiyel enerji
yiizeyi (PES), Mulliken’in agir atomlarda ve tautomerlerinin molekiiler orbitallerinde
yik dagilimi analizleri ile dogrulanmistir. Temel hal elektron transferi
dayanilmazligt HOMO-LUMO analizleri ile aydmlatilmistir. Hidrojen bagi
etkilesimlerinin kritik degerlendirmesi molekilde atomlar (AIM) ve NBO analizleri
ile gerceklestirilmistir. Hesaplamalar Gaussian 03 ile yapilmistir. Fenantrimidazol
tirevlerinin temel ve uyarilmig hallerinin optimizasyonu ve HOMO-LUMO sinir
orbitalleri B3LYP/6-31G(d,p)temel kiime kullanarak sirasiyla DFT ve TD-DFT
metodlariyla gergeklestirilmistir [142].

Paul ve arkadaslari calismada iki heterosiklik bilesik 2-tiyazol-2-il-fenol
(2T2YP) ve 2-benzotiyazol-2-il-fenol (2B2YP) i¢in molekiileraras1 H-bagi (IMHB)
etkilesimini  ¢esitli kuantum kimyasal araglarla hesaplamali agiklamasini
gostermistir. AIM kullanarak elektron yogunlugu ve Laplacian hesaplanmistir ve
NBO analizi yapilmistir. IMHB etkilesiminde kovalentligin varligi da kuantum
kimyasal analiz ile test edilmistir. Biitiin yapisal hesaplamalar Gaussian 03w
programlar paketi ile DFT metodu kullanarak yapilmistir. Teorik hesaplamalar
B3LYP fonksiyoneli kombinasyonu ile yapilmstir. Bu hesaplamalarda 6zel vurgu 6-
311++G(d,p) temel kiimesine verilmistir. Ciinkii bu temel kiime anyon ve yalniz ¢ift
elektronlu yapilar i¢in yararli olan yaygin fonksiyonlu valens elektronlar i¢in en
kalitelisidir. AIM hesaplamalari Gaussian 03w yaziliminda B3LYP/6-31G(d,p)
seviyesinde yapilmigtir. GSIPT ve ESIPT PES hesaplamalari Gaussian 9 programlar
paketiyle yapilmigtir [143].

Ray ve arkadaslari asit bir azin bagi p-N,N-dietilaminobenzaldazin (PDEAB)
igeren Schiff bazini sentezlemistir ve kararli durum absorpsiyonu ve floresan 6l¢timii
kullanilarak onun spektroskopik o6zellikleri arastirilmistir. Her iki absorpsiyon ve
emisyon c¢aligmalari PDEAB bilesiginin protik ¢0ziiclilerle hidrojen bagi
olusturmasini gostermistir. PDEAB ve protik ¢oziiciiler aras1t molekiilerarasi hidrojen
bagi kurulmasi Kuantum Kimyasal hesaplama tarafindan DFT teorisi B3LYP/6-
31++G(d,p) ve NBO analizleri kullanilarak daha da dogrulanmistir. PDEAB aprotik
cevredeki floresan olmayan dogasi (kapali floresans) protik c¢oziicli varliginda
floresan sisteme (agik floresans) gecebilir ve dolayisiyla bu molekiil asetonitril

(ACN) ve dioksan (DOX) gibi aprotik ortamda protik solventi igin son derece hassas
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florosensor olarak kullanilabilir. Temel hal ve uyarilmis haldeki molekiilerarasi
hidrojen baglama etkilesimi spektroskopik olarak incelenmistir. ACN, DOX, n-
heksan (n-HEX) gibi ¢oziiciilerle ¢alisilmustir. izole edilmis PDEAB ve PDEAB —
(H,0); igin temel hal yapisal hesaplamalar B3LYP/6-31++G(d,p) seviyesinde DFT
ile Gaussian 03w programlar paketi kullanilarak hesaplanmistir. Zamana bagli
yogunluk fonksiyonel teorisi olan TDDFT metodu ayni seviyede sistemin salinim
kuvvetini (oscillator strength) hesaplamak i¢in kullanilmistir. PCM polarize edilebilir
stirekli model dielektrik stireklilik yaklasimi ile uygulanmistir. Stabilizasyon ve NBO
ikinci dereceden pertiirbasyon enerjileri hesaplanmistir. Temel absorpsiyon 390
nm’de S, — S, elektron gecisi © - m*tipidir. PDEAB molekiilii su harig biitiin protik
coziliclilerde 470 nm’de emisyon gosterir ama DOX, ACN, n-HEX gibi aprotik
ortamda zayif floresandir. PDEAB molekiilii suda c¢oziinmez, bu yilizden bu
molekiiliin aprotik ¢oziicli ortamina su eklenince hidrojen bagi olusur ve floresans
gbzlenir. Calismalar molekiiliin emisyonu protik ¢oziiciilerin hidrojen bagi olusturma
kabiliyeti ile ilgili oldugunu gostermistir. Azin azotlariyla su molekiilleri hidrojen
bagt olusturduklarin1 da hesaplamalar gostermistir. Teorik ve NBO analizleri
PDEAB molekiilleri ve protik ¢oziiciiler arasi hidrojen bagi olusmasin
desteklenmistir [144].

Ji ve arkadaglari alkinilpiren tiirevlerini sentezlemistir, hesaplamalari kimya
yontemleriyle yeni floresan sondalar tasarlamistir. ilk olarak 1,6- ve 1,8-
bis(feniletinil)  pirenleri hazirlanmistir.  Tirevlerin  fotofiziksel  &zellikleri
molekiileraras1 yiik transferi (ICT) ozelligine bagli oldugu bulunmustur. Teorik
hesaplamalar bazinda yeni alkinilpiren bazli floresan tiyol sondalar tasarlanmastir.
Hesaplamalar bu yeni tiyol sondalarin floresan 6zelligi gostermedigini saptamistir.
Tiyol ile 2,4- dinitrobenzensiilfonil biriminin béliinmesi ile florofor salinir ve TD-
DFT hesaplamasi emisyon gerceklestidigini gosterir ve sonug olarak sonda floresan
olur. Sondanin tiyol varhigindaki KAPALI-ACIK floresans &zelligi ICT ortadan
kaldirilmas1 nedeniyledir. Boya ve sondalarin temel hal yapilar1 yogunluk
fonksiyoneli teorisi DFT ile B3LYP fonksiyoneli ve 6-31G (d) temel kimesi ile
optimize edilmistir. Uyarilmis hal hesaplamalar1 zamana bagli yogunluk fonksiyoneli
teorisi TD-DFT ile yapilmistir.  Biitin bu hesaplamalar Gaussian 03 ile

gerceklestirilmistir [145].
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Zhu ve arkadaslar1 fotoelektrik elektron transfer (PET) yoluna dayali olarak
elektron donoru olarak naftalimit floroforu ve elektron akseptorii olarak maleimid
grubunu kullanarak gelistirmis ve sentezlemis orto-Z3, meta-Z3, para-Z3 tiyol
floresan sondalar rapor etmistir. Bu sondalarin floresan yogunlugu, maleimidin
naftalimit yoniindeki konumuna bagli olarak énemli derecede farklilik gostermistir.
Meta ve para izomerlerine kiyasla orto izomeri tiyol ilavesi tizerine en iyi floresans
tepki performansii sergilemistir. Sonuglar, elektron alicisinin goreli konumunun
PET surecinde 6nemli rol oynadigin1 ve orto-Z3 sondanin serum Orneklerinde ve
canli hiicrelerde endojen biyotiyolleri saptayabildigini gostermistir. Hesaplamalar
temel hal geometresinde B3LYP/6-31G* seviyesinde Gaussian 09 kullanarak DFT
ile yapilmistir [146].

Gue ve arkadaslar florofor ve elektron verici olan BODIPY ve elektron alici
olan 2,4-dinitrobenzenestlfonil (DNBS) grubu igeren foto-kaynakli elektron transfer
(PET) tiyol sondalarini hazirlamislardir. Elektron vericisi olan BODIPY floroforu ve
elektron alicis1 olan DNBS arasindaki mesafe sonda 2’de sonda 1’e gore daha
uzundur, sonug¢ olarak sonda 2’nin kontrast orani ( veya PET verimliligi) sonda 1’e
gore daha kuguktir. Bununla birlikte, sistein varliginda hem sonda 1 hem de sonda 2
(sonda 1 i¢in emisyon artig1 300 kat ve sonda 2 i¢in 54 kat) i¢in floresan KAPALI-
ACIK anahtarlama etkileri gozlemlenmistir. Floresans KAPALI-ACIK algilama
mekanizmalart DFT/TD-DFT teorik hesaplamalariyla rasyonellestirilmigtir. DFT
hesaplamalariyla DNBS maleimide gore daha giiclii elektron alicis1 oldugunu
gostermisglerdir. Bu 1iki sonda hiicresel tiyollerin floresan goriintiilemesi igin
kullanilmislardir. Sensorlerin temel hal yapilart yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT)
B3LYP fonksiyoneli ve 6-31G(d) temel kiimesi ile gaz fazinda optimize edilmistir.
Uyarilmis hal hesaplamalar1 zamana bagli DFT (TDDFT) ile yapilmistir. Hesaplanan
tim yapilarin frekans analizinde hayali frekanslar1 (imaginary frequencies) yoktur.
Tiim hesaplamalar Gaussian 09 W ile yapilmistir [147].

Shao ve arkadaslar sistein ve homosisteinin segici olarak tespiti i¢in kirmizi
yayan BODIPY bazli (FRET) molekiiler sonda 1 tasarlamiglardir. Floresans
KAPALI-ACIK anahtar1 DNBS biriminin florofordan tiyollerle bolinmesi ile
tetiklenir. Sonda 1’in kendisi floresan degilken, sistein veya homosistein varliginda
590 nm’de kirmizi bir emisyon agilir (uyarilma 505 nm’de). Sonda hiicresel

tiyollerin in vivo floresan goriintiilemesi igin kullanilmistir. Sondanin floresans
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algilama mekanizmasi ve ara iriinlerin floresan fotofiziksel ozellikleri DFT
hesaplamalar1 ile tamamen rasyonel hale getirilmistir. Sonda 1’in floresan
yetersizligi uyarilmis hal S1’e atfedilir (osilator giicii f= 0,0007), ki bu da DNBS
parcasindan kaynaklanmaktadir. Tiyoller araciligiyla florofordan DNBS kisminin
bolunmesi, floroforun floresan o6zelligini yeniden kurar (f=1,4317), bdylece
tiyollerin varliginda kirmizi emisyon gozlenebilir (floresans ACIK). Biitiin
hesaplamalar yogunluk fonksiyonel teorisine DFT, B3LYP fonksiyoneli ve 6-31G(d)
temel kiimesine dayanmaktadir. Metanol solventi butlin hesaplamalarda PCM modeli
olarak diisiiniilmiistiir. Bilesiklerin UV-vis absorpsiyonlar1 optimize edilmis temel
durum geometrilerine (S, hal durumu) dayali olarak hesaplanmistir. Floresans
emisyonu i¢in emisyon dalga boyu optimize edilmis uyarilmis hallere (cogu durumda
S1 hal durumu) dayali olarak hesaplanmistir. Biitiin bu hesaplamalar Gaussian 09W
ile gerceklestirilmistir [148].

Chen ve arkadaslari ¢evreye duyarli ¢ift emisyon ozelliklerini gosteren bir
rutenyum polipiridin kompleksini tasarlamis ve sentezlemislerdir. Dimetil sulfoksit
(DMSO), N,N-dimetilformamit (DMF) gibi aprotik ¢6zucllerde kompleks gucli
mavi 151k yayar. Protik ¢oziiclide turuncu i1sik yayar. Benzer sekilde, kompleksin
homosistein ve sisteine tepkisi de apacik ¢oziiciiye bagimliligini gostermektedir. TD-
DFT hesaplamalari, protik ¢ozeltideki imidazol azotunun protonlanmasimin parlak
kirmiz1 degisimden sorumlu oldugunu ortaya koymaktadir. Dolayistyla, kompleks,
homosistein ve sisteini hem aprotik ¢6zuci icinde hem de protik ¢dziicu iginde
algilamak i¢in kullanilabilir oldugunu goéstermislerdir. Protik ve aprotik
cozeltilerdeki farkli emisyon oOzelliklerini daha ayrintili olarak agiklamak igin
nonmetaller icin 6-31G (d) temel kiime ve Ru i¢in de CC-PVDZ-PP temel kiime ile
B3LYP dlzeyindeki TD-DFT hesaplamalar1 gergeklestirilmistir [149].

Tong ve arkadaslar1 7-hidroksi-2-(kuinolin-2-ilmetilen) malonik asit ve onun
esteri {izerine teorik ve deneysel caligma yapmustir ve 2-(kuinolin-2-ilmetilen)
malonik asitin (QMA) Michael alicis1 olarak asit ile aktive edilebilir oldugunu,
sadece pH<7 olan ¢ozeltilerde calistigini ve ¢ozeltilerin pH’s1 diistiikge QMA’nin
daha yiksek reaktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Alkalin ¢ozeltisinde malonat
anyonu ne RS~ ne de RSH ile tepki verir. Aksine, QMA'nin esteri olan 2- (kuinolin-
2-ilmetilen) malonik ester (QME), algilama reaksiyonunda ters bir pH etkisini ortaya

cikarir; diger bir deyisle, alkalin ¢oOzeltilerde tiyolleri algilayabilir, ancak asidik
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cozeltilerde algilayamaz, normal bir baz ile katalize edilmis Michael eklemesi gibi.
Teorik hesaplamalardaki aktivasyon entalpilerinin degerleri, farkli pH kosullarindaki
iki sondanin yukarida belirtilen algilama davranisini desteklemektedir. Asitli
cozeltilerde, protonlanmis QMA, nétr ve alkalin ¢ozeltilerdeki diger iyonize halleri
tizerinden elektrofilik saldiriya karsi daha gok reaktiftir ve bu nedenle, diisiik reaktif
RSH ile reaksiyona girebilir. Buna karsilik, QME’nin RSH (asidik ¢ozeltiler) ile
etkilesimde buytk bir enerji bariyeri var ve QME'nin oldukca reaktif nikleofil RS™
ile reaksiyonu, (alkali cozeltilerde) disiik aktivasyon enerjisi siirecidir. Teorik
hesaplama, QMA'nin algilama tepkimesinin, notr tiyoller (RSH) ile bir 1,4 ilavesi
sireci ve QME'nin RS ile algilama reaksiyonu igin bir 1,2 ilaveli yol izledigini
ortaya koymaktadir. Bu nedenle, QMA'nin algilama reaksiyonu, 1,4 ilavesi ile bir
asit ile katalize edilmis Michael eklemesidir ve 1,2 ilave yoluyla normal bir bazla
katalize edilmis Michael eklemesidir. Biitiin elektronik yapi optimizasyonlar1 ve
frekans hesaplamalari Gaussian 09 program paketi kullanarak gerceklestirilmistir.
Gaz fazindaki geometriler B3LYP yogunluk fonksiyoneli ve 6-31+G(d) temel
kiimesi ile optimize edilmislerdir. UV-Vis absorpsiyon spektrumlar1 PBEPBE/6-
31+G(d) metodu kullanilarak degistirilmistir. Iletken benzeri siirekli polarize (C-
PCM) ¢6zme modeli kullanilmistir. Deneysel ¢alismada ¢6ziicti kullanildigindan, su
¢oziicii olarak secilmistir. B3LYP fonksiyonlari, sudaki tek nokta enerjilerini
hesaplamak icin 6-311 ++ G (d, p) buyuk temel kiime ile kombine edilmistir [150].
Yang ve arkadaslari en yaygm dagitilan flavonoid olan fisetini TD-DFT
metoduna dayali olarak uyarilmis hal proton transferi iizerinde arastirmiglardir.
Hesaplanan TD-DFT metoduna dayali absorpsiyon ve floresans spektrumlari
deneysel sonuglarla uygun c¢ikmistir. Birinci uyarilmis halde iki farkli fisetin
kromofor yapist bulunmustur, bu proton transfer reaktife bagli olabilir. Bag
uzunluguna ve agilarina dayali olarak S1 durumunda hidrojen baginin
guclendirilmesi ifade edilmistir. Buna ek olarak, O-H gerilimli titresim bolgesinde
hesaplanan kizil6tesi spektrumlar1 ve hesaplanan hidrojen bag enerjisi, hidrojen bag
guclendirme olgusunu da beyan eder. Sinir molekul orbitalleri (MO) analizi ve NBO
fisetin kromoforunun molekil ici yik transferini gosterir, bu da proton transfer
egilimini gosterir. So ve Si durumlarinin potansiyel enerji yiizeyleri, uyarilmis
durumda proton transferinin mekanizmasint ayrintili olarak agiklamak igin

olusturulmustur. TD-DFT metodu B3LYP fonksiyoneli kullanilmistir ve TZVP bu
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sistem i¢in uygun temel kiime olarak sec¢ilmistir. Coziicii etkilerini de
degerlendirmek igin ACN PCM olarak se¢ilmistir [151].

Long ve arkadaslar1 biyolojik tiyoller icin yeni kumarin esasli floresan sonda
tasarlamis ve sentezlemistir. Sonda sulu ¢6zeltide floresans 6zellik gdstermiyor,
ancak tiyollerle yiiksek duyarlikta 246 kat daha floresans oOzellik gostermistir.
Dahasi, sonda diger biyolojik tiirlere karst mitkemmel bir tiyol seciciligi gostermistir.
Ayrica sondanin tiyollere kars1 optik tepkileri TD-DFT hesaplamalari ile B3LYP/6-
31G** seviyesinde Gaussian 9 programi kullanarak caligilmistir. Sonunda sonda
insan kan serumunda biyolojik tiyoller algilamasi basarili bir sekilde uygulanmstir.
Ve hiicre i¢i goriintileme uygulamalari sondanin canli hiicrelerde degisik
konsantrasyonlarda hiicre i¢i tiyolleri algilamak igin kullanilabilir oldugunu
belirlemistir [152].

Li ve arkadaslar1 Si-O bagma dayali florlir anyonu icin floresan sensoriin
algilama mekanizmasint TD-DFT hesaplamalar1 ile incelemistir. Cesitli iyonlar
arasinda floriiriin reaksiyon enerjisi en diisiik hesaplanmistir ve bu da sensoriin
yiiksek seciciligini belirtiyor. Yapilar geometri optimizasyonu ve potansiyel enerji
egrileri ile onaylanmistir. Bu c¢aligmadaki hesaplamalar ORCA 2.8 programi ile
yapilmistir. Temel hal geometri hesaplamalar1 ve titresim analizleri DFT metodu ile
yapilmustir. Elektron uyarma enerjileri ve birinci singlet uyarilmis hal geometri
optimizasyonlart TD-DFT metodu ile gergeklestirilmistir. Fonksiyonel olarak B3P86,
temel kiime olarak TZVP secilmistir. iletken benzeri tarama COSMO solvasyon
modeli aseton ¢oziicii etkilerini degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Bu sensor, S1-SO
yerel gecisiyle giiclii bir floresan yayabilir. Sensor fenolat anyonu ve silan vererek
nikleofilik substitlisyon ile florir anyonu ile reaksiyona girecektir. Fenolat anyonu
PET siireci sonrasi enerjisini diisiirerek ve zayif floresan yayarak S1 halinde yapisini
degistirecektir [153].

Basaric ve arkadaslari siyanofenilpirol tiirevlerinin fotofiziklerinin kararh
durum, nanosaniye ve femtosaniyede ¢ozililen absorpsiyon ve floresans teknikleri ve
kuantum-mekanik hesaplamalar vasitasiyla kapsamli bir incelemesini yapmistir. Bu
caligmada arastirilan bilesiklerin omrii 2-8 nanosaniye araliginda olan yiiksek
derecede floresan molekillerdir. Cozlci polaritesinde bir artis floresan kuantum
verimlerinde bir azalmaya neden olmaz, ancak floresan omriinii uzatir. Yogunluk

fonksiyonel teorik hesaplamalar1 S1 ve S2 i¢in benzer enerjileri tahmin etmistir.
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Ayrica hesaplanan dipol momentler temel duruma goére uyarilmis halde daha yiiksek
bulunmustur. Aslinda, temel durumunda bilesiklerin hesaplanmis en iyi geometrisi,
pirol ve fenil kisimlar1 arasinda yaklasik 10-25 ° lik bir dihedral agiyla karakterize
edilirken, S, durumunun S,'dan daha diizlemli oldugu tahmin edilmektedir. Kuantum
mekanik hesaplamalar, Gaussian 09 program paketi kullanarak B3LYP bazinda
yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT) metodu ile geometrileri optimize etmek igin,
zamana bagli DFT ile uyarilmis halleri karakterize etmek igin yapilmstir.
Konformasyonal analizler B3LYP/6-31Gd metodu ile, molekillerin temel hal
optimizasyonlar1 B3LYP/6-311G++dp ile, Mulliken yikler ve dipol momentler
B3LYP/6-311G+dp ile hesaplanmistir. Uyarilmis singlet hallerin Mulliken yiikleri,
dipol momentleri, gegis enerjileri ve olasiliklart TD-DFT B3LYP/6-311G++dp
metodu ile elde edilmistir. Asetonitril solvasyon etkisi biitiin hesaplamalara CPCM ile
dahil edilmistir [154].

Dai ve arkadaslar1 bir dizi 2-(kuinolin-2-ilmetilen) malonik asitler ve onlarin
esterlerini tiyoller icin Michael-tipi floresan sondalar olarak sentezlemistir.
QMA'larin ve QME'lerin algilama reaksiyonlar1 farkli pH araliklarinda gerceklesir,
QMA i¢in pH<7 ve QME i¢in pH>7. Deneysel ve teorik ¢aligsmalar bazinda QMA'lar
ve QME'ler arasindaki algilama reaktivitesi tizerindeki farkli pH etkilerini agikliga
kavusturmus ve iki QMA’nin asidik solusyonlarda (pH<7) tiyoller icin son derece
hassas ve selektif floresan sondalar ve canli hiicrelerde lizozomu etiketleyebilen
umut verici boyalar agiklamiglardir [155].

Jung ve arkadaslari tiyol iceren bilesiklere Michael tipi bir reaksiyon yoluyla
floresans yayabilen bir dizi kumarin sentezlemistir. Kumarinler arasindaki tek fark,
benzen halka par¢asindaki kumarinin konjiige edilmis ¢ift bag yakinindaki karboksil
grubunun pozisyonudur. Biyotiyollere kar¢1 segiciliklerinin yani sira ilgili florojenik
mekanizma, floresans spektroskopisi, DFT hesaplamalari ve kinetik caligmalarla
gosterilmistir. Biitiin izomerlerde glutatyona ve homosisteine gore sistein daha ¢ok
kat floresans yansitmigtir. Bir sondanin sisteine karsi yliksek segiciligi daha az
negatif yiikli niikleofil tercih eden benzen halkasindaki ortho karboksil brubundan
dolayidir. Yogunluk fonksiyonel teori (DFT) bazl teorik hesaplamalar Gaussian 09
program paketi ile gergeklestirilmistir. Yapilar sulu ortamda teorinin B3LYP/6-
31G(d) seviyesinde optimize edilmistir. PCM polarize edilebilir stireklilik modeli
kullanilmigtir. Hesaplar deneysel sonuglarla yakin ¢ikmistir [156].

26



Yukarida bahsettigim ¢alismalarin  hepsinde absorpsiyon ve emisyon
spektrumlart DFT ve TD-DFT yogunluk fonksiyonel teorileri ile incelenmistir. Genel
olarak biyotiyollerin incelenmesinde Becke’nin {i¢ parametre (B3) degisim
fonksiyoneli ve Lee-Yang-Pair (LYP) vyerel olmayan korelasyon fonksiyoneli
kombinasyonu olan hibrit B3LYP fonksiyoneli kullanilmistir. Biz de kendi
calismalarimizde TD-DFT  teorisini, B3LYP fonksiyonelini  kullandik ve
hesaplamalar1 Gaussian 09 programlar paketiyle gergeklestirdik.
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5.METOD

5.1. Hesaplamah Ydntemler

Hesaplamali yontemler baslica ikiye ayirilir. Molekiiler Mekanik (Force Field)
ve Kuantum Mekanigi (Molecular Orbital). Kuantum Mekanigi Semiempirik, Ab
Initio ve DFT yodntemlerini kapsar. Molekiiler Mekanikte molekiiler yapilar1 klasik
mekanigi metodunu kullanarak hesaplar. Molekiiler yapilar1 birbirine baglanmis
atomlar olarak algilar ve bagli olmayan atomlar arasindaki etkilesimleri de goz
ontinde bulundurur. Molekiil atomlarmin hareketlerinin potansiyel enerjisi (V)
baglarin esneyip gerilmesinden, baglarin biikiilmesinden, Van der Waals
etkilesimlerinden, elektrostatik etkilesimden ve molekiil igindeki tekli baglarin
donmesinden (internal rotation) kaynaklanan potansiyel enerjilerinin toplamidir ve

Esitlik (5.1)’de gosterilmistir [157].

V = Vgerilme + VO + Vvdw + Ves + Vw (5.1)

Kuantum mekanigi ise Molekiiler Mekanige gore daha karmagiktir. Bu

yontemin temeli Schrodinger denklemi ile atilir.

Hy=Evy (5.2)

H=KE. +V (5.3)

Esitlik (5.3) temelde Esitlik (5.2)’nin bir diger gosterimidir.

H : Hamilton Operat6r

E : Enerji y : Dalga Fonksiyonu
o K.E. : Kinetik Enerji

V : Potansiyel Enerji
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Hamilton operatori molekildeki atomlarin enerjisini ve aralarindaki
elektrostatik etkilesimlerini gosterir. Schrodinger denklemi sadece Hidrojen benzeri
atomlar veya tek elektronlu atomlar i¢in tam olarak ¢oziilebilmistir. Bu denklem ¢ok
elektronlu atomlar ve molekiiller i¢in de yazilabilir, ancak tam olarak ¢dzmek
simdilik imkansizdir. Bazi yaklasimlar yapilarak ¢oziimlenebilir. Ug &nemli
yaklasim vardir, bunlari kullanan yontemlere ‘‘Hartee-Fock’ modelleri adi
verilmistir. Bu yaklsimlarla karmasik c¢ok elektronlu Schrédinger denklemi daha
basit hale getirilebilir [157].

Birinci yaklasim elektronlarin hareketleri yaninda ¢ekirdek hareketini daha az
oldugundan ihmal eder. Buna ‘‘Born-oppenheimer’ yaklasimi adi verilir.
Schrodinger denkleminin  ¢ekirdekten bagimsiz bu yeni sekline elektronik
Schrodinger denklemi denir. Ikinci yaklasimda ise elektronlarin hareketleri
ayristiritliyor. Buna Hartee-Fock yaklasimi denir. Cok elektronlu dalga fonksiyonu
tek elektronlu dalga fonksiyonlarinin ¢arpimlarinin toplamlart halinde yazilir ve
Slater determinant: ad1 verilen determinanta doniistiiriiliir. Uglincii yaklasim, LCAO
yaklagimidir ve burada her bir molekiiler orbital atomik orbitallerin lineer

kombinasyonu olarak diisiiniiliir [157]. Esitlik (5.4)’te gosterilmistir.

¥i=X ¢y, Ou (5.4)

e Yi=Psi

Ci = Katsayilar
o O=Fi

p = Atomik orbitaller

5.2. ““Hartree-Fock Self Consistent Field’” Metodu (HF-
SCF)

Hesapsal yontemler HF-SCF metodunu yukarida bahsedilen yaklasimlarla
birlikte kullanarak Schrodinger denklemini ¢ozerek molekdllerin enerjini hesaplarlar.
Iki ¢esit HF-SCF metodu vardir, ‘‘Restricted Hartree-Fock’> (RHF) (Kisitlanmis) ve
““Unrestricted Hartree-Fock’> (UHF) (Kisitlanmamis) metodlari. RHF UHF
yontemine gore daha basittir. Molekiildeki tiim elektronlar ¢iftlesmis olarak kabul
eder. Yani olusan molekiiler orbitaller ya ¢ift elektronla doludur ya da bostur.
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Elektronlar ¢iftlesmis oldugundan spinleri hesaba katmadan islemler yapar. Bunun
gibi molekiillere ‘‘closed-shell”” sistemleri denir. RHF yontemi ‘‘closed-shell
determinantal wavefunctions’’ kullanir. Bu da dalga fonksiyonlarin kapali yoriingeli
sistemler i¢in oldugunu bildirir ve bu yilizden de radikaller icin bu yontem
uygulanamaz. Buna ragmen en yaygin kullanilan yontemlerden biridir. UHF ise
““open-shell’’ (agik yoriinge) sistemleridir ve alternatif bir yontemdir. Her molekiler

orbital iki farkli yondeki spinleri temsil eden a ve B ayrilir [157] .

5.3. Ab Initio Molekiler Orbital Teorisi

Molekiiler Orbital Teorisi prensiplerinin uygulandigi en hassas hesaplarin
yapildig1 en giivenli yontemdir. Ancak bu hesaplar i¢in ¢ok zaman gerektirir. Cok
blyuk molekkiillere de uygulamak bu yizden miimkiin degildir. Biiyiikk molekiillerde
atom sayis1 dolayisiyla elektron sayisi yiiksek oldugundan bu teorinin sadece diisiik
seviyeli yontemleriyle ¢alisabilir. Orta ve kiglik molekller igin ise yuksek seviyeli
ab initio yontemleri ile kesin sonuclar hesaplanabilmektedir. Ab initio yontemi de
daha 6nce agikladigimiz HF-SCF teorisini kullanarak Schroédinger denklemini ¢ozer
[157].

5.4. Temel Kiimeler ‘“Basis Functions/Basis Sets’’

1951 yilinda Roothan HF orbitallerinin bazi fonksiyon kiimelerinin lineer
kombinasyonlar1 seklinde yazilabilecegini 6ne siirdii. Bu fonksiyon kiimelerine temel
fonksiyonlar ‘‘basis functions’’ veya temel kiimeler ‘‘basis sets’’ adi verildi. Iki
fonksiyon ¢esidi vardir. Birincisi Slater tipi, ikincisi ise Gaussian tipi
fonksiyonlaridir. GTF ile intergraller daha hizli hesaplandigindan bu fonksiyonlar
daha cok populerdir. Hesaplamalarda bu atomik orbital temel kiimeleri optimize
edilmelidir. Bu da elektronik enerjinin varyasyon yontemine gore minimize edilmesi
ile saglanir. Molekiiler orbitaller bu atomik orbitallerin yani temel fonksiyonlarin
lineer kombinasyonlarindan elde edilir [157].

Dort seviye temel kiime vardir:
v' ““‘Minimal Basis Set’’ (STO-nG): STO-3G, STO-4G.
v' “‘Split-Valence Basis Set’’: 4-21G, 6-31G.
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v’ “‘Polarization Basis Set”’: 6-31G*, 6-31G**,
v' Difiizyon Fonksiyonlari: 6-31+G*, 6-31+G**.

“‘Split-Valence Basis Set’” boliinmiis valans temel kiimesinde i¢ yoriingedeki
orbitaller dért Gaussian fonksiyonundan, valans yoringesindekilerin i¢ p-fonksiyonu
ug, dis p-fonksiyonu ise bir Gaussian fonksiyonundan olusmus demektir.
Polarizasyon fonksiyonlarinda d ve f orbitalleri eklenir ve p orbitalleri ile karistirilir
ve sonucunda bir polarizasyon olusur. ‘‘Polarization basis set’’ polarizasyon temel
kiimesi alt1 tane d fonksiyonundan olusur. 6-31G**’de elde edilmis her hidrojene p
fonksiyonu eklenir. Difiizyon fonksiyonlar1 genis s ve p tipi foknsiyonlardir. Bos

elektron ¢iftleri bulunduran, anyonlar ve uyarilmis sistemler igin kullanilir [157].

5.5. Hartree-Fock Otesi Yontemler

5.5.1. Elektron Korelasyonu / Konfigiirasyon Etkilesimi

HF teorisi tam olarak elektronlar arasindaki etkilesimi yansitamaz ve
Schrodinger denklemi tam olarak molekilin ger¢ek durumunu ifade edemez. Bu
eksikligi gidermek i¢in HF teorisinden ileri gidebilecek dalga fonksiyonlar tiiretmek

gerekir.

Y =aoyo + a1y +aoy2 + .....o..... Yo (5.5)

e W= Hartee-Fock dalga fonksiyonu
e W1 =Diger konfigurasyonlara ait dalga fonksiyonu

® ap, a1, a2 = Lineer katsayilar

Bu Esitlik (5.5) denkleme ‘‘full configuration interaction’ yani tam
konfigiirasyon etkilesimi denir. Molekilde anormal baglar varsa (¢ok gergin
halkalar, gecis metalleri kompleksleri gibi) veya molekiil temel durumda degilse
(gecis konumunda veya uyarilmig durumda ise) elektron korelasyonu iceren hesaplar

yapilmalidir. Normal molekiiller i¢in HF-SCF sonuglar giivenilirdir [157].
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5.6. Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi ‘‘Density Functional
Theory’’ (DFT)

DFT yonteminde toplam elektron yogunlugunu simgeleyen iki yeni fonksiyon
kullanilir ve bunlara ‘‘density functionals’’ yogunluk fonksiyonelleri denir. Esitlik

(5.6)’da verilmistir.

Eppr=ZP H +ZP P _J . +Ex(p)+Ek(p) +V (5.6)

e H = elektronlarin kinetik enerjisi ile elektronlar ve ¢ekirdekler arasindaki
cekim giiclinden dogan potansiyel enerjiyi kapsayan terimler

e P = molekiler orbital katsayilarinin karelerinin toplamindan meydana gelen
yogunluk matrisi

e J = elektronlarin birbirini itmesinden dogan potansiyel enerjiyi kapsayan
terimler

e X =fiziksel bir anlam1 yoktur. Dalga fonksiyonunu antisimetrik yapmak icin
gerekli matematiksel terimlerdir. (Kuvantum mekanigi kurallarina gére dalga
fonksiyonunda bir elektron bagka bir elektronla yer degistirirse fonksiyonun
isareti degismelidir.)

e V = Cekirdek ¢iftlerinin itismesinden olusan potansiyel enerjiye ait terimler.
(Kinetik enerjileri Born-Openheimer yaklagimi ile ihmal ediliyor.)

e Ex(p) : Degisim terimi “Exchange term”

e Ek(p) : Korelasyon terimi “Correlation term”

Fonksiyonellerin kisaltilmig BLYP, B3LYP gibi isimleri vardir. DFT yontemi
ab initio yontemine gore daha az bilgisayar zaman1 kullandigindan ve daha biiyiik
molekiillere de uygulanabildiginden son yillarda ¢ok popiiler olmustur. DFT
yaklasimi HF yaklagimi gibi tek-elektronlu dalga fonksiyonlarini kullanir, ancak
yalnizca toplam elektronik enerji ve elektronik yogunluk dagilimini hesaplamaya
calisir [157].

Glinlimiizde DFT yontemi elektronik enerjiyi asagidaki Esitlik (5.7)te

gosterilen terimlerin toplami olarak tanimlar [157] .
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T Vv J XC
E=E +E +E +E (5.7)

T
e E =FElektronlarin hareketinden ortaya ¢ikan kinetik enerji

\Y
E = Cekirdek-elektron c¢ekimlerine ve cekirdek ciftlerinin itmesine ait

potansiyel enerji

J
E = Elektron-elektron itmesine ait terim

XC
E = Geriye kalan diger elektron-elektron etkilesimlerini kapsayan terim.

Degisim-korelasyon terimi denir.

5.6.1. Hibrit Fonksiyoneller

Becke, Hartree-Fock ve DFT degisim terimlerinin karisimindan yeni bir

degisim terimi gelistirilmistir, Esitlik (5.7)’de verilmistir.

Xxc X X

+C E (5.7)

Hibrit HF _ HF  DFT _ DFT

Bunlar hibrit fonksiyonelleridir. Hibrit fonksiyonellerinden en iyi sonuclar veren ve
yaygin olarak kullanilan, B3LYP ve B3PWO1 olarak bilinen Becke’nin fi¢
parametreli formiilasyonlaridir. Becke fonksiyonelleri saf DFT yontemlerine nazaran
daha hassas sonugclar vermektedirler [157].

DFT yonteminin en Onemli 6zelligi, electron korelasyonunun dahil etmis
olmasidir. Ve HF yontemleri ile hemen hemen ayni siirede sonuglar verir, bu yilizden

de ab initio yontemlerinden daha tstndur [157].

5.7. Yarideneysel Molekdler Orbital Yontemleri
“‘Semiempirical MO Methods”’

Bu metot icteki (core) orbitallerine ait intergrallerin yerine, atomic spectra,
iyonlagma enerjileri gibi bircok deneysel very kullanarak belirlenen parametreleri
kullanir. Islemlerinde hem teorik hem de deneysel verilerden yararlanir,
“‘yarideneysel’’ ismi buradan gelir [157].

Yarideneysel yontemlerin temelinde PMO (Pertiirbasyon Molekiiler Orbital) ve

Hiickel teorileri vardir. Yarideneysel yontemlerden bazilari asagida verilmistir.
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CNDO “Complete Neglet of Differential Overlap”
INDO “Intermediate Neglet of Differential Overlap”
NDDO “Neglet of Diatomic Differential Overlap”
MINDO “Modified INDO”
MNDO “Modified Neglet of Diatomic Overlap”
AMI1 “Austin Model 17
PM3
MNDO, AM1, PM3 modelleri genellikle normal durumdaki denge

geometrilerin tespiti icin uygundur, ancak higbiri ab initio yontemi kadar hassas

SR N N N N SR

degildir. Yap1 tespitinde ve hidrojen bagi igeren sistemlerin tarifinde MNDO VE
AM1 modellerine gére PM3 en iyisidir.

5.8. Solvent Etkisi

Hesaplamali kimyada solvent etkisi onemlidir ¢ilinkii ¢ogu biyolojik siirecler
sulu ortamda gergeklesir. COzinme etkileri molekiler konformasyon, elektronik
ozellikler, baglanma enerjileri gibi Ozellikleri belirlemede c¢ok ©Onemli bir rol
oynarlar. Molekiler Dinamik (MD) Simiilasyonda iki gesit ¢oziicii modeli mevcuttur.
Birincisi, ¢oziicliniin acgik¢a muamelesi (explicit treatment): ¢oziicii molekiilleri
molekiiler sisteme eklenir. Ikincisi, ¢dziiciiniin dolayli muamelesi (implicit
treatment): ¢ozuci surekli bir dielektrik olarak modellenir. Coézlculerin, genellikle
suyun biyolojik molekiillerin yapisina, dinamigine, termodinamigine temel etkisi
vardir. Coziicliniin en Onemli etkilerinden biri elektrostatik etkilesimlerin
taranmasidir. Iki yiik arasindaki elektrostatik etkilesim Coulomb yasasi ile verilir ve
iki atomun kismi ytiklerinin ¢arpimiin dielektrik sabiti ve iki pargacik arasindaki
mesafeye bolimii olarak tanimlanir. Solvent etkisini MD simiilasyona eklemek
onemlidir ve birkag seviyede eklenebilir. En basit ¢ozici muamelesi, potansiyeli
enerji fonksiyonunun elektrostatik terimine bir dielektrik tarama sabiti eklemektir.
Bu ¢6ziicliniin dolayli muamelesinde, su molekiilleri simiilasyona dahil edilmeden
etkili bir dielektrik sabiti kullanilir. Mesafeye bagli dielektrik sabiti agikca su
molekdllerini dahil etmeden ¢ozlicli taramasi eklemenin en basit yoludur ve ¢ogu
simiilasyon programinda mevcuttur. Son zamanlarda, surekli elektrostatik teoriye

dayanan birka¢ dolayli ¢Ozlici modeli (implicit treatment) gelistirilmistir.
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Simiilasyona su molekiilleri agikga dahil edilirse, enerji fonksiyonunda e = 1 olur, su
molekiilleri elektrostatik korumay1 saglarlar. Coziiciiniin bu daha ayrintil
muamelesinde, oncelikle, su molekiillerinin simiilasyon esnasinda proteinden
uzaklagsmasini 6nlemek ve ikinci olarak, sinirli sayida solvent molekiilii kullanarak
makroskopik Ozelliklerin simiilasyonunu ve hesaplanmasini saglamak i¢in ¢0zicU
siir kosullar getirilmelidir. Dolayl ¢6ziici modelinde makromolekiil sadece kendisi
ile etkilesime girer, ancak elektrostatik etkilesimler ¢oziiciiyli hesaba katacak sekilde
modifiye edilir. Tim solvent etkileri dielektrik sabiti igerir. Coziicliniin agikga
muamelesinde makromolekil su molekilleriyle (su, iyonlar) cevrilir ve onlarla
etkilesime girer.

Tiim teorik calismalarda Gaussian 09 kodu kullanilmistir. Zamana baglh
yogunluk fonksiyonel teorisi TD-DFT icin Bauernschmitt96a, Casida98,
Stratmann98, VanCaillie99, VanCaillie00, Furche02, ScalmaniO6 algoritmalari, DFT
icin ise Hohenberg64, Kohn65, Parr89, Salahub89 algoritmalar1 kullanilmigtir. DFT
ve TD-DFT hesaplamalarinda molekillerin absorpsiyon dalgaboylari ile birlikte
““Oscillator strength’’ degerleri de elde edilmistir, bu degerlerden yola ¢ikarak

molekdllerin eksitasyon ve emisyon 6zellikleri incelenebilir.
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6. SONUCLAR

Biyolojik tiyol analizinde kullanilan bazi florojenik molekiiller tizerine teorik
hesaplamalar yapilmistir. Bu molekiillerin yapilar1 Sekil 6.1, Sekil 6.3, Sekil 6.5,
Sekil 6.6, Sekil 6.8 verilmistir.

Sekil 6.1: Molekdl 1.

Chen ve arkadagslar1 (2010) tiyole 6zgii Sekil 6.1°deki molekil 1 floresan
sonday1 sentezlemislerdir. Bu sondanin tek basina floresan olmadigini, ancak GSH
eklendiginde floresan spektrumlarinda ¢arpict bir degisiklife neden oldugunu
gozlemlediler. 520 nm’de emisyon piki gozlemlenmistir ve floresans yogunlugu 61
kat artmigtir. lgili reaksiyon mekanizmasini Sekil 6.2°de gosterilmistir. Sonda Cys,
Hcy ve GSH i¢in ayni sonuglar vermistir.  Algilama mekanizmasinda, sondadaki
doymamis a, B-ketona tiyolin 1,4-eklemesine takiben floreseinin spiro halka
acilmasi floresans iyilestirmesinden ve Uv-Vis spektrum degisiminden sorumludur.
Kimyasal ve spektroskopik o6zelliklerinden oturi, sondanin canli hiicre ve
organizmalardaki tiyolleri goriintiileme 6zelligi zebra baligi ve canli hiicreler ile test
edilmistir ve iglerinde gii¢lii bir floresans sergilenmistir. Bizim yaptigimiz teorik
hesaplamalar Chen ve arkadaslar1 grubunun yaptigi deneysel sonuglart dogrulamistir
[158].
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Sekil 6.2: Molekdl 1’in tiyol ile reaksiyonu.

Sekil 6.3: Molekdl 2.

Qu ve arkadaslart (2014) maleimit bazli Sekil 6.3’te gosterilen molekil 2
floresan sondasi tasarlamis ve gelistirmistir. Arastirmalart sondanin floresansinin
tiyolle reaksiyondan sonra 4 kat arttigin1 ve tiyol algilamasinda kullanilabilir
oldugunu gostermistir. Sondanin elektron eksik alken grubuna tiyolun Michael-
eklemesi emisyon artigina neden olmustur ve 393 nm’de emisyon piki gozlenmistir.
Ilgili reaksiyon mekanizmast Sekil 6.4’te gosterilmistir. Canli hiicrelerin
biogoriintiilemesi, sondanin Cys, Hcy ve GSH algilamasi i¢in kullanilabilir oldugunu
dogrulamistir. Yaptigimiz teorik hesaplamalar deneysel sonuglarla uyumlu ¢ikmistir

[159].
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Sekil 6.4: Molekul 2’nin tiyol ile reaksiyonu.

Sekil 6.5: Molekdl 3.
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Sekil 6.6: Molekdl 5.

Wang ve arkadaslar1 (2012) floresein bazli Sekil 6.5 ve Sekil 6.6’da verilen
molekil 3 ve molekil 5 sondalarmi tasarlamigtir. Molekul 3 sondanin molekiil 5
sondasinan ayiran 6zelligi, Hcy ve GSH {izerine yiiksek Cys seciligi gostermesidir.
Tiyol molekil 5’in akriloil grubuna eklendiginde ardindan bir ester bagi boliinmesi
gerceklesir ve floresein olusur. Iste bu florosein floresans artis1 ve UV-Vis spektrum
degisikliginden sorumludur. Molekiil 3 Cys i¢in belirli bir floresans artis
gosterirken, Hcy ve GSH igin Cys kadar iyi floresans artis1 géstermemistir. Buna
karsilik tek akrilat grubu tasiyan molekiil 5 her ii¢ tiyol i¢cin ayni floresans artis
gostermistir. Sonuclar molekil 3 ve Cys reaksiyonu igin stokiyometri 1:2, molekul 5
ve Cys reaksiyonu igin stokiyometri 1:1 gdstermistir. Reaksiyon mekanizmasi Sekil
6.7°de verilmistir. Molekul 5’e kiyasla molekiil 3’in Cys karst Hcy ve GSH fizerine
yiiksek seciciligi, molekiil 3 ve Cys arasindaki reaksiyondaki ¢ift ekleme-bdllinme

islemi ile iliskilendirilmistir [160].
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Sekil 6.7: Molekul 3 ve molekiil 5%in tiyol ile reaksiyonu.

HaN N \

Sekil 6.8: Molekiil 4.

Maleimit bazli kapali-acik floresan sondasi tiyol algilamasi i¢in Zhang ve
arkadaslar1 (2014) tarafindan tasarlanmis ve sentezlenmistir. Binaftalin floroforu ve
maleimit baglayict grup igeren bu sonda Sekil 6.8’de gdsterilmektedir. Molekul 4
tiyol igeren Cys, Hcy, GSH amino asitlerine kars1 yiiksek secicilik ve hassasiyet
gostermistir ve 20 kat floresans artis1 gozlenmistir. Cys maleimit grubunun C=C g¢ift

bag ile reaksiyona girdiginde binaftalin kismindan maleimit grubuna olan ICT
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islemi bloke edilir ve sonu¢ olarak Cys ile molekil 4 giiclii bir yesil floresans
gosterir. Bu molekiiliin reaksiyon mekanizmasi Sekil 6.9°da gosterilmistir. 1H NMR
ve kiitle spektrometresi calismalart bu mekanizmayr dogrulamistir. Zhang ve
arkadaslar1 deneysel ¢alismalar1 ve bizim teorik hesaplamalar molekiil 4’iin canh

hiicrelerde tiyolleri algilamasi igin kullanilabilir oldugunu gostermistir [161].

O ; O ;
Cys
HoN N \ — HoN N COH
. /T/
O ) O 0 -

Sekil 6.9: Molekiil 4’in tiyol ile reaksiyonu.

Calistigimiz bu bes molekillere Sekil 6.10°da gosterilen Cys baglanmis ve
optimizayonu yogunluk fonksiyonel teorisi DFT metodu ile B3LYP fonksiyoneli
seviyesinde B3LYP/6-31G(d) temel kiimesi kullanarak yapilmistir. Asagida 1, 2, 4

molekdilleri i¢in molekil-Cys optimize olmus yapilart verilmistir.

SH OH

NH,

Sekil 6.10: Sistein.
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Sekil 6.11: Molekdl 1-Cys’in optimize olmus yapisi.

Sekil 6.11°de gosterilen yapt Molekul 1’e Cys eklendikten sonra optimize
olmus molekiil yapisidir. Molekil 1 ve Cys pargasi arasidaki S-C bag uzunlugu 1.88
A, C-S-C bag acis1 ise 104° olarak hesaplanmistir. Molekiil 1’e Cys eklendiginde
floresein pargasinin spiro halka agilmasi gergeklesir, sonucunda hem bag uzunluklari
ve hem de bag agilar1 degisir. Siklopentanon ve floresein pargasi arasindaki C-C-C

bag acist 116.3° olarak degismistir.
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Sekil 6.12: Molekil 2-Cys’nin optimize olmus yapisi.

Molekil 2’ye tiyol eklendikten sonraki yapisi Sekil 6.12°de verilmistir.
Molekiil 2 ile Cys parcasi aras1 S-C bag uzunlugu 1.84 A, C-S-C bag agis1 ise 39.80°
olarak hesaplanmistir. Maleimit parcasi ile Cys arasindaki S-C-C bag acis1 75.20°

olarak bulunmustur.

Sekil 6.13: Molekiil 4-Cys’nin optimize olmus yapisi.

Molekil 4’e¢ Cys eklendikten sonraki yapisi Sekil 6.13’de verilmistir. Cys

pargas1 ve Molekiil 4 aras1 S-C bag uzunlugu 1.85 A, C-S-C bag agis1 ise 100.30°
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olarak hesaplanmistir. Maleimit parcasi ile Cys parcasi arasindaki S-C-C bag agisi
110.67° olarak bulunmustur.

Molekdil 3 ve 5 i¢in yukarida bahsettigimiz gibi diger molekiillerden farkli
olarak, floresans 6zelligi gosteren molekiil floreseindir ve yapisi Sekil 6.14’da

verilmigtir.

Sekil 6.14: Florosein.

1-Cys, 2-Cys, 4-Cys molekillerin ve floroseinin siirlt orbitalleri agagidaki

sekillerde verilmistir.
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HOMO LUMO

Sekil 6.15: Molekil 1-Cys i¢in hesaplanmis molekiiler orbitaller.

Molekil 1-Cys’in HOMO orbitalleri nerdeyse tim konjuge molekiiliin {izerine

yayilirken, LUMO orbitalleri florosein parcasinda yerlesmistir.
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Sekil 6.16: Molekil 2-Cys i¢in hesaplanmis molekiiler orbitaller.

Sekil 6.16’da goriildiigii gibi Molekiil 2-Cys’nin HOMO orbitalleri 1,8-
naftoikpiridindion parcasinda yerlesirken, LUMO orbitalleri maleimit ve Cys

parcalarinda yerlesmislerdir.
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LUMO

Sekil 6.17: Molekiil 4-Cys igin hesaplanmis molekiiler orbitaller.

Molekul 4-Cys molekdlinin hem HOMO hem de LUMO orbitalleri binaftalin
parcast lizerindedir. HOMO orbitalleri maleimit halkasina uzakta yerlesmistir,
LUMO orbitalleri ise maleimit halkasina yakin olan binaftalin parcasinda

yerlesmistir.
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Sekil 6.18: Floroseinin hesaplanmis molekiiler orbitalleri.

Sekil 6.18’de goriildiigii gibi florosein molekiiliiniin HOMO LUMO orbitalleri
nerdeyse tiim molekiil lizerine yayilmis durumdadir.

Tablo 6.1°de gosterildigi gibi, en iyi sonu¢ molekil 2 igin verilmistir deneysel
sonuca ¢ok yakindir. Deneysel sonugtan daha biiyiilk sapma gosteren 1 ve 3-5
molekiillerinin farkli fonksiyonel ve temel kiime ile yapilan hesaplamalari

asagidadir. Her iki molekiil i¢in de farkli solvent etkileri uygulanmistir.
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Tablo 6.1: Hesaplanan absorpsiyon dalgaboyu Aab (eVV/nm), ¢alisilan florojenik
molekiil+biyotiyol bilesiklerinin ana konfigiirasyon ve osilator giicii ().

Molekdl | Temel kiime Deneysel | Aab (eV/nm) | f Konfiglirasyon

1 B3LYP/6- 485 3,23/383,43 | 0,0641 H—L+3 (70%)
31G(d) (S4)

2 B3LYP/6- 310 3,98/311,24 | 0,2887 H-1-L (67%)
31G(d) (S4)

3-5 B3LYP/6- 490 3,03/409,54 | 0,2439 H—L (52%)
311++G(d,p) (S3)

4 B3LYP/6- 285 3,76/329,54 | 0,1869 H—L+1 (68%)
31+G(d) (S2)

5 478

Tablo 6.1’de molekiile sisteinin baglanmis yapilar ile hesaplamali yontem

sonuglar1 verilmektedir. Gegislerin izinli oldugu yiiksek rakamli osilatér guciinden

anlasiliyor. Ancak molekiillere sistein baglanmadiginda bu gegislerin yasak

oldugunu, dolayisiyla osilator giiglerinin diisiik oldugunu biliyoruz. Bunu Tablo

6.2’den de gorebiliriz.

Tablo 6.2: Cys’siz molekiillerin absorpsiyon osilator giicleri (f) ve A absorpsiyon

dalgaboylari.
Haller | Molekul 1 | Molekdl 2 Molekil 3 Molekdl 4 Molekdl 5
S1 f=0,0296 f=0,0001 f=0,0219 f=0,0007 f=0,009
A=416,2 nm | A=370,5nm | A=308,7 nm | A=816,3nm | A=298,4 nm
S2 f=0,3734 f=0,0033 f=0,0017 f=0,0007 f=0,0380
A=395,7nm | A=348,1nm | A=306,7 nm | A=489,4nm | A=296,2 nm
S3 f=0,0230 f=0,1987 f=0,0024 f=0,0006 f=0,0286
A=354,7nm | A=327,4nm | A=295,8 nm | A=413,6 nm | A=284,7 nm
S4 f=0,0243 f=0,0001 f=0,1530 f=0,5837 f=0,0052
A=342,2nm | A=3239nm | A=279,4nm | A=396,5nm | A=280,1 nm

Tablo 6.2°de sisteinsiz molekdllerin osilator guglerinin sisteinli molekillere

kiyasla daha diisiik oldugunu gorebiliyoruz. Molekiil 2, 3 ve 5 icin osilator gucleri
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her gecis icin diisiiktiir, yani gecisler yasaktir. Molekiil 1 i¢in 2. uyarilmis hal osilator
guicu oldukca yiksek ¢ikmigtir, bu sonug 2. uyarilmis halin emisyon hali oldugunu
bize gosteriyor, ancak emisyon radyatif olmayan bir sekilde ilerliyor. Molekdl 4 icin

ayni sekilde emisyon radyatif degildir.

Tablo 6.3: Molekul 1 i¢in farkli solvent etkileri kullanarak farkli temel kiime
seviyelerinde farkli fonksiyoneller ile hesaplamalar (Amax deneysel = 485nm).

Fonksiyonel Temel kiime Amax (nm)
B3LYP 6-31G(d) 390
B3LYP (asetonitril) 6-311+G(d,2p) 334
B3LYP (water) 6-311+G(d,2p) 335
WB97XD 6-311++G(d,p) 390
UCAM-B3LYP (water) 6-311++G(d,p) 392
MO62X 6-311++G(d,p) 394
UB3LYP 6-311++G(d,p) 436
UB3LYP(gaz) 6-311++G(d,p) 495

Tablo 6.3’te gosterildigi gibi deneysel veriye en yakin sonucu UB3LYP
fonksiyoneli 6-311++G(d,p) temel kiimesi vermistir.

Tablo 6.4. Molekil 3-5 igin (Aden=490nm) B3LYP/6-311++G(d,p) temel kiime
seviyesinde solvent etkisi ile hesaplanan sonuclar.

Fonksiyon | Solvent Aab f Konfiglrasyon

el (eV/nm)

B3LYP Gaz 3,03/409,54 | 0,2439 | H—L (52%)

B3LYP Etanol-Fosfat 2,59/479,28 | 0,1467 | H—L (56%)
tamponu

Burada solventin eklenmesiyle hesaplanan sonucun deneysel sonuca daha ¢ok

yaklastigin1 gorebiliyoruz.
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Tablo 6.5: Farkli temel kiimeler ile Aab(nm)absorpsiyon hesaplamalari.

Molekdiller 6-31+G(d,p,) 6-311G(d,p) 6-311G(2d,2p)
1 393,41 388,39 388,89
2 336,95 333,61 334,64
4 329,54 325,33 326,78

Farkli temel kiimeleri kullanilmasina ragmen sonuglar arasinda ¢ok bir fark

olmadigimi gézlemledik.

Tablo 6.6: Molekiillerin Aem (nm) emisyon hesaplamalari.

l(Aden= |2(Aden= 3-5(Aden=|4 (A den =
520nm) 393nm) 515nm) 420nm)
Fonksiyonel | Temel kiime
B3LYP 6-31G(d) 369 398
B3LYP 6- 529
311+G(d,p)
B3LYP 6- 398
311+G(d,2p)
UB3LYP 6- 523
311++G(d,p)

Tablo 6.6’da sonuglardan gorildiigi gibi deneysel verilerden ¢ok sapma
gozlenmemistir. Hesaplamali kimya sonuglariyla deneysel sonuglar ortiismektedir.

Bu c¢alismada floresans sensdrlerin reaksiyon mekanizmalar1t DFT ve TD-DFT
hesaplamalar1 ile incelenmistir. Deneysel sonuglara yakin sonuglar bulmamiz
hesaplamali metotlarin floresans sensorlerin  mekanizmalarin1  inceleme  ve
aydinlatma, ve yeni sensorlerin tasarimi i¢in kullanabilir oldugunu gdsteriyor. TD-
DFT yontemleri ile dnceden floresans sonda yapisi tahmin edilerek tasarlanabilir.
Floroforlarin fotofiziksel ozellikleri iizerine yapilan bu arastirma ve floresans
molekiil sondalarin rasyonel tasarimindaki DFT-TDDFT hesaplamalarinin basarili
uygulamasi onceden belirlenmis fotofiziksel 6zelliklere sahip yeni floroforlarin ve
sondalarin gelistirilmesi i¢in son zamanlarda c¢ok biiylik bir ilgi goriiyor. Bu

caligmada verilen teorik bilgiler biyolojik uygulamalarindaki floresans sondalar i¢in
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kullanilan florosein ve maleimit bazli kromoforlarin tasarimi i¢in ¢ok faydali olur.
Ozetlemek gerekirse, algilama mekanizmasinin belirlenmesi, yeni floresans

sensOrlerinin tasarimi i¢in yararli olacaktir.
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