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OZET

FLAVOENZIMLERDEKiI FLAVIN OKSIDASYONU MEKANiIZMASININ
HESAPSAL MODELLENMESI

Flavoproteinler viicutta indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlar1, molekiiler oksijenin
aktivasyonu, 1sik emisyonu, fotosentez, bitki fototropizmasi, DNA tamiri ve biyolojik
saatin ayarlanmasi gibi bir¢ok Onemli kimyasal reaksiyonu katalizleyen, aktif
bolgelerinde riboflavin bulunduran enzimlerdir. Riboflavin enzimin aktif bolgesinde
flavin adenin diniikleotit (FAD) ve flavin mononiikleotit (FMN) olarak bulunabilir.
Flavoproteinlerde ¢esitli enzim mekanizmalari sonucu kataliz sirasinda FAD
indirgenmektedir. Indirgenmis flavin asagidaki reaksiyona gdre molekiiler oksijenle

reaksiyona girerek tekrar oksitlenir ve enzim tekrar aktif hale gelir.
E-FADH, + O, — E-FAD + H,0,

Reaksiyon sonunda olusan hidrojenperoksit bir reaktif oksijen tiiriidiir ve oksidatif
strese neden olmaktadir. Oksidatif stres, hiicre yaslanmasina hatta hiicre 6liimiine sebep
olabilecek 6nemli bir sorundur. Bu nedenle reaksiyonun aydinlatilmasi biiyliik 6nem
tasimaktadir. Literatiirde flavinin reaksidasyon mekanizmast bazi enzimlerle

calisilmistir ve son yillarda s6z konusu reaksiyon ile ilgili ¢alismalar hizla artmaktadir.

Bu tez g¢aligmasinda herhangi bir enzime bagli kalmadan flavinin tam indirgenmis
formu (FADH,) ve molekiiler oksijen arasindaki reaksiyon modellenmistir. Onerilen
mekanizmalardaki tiim yapilar gaz fazinda, yogunluk fonksiyoneli teorisi (YFT) MOG6-
2X/6-31+G(d,p) ve UMO06-2X/6-31+G(d,p) yontemi ile optimize edilmistir ve Gibbs
serbest enerjileri hesaplanmistir. Relatif enerjiler ve optimize yapilar potansiyel enerji
ylizeyinde gosterilmistir. Flavinin Si ve re-yiiziinden triplet, singlet ve agik kabuk
singlet olmak iizere yedi mekanizma modellenmistir. Daha sonra re-yliziinden
modellenen ii¢ mekanizma spin doniisiim noktas1 olup olmadig1 arastirilmak iizere ayni
potansiyel enerji yiizeyinde cakistirilmistir. Onerdigimiz mekanizmaya gore agik kabuk
enerji yiizeyinde FADH....OOH biradikal araiiriinii olustuktan sonra triplet-singlet spin
dontisiim noktas1 gézlenmistir. Reaksiyon triplet FAD....O2 kompleksiyle baslayarak
triplet FADH....OOH radikal ara iirliniinii olusturur ve bu ara {iriin acik kabuk singlet

biradikal hale gecer. Daha sonra agik kabuk singlet biradikal enerji yiizeyi ile kapali



kabuk singlet enerji ylizeyi ¢akisarak kovalent bagli, kararli FADH-OOH ara iiriinii
olusur. Reaksiyon 25.2 kkal/mol aktivasyon enerjili hiz belirleme adiminda OOH’in
FADH’tan hidrojeni almasiyla biter. Sonu¢ olarak bizim Onerdigimiz mekanizma bu
reaksiyonun herhangi bir enzim olmadan da gergeklesebilecegini kanitlamaktadir. Bu
mekanizmanin detaylarinin anlasilmasi1 oksidatif stres ve norodejenerasyon hakkinda

gelecekteki terapotik yaklagimlarin tasarimina yardimer olabilir.

Aralik, 2017 Ilke DEMIR



ABSTRACT

COMPUTATIONAL MODELLING OF THE FLAVIN OXIDATION
MECHANISM IN FLAVOENZYMES

Flavoproteins are enzymes that contain riboflavin in their active sites and catalyze very
important reactions in the living systems such as oxidation-reduction reactions,
activation of molecular oxygen, light emission, photosynthesis, phototrophism, DNA
repair and circadian rhythm regulation. Riboflavin can be found in the active sites of
flavoproteins as flavin adenin dinucleotide (FAD) and flavin mononucleotide (FMN).
As a result of various enzyme mechanisms in the flavoproteins, FAD is reduced during
the catalysis. Reduced flavin is reoxidized by reacting with molecular oxygen according

to the following reaction and the enzyme becomes active again.
E-FADH; + O, — E-FAD + H,0,

Hydrogen peroxide formed at the end of the reaction is a reactive oxygen species which
causes oxidative stress. Oxidative stress is an important problem that can lead to cell
damage and even cell death. For this reason, elucidating the mechanism of this reaction
is very important. The mechanism of flavin reoxidation in several enzymes has been
studied in the literatiire and studies about this reaction are increasing rapidly in recent

years.

In this study, the reaction between fully reduced form of flavin (FADH,) and molecular
oxygen is modeled in gas phase regardless of any enzyme. All the structures in
proposed mechanisms were optimized with the density fuctional theory (DFT) MO06-
2X/6-31+G(d,p) and UMO06-2X/6-31+G(d,p) method and Gibbs free energies were
calculated. Relative energies and optimized structures were shown on the potential
energy surfaces. Seven mechanisms have been modeled on flavin si and re-faces as
triplet, singlet and singlet biradical. Since this reaction involves a spin-forbidden change
from triplet to singlet, three of the mechanisms modelled on re-face were superposed on
the same potential energy surface to search for the possibility of any spin-crossing
point. We propose that a triplet-singlet spin crossing point has been observed in the
open shell potential energy surface after the formation of FADH....OOH biradical

intermediate. Reaction starts with triplet FAD....O2 complex which is converted to

Vi



triplet FADH....OOH intermediate and then it crosses with open shell singlet state
somewhere near the singlet FADH....OOH biradical intermediate. Afterwards, the open
shell singlet surface crosses with the closed shell surface and the stable FADH-OOH
covalent intermediate forms. The reaction is finalized at the rate-determining step with
25.2 kcal/mol activation energy while OOH abstracts the second hydrogen from FADH.
As a result, our proposed mechanism confirms that this reaction can even occur
nonenzymatically. Understanding the details of the mechanism may help to design

future therapeutic approaches about oxidative stress and neurodegeneration.

December, 2017 ilke DEMIR
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YENILIK BEYANI

Literatiirde flavoproteinlerdeki indirgenmis flavinin geri oksidasyonu reaksiyonu ig¢in
hesapsal olarak c¢alisilmis sinirli sayida kaynak mevcuttur. Bu konudaki caligmalar
glikoz oksidaz, monoamin oksidaz, aril-alkol oksidaz, pirosinaz 2-oksidaz, p-
hidroksifenilasetat 3-hidroksilaz gibi belirli enzimlerle kisithdir. Hesaplamalar
genellikle enzimin re-yiiziinden flavinin yari indirgenmis formu (FADH) ile yapilmis
olup tepkimenin tiim basamaklarini kapsamamaktadir. S6z konusu ¢aligmalara ragmen
bu reaksiyonun mekanizmasi hala tam olarak aydinlatilamamistir. Bu tez ¢alismasinda
ise, literatiirden farkli olarak herhangi bir enzime bagli kalmadan, sadece flavinin
timiyle indirgenmis formu (FADH;) ve molekiiler oksijen arasindaki mekanizma ilk
kez tiim basamaklartyla detayli olarak modellenmistir. Cesitli mekanizmalar i¢in kapali
kabuk singlet, agik kabuk triplet ve singlet biradikal potansiyel enerji yiizeyleri elde
edilmistir. Flavinin si-yiiziinden de singlet ve triplet olmak fiizere ii¢ mekanizma
modellenmis ve bu mekanizmalar detayli olarak incelenmistir. Sonug olarak flavinin re-
yiiziinden enzimsiz gerceklesebilen, oda sartlarinda olasi, ti¢g-mekanizmali spin-

doniistimlii bir mekanizma onerilmistir.

Aralik, 2017 Prof.Dr. Safiye ERDEM Ilke DEMIR
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SEMBOLLER

E : Enerji

G : Gibbs Serbest Enerjisi
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B : Beta Spin Orbitali



KISALTMALAR

AAO : Aril-alkol Oksidaz

Asn - Asparjin

C, : p-Hidroksifenilasetat 3-Hidroksilaz enziminin oksijenaz pargasi
CoA : Koenzim A
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: Protein Data Bank
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1. GIRIS
1.1. Giris ve Amag

Flavoproteinler viicutta birgok dnemli kimyasal reaksiyonun gerceklesmesini saglayan
aktif bolgelerinde riboflavin bulunduran enzimlerdir (Massey, 2000; Mack ve Grill,
2006). Riboflavin enzimin aktif bolgesinde flavin adenin diniikleotit (FAD) ve flavin
mononiikleotit (FMN) olarak bulunabilir. Flavinlerin viicuttaki indirgenme ve
yiikseltgenme reaksiyonlarini katalizlemesi FAD yapisindaki izoalloksazin halkasinin
yiiksek konjugasyon 6zelligi sayesinde gerceklesir (Abbas ve Sibirny, 2011; Macheroux
ve ark., 2011). Flavinin ii¢ tane oksidasyon formu vardir. Bunlar okside formu (FAD),
semikinon formu (FADH") ve indirgenmis formudur (FADH>) (Silverman ve Holladay,
2014).

E-FADH; + O, — E-FAD + H,0, flavoproteinlerdeki bu reaksiyon ¢esitli enzim
mekanizmalart sonucu olusan indirgenmis flavinin molekiiler oksijenle reaksiyona
girerek tekrar oksitlenmesi reaksiyonudur. Bu reaksiyon biitiin flavoproteinlerin ¢aligma
mekanizmalarindaki son adimdir. Bu reaksiyonda enzim mekanizmalari sonunda olusan
FADH, tekrar FAD haline gecgerek enzimdeki aktivitesine devam eder. Reaksiyon
sonucu olusan diger iiriin hidrojenperoksit bir reaktif oksijen tiiriidiir (ROT). ROT lar
oksijenin reaksiyonlar1 sonucu olusan ve yiiksek reaktiviteleri nedeniyle birgok
reaksiyona girerek hiicrenin yapisini bozan bilesiklerdir (Pryor ve ark., 2006).
Hidrojenperoksit cesitli reaksiyonlara girerek diger reaktif oksijen bilesiklerinin
olusumuna da sebep olmaktadir (Walling, 1975; Koppenol, 2001).

Hiicrede ROT'larin artmasiyla antioksidanlar ve ROT'lar arasindaki denge bozularak
oksidatif stres meydana gelir. Oksidatif stres sonucu hiicre yapilar1 bozulur, hiicrede
yaslanma veya hiicre 6liimii goriiliir. Bunun sonucu olarak viicuttaki bircok organ hasar

goriir ve ¢esitli hastaliklar meydana gelir (Hepel ve Andreescu, 2015).

Indirgenmis flavinin molekiiler oksijenle geri yiikseltilmesi mekanizmasmin,
flavoproteinlerdeki islevi ve olusturdugu {irlinler nedeniyle Onemi biiyiiktiir. Bu
reaksiyonla ilgili ¢caligmalar son yillarda hizla artmasina ragmen mekanizmasi hala tam
olarak anlasgilamamistir. Literatiirde ¢esitli enzimlerle bu mekanizma deneysel ve teorik

olarak calisilmistir. Deneysel verilerde, spektroskopik yontemlerle oksidaz gibi bazi



enzimlerde herhangi bir ara iriin gozlenmedigi, monooksijenazlarda ve P20
enzimlerinde ise flavin halkasinin C(4a) konumuna bagli bir ara iriin gozlendigi
bildirilmistir (Massey, 1994; Bruice, 1984; Mattevi, 2006; Sucharitakul ve ark., 2008).
Ayrica teorik olarak bu reaksiyonun spin doniisiimlii bir reaksiyon oldugu bilinmektedir

(Prabhakar ve ark., 2002 ).

Bu tez ¢aligmasinin amaci herhangi bir enzime bagli kalmadan flavinin tam indirgenmis
formu (FADH;) ve molekiiler oksijen arasindaki temel mekanizmayr yogunluk
fonksiyoneli teorisi ile modelleyerek herhangi bir ¢evresel etki olmaksizin bu
tepkimenin ger¢eklesme olasiligini aragtirmaktir. Bu amaca ulasmak i¢in asagidaki

incelemeler hedeflenmistir:

1. Mekanizmanin flavinin Si ve re-yiizlerinden hangisinden daha kolay

gerceklestiginin arastirilmasi.

2. Deneysel ve teorik veriler goz 6niine alinarak flavine kovalent bagli herhangi bir
triiniin olusup olusmadigi. Diger bir deyisle, mekanizmanin tek basamakli mi

yoksa ¢ok basamakli m1 oldugunun arastirilmasi.

3. Mekanizmanin triplet, acik kabuk singlet ve kapali kabuk singlet olmak {izere

hangi enerji yilizeylerinden ilerledigi.

4. Literatiirdeki bazi kaynaklarda anlatilanlar gibi spin doniisiimlii olarak

gerceklesip gerceklesmedigi.

5. Mekanizmalarin aktivasyon enerji engelleri hesaplanarak tepkimenin en olasi

gidis yolunun belirlenmesi.
1.2. Genel Bilgiler
1.2.1. Flavoproteinler

Flavoproteinler bir niikleik asit tlirevi olan riboflavin [7,8-dimetil-10-(1’-D-ribitil)
izoalloksazin, vitamin B2] igeren enzimlerdir. Riboflavinin, flavin adenin diniikleotit
(FAD) ve flavin mononiikleotit (FMN) olmak iizere biyolojik aktif formlar1 vardir. Bu
niikleotitler enzimlere baglanarak flavoproteinleri olustururlar (Abbas ve Sibirny, 2011).
200'den fazla flavoprotein bilinmektedir ve 40'dan fazlasi insan organizmasinda

bulunur. Cok farkli biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizledikleri i¢in dnemleri biyiiktiir.



Flavoproteinler; elektron tasima isleminde, enzim iglevlerini kontrol eden proseslerde,
hidroksilasyon ve oksidasyon reaksiyonlar1 i¢in molekiiler oksijenin aktivasyonunda,
cesitli  substratlarin  dehidrojenasyon ve hidrojenasyonunda, 1sik emisyonu
(biyoliiminesans), fotosentez, bitki fototropizmasi, DNA tamiri ve biyolojik saatlerin

diizenlenmesinde  yer alirlar (Massey, 2000; Mack ve Grill,  2006).
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Sekil 1.1. (LF) Lumiflavin, (RF) Riboflavin, (FMN) Flavin mononiikleotit, (FAD)

Flavin adenin dintikleotit.

Cogu flavoenzimde FAD ve nadiren FMN enzime kovalent olmayan sekilde baglidir
(%90). Flavoproteinlerin sadece % 5-10'unda kovalent bagli FAD bulunur, ancak bu
enzimlerin daha giiglii bir redox Ozellikleri vardir (Lienhart ve ark., 2013). Kovalent
baglanma otomatik oksidasyonun bir sonucu olarak, flavin halka sisteminin 8 konumu
ve 6 konumu ile bir histidin ve bir sistein kalintisinin tiol grubu arasinda meydana gelir
(Abbas ve Sibirny, 2011).

Flavoenzimlerin ¢ogunlugu oksidorediiktazdir (%91). Geri kalan kismimi ise

transferazlar (%4.3), liyazlar (%2.9), izomerazlar (%]1.4) ve ligazlar (%0.4) olusturur.



Oksidoretiiktazlardaki en biiylik ti¢ grup; EC 1.1.4'deki monooksijenazlar ve
hidroksilazlar, EC 1.1°deki CH-OH grubunu oksitleyen enzimler ve EC 1.1.3’deki CH-
CH grubunu oksitleyen enzimlerdir. Flavoproteinlerde kofaktor olarak FAD (298
protein) FMN’e (98 protein) gore daha fazla bulunur. Riboflavin, riboflavin kinaz harig
herhangi bir enzimde aktif olarak kullanilmaz, ancak bazi organizmalarda kofaktdr bu
sekilde saklanir (6rnegin tavuk yumurtalarinda proteine riboflavin baghdir) ya da
memeliler gibi vitamin B2 sentezi yapamayan organizmalar, difiizyon yoluyla
besinlerden alinmasi i¢in riboflavin spesifik tasiyicilarr kullanirlar (Macheroux ve ark.,
2011).

Literatiirde flavoproteinlere ait ilk ¢alisma 1879 yilina dayanmaktadir. Bu ¢alismada A.
Wiynter Blyth tarafindan inek siitii bilesimini arastirirken parlak sar1 bir pigment izole
edilmistir ve buna laktokrom adi verilmistir. Simdilerde flavin olarak bilinmektedir.
1920’lerde ve 1930'larin basinda bu parlak yesilimsi fliioresansli sar1 pigment gesitli
kaynaklardan izole edilmis ve B vitamini kompleksinin bir bileseni oldugu anlasilmistir.
Daha sonra yapisi 1934 yilinda Richard Kuhn ve Paul Karrer tarafindan ayni anda
belirlenmis ve riboflavin adim1 almistir. Bu ¢alismadan kisa bir siire sonra Hugo
Theorell ve arkadaglari ise flavin monontikleotitin (FMN) yapisini belirlemis, proteinde
katalitik olarak aktif olanin riboflavin degil flavin mononiikleotit (FMN) oldugunu
sOylemislerdir. Birka¢ yil sonra Hans Krebs bir flavoprotein olan D-amino asit oksidazi
(DAAO) kesfetmis ve 1938°de Warburg ve Christian bu enzimde flavinin yapisinin
FMN ile aynt olmadigmn saptamislardir. DAAO iizerinde daha sonra yapilan
caligmalarda Todd ve grubu 1954’te enzimdeki grubun ikinci bir flavin formu olan

flavin adenin dintikleotit (FAD) oldugunu kanitlamiglardir (Massey, 2000).
1.2.1.1. Flavin koenzimleri

Flavinin aktif formlar1 flavin mononiikleotit (FMN) ve flavin adenin diniikleotittir
(FAD). Flavinin aktivite gosteren kismi yiiksek konjugasyona sahip olan izoalloksazin
trisiklik halka sistemidir. Bu 6zelligi sayesinde elektron akseptorii 6zelligi gosterir ve
redoks reaksiyonlarindan sorumludur. Flavin ayni anda bir veya iki elektron kabul
edebilir (Walsh, 1980) . Flavinin ii¢ tane oksidasyon formu vardir. Bunlar okside formu
(FAD), semikinon yani yari1 indirgenmis formu (FADH") ve indirgenmis formudur

(FADH,). Okside flavine 2H" ve 2e” eklenerek indirgenmis flavin, bu yapidan 1H" ve



le— alinarak flavinin yar1 indirgenmis formu olan semikinon yapist veya semikinon
yapisindan 1H" ve le— eksiltilerek tekrar oksitlenmis flavin elde edilebilir (sekil 1.2)
(Miura, 2001; Silverman ve Holladay, 2014).
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Sekil 1.2. izoalloksazin halkasmin okside, semikinon ve indirgenmis formlari.

Izoalloksazin halka yapisinin kimyasal 6zellikleri, ii¢ halka sisteminin &zelliklerini
gosterir. Primindin kismi ksilen halkasina gore elektron bakimindan daha fakirdir.
Ksilen halkasinda C(8)-CHj3 ve ardindan C(6) pozisyonlari reaktivite gostermektedir.
Bu iki halka arasinda pirazin halkas1 koprii kurar ve flavinlerin kimyasal reaksiyonlar
cogunlukla bu boélgede olur. Pirazinin N(5) ve C(4a) kisimlar1 reaksiyonlarda en etkili
kisimlardir  ve eleltrofilik karaktere sahiplerdir. Niikleofilik ve fotokimyasal
reaksiyonlar i¢in uygun yerlerdir. Pirimidin halkas1 hidrofilik 6zelliktedir ve hem dondr
hem de alict olarak hidrojen baglama etkilesimlerine ugrayabilir. Ksilen pargasi ise
hidrofobiktir ve proteinlerde aromatik aminoasit yan zincirleri ile y1gilmanin haricinde
spesifik etkilesimlere girdigi heniiz kesfedilmemistir. Izoalloksazin halkasina farkli
yerlerden siibstitlientler baglanabilir bu durum hem ksilen hem de pirazin halkalarinda
gozlemlenir (Macheroux ve ark., 2005; Ghisla ve Edmondson, 2014). Flavinlerin redoks

potansiyelleri kovalent bagli ve kovalent bagi olmadan bulundugu enzimlerde aktif



bolgedeki etkilesimlere gore veya farkli PH derecelerine gore de degisim gosterebilir

(Bhattacharyya ve ark., 2007).

Izoalloksazin halkas1 farkli oksidasyon derecelerinde farkli 6zellikler gdstermektedir.
FAD yapisinda aromatiklik goriiliirken FADH;'de goriinmez. Oksitlenmis izoalloksazin
halkas1 diizlemdir ve halkadaki N(10) diizlemde uzanir. Bu merkezde 6nemli miktarda
sp’ hibritlesmesi vardir. Proteinlerin i¢indeyken diizlemden hafif sapmalar olabilecegi
gozlenmistir. Kristalografik ¢alismalarda indirgenmis flavinin egik oldugu goriilmiistiir.
Bunun nedeni; indirgenmis formunda pirazin halkasinin 8m elektron sistemiyle anti
aromatik oldugu, bu anti aromatikligi diizeltmek amaciyla da halkanin N(5)-N(10)
ekseninde egilerek kelebek veya egik konformasyona doniistiigi seklinde agiklanmaistir.
Ancak flavinin indirgenmis formu iizerine yapilan manyetik rezonans caligsmalarinda
baglanmis indirgenmis flavinin nispeten diizlemsel oldugu, bir veya iki elektron ile
indirgenmesiyle halkanin geometrisindeki degismenin fazla olmadigi gorilmiistiir.
Yapilan hesapsal calismalarda ise flavinin okside ve semikinon formunun diizlemsel
veya hafif egik, indirgenmis flavinin ise egik geometride oldugu saptanmistir (Sekil 1.3)
(Walsh ve ark., 2003; Rizzo, 2001; Ghisla ve Edmondson, 2014; Topal, 2017).
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Sekil 1.3. (a) FAD diizlemsel, (b) FADH; egik (Topal, 2017).
1.2.1.2. Redoks reaksiyonarinda flavinler

Flavinin en 6nemli 6zelligi daha 6nce de belirtildigi gibi geri doniisiimlii bir veya iki
elektron kabul ederek redoks reaksiyonlarina girme kapasitesidir. Bu reaksiyonlar genel
olarak hizhidir ve kinetik olarak kolaydir. Flavoproteinlerin ¢ogunlugu net redoks

reaksiyonu verirler. Bir flavoenzim tarafindan katalize edilen reaksiyonlar indirgeyici ve



yiikseltgeyici olan iki yar1 tepkimeyi igerir. Hemmerich ve grubunun 1977 yilinda
yaptig1 calismaya dayanarak Uluslararasi Biyokimya Birligi tarafindan flavoenzimler
verdigi redoks reaksiyonlarma gore bes gruba ayrilmistir (Hemmerich ve ark., 1977,
Eduardo ve Edwards, 2007; Abbas ve Sibirny, 2011).

1. Transhidrojenazlarda, bir organik substrattan digerine uygun hidrojen iyonlar ile

birlikte iki elektron transfer edilir.

2. Dehidrojenaz-oksidazlarda, iki elektron organik substrattan flavine geger; burada
molekiiler oksijen oksitleyici substrat olarak gorev yapar ve reaksiyon sonunda H,O,’ye

indirgenir.

3. Dehidrojenaz-monooksijenazlarda, flavin genellikle indirgenmis piridin niikleotiti ile
indirgenir ve yardimci bir substrat varliginda O, ile oksitlenir. Oksijenin bir atomu

yardimci substrata gecerken digeri H,O’ya indirgenir.

4. Dehidrojenaz-elektron transferazlarda, flavin indirgenmis bir substrattan iki elektron
transferi ile indirgenir ve daha sonra sitokromlar ve demir siilfiir proteinleri gibi

alicilarda ard arda tek elektron transferi ile yeniden oksitlenir.

5. Elektron transferazlarda, flavin tek elektron basamaklar: ile indirgenir ve tekrar tek
elektronla oksitlenir.

1.2.1.3. Net redoks degisimi olmayan reaksiyonlarda flavinler

Genel olarak flavoproteinler net redoks reaksiyonlarina girerler ancak boyle olmayan
cesitli flavoproteinlerde vardir. Bunlar dort grup altinda incelenebilir.

1. Bu gruptakiler iki elektronlu flavin kimyasina uyan N-metilglutamat sentaz ve 5-
hidroksivaleril-koenzim A (CoA) dehidratazlardir.

2. Digerleri serbest radikal kimyasini igeren korismat sentaz, DNA fotoliyaz, (6-4)
fotoliyaz, ve 4-hidroksibutiril-koenzim A (CoA) dehydratazlardir.

3. (R)-2-hidroksiasil-CoA dehidratlar, izopentenil difosfat izomeraz, ve UDP

galaktopiranoz mutaz enzimlerini igeren bu grupta flavinin rolu belirsizdir.

4. Asetohidroksiasit sentaz ve hidroksinitril liyaz enzimlerinde ise flavinler katalizlere

dogrudan karismamaktadir (Bornemann, 2002).



1.2.1.4. Is1k emisyonu ve diger reaksiyonlara giren flavinler

Flavinler fototropizm gibi proseslerde bulunabilirler. FMN bitkilerin fototropinlerinde
kofaktér olarak bulunur. Mavi 1s18a duyarli reseptorler olarak bitkilerin 151k
kaynaklarina dogru biikiilmesi tepkisinden, kloroplast hareketlerinden ve bunun gibi
birgok diger olaydan sorumludur. FMN fototropine kovalent olmayan sekilde bagh
durmaktadir. (Briggs ve Christie., 2002). FAD ve metenil tetrahidrofolat
kriptokromlarda kofaktor olarak bulunurlar. Ayrica FAD BLUF proteinlerinde kovalent
olmayan sekilde bagli durarak mavi 1s18a duyarli reseptorler olarak gorev yapar
(Gomelsky ve Klug, 2002; Lin ve ark, 1995). FMN igeren floresan proteinleri, Bacillus
subtilis ve Pseudomonas putida'min mavi 1s1k fotoreseptorlerinden iiretilmistir. Bu
proteinler ortamda oksijen olsun veya olmasin florasan etkisini gosterebilmeleri
acisindan onemlidirler (Drepper, 2007). Flavinlerin sirkadyan ritimle de yakindan ilgili
oldugu Sancar ve grubunun calismalarindan bilinmektedir (Sancar, 2000; Oztiirk ve
ark., 2011). Riboflavin ise bitkilerde hastalik direnci olusturmak i¢in gereken bir dizi
sinyal iletim yolunu aktive etmektedir (Dong ve Beer, 2000; Abbas ve Sibirny, 2011).

1.2.2. Molekiiler oksijen ve flavin ile reaksiyonlari
1.2.2.1. Molekiiler oksijen

Oksijen yasam i¢in olmazsa olmaz kaynaklardan biridir ve birgok kimyasal tepkimeye
girer. Ancak bazi oksijen tiirlerinin gec¢irdigi reaksiyonlar sonucu toksik etkilerinin
oldugu bilinmektedir. Oksijenin aktif olan diger iki tiirii singlet oksijen ve ozondur (Os3).
Ozon biyomolekiillerin havadaki oksidasyonundan sorumludur ve fotokimyasal

reaksiyonlarda radikal olmayan giiclii bir oksidandir.

Oksijen temel halde triplet olarak bulunur. triplet halindeyken (*0,) molekiiler
orbitallerinde elektronlar spinleri ayni olacak sekilde ayri ayri durmaktadir. Biradikal
singlet halde (*O,) ise elektronlar yine ayr1 orbitallerde ancak biri o digeri B olarak ters
spinde dururlar. Bu da enerji gerektirdiginden singlet oksijen triplet oksijenden 1eV (23
kcal/mol veya 94 kJ/mol) kadar daha yiiksek enerjiye sahiptir. Singlet oksijen uzun
yasam siiresine (10°-107s) sahiptir ve hizlica reaksiyona girebilir. Biitiin bunlar singlet
oksijenin kimyasal olarak triplet oksijenden daha reaktif oldugunu agiklamaktadir

(Pryor ve ark., 2006; Foote ve Clennan, 1995).



Triplet oksijen uyarilarak singlet hale gecer ve asir1 derecede reaktif oldugundan canli
organizmalarda kolaylikla reaksiyona girerek hiicreye ciddi derecede zarar verir. (Laloi

ve Havaux, 2015; Davies, 2003).
1.2.2.2. Reaktif oksijen tiirleri ve oksidatif stres

Yukarida bahsedildigi gibi molekiiler oksijenin gesitli reaksiyonlart sonucu hiicreler igin
zararli derecede reaktif olan radikaller veya bilesikler olusabilir. Bunlara reaktif oksijen
tirleri (ROT) denmektedir (Sayre ve ark., 2007). Bu yiizden singlet oksijen de bir
ROT’tur. Digerleri ise oksijenin reaksiyonu sonucu olusan bilesiklerdir. Siiperoksit
(02¢), hidroksil radikali (HOe ), hidroperoksil radikali (HOz*), peroksinitrit (OONO’)
ve hidrojen peroksit (H,O2) ROT olarak sayilirlar (Pryor ve ark., 2006).

Bu bilesiklerden H,0; indirgenmis flavinin molekiiler oksijen ile reaksiyonu sonucu
olugsmaktadir. Ayrica asagidaki reaksiyonlara gore de H,O, olusur (Wentwoth ve ark.
2001; Hayyan ve ark., 2016).

20, + 2H" — O, + H,0,
30, + 2H,0 — 2H,0, + 2°0,

H,0; bir reaktif oksijen bilesigi oldugu gibi tepkimelere girerek diger reaktif oksijen
bilesiklerini de olusturur. In vivo kosullarda kolaylikla suya karisarak hiicre igine
girebilir. Ortamda gecis metalleri oldugunda Fenton tepkimeleriyle, siiperoksit
radikalleri oldugunda Haber-Weiss tepkimeleriyle hidroksil radikalini olusturur. Bu
radikal, reaktivitesi en yiiksek olan reaktif oksijen bilesiklerinden biridir (Walling,
1975; Koppenol, 2001).

Fenton Reksiyonu:
Fe*” + H,0, — Fe™ + OH + OH»

Haber-Weiss Reaksiyonu:

H
Oy + Hy0, — O, + H,0 + OHe

Normal bir hiicrede koruyucu olarak antioksidan enzimleri, vitamin C ve E, ubikinon,
gulutatyon ve lrik asit gibi antioksidan bilesikleri bulunur. Bu antioksidan miktari ile

cesitli tepkimeler sonucu olusan reaktif radikaller denge halindedir. Hiicredeki bu



dengenin bozulmasina oksidatif stres denir. Hiicrede ROT’lar gibi yiiksek reaktivite
gosteren bilesikler arttiginda denge reaktif radikallere dogru kayar. ROT lar oksitleyici
Ozelliklerinden dolay1 hiicredeki protein, karbonhidrat, lipit ve niikleik asit yapilarina
zarar verirler. Bunun sonucunda DNA, RNA, seker tiirevleri ve membranlar zarar
gorerek hiicrede yaslanma veya hiicre olimi goriliir. Oksidatif stres beyni, kalbi,
bobrekleri, akciger ve karacigerleri, deriyi, gozleri ve daha birgok organi etkileyerek
viicutta bir¢ok rahatsizliga neden olmaktadir. Alzheimer, Parkinson, amyotrofik lateral
skleroz ve ¢oklu skleroz, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, astim, diyabet, katarakt, deride
ve sagta pigment bozulmalari ve bazi kronik hastaliklar bunlara ornektir. Hiicrede
reaktif bilesiklerin azalmasiyla denge antioksidan yoOniine kayar bu da hiicrenin
antioksidan Uretimini durdurarak savunma mekanizmasinin zayiflamasina neden olur

(Hepel ve Andreescu, 2015; Sayre ve ark., 2007; Fridovich, 2014).
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Sekil 1.4. Hiicredeki reaktif bilesikler ve antioksidan dengesi
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1.2.2.3. Flavinin oksijenle reaksiyonlari

Flavoenzimlerde flavin son oksidasyon basamaginda molekiiler oksijenle tepkimeye
girer. Flavinin son oksidasyon basamagi, E-FADH, + O, — E-FAD + H,0; seklindedir.

Bu reaksiyon sonunda flavin tekrar okside formuna donerken H,O, agiga ¢ikar.

H20, hiicreler igin zararli olan bir reaktif oksijen tiriidiir ve oksidatif strese neden

olmaktadir. Bu nedenle flavoenzimlerdeki bu adimin 6nemi biiytiiktiir.

Literatiirde farkli enzimlerle bu mekanizma c¢esitli yonleriyle c¢alisilmistir ve son
yillarda bu galismalar hizla artmaktadir. Seksen ve doksanli yillardaki Bruice ve
Massey'in Onerilerine gore bu reaksiyon ara iiriin olusturmadan veya flavine kovalent
bagli C(4a)-hidroperoksiflavin ara {rinii olusturarak ilerleyebilir. Enzimlere
bakildiginda genel olarak oksijenle reaksiyon verenler  dehidrojenazlar,
transhidrojenazlar,  transferazlar,  oksidazlar ~ve  monooksijenazlar  olarak
siiflandirilabilir. Dehidrojenaz ve transhidrojenazlarin oksijen ile yavas bir sekilde
reaksiyon verirken elektron transferazlarda reaksiyonun hizla oldugu, s6z konusu
enzimlerde herhangi bir ara iriin tespit edilmedigi, oksidazlarda ise reaksiyonun
oldukga hizli oldugu ve {iriin olarak sadece okside flavin ve hidrojenperoksidin
olustugu, herhangi bir ara iiriin olusmadig1 bilinmektedir. Ara iirlin olusmus olsa bile
reaksiyon ¢ok hizli oldugundan tekrar iirline dondigl  disiiniilmektedir.
Monooksijenazlarda ise reaksiyon sonunda oksijenin bir atomu subsrata gegerken diger
atomu da indirgenerek H,O olusturmaktadir. Biitin bu enzimlerden C(4a)-
hidroperoksiflavin ara iriinii net olarak monooksijenazlarda saptanmistir. Kovalent
bagli C(4a)-hidroperoksiflavin ara iirlinii Bruice ve grubu tarafindan 1984 yilinda
yapilan ¢alismada tanimlanmistir. (Massey, 1994; Eberlein ve Bruice, 1983; Bruice,
1984).

Daha sonraki yillarda Bruice ve Masseyin yaptig1 ¢calismalarin 1g1ginda farkli enzimlerle
deneysel ve hesapsal c¢alismalar yapilmis, flavinin bu reaksiyonu aydinlatilmaya

caligilmistir.
1.2.3. Literatiirdeki ¢calismalar ve onerilen mekanizmalar

Bu konuyla ilgili deneysel olarak yapilan bir ¢alismada p-hidroksibenzoat hidroksilaz

(PHBH) enzimi mutantlarinin hidroksilasyon reaksiyonlari incelenmistir.
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C(4a)-hidroperoksiflavin ara iiriinii spektroskopik yontemlerle gézlenmistir. Ayrica bu
ara Urliniin  olusumunun enzimin c¢alisma mekanizmasinda Onemli oldugu
belirtilmektedir. Enzim p-hidroksibenzoat’a olusan bu ara iiriin ile orto pozisyonundan
etki etmektedir (Malodonado ve ark., 2001).

Sucharitakul ve grubunun yaptigi deneysel bir ¢alismada piranoz 2-oksidaz (P20)
enzimi ile ¢alisilmis ve stopped-flow spektroskopisinde C(4a)-hidroperoksiflavin ara
iriinii tespit edilmistir. Ayrica bu ara triiniin olusmasinda flavoproteinlerde aktif
bolgedeki flavinin g¢evresindeki etkilesimlerin etkili oldugunu belirtmislerdir. Burada
kullanilan enzimde dielektirik sabiti diisiik olan bir ¢oziiciide denemeler yapilmis, bu
sayede enzimin aktif bolgesindeki hidrofobik gruplar agilarak ara iiriiniin olusumuna
firsat vermislerdir. Diger yandan, bu yazarlar, genel olarak flavinlerde enzimin aktif
bolgesine bagli olarak C(4a)'ya bagli bir ara iiriin olusarak veya herhangi bir ara iiriin

olusmadan reaksiyonun devam edebilecegini belirtmistir (Sucharitakul ve ark., 2008).

Kolin oksidaz (CO) enzimi ile yapilan bir diger deneysel ¢alismada spektroskopik
yontemlerle C(4a)'ya OH ve OOH grubu bagli olan ara tiriinler tespit edilmistir. Ayrica
kuantum mekanik yontemlerle (YFT) bu ara {irlin yapilar1 optimize edilmis, deneysel
olarak bulunan sonuglarla yapilar karsilagtirllmig ve aralarinda iyi bir korelasyon
oldugunu gozlenmistir. Bu calismada da CO enziminde C(4a)-hidroperoksiflavin
yapisinin olusabilecegi belirtilmistir (Orville ve ark., 2008).

Chenprakhon ve grubu p-hidroksifenilasetat-3-hidroksilaz (HPAH) enzimi ile galismis
ve spektroskopik yontemlerle C(4a)-hidroperoksiflavin ara {iriniiniin olustugunu
bulmuglardir. Bu ara {irliniin monooksijenaz adimi i¢in ¢ok Onemli oldugunu, ara
tirliniin enzimdeki His396 sayesinde olustugunu belirtmislerdir (Chenprakhon ve ark.,
2014).

Vibro harveyi lusiferaz enziminin aHis45 mutantlariyla yapilan deneysel bir caligmada
mutantlarin C(4a)-hidroperoksiFMNH ara {irinii olusumundaki etkileri incelenmistir.
Stopped-flow spektroskopi ile bulunan sonuglarda, baz1 mutantlarda ara tiriin olusurken
bazi mutantlarda ara iirlin olusmadigr gozlemlenmistir. Gorlilemeyen ara iiriinlerin
stoped-flow yontem igin ¢ok hizli oldugu belirtilmistir. Bazi mutantlarin C(4a)'ya
FMNH;' nin farkli yiiziinden saldirdiklar1 ve bunun da ara iirliniin reaktivitesini

etkiledigi One siiriilmiistiir. Bu ¢alismada Onerilen mekanizmada da reaksiyonun ara
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iiriin olusarak veya herhangi bir ara {iriin olusmadan ilerleyebilecegi belirtilmektedir (Li
ve ark., 1999).

C(4a)-hidroperoksiflavin  yapis1 oksidaz enzimlerinde enzimin aktif bdlgesinin
cesitliligine gore olusabilir veya olugmayabilir. Ancak monooksijenaz enzimlerinde
enzim mekanizmast bu ara {rlin olustuktan sonra devam edebildigi igin
monooksijenazlarda kesinlikle olusmaktadir (Mattevi, 2006). Ara iiriiniin olugsmasi ve
daha sonra ayrilarak reaksiyon sonunda FAD ve H,0O5 olusturabilmesi i¢in enzimin aktif
bolgesinde bulunan pozitif yiikiin 6nemli oldugu sdylenmektedir (Gadda, 2012).
Monooksijenazlarda da ara iiriin olusurken bu etkilesimler aktif bolgedeki aminoasitler
ve NADP" ile saglanabilir. Bach ve Mattevi'nin yaptig1 enzimsiz hesapsal calismada
FADH" ve O, ile C(4a)-hidroperoksiflavin ara tiriinii olusurken yapiya su, alkol, amit ve
NADP" gruplar1 eklenerek bu gruplarm olusturdugu hidrojen baglar1 ve yiiklerin ara
tirtin olusumundaki etkileri incelenmistir. S6z konusu ¢alismada da bolgede pozitif yiik

bulunmasinin reaksiyonu kolaylastirdigi belirtilmistir (Bach ve Mattevi, 2013).

Flavinin molekiiler oksijenle olan asagidaki tepkimesi triplet oksijenin singlet hale
gecmesini igerdiginden spin yasakli bir reaksiyondur. Ancak, Prabhakar ve grubu
yaptig1r hesapsal ¢alismada bu gecisin spin doniismesi ile olabilecegini teorik olarak
kanitlamistir (Prabhakar ve ark., 2002).

FADH, (1) + 02(11) — FAD(1]) + H202 (1))

Molekiiler oksijen temel halde triplet olarak bulunur. Flavin ve oksijen reaksiyona
girdiginde singlet olan flavinin molekiiler orbitallerindeki spinler zit yonlii oldugundan
triplet oksijenin n*2p orbitallerinin bos alanlarina uymazlar. Bu yilizden reaksiyonun
baslayabilmesi i¢in oksijen flavinle triplet bir radikal ¢ifti kompleksi olusturur. Daha
sonra yapt kompleks halde tripletten singlet biradikal hale geger. Bu gegisin spin-orbit
birlesmesi ile olabilecegi ispatlanmistir. Farkli enzimlere gére bu adimdan sonra C(4a)-
hidroperoksiflavin kovalent bagli ara iirlinii olusabilir veya herhangi bir ara {iriin

olmadan reaksiyon sonucu ylikseltgenmis flavin ve hidrojenperoksit olusabilir.

Prabhakar ve grubu bu reaksiyonu hesapsal olarak glikoz oksidaz (GOX) enzimiyle
denemislerdir. Hesaplamalar YFT/B3LYP/DZ(1d,1p) yontemi ile yapilmistir. Daha
sonra optimize yapilar 6-311+G(2d,2p) temel seti segilerek yine ayni yontemle

hesaplanmistir. Bu ¢alismaya gore onerilen mekanizmada ilk olarak aktif bolgede triplet
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molekiiler oksijen bulunmasiyla molekiiller arasi zayif titresimler triplet
FADH; (radikal).... 05 (radikal) kopleksini olusturacak olan ilk elektron sigramasini
baslatir (Sekil 1.5).

a) b) C)
Il 1L 1

1 T 11 4

%0, FADH, 03 +...FADHJ « 03+...FADHj*

Sekil 1.5. Molekiiler oksijen ve indirgenmis flavin molekiiler orbitallerinin sematik
gosterimi. (@) triplet molekiiler oksijen ve singlet indirgenmis flavin, b) triplet radikal

kompleks, c) singlet radikal kompleks.)

Baglangigta singlet FADH; ve triplet oksijen birleserek triplet radikal ¢iftini olusturur.
Daha sonra triplet radikal cifti singlet biradikal hale gecer ve reaksiyondaki diger
adimlar singlet gergeklesir. Bu reaksiyonda molekiiler oksijene proton transferi flavinin
N1 konumundan gergeklesir. Bu adim O3 .... H* etkilesiminden dolayr herhangi bir
aktivasyon enerjisi gerektirmez ve bu sirada baslangic kompleksi singlet halde
oldugundan herhangi bir spin doniisiimii olmaksizin reaksiyon tek adimda gerceklesir.
H,0; olusumunda molekiiler oksijen bir hidrojeni flavinin N1 konumundan, digerini
protonlanmus histidinden alir. Bdylece reaksiyon sonunda singlet FAD ve H,0; olusur.
GOX'un aktif bolgesindeki protonlanmis histidin aminoasidi sayesinde reaksiyonun
aktivasyon enerji bariyeri olduk¢a diisiiktiir (6.6 kcal/mol). Ayrica ayni calismada
flavinin N5 konumundaki hidrojenin GOX'un aktif bolgesindeki bir su molekiilii ile ¢ok
kuvvetli H-bag1 yaptig1 goriilmistiir. Bu nedenle, histidinin molekiiler oksijene proton
vermeden Once aktif bolgedeki su molekiilleri tarafindan protonlandigi 6nerilmektedir
ancak bu 6neri modellenmemistir (Prabhakar ve ark., 2002; Prabhakar ve ark., 2003).

Calisilan mekanizmanin geg¢is konumu sekil 1.6. da goriilmektedir.
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Sekil 1.6. GOX’un H,0; olusumundaki optimize edilmis ge¢is konumu. (Prabhakar ve
ark., 2003)

Prabhakar ve grubunun monoaminoksidaz B (MAO B) enzimi ile yaptig1 baska bir
hesapsal c¢alismada hesaplamalarda YFT/B3LYP/6-311+G(d,p) yontemi kullanilmis ve
FADH, nin O, ile reaksiyonu MAO B'nin aktif bdolgesindeki aminoasitlerle
incelenmistir. Burada Onerilen mekanizmada da reaksiyon spin doniisiimlii olarak
GOX'dakine benzer bir sekilde gergeklesmektedir. MAO B enziminde GOX'daki
reaksiyonun tek adimda ve diisiik enerjili olarak gergeklesmesini saglayan protonlanmig
histidin aminoasidi yerine flavin halkasinin N5 konumunun yakiinda protonlanmis
lisin aminoasidi bulunmaktadir. Flavinin N1 konumunun yakininda da su molekiilii

flavinle hidrojen bag: etkilesimi yapmis halde bulunmaktadir.

Bu mekanizmaya gore molekiiler oksijen flavinin N5 konumunun ve protonlanmis
lisinin arasma girerek triplet radikal cift olusturur. Bu basamagin aktivasyon enerji
bariyeri 7.3 kcal/mol'diir. Daha sonra bu radikal ¢ift tripletten singlete gecer. Singlete
gectikten sonra reaksiyon sonunda FAD ve H;0; olusurken molekiiler oksijen bir
hidrojenini flavinin N5 konumundan alirken digerini protonlanmis lisin aminoasidinden
alir. Bu adimin aktivasyon enerji bariyeri de protonlanmis lisin sayesinde oldukca

diisiiktiir (1.1 kcal/mol).
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Bu hesaplamalardaki optimize yapilarin N1-H bagi daha 6nceden kirilmig olarak kabul

edilmistir (Prabhakar, 2005). Gegis konumuna ait yap1 sekil 1.7. de verilmistir.

FADH

N CHs
N CHs
|
H
!
6—0

|

H

1

\

HoN
\ Lys H"
CHj;

Sekil 1.7. MAO B'nin H,0; olusum mekanizmasindaki gegis konumu yapisi

Aril-alkol oksidaz enzimi (AAO) ile yapilan hesapsal ¢alismada ilk dnce enzimin aktif
bolgesi katilmadan flavin ve O, kompleks yapilar1 hesaplanmistir. Hesaplamalarda agik
kabuk UMO06/6-31G(d,p), 6-311G(d,p), ve tek nokta enerjileri i¢in 6-311G(3df,3pd)++
temel setleri kullanilmistir. Burada kullanilan flavin N1 konumundan protonlanmamig
ve N5 konumundan protonlanmis anyonik indirgenmis flavindir (FADH)).
Hesaplamalarda flavin ve O, kompleksi triplet ve singlet olarak optimize edilmistir.
Triplet olarak hesaplanan yapida flavin ile O,'nin aralarinda bag goriilmeyerek oksijenin
flavinin iistinde durdugu, singlet hesaplamada ise oksijenin flavinin C(4a) konumuna
baglanip N5'teki hidrojeni de aldig1 C(4a)-hidroperoksiflavin ara iiriiniinii olusturdugu
gorilmiistir. Daha sonra AAO'nun aktif bolgesinde olan histidin aminoasidi yapiya
protonlanmis olarak eklenerek hesaplama yapilmig ve iiriin yapisinda oksijenin bir
protonu histidinden digerini de flavinden (N5 konumuna bagli proton) aldigi
goriilmistiir. S6z konusu iiriinde flavinin C4a konumunda kovalent bag gézlenmemistir.
Bu c¢alismalar gaz fazinda yapilmistir.  Ayni tepkimeler solvent eklenerek de
modellenmistir. Sadece flavin ve O, yapilar1 kullanildiginda gaz fazinda goriilenin

tersine singlet hesaplamalarda C(4a)-hidroperoksiflavin ara {riini  optimize
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edilememistir. Solventli ortamda histidin aminoasidi de katilarak optimizasyon
yapildiginda C(4a)-hidroperoksiflavin ara iriinii gozlenmemistir. Enzimin aktif
bolgesindeki histidin de eklenerek triplet ve singlet olarak hesaplanan reaksiyona giren
yapilar, ara iriinler ve reaksiyon sonucu olusan iiriinler ayn1 potansiyel enerji yiizeyinde
cakistirtlmistir.  Bu calismada Onerilen mekanizmaya gore, O,'nin ilk olarak
protonlanmis histidinden proton aldigir ve cakistirilmis potansiyel enerji yiizeyinden
anlasildig1 iizere bu adimin neredeyse bariyersiz oldugu gozlenmistir. Daha sonra,
*OOH radikali flavinin N5 konumundan ikinci protonu alirken spin doniisimii ile

birlikte iiriin olarak FAD ve H,0; olustugu ve bu adimin daha yiiksek enerji gerektirdigi

bulunmusgtur. Bu mekanizmada anlatilan yapilar Sekil 1.8. ve 1.9 da verilmistir

(Hernandez-Ortega ve ark., 2012).

Sekil 1.8. Reaksiyona giren triplet kompleks (solda), protonlanmis histidinden proton
alindiktan sonra olusan triplet ara {irin (ortada), reaksiyon sonucu spin doniigiimiiyle

olusan FAD ve H,O; (sagda)
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Sekil 1.9. AAO igin 6nerilen FAD oksidasyonu mekanizmas.
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Pirosinaz 2-oksidaz enzimi oksidaz olmasina ragmen C(4a)-hidroperoksiflavin
riiniiniin  gozlenebildigi bir enzimdir (Wongnate ve ark., 2011-2014). Bu enzimle
yapilan c¢alismada B3LYP yontemi, 6-31++G(d,p) ve 6-31G(d) temel setleri
kullanilmistir. Tek nokta enerjileri igin de yine ayni yontem kullanilarak 6-311+G(d,p)
temel seti segilmistir. Yapilan hesaplamalarda enzimin aktif bdlgesindeki Onemli
aminoasitler olan histidin, treonin ve asparjin de hesaplamaya katilmistir. Hesaplamada
flavinin anyonik indirgenmis hali (FADH") kullanilmistir. Daha once Onerilen
mekanizmalarda oksidazlarm singlet biradikal FADHZ (radikal)....0; (radikal) kompleksi
sonrasinda ara iirtin olusmadan FAD ve H;0O; olusturacagi, monooksijenazlarin ise
FADH; (radikal).... 05 (radikal) kompleksinden sonra C(4a)-hidroperoksiflavin ara
Uriiniinii  olusturacagt ve monooksijenasyon dongiisiine girecegi soylenmektedir.
P20’da oOnerilen mekanizmada ise flavinin N1 konumuna yakin yerde duran
protonlanmis histidin asit gibi davranarak O,'ye proton-birlesik elektron transferi igin
proton saglamaktadir. Oksijen  histidinden  protonu alirken  triplet
FADH(radikal)...OOH(radikal) kopmleksini olusturur. Bu adimdan sonra diger onerilen
mekanizmalara benzer sekilde triplet — acik kabuk singlet biradikal doniisiimii saglanir.
Acik kabuk singlet biradikal FADH(radikal)...OOH(radikal) kompleksi 0.06 kkal/mol
kadar bir enerji gerektirir. Radikal OOH flavinin C(4a) konumuna baglanarak ara iiriin
olarak singlet C(4a)-hidroperoksiflavin ara iriiniinii 10.9 kcal/mol enerji bariyerini
asarak olusturur. Bu ara iriiniin olusmasinda N5 konumundaki hidrojenin, altinda
bulunan treonin aminoasidi ile hidrojen bagi etkilesimi yapmasi dnemlidir. Reaksiyonun
ikinci adiminda ise OOH flavinin C(4a) konumundan ayrilirken N5 konumundaki
hidrojeni de almaktadir; bu adim geri doniistimsiizdiir ve 24.9 kcal/mol enerji gerektirir.
OOH radikali reaksiyona girerken flavinin iizerinde flavin halkasina paralel olarak
durmaktadir. Bu konumda aktif bolgedeki onemli aminoasitler olan histidin ve asparjin
ile hidrojen bag1 etkilesimi yaparak durur. Yalmizca 3 aminoasit ile modellenen bu
reaksiyonda, flavinin re-yiizii ve si-yiliziinden olan etkilere de bakilmis ve her iki
yiiziinden de hesaplanan enerjinin ayni oldugu sdylenmistir. Ancak, gergek enzimde Si-
yiiziinde aktif bolgedeki aminoasitler c¢ok yer kapladigi icin reaksiyon
gerceklesmemektedir. Bu calismada reaksiyonun hangi taraftan gerceklesecegi sterik
etkinin o bolgede nasil olduguyla iligkilendirilmistir. Sekil 1.10. da  Onerilen

mekanizma gosterilmistir (Wongnate ve ark., 2013).
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Sekil 1.10. P20 i¢in onerilen mekanizma

Hesapsal olarak yapilan bir diger ¢alisma p-hidroksifenilasetat 3-hidroksilaz (HPAH)
enziminin oksijenaz parcastyla (Cz) yapilmistir. Hesaplamalar gaz fazinda B3LYP
yontemiyle 6-31G(d) temel seti segilerek yapilmigtir. C; nin aktif bolgesindeki 3 dnemli
aminoasit olan serin, triptofan ve histidin hesaplamaya katilarak FADH™ ve O, ile
reaksiyonu incelenmistir. Bu ¢alismaya gore P20'dakine benzer sekilde triplet O, C,'nin
aktif bolgesindeki protonlanmis histidinden proton alarak aktiflesir ve triplet
FADH(radikal)...OOH(radikal) kompleksini olusturur. Bu asamada singlet C(4a)-
hidroperoksiflavin ara iiriinii olusmadan 6nce spin doniistimii gergekleserek agik kabuk
singlet biradikal FADH(radikal)...OOH(radikal) kompleksi olusur. ~Aktif bolgedeki
serin triptofan histidinin yaptig1 hidrojen bagi etkilesimleri OOH'in flavine paralel
durmasini sagladigindan OOH'mn C(4a) konumuna baglanmasi neredeyse enerji bariyeri
olmadan gerceklesir. Ikinci adimda ise OOH C(4a)'dan ayrilirken N5'teki hidrojeni alir.
Buradaki hidrojeni kolay alabilmesinin sebebi N5'teki hidrojenin serinle hidrojen bagi

etkilesimi yapmis olmasidir. Bu adimin aktivasyon enerjisi 17.2 kcal/mol'diir. Ayrica bu
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calismada singlet, agik kabuk singlet biradikal ve triplet yapilarin C(4a)-O arasi
mesafesi gittikge azaltilarak enerjileri ayni potansiyel enerji ylizeyinde ¢izilmistir. Buna
gore de C(4a)-O aras1 mesafe uzakken yap1 triplet haldeyken ilk 6nce agik kabuk singlet
biradikale buradan da ¢ok diisiik bir enerji bariyeriyle kapali kabul singlete gectigi
goriilmektedir. Sekil 1.11. de onerilen C, mekanizmasi goriilmektedir (Visitsatthawong
ve ark., 2015). Sekil 1.12. da ise C, ve P20 i¢in Onerilen mekanizmalar diger

mekanizmalarla karsilastirilmali olarak verilmistir.
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Sekil 1.11. C2 i¢in 6nerilen mekanizma.

20



0N
HI#NID: ¢)HPAH
H

8 0, and AH*
a)Monooksijenazlar Aop/
R 0,
(o)
" i ]ﬁji.e
HN)(\'[N 0, b)Oksidazlar 11/\[ j@(OOH
O H
CZ.FMNH';'OOH
pr m;[ il |
R
O N._N . 2
?\: O N.__N
H ON : : Y :Eji
© \oHH H* yN .
OO\H
OH

= / His548 in P20
Monooksijenasyon m/\[ ID:+H202 A= His396 in C2

Sekil 1.12. a) Monooksijenazlar i¢in Onerilen mekanizma, b) Oksidazlar i¢in 6nerilen

mekanizma, ¢c) HPAH i¢in 6nerilen mekanizma.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Materyaller

Bu tez calismasindaki kullanilan flavin yapist PDB bank'tan indirilen 2XFN kodlu
enzimin aktif bolgesinden alinip optimize edilmistir. Hesaplamalar i¢in Marmara
Universitesi Hesaplamali Kimya Laboratuarindaki linux isletim sistemli is istasyonlari
kullanilmistir. Yine bu laboratuardaki windows isletim sistemli PC bilgisayarlar verilen

isleri takip etmek i¢in kullanilmistir. Hesaplamalar Gaussian09 programinda yapilmistir

(Frisch ve ark., 2010).
2.2. Kullanilan Yontem

Bu ¢alismada modellenen mekanizmalar Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (YFT), M06-
2X/6-31+G(d,p) ve UMO06-2X/6-31+G(d,p) hesapsal yontemleri kullanilarak
modellenmigtir. Hesaplamalar tiim mekanizmalarda gaz fazinda gergeklestirilmistir.

(Truhlar ve Zhao, 2006).
2.2.1. Yogunluk fonksiyoneli teorisi (YFT)

Kimyasal sistemlerin elektronik yapilarini aydinlatmak amaciyla son yillarda
Hohenberg ve Kohn'un gelistirdigi YFT yontemi hesaplamalarda tercih edilmektedir.
YFT yonteminde dalga fonksiyonu elektron yogunluguna (p) bagli olarak gosterilir.
Toplam elektron yogunlugu iki yeni fonksiyon ile ifade edilir. Bu fonksiyonlar
yogunluk fonksiyonelleridir. EX(p) degisim terimini simgelerken E®(p) korelasyon

terimidir. YFT'de toplam enerjiyi olusturan terimler asagida gosterilmistir.
E*(p) = EX(p) + E%(p)
E" = elektronlarin hareketi sonucu olusan kinetik enerjiyi,

EV= cekirdek-elektron c¢ekimlerinin ve c¢ekirdek ciftlerinin birbirini itmesi sonucu

olusan potansiyel enerjiyi,
E’ = elektron-elektron itmesine ait terimi,

EXC = degisim ve korelasyon terimini kapsar.
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YFThin diger teorilere gore bir¢ok istiin 6zelligi vardir. Bir sistemde elektronlar
etrafindaki diger elektronlardan etkilenip birbirinden uzak dururlar bu da elektron
korelasyonu olarak tanimlanir. Hartree-Fock yontemi ¢oziimiiniin zorlugundan ve
hesaplamalarin uzun siirecek olmasindan dolay1 bu etkiyi yeterince hesaplayamaz. YFT
bu etkiyi hesaplamalarina katmaktadir ve elektron korelasyonu bu yontemle daha hassas
olarak hesaplanmaktadir. Buna ragmen YFT diger ab initio yontemlerinden daha az

bilgisayar zamani harcadigindan avantajlidir (Sar1, 2011; Topal, 2017).

Bu tez calismasinda YFT yontemlerinden son yillarda sik¢a kullanilan ve en son
gelistirilen yontemlerden biri olan M06-2X hibrit yontemi kullanilmigtir. Bu yontemin
hesaplamalara dispersiyon etkisini katmasiyla g¢esitli tepkimelerin aktivasyon

enerjilerinin tahmininde giivenilir sonuglar verdigi bilinmektedir (Zhao, 2008).
2.2.2. A¢ik kabuk ve kapali kabuk hesaplamalari

Kapali kabuk hesaplamalarinda molekiillerdeki biitiin elektronlarin ¢iftlesmis oldugu
varsayilir. Enerji hesaplanirken olusturulan molekiiler orbitaller ya iki elektronla
doludur ya da bostur. Bu nedenle bu hesaplamalarda elektron spinleri hesaba katilmaz.
Boyle kapali kabuk sistemlerde kisitlanmis Hartree-Fock (RHF) teorisi kulanilir. Bu

yontem radikal sistemlere uygulanamaz.

Agik kabuk hesaplamalar1 igin bu tezde triplet ve singlet biradikal olarak modellenen
radikal yapilarda kistlanmamis yogunluk fonksiyoneli teorisi (UYFT) kullanilmistir.
UHF veya UYFT yontemlerinde molekiiler orbitaller o ve B olmak iizere iki spin
orbitali ile temsil edilirler. Boylece sistemdeki ¢iftlesmemis her bir elektronun spin
durumu dikkate alinmig olur. (Sekil 2.1). Bu ayrimin yapilmasinin &nemi spin
polarizasyonuna izin vermesidir. Bu orbitaller birbirine ¢ok benzeseler de ayn1 olmak
zorunda degillerdir. Bu esneklik nedeniyle daha gercege yakin giivenilir sonuglar

bulunur (Erdem, 2006).
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Kapal1 kabuk (RHF) Acik Kabuk (UHF)

Sekil 2.1. Kapal1 kabuk ve acik kabuk molekiiler orbitallerin sematik olarak gdsterimi.
2.2.3. Potansiyel enerji yiizeyi ve geometri optimizasyonlari

Bir molekiiler sistemde molekiillerin yapisindaki degisiklik enerjilerinin degismesiyle
sonuglanir. Potansiyel enerji ylizeyi (PES) bu molekiillerin yapisal olarak degisimini ve
enerjilerini gosterir. Orta biyilikliikte bir molekiiliin potansiyel enerji yiizeyi
anlasilamayacak biiytikliikte oldugundan genel olarak kullanilan PES'ler iki veya fi¢
boyutlu olanlardir (Sekil 2.2).

& gecis konumu
Enerj

giwrenler

aranler

Reaksiyvon Koordinati

(@)
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Sekil 2.2. (a) iki boyutlu potansiyel enerji yiizeyi, (b) Ug boyutlu potansiyel enerji

yiizeyi.

PES'te (sekil 2.2. (b)) minimum ve maksimum noktalar oldugu goriilmektedir. Bu
noktalarin ikisine birden durgun noktalar denmektedir. Minimum noktadan
uzaklagtikga enerji her yonde artar. Minimum noktalarda molekiillerin tiim titresim
frekanslar1 gercektir ve (+) degerlerdir. PES yiizeyindeki minimum noktalarin en diisiik
enerjisi global minimum noktasidir. Gegis konumunda ise PES'te reaksiyon koordinati
hari¢ diger biitiin yonlerde gidildiginde enerji artmaktadir. Bu nedenle yalnizca tek bir

sanal (-) frekans goriiliir.

Sekil 2.2. (a)'da iki boyutlu PES'te ge¢is konumu goriilmektedir. Gegis konumu ile
baslangi¢ yapisi arasindaki enerji bu adim i¢in gereken aktivasyon enerji bariyeridir. Bu
da gecis konumu teorisine gore reaksiyon hizimi belirleyen en 6nemli faktorlerden
biridir. PES'teki ge¢is konumu ve minimum noktalar Gaussian09 programi ile
hesaplanabilir. Minimum ic¢in yapilara optimizasyon hesab1 yaptirilarak PES'te
bulunabilecekleri en diisiik enerji hesaplanmaya c¢alisilir. Gegis konumu iginse yapi
opt=noeigen anahtar sozciligli ile optimizasyon ve frekans hesab1 yapilarak hesaplanir.
Bulunan sonucglarin geg¢is konumu olup olmadigini anlamak i¢in frekanslarina
bakilmalidir. Sadece bir (-) sanal titresim veren yap1 gecis konumudur. Gegis
konumunun ilgili reaksiyona uyup uymadigmin goérmek i¢in ise yapidaki sanal

titresimin istenen baglarin kirilip olusmasini yansitip yansitmadigina bakilmalidir
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(Hratchian ve Schlegel, 2005). Singlet biradikal ge¢is yapilarinin optimizasyonu ig¢in ise
opt=noeigen ve guess=mix,always anahtar sozciikleri ile optimizasyon yapilir. Singlet
biradikal yapilarda optimize yapilar i¢in dalga fonksiyonunun kararli olup olmadigi
kontrol edilir. Bu amag i¢in tezde guess=mix,always ve stable=opt anahtar sozciikleriyle

hesaplamalar yapilmaistir.
2.2.4. IRC (i¢sel Reaksiyon Koordinat1) Hesaplamalari

Bir mekanizmanin reaksiyon koordinatindaki {iriin, giren ve gecis konumu yapilarindan
emin olmak i¢in IRC hesaplar1 yapilir. IRC hesaplarinda her bir gecis konumundan ileri
ve geri yonde ilerlenerek giren ve firiine ¢ok benzeyen yapilara ulasilir. IRC
adimlarindaki yapilar incelenerek bulunan gecis konumunun ilgili reaksiyonun gecis
konumu olup olmadig: anlasilabilir. Ayn1 zamanda ulasilan minimum enerjili yapilar
optimize edilerek ilgili reaksiyonun iiriin ve giren yapilari bulunur. Sekil 2.3. te

herhangi bir mekanizmanin Gaussian programinda hesaplanan IRC grafigi verilmistir.

Total Energy along IRC

-1023.205 —

-1023.210

-1023.215 —

-1023.220 —

-10:23.225 —

Total Energy {(Hartree)

-1023.230 —

-1023.235 -
-1.5 -1.0 1.5 0.0 05 1.0 15

Intnnsic Reaction Coordinate

Sekil 2.3. Gaussian programinda hesaplanan bir IRC grafigi 6rnegi.
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2.2.5. izlenen Cahsma Plam

Bu tez ¢alismasinda flavinin Si ve re-yiiziinden mekanizmalar triplet, agik kabuk singlet
biradikal ve kapali kabuk singlet olarak modellenmistir. Hesaplamalarin hepsi gaz
fazinda yapilmistir. Triplet ve acik kabuk singlet biradikal mekanizmalar igin
YFT/UMO06-2X/6-31+G(d,p) yontemi  kullanilmigtir.  Kapali  kabuk  singlet
mekanizmalar icin YFT/MO06-2X/6-31+G(d,p) yontemi kullanilmistir.
Mekanizmalardaki giren, ara {iriin, {iriin ve gecis konumu yapilarina optimizasyon ve
frekans hesab1; bulunan ge¢is konumu yapilarina IRC hesabi; agik kabuk singlet
biradikal mekanizmadaki yapilara optimizasyon ve frekans hesabindan sonra stabilite
hesab1 yaptirilmistir. Bu hesaplamalar sonucu bulunan enerjiler giren kompleksine gore
relatif enerjiler alinarak hesaplanmis ve PES grafiginde Gibbs serbest enerjisi olarak

gosterilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Timiiyle indirgenmis FADH, yapisinin oksijen molekiilii ile yilikseltgenmesine ait
tepkime FADH; (1]) + 02(11) — FAD(1]) + H20; (1]) flavinin si-yliziinden ve re-
yiiziinden ayr1 ayri modellenmistir. Flavinin Si-yliziinden modellenen mekanizmalar
singlet ve triplet olarak modellenmistir. Flavinin re-yiiziinden olan mekanizmalar
singlet, triplet ve agik kabuk singlet biradikal olarak modellenmistir. Daha sonra
flavinin re-yiiziinden olan singlet, triplet ve agik kabuk singlet biradikal olarak
modellenen {i¢ mekanizma literatiirdeki bilgiler dogrultusunda ayni potansiyel enerji

yiizeyi grafiginde ¢akistirilmigtir.
3.1. Flavinin Re-yiiziinden Modellenen Mekanizmalar

Deneysel ve hesapsal olan g¢alismalarin ¢ogunda bu reaksiyon flavinin re-yiiziinden
calisilmigtir. Bunun en 6nemli nedeni de genelde deneysel ¢alismalarda enzimin aktif
bolgesindeki flavin re-yiiziinden reaksiyonlara girmektedir. Cogu enzimde flavinin Si-
yiizii enzimdeki aminoasitlerle ¢evrelenmistir (Sucharitakul ve ark., 2008; Li ve ark.,
1999). Bu nedenle re-yiiziinden modellenen mekanizmalarin deneysel verilerle daha
uyumlu olmasi beklenir. Burada modellenen mekanizmalar daha sonra ayni potansiyel
enerji yiizeyinde ¢akistirildigindan yapilar birbirleri ile kiyaslayarak daha iyi anlamak
ve yorumlamak amaciyla spin yogunluklarina da bakilmistir. Flavinin re-yiiziinden dort

tane mekanizma modellenmistir.
3.1.1. Re-yiiziinden 1. Mekanizma (M1)

Re-yiiziinden modellenen ilk mekanizma triplet olarak modellenmistir. Oksijen 6nce
N5’e sonra da N1’e bagl hidrojenleri alarak iki adimda H20; olusumu gergeklesmistir
(Sekil 3.1). Ilk adimda oksijen N5'in altindaki konuma gelerek hidrojeni almakta ve
OOH radikal ara iirlinii olugturmaktadir (3I1-rel). Sekil 3.2. de goriildiigii gibi bu
adimin aktivasyon bariyeri 21.14 kkal/mol'diir. OOH radikal ara iiriinii giren
kompleksine gore oldukca kararsizdir. Bu nedenle dinamik olarak kolayca yer
degistirebilecegi varsayilabilir. Ikinci gegis konumunun geri-IRC hesaplamasindan elde
edilen ikinci ara lirlinlin yapisinda (3I2-rel) OOH radikali flavinin yukarisindaki N1

konumuna yakin olarak konumlanmistir. Bu ara iirliniin enerjisinin daha diisiik
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olmasmin nedeni flavinin 2. oksijeni ile OOH radikalinin hidrojeninin hidrojen bag1
yapmasi olabilir. Reaksiyonun ikinci adiminda bu OOH radikali (*12-rel) N1'deki
hidrojeni alip sonug olarak H,O; olusturmaktadir. Bu adimin aktivasyon bariyeri 43.77
kkal/mol'diir. Optimize edilen yapilarin enerjileri Tablo 3.1. de, potansiyel enerji

yiizeyindeki optimize edilmis yapilar Sekil 3.2. de gosterilmistir.

CH,
CHy CHg
TS 1-rel jj:
CHy CHy
P" 311 rel
0—0-
H/ “k"l\_H CHa
) |
CHy -0, N N CHy
) C
TS2-rel ‘
HM* )
.
CHg N CHg
3pCorel *12-rel

H-O-O-H
Sekil 3.1. Re-yiiziinden 1. mekanizma.

Tablo 3.1. Re-yiiziinden 1. Mekanizma yapilarinin UMO06-2X/6-31G(d,p) ile

optimizasyonundan elde edilen Gibbs serbest enerjileri ve relatif enerjiler.

G(au) AG(au) AG(kkal/mol)
RC-rel -1023.062338 0 0
*TS1-rel -1023.028645 0.033693 21.1
*I1-rel -1023.038061 0.024277 15.23
*12-rel -1023.045133 0.017205 10.8
*TS2-rel -1022.992579 0.069759 438
PC-rel -1023.010506 0.051832 325
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Sekil 3.2. Re-yiiziinden 1. Mekanizmaya ait reaksiyon koordinati ve relatif Gibbs

serbest enerji degerleri (kkal/mol).

Bu mekanizmada flavine kovalent bagli herhangi bir ara iriin tespit edilmemistir.
Literatiirde bazi durumlarda tepkimenin higbir ara iiriin olusturmadan ilerleyebilecegi
onerilmektedir (Hernandez-Ortega ve ark., 2012). Oksidaz enzimlerinde bu reaksiyonun
flavine kovalent bagl ara iiriin olusmadan gergeklestigi sdylenmektedir (Prabhakar ve
ark., 2002-2003). Modellenen mekanizma bu verilerle uyumludur. Ancak,
mekanizmanin aktivasyon bariyerlerine bakildiginda ikinci adimin bariyeri ¢ok yiiksek
oldugundan bu reaksiyonun oda sartlarinda gergeklesmesi olasi goriilmemektedir. Ikinci
adimin enerji bariyerinin yiiksek olmasinin sebebi %12-rel yapisinda olusan hidrojen
baginin kirthip OOH radikalinin yoniinii ters tarafa dogru degistirmesi olabilir.
Enzimlerde gerceklesen FAD yiikseltgenme tepkimelerinde enzimin aktif bolgesindeki
pozitif yiiklii aminoasitlerin reaksiyonun gerceklesmesinde veya herhangi bir ara iiriin
olugsmasinda etkili oldugu bilinmektedir (Bach ve Mattevi, 2013; Gadda, 2012). Burada
modellenen mekanizmanin ikinci adiminin aktivasyon bariyerinin yiiksek olmasi

hesaplarin boyle bir ¢evre etkisinden bagimsiz olarak yapilmasindan kaynaklanmis
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olabilir. Ayrica, Hernandez-Ortega ve grubu yaptigi c¢alismada gaz fazinda singlet
hesaplamalarda C(4a)-hidroperoksiflavin ara firiinii tespit edebilmisken triplet
hesaplamalarda bu ara tiriinii tespit edememistir (Hernandez-Ortega ve ark., 2012).
Burada modellenen triplet mekanizmada da kovalent bagli herhangi bir ara iiriin tespit
edilememesi literatiirdeki bu bilgiyle uyusmaktadir. Buna gore, triplet enerji yiizeyinden
ilerleyen mekanizmalarda kovalent bagli bir ara iiriin olusmuyor olabilir. Bu mekanizma

icin hesaplanan yiik degisim grafigi Sekil 3.3. de verilmistir.

1 —FAD
== 02
0.8

/ == N1
06 == C10

0.4 x—¢ = = ®=N5
/ ”\( /\ H1
0.2 M \’K H2
0 T T T T T K '1. 3RC-I’€1
1 2 / 3 4 \ 5 6 7
02 2. *TSl-rel
-0.4 M—‘ 3. ¥I1-rel
3 -
o \ 4. *12-rel
—_— ‘i><: 5. *TS2-rel
-0.8
6. °PC-rel

-1

Sekil 3.3. Re-yiiziinden 1. mekanizma igin flavin halkas1 (FAD), molekiiler oksijen (O2)

ve dnemli atomlara ait yiiklerin reaksiyon koordinati boyunca degisimi.

Yiik degisim grafigine bakildiginda reaksiyonun birinci ve ikinci adiminda flavinin
toplam yiikiinde 0.6 ve 0.4'lik (+) yiik artis1 olurken oksijenin toplam yliikiinde 0.6 ve
0.4'lik (-) yiik artis1 oldugu goriilmektedir. Buna gore redoks reaksiyonunun 6énemli bir
kisminin reaksiyonun ilk adiminda %I1-rel olusurken gergeklestigi, bir kisminin da 3pC-
rel olustugunda gergeklestigi goriilmektedir. Beklenildigi gibi, reaksiyon boyunca
flavin halkasi elektronlarmi oksijene vererek ylikseltgenmis, molekiiler oksijen de
flavinden elektronlar1 alarak indirgenmistir. Ayrica C(4a) konumunun ytiikii ilk adimda
3TS1-rel ve *l1-rel arasinda (+) yone artarken C(10)’un (+) yiikii azalmaktadir. Ayn
sekilde ikinci adimda C(4a) konumunun (+) ytkii %12-rel ve 3TS2-rel arasinda artarken

C(10)'un azalmaktadir. C(4a) ve C(10) yiiklerinin birbirini tamamlar sekilde degisimi
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C(10)’un bu adimlarda C(4a)'daki elektronlar1 g¢ektigini gostermektedir. Reaksiyon
sonunda ise °PC-rel olustugunda bu iki konumun yiikleri 0'a yakindir. Buradan
anlagilacagi iizere redoks reaksiyonu sirasinda FAD halkasindan oksijen molekiiliine
elektron transferi C(4a) ve C(10) konumlar iizerinden ilerlemektedir. Diger atomlarin

yiiklerinde 6nemli degisiklikler gézlenmemektedir.
3.1.2. Re-yiiziinden 2. Mekanizma (M2)

Re-yliziinden oOnerilen ikinci mekanizma yine triplet olarak modellenmistir. MI
mekanizmasinin tersine, bu kez oksijen énce N1’den sonra N5’ten hidrojen alarak yine

iki adimda H,0O; olusturmaktadir. (Sekil 3.4).

CHg CHy
3
TS1-rel
B
CHy CHy
3i-re2
CHs CHs
3
TS2-re2
-—
CHy CHg

H-O-O-H

Sekil 3.4. Re-yiiziinden 2. mekanizma.

Mekanizmanin ilk adiminda molekiiler oksijen N1'deki hidrojeni alip ara {iriin olarak
311-re2 yapisini olusturmaktadir. Bu adimin aktivasyon bariyeri 18.72 kkal/mol'diir.

Daha sonra OOH radikali N5'in altinda konumlanarak 312-re2 yapisini olusturmustur.
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Bu olusan ikinci ara iiriiniin (°12-re2) digerinden daha diisiik enerjili olmasim sebebi
flavinin 1. oksijeniyle OOH radikalinin hidrojeni arasindaki olusan hidrojen bagi
olabilir. Benzer etkilesim M1'de de goriilmektedir. Mekanizmanin ikinci adiminda ise
OOH radikali N5'teki oksijeni alarak reaksiyon sonunda H.0, (*PC-re2)

olusturmaktadir. Bu adimin enerji bariyeri 41.65 kkal/mol'diir. Optimize edilen

yapilarin enerjileri Tablo 3.2. de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Re-yiiziinden 2. mekanizma yapilarmin UMO06-2X/6-31G(d,p) ile

optimizasyonundan elde edilen Gibbs serbest enerjileri ve relatif enerjiler.

G(au) AG(au) AG(kkal/mol)
RC-re2 -1023.061082 0 0
STS1-re2 -1023.031247 0.029835 18.7
311-re2 -1023.050717 0.010365 6.5
312-re2 -1023.055531 0.005551 3.5
*TS2-re2 -1022.994707 0.066375 41.7
3PC-re2 -1023.014315 0.046767 29.3

Sekil 3.5. de potansiyel enerji ylizeyindeki optimize edilmis yapilar gosterilmistir.
Mekanizmada flavine kovalent bagli herhangi bir ara iriin tespit edilmemistir.
Reaksiyonun ilk adimi oda sartlarinda gergeklesebilirken ikinci adimi yiiksek enerjili
oldugundan bu mekanizmanin oda sartlarinda gerceklesmesi olasi degildir. Bu
mekanizmanin M1'e benzer oldugu goriilmektedir. ikinci adimin yiiksek enerjili ¢ikmasi
M1'de oldugu gibi hidrojen baginin kiritlip OOH radikalinin yoniiniin degigmesi olabilir.
OOH radikali ortamdaki aminoasitlerin etkilesimlerinin eksikliginden ve pozitif yiikiin

olmamasindan bu konumda durmakta zorlaniyor olabilir.
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Sekil 3.5. Re-yiiziinden 2. Mekanizmaya ait reaksiyon koordinati ve relatif Gibbs

serbest enerji degerleri (kkal/mol).

Mekanizmanin yiik degisim grafigine bakildiginda (Sekil 3.6) reaksiyonun birinci ve
ikinci adiminda flavinin toplam yiikiinde 0.6 ve 0.4'liik (+) ytik artis1 olurken oksijenin
toplam yiikiinde 0.6 ve 0.4'liik (-) ylik artis1 oldugu goriilmektedir. Buna gore redoks
reaksiyonunun bir kisminin reaksiyonun ilk adiminda %|1-re2 olusurken gerceklestigi,
bir kismmin da *PC-re2 olustugunda gerceklestigi goriilmektedir. Mekanizmanin ytik
degisimleri bu yoniiyle M1'deki yiik degisimlerine benzemektedir. Bu mekanizmada da
flavin halkasi elektronlarini oksijene vererek ylikseltgenmis, molekiiler oksijen de
flavinden elektronlar1 alarak indirgenmistir. ilk adimda molekiiler oksijen N1'den
hidrojen alirken *TS1-re2 yapisina kadar C(4a)da 0.8'lik (+) yiik artis1 gdriiliirken
C(10)'da tam tersi bir durum soz konusudur. Burada C(4a)'daki yiikler C(10)'a
cekilmektedir. N1'den hidrojen koptuktan sonra %|1-re2 ara iiriinii olustugunda C(10)'da
0.8'lik (+) yiik artis1 olurken C(4a)'da 0.5'lik (-) yiik artis1, N1'de ise 0.2'lik (-) yiik artis1
olmaktadir. Burada C(10)'daki yiikler C(4a) ve N1 tarafindan cekilmektedir. Ikinci
adimda ise yiiklerde gecis konumuna kadar net bir degisme vardir (*TS2-re2). C(4a)'da
0.2'lik (+) yiik artist olurken C(10)'da azalmustir. Uriin olustugunda ise (3PC-re2)

34



yiiklerin 0'a yaklastig1 goriilmektedir. Bu mekanizmada da M1'de oldugu gibi redoks
reaksiyonunda elektronlar biiyiik bir olasilikla C(4a) C(10) konumlari iizerinden transfer

olmaktadir. Diger atomlar goreceli olarak daha az etkilenmektedir.

——FAD
0.8 =i—-02

=== N1
0.6

== C10
04 C4A

TR e SN -

1. °RC-re2

-0.2 /
y. \k 2. °TSl-re2

-0.4 v i —

3. ¥I1-re2
0.6 1 4, *12-re2
08 5. *TS2-re2
1 6. °PC-re2

Sekil 3.6. Re-yiiziinden 2. mekanizma igin flavin halkasi1 (FAD), molekiiler oksijen (O2)

ve Onemli atomlara ait ytiklerin reaksiyon koordinati boyunca degisimi.

Bu reaksiyon i¢in spin yogunluklarina bakildiginda (Sekil 3.7) baslangic kompleksinde
(3RC-re2) spin yogunluklarinin 0.97 ve 0.99 oldugu, elektronlarin spinlerinin ayni
yonde ve reaksiyona giren molekiiler oksijende durdugu goriilmektedir. Tepkimenin
triplet oksijen ile basladigi kanitlanmaktadir. Reaksiyonun ilk adiminda olusan 311-
re2'de OOH radikalinde toplam 1, FADH halkasinda da toplam 1 olmak {izere spin
yogunlugunun paylasildigi goriilmektedir. Spinlerin ikisi de pozitif yiikli oldugundan
bu radikal kompleksinde beklenildigi gibi elektronlarin biri OOH radikali iizerinde
digeri de flavin halkasinda ayni yonlii olarak durmaktadir. Reaksiyon sonunda olusan
iiriinde ise toplam spin yogunlugu 2 olup FADH; iizerinde oldugu goriilmektedir.
Mekanizma triplet oldugundan spinler tiim yapilarda ayni yonlii olmalidir. Bulunan

sonuglar da bunu dogrular niteliktedir.
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Sekil 3.7. Re-yiizlinden 2. mekanizmaya ait spin yogunlugu degisim grafigi.
3.1.3. Re-yiiziinden 3. Mekanizma (M3)

Re-yiiziinden Onerilen 3. mekanizma acik kabuk singlet biradikal olarak modellenmistir.
Optimize edilen yapilarin singlet biradikal olup olmadigi her yapinin S? degerine
bakilarak belirlenmistir. Modellenen mekanizma iki adimda gergeklesmektedir (Sekil
3.8). Bu mekanizma da M2'deki gibi molekiiler oksijen 6nce N1'den hidrojeni alip
FADH(radikal)....OOH(radikal) ¢iftini (*11-re3) olusturmakta; ikinci adimda ise OOH
radikali N5'teki hidrojeni alarak reaksiyon sonunda FAD ve H,0, olusturmaktadir (*PC-
re3). Ik adimm aktivasyon bariyeri 9.02 kcal/mol ikinci adimin aktivasyon bariyeri -
0.16 kkal/mol'diir. Tlk adimin gegis konumu (*TS1-re3) oksijen N1'in iizerinde duracak
sekilde sabitlenerek optimizasyonlar yapilmistir. Bu nedenle bulunan aktivasyon
enerjisi bu adim i¢in olabilen en yiiksek enerji olarak kabul edilmelidir. Optimize edilen
yapilarin enerjileri Tablo 3.3. te, potansiyel enerji yiizeyindeki optimize edilmis yapilar
Sekil 3.9. da gosterilmistir.
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Sekil 3.8. Re-yiizlinden 3. mekanizma.

M-re3

c

c

CH,

CHs

Ha

Hs

Tablo 3.3. Re-yiizinden 3. mekanizma yapilarinin UMO06-2X/6-31G(d,p) ile
optimizasyonundan elde edilen Gibbs serbest enerjileri ve relatif enerjiler.
G(au) AG(au) AG(kkal/mol)
'RCre3 -1023.036991 0 0
'TS1-re3 -1023.022604 0.014387 9.0
Y1-re3 -1023.049688 -0.0127 -8.0
'12-re3 -1023.054517 -0.01753 -11.0
'TS2-re3 -1023.037257 -0.00027 -0.2
pC-re3 -1023.08834 -0.05135 -32.2
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Sekil 3.9. Re-yiiziinden 3. mekanizmaya ait reaksiyon koordinat1 ve relatif Gibbs

serbest enerji degerleri (kkal/mol).

Modellenen mekanizmada flavine kovalent bagli herhangi bir {iriin burada da
gbzlenememistir. Bu sonuca gore re-yiiziinden agik kabuk olarak yapilan
hesaplamalarda radikal ara {iriin (OOHe¢) olusurken flavine kovalent bagl herhangi bir
yap1 olusmadigr soylenebilir. Diger iki triplet mekanizmaya gére (M1 ve M2) bu
mekanizmanin aktivasyon bariyerleri olduk¢a diisiiktiir. Ikinci gecis konumunda (1T82-
re3) aktivasyon bariyerinin diisiik olmasinin nedeni OOH radikali hidrojeninin flavinin
oksijenine dogru yonelmesi ve bu konumda hidrojen bagi olusturarak daha kararl bir
yap1 olusturmasi olabilir. Reaksiyonun agik kabuk singlet biradikal olarak bagladig1 ve
ilerledigi diisiiniiliirse bu mekanizma oda sartlarinda olabilir. Ancak, singlet flavinin
triplet molekiiler oksijenle olan reaksiyonunun triplet halde baglayacagi bilinmektedir.
Bu nedenle, mekanizmanin M3 yolunu izleyebilmesi i¢in triplet halden singlet hale spin
dontigimii  gerceklesmelidir. Prabhakar ve grubu (2002) tarafindan triplet reaktant

kompleksinin singlet biradikal reaktant kompleksine doniisiimiiniin spin-orbit birlesmesi
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ile mimkiin oldugu gosterilmistir. M3 mekanizmasmin reaktant kompleksi ‘RC-re3
oncesinde de benzer bir spin doniisiimiiniin olabilecegi diisiiniildiiglinde tepkimenin
diger basamaklar1 M3 mekanizmasini takip ederek iiriinleri olusturabilir. Mekanizmanin

yiik degisim grafigi sekil 3.10. da verilmistir.

0.8 e=@=FAD
/ —&-02
0.6 = N1
”// —<C10
0.4 A ——% == C4A
K )Q/ \ —@—N5
0.2 H1
0 - . . H2
0 6 7 1. RCe3
-0.2
e 2. 'TS1-re3
0.4 3. I1-re3
06 e 4. 12-re3
1
0.8 5. "TS2-re3
. 6. PC-re3

Sekil 3.10. Re-yiiziinden 3. mekanizma i¢in flavin halkast (FAD), molekiiler oksijen

(O) ve 6nemli atomlara ait yiiklerin reaksiyon koordinati boyunca degisimi.

Yiik degisim grafigi incelendiginde FAD ve O, iizerindeki toplam yiik degisimi M1 ve
M2 mekanizmalarina benzerdir. Redoks reaksiyonunun bir kismi reaksiyonun ilk
adiminda OOH radikal ara triinii olusurken, bir kismi da FAD ve H,O, olusurken
gerceklesmektedir. Bu mekanizmada da M2'de oldugu gibi ilk adimda molekiiler
oksijen N1'den hidrojen alirken 1TS1-re3 yapisina kadar C(4a)'da 0.8'lik (+) yiik artis1
goriilitken C(10)'da tam tersi bir durum s6z konusudur. Burada C(4a)'daki yiikler
C(10)'a ¢ekilmektedir. N1'den hidrojen koptuktan sonra *11-re3 ara iiriinii olustugunda
C(10)'da 0.8'lik (+) yiik artis1 olurken C(4a)'da 0.4'lik (-) yiik artis1, N1'de ise 0.3'lik (-)
yiik artis1 olmaktadir. Burada C(10)'daki yiikler C(4a) ve N1 tarafindan c¢ekilmektedir.
Ikinci adimda ise C(4a)da 0.3'liik (+) yiik artis1 olurken C(10)'da azalmistir. Uriin
kompleksi olustugunda ise (1PC-re3) yiikler 0'a yaklagsmistir. Bu mekanizmada da C(4a)

ve C(10) konumlarmin énemli oldugu goriilmektedir.
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Spin yogunlugu degisimi incelendiginde (Sekil 3.11) baslangi¢ yapisinin (‘RC-re3)
spinlerinin sifirdan farkli ancak oldukga diisiik oldugu goriilmektedir (Spin yogunlugu <
0.01 olan degerler verilmemistir). Bu nedenle baslangi¢c kompleksinin singlet biradikal
karakteri ihmal edilebilecek kadar azdir. Tepkime koordinatinin ilerleyen yapilarinda ise
singlet biradikal karakter ortaya c¢ikmaktadir. Gegis konumu yapisinda (‘TS1-re3)
spinler belirginleserek oksijenlerin lizerindeki toplam spin yogunlugunun -0.6 oldugu
gorilmektedir. Olusan ara {iriinde ise (1I2-re3) spin yogunlugu oksijenler iizerinde
toplam -1'dir. Bu durumda bu ara iiriinde B spinli bir elektron oksijenler {izerinde
dururken o spinli bir elektron da flavin halkasinda bulunmaktadir. Mekanizma agik
kabuk singlet biradikal sekilde modellendiginden spinler ayri orbitallerde ters yone
bakacak sekilde bulunmalidir. Bu mekanizmadaki bulunan spin yogunluklari da bunu
desteklemektedir. Reaksiyon sonucu olusan iiriine bakildiginda ise (‘*PC-re3) herhangi
bir spin yogunlugu goriilememektedir. Buradan olusan FAD ve H,0,'nin elektronlarinin
ciftlestigi ve singlet halde bulunmak istedigi anlasilabilir. Son basamakta spin
yogunlugu azalmaya baslayip, tirline doniistiigii noktada yok olarak kapali kabuk singlet

yaptya ulagmaktadir.

N ;'/..0.7 % 1pCre3
-0.3

Sekil 3.11. Re-yiiziinden 3. mekanizmaya ait spin yogunlugu degisim grafigi.
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3.1.4. Re-yiiziinden 4. Mekanizma (M4)

Re-yiiziinden modellenen 4. mekanizma kapali kabuk singlet olarak modellenmistir. Bu

mekanizma dort adimda gergeklesmektedir (Sekil 3.12).

CHj CHz
TS1-red
— -
CH; CH,
RC-red I1-re4
TS2-red
CHs CHy
N CH, l CHy
N CH, CH,
‘ _ 13-red l z_r 04
CHy
| CHy
+ H-0-0-H
CHg
PC-red

Sekil 3.12. Re-yliziinden 4. mekanizma.

Mekanizmanin ilk adimida molekiiler oksijen C(4a)'ya baglanmakta ve ilk ara iiriin
olan C(4a)-O0" ara {irtiniinii (I1-re4) olusturmaktadir. Bu adimin aktivasyon bariyeri
2.18 kkal/mol'diir. Ikinci adimda C(4a)-OO" grubu N1'deki hidrojeni almaktadir. Bunun
sonucunda da C(4a)-hidroperoksiflavin ara iiriinii (I12-re4) olusmaktadir. Ikinci adimin
gecis konumu oldukga kararli olup giren kompleksine (RC-re4) kiyasla -0.59
kkal/mol'diir. Ayrica olusan C(4a)-hidroperoksiflavin ara iiriiniin ¢ok kararli oldugu
enerjisinin 49.02 kkal/mol diisiik oldugundan anlasilmaktadir. C(4a)-hidroperoksiflavin
ara lirlinii baz1 deneylerde gozlenmistir. Modellenen mekanizmadaki ara iirin olusumu

(12-re4) literatiirle uyusmaktadir (Wongnate ve ark., 2014; Chenprakhon ve ark., 2014).
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Mekanizmanin iigiincii adiminda olusan 12-re4 ayrilip reaksiyon sonunda OOH....FAD"
kompleksi (I3-re4) olusmaktadir. Bu adimin gegis konumu ilk giren kompleksinden
(RC-re4) 23.93 kkal/mol daha kararlidir. Bu adimda olusan I13-re4 ara iiriinii  doérdiincii
gecis konumunun (TS4-re4) geri-IRC hesabi sonucu optimize edilen yapidir.
Reaksiyonun figiincli adiminda ii¢ilincii gecis konumunun (TS3-re4) {irlinii optimize
edilememistir. Bu adimdaki gegis konumu (TS3-re4) optimizasyonu sirasinda sorun
yasandigindan oksijen ve C(4a) arasi sabitlenerek optimizasyon yapilmistir. Bu nedenle
bu adimdaki aktivasyon bariyerinin olabilecek en yiiksek enerjide oldugu gbz oniine
alimmalidir. Reaksiyonun doérdiincii adiminda olusan OOH™ grubu N5'ten hidrojen alarak
H,0; olusturmaktadir. Olusan iiriin kompleksi (PC-re4), giren kompleksinden (RC-re4)
51.06 kkal/mol daha kararlidir. Optimize edilen yapilarin enerjileri Tablo 3.4. te,
potansiyel enerji yiizeyindeki optimize edilmis yapilar Sekil 3.13. te gosterilmistir.

Tablo 3.4. Re-yiziinden 4. mekanizma yapilarinin MO06-2X/6-31G(d,p) ile

optimizasyonundan elde edilen Gibbs serbest enerjileri ve relatif enerjiler.

G(au) AG(au) AG(kkal/mol)

RC-re4 -1023.006981 0 0
TS1-re4 -1023.003504 0.003477 2.2
11-red -1023.018501 -0.01152 -7.2
TS2-re4 -1023.007916 -0.000935 -0.6
12-re4 -1023.085104 -0.078123 -49.0
TS3-re4 -1023.045122 -0.038141 -23.9
13-re4 -1023.021692 -0.014711 -9.2
TS4-re4 -1023.020909 -0.013928 -8.7
PC-red4 -1023.088356 -0.081375 -51.1
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Sekil 3.13. Re-yiizinden 4. mekanizmaya ait reaksiyon koordinat1 ve relatif Gibbs

serbest enerji degerleri (kkal/mol).

Kapali kabuk sistemi temsil eden bu mekanizmada, re-yiliziinden agik kabuk olarak
modellenen mekanizmalarin (M1,M2 ve M3) aksine, kovalent bagl ara iirlin optimize
edilebilmistir. Bu reaksiyon diisilk enerji engelleri nedeniyle oda sartlarinda
gerceklesebilir gibi goriinse de, baslangigtaki O, ve FADHj triplet kompleksinin spin
doniistimii sonrasinda devreye girdigi diisiiniilebilir. Ancak, tepkime koordinati O, ve
FADHj, triplet kompleksinin enerjisine relatif olarak distiniildiigiinde Sekil 3.13'deki 12-
re4 ve PC-re4 yapilarinin enerjileri bu kadar diisiik ¢ikmayabilir. Beklenildigi gibi,
baslangi¢ kompleksi triplet olarak optimize edildiginde RC-re4 baslangi¢c kompleksine
gore 33.9 kkal/mol daha diisiik enerjili bulunmustur. Buna gore, hiz belirleme basamag:
olan TS1-re4 enerjisi 36.1 kkal/mol olacagindan bu bariyerin agilmasi oda kosullarinda

olas1 degildir.
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Reaksiyonun yiikk degisim grafigine (Sekil 3.14) bakildiginda redoks tepkimesinin
onemli kisminin ilk adimda Il-re4 olusurken gerceklestigi goriilmektedir.
Reaksiyondaki en net yiik degisimi bu adimda, toplam flavin yiikiinde 0.5'lik (+) yiik
artis1 ve toplam oksijen yiikiinde 0.5'lik (-) yiik artis1 olmasiyla gerceklesmektedir.
C(4a)nin yiikii ilk adimda TS1-red'e kadar (-) 0.9 artmus, I1-re4 olustugunda (-) 0.5
azalmistir. Redoks reaksiyonundaki en 6nemli konumun C(4a) oldugu goriilmektedir.
Bunun sonucunda da oksijen C(4a)'ya reaksiyonun ilk adiminda baglanarak I1-re4
yapist olusmustur. Reaksiyondaki ikinci 6nemli degisimin son adimda OOH yapisinin
N5'teki hidrojeni alirken oldugu goriilmektedir. Burada toplam flavin yiikiinde 0.3'liik
(+) yik artis1 oldugu goriiliirken toplam oksijen yiikiinde (-) 0.3'lik yiik artig1 oldugu
goriilmektedir. C(10)'da (+) 0.4'lik yiik azalis1 olurken C(4a)'da tam tersi bir durum
vardir. Bu adimda C(10)un C(4a)'daki yiikleri ¢ektigi goriilmektedir. Redoks

reaksiyonunun biiyiik bir kisminin da bu adimda oldugu sdylenebilir.

0.8
o Y ——FAD 1 RC-red
/l \ 4 =802 2 TSi-re4
0.4 > \SES e e —
0.2 - / \ #=N1 3 |1-re4
0 \/ X —eC10 4. TS2-red
02 0 i 2 4 6 8 / 10 =¢=C4A 5. 12-re4
04 —o—-N5 6. TS3-red
7. 13-red
06 - ¢ —a H1
H2 8. TS4-re4
0.8
. y 9. PC-red
1.2

Sekil 3.14. Re-yiiziinden 4. mekanizma i¢in flavin halkasi (FAD), molekiiler oksijen

(0O2) ve 6nemli atomlara ait yiiklerin reaksiyon koordinati boyunca degisimi.
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3.2. Flavinin Si-yiiziinden Modellenen Mekanizmalar
3.2.1. Si-yiiziinden 1. Mekanizma (M5)

Flavinin si-yiizinden modellenen ilk mekanizma kapali kabuk singlet olarak

hesaplanmistir. Bu mekanizma iki adimda gergeklesmistir (Sekil 3.15).

CHj CHs

0 HsC
TS1-sil
HyC
TS2-sil
CHg ’

Hac
H-0-0-H +

HiC

Sekil 3.15. Si-yiiziinden 1. mekanizma.

[Ik adimda molekiiler oksijenin flavinin C(10) konumuna baglanip N5 konumundaki
hidrojenini aldig: ve I-sil ara {irliniinii olusturdugu goériilmektedir. Bu adimin aktivasyon
bariyeri 5.2 kkal/mol'diir. Olusan I-sil kovalent ara iiriin ¢ok kararlidir ve enerjisi
reaktant kompleksine gore -42.57 kcal/mol daha diisiiktiir. Reaksiyonun ikinci adiminda
C(10)a bagli OOH grubunun ayrildigi ve iriin olarak FAD ve H,0, olustugu
goriilmektedir (PC-sil). Bu adimda C(10)'a bagli OOH grubu ayrilirken ayni anda
Nl'deki hidrojeni almaktadir (TS1-sil). Bu adimin aktivasyon bariyeri -6.62

kcal/mol'diir. Optimize edilen yapilarin enerjileri Tablo 3.5. te, potansiyel enerji

yiizeyindeki optimize yapilar Sekil 3.16. da gosterilmistir.
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Tablo 3.5. Si-yiiziinden 1. mekanizma yapilarinin MO06-2X/6-31G(d,p) ile
optimizasyonundan elde edilen Gibbs serbest enerjileri ve relatif enerjiler.

G(au) AG(au) AG(kkal/mol)
RC-sil -1023.011928 0 0
TSl-sil -1023.003636 0.008292 5.2
I-sil -1023.079777 -0.067849 -42.6
TS2-sil -1023.022481 -0.010553 -6.6
PC-sil -1023.089353 -0.077425 -48.6

RCsil J 2 .. 'S
) 4 X
-6.62
» \’:—:‘ , HL £ Ts2si "":
AR e
9 ? H2 ®

Sekil 3.16. Si-yiiziinden 1. mekanizmaya ait reaksiyon koordinati ve relatif Gibbs

serbest enerji degerleri (kkal/mol).

Literatiirde deneysel olarak bulunan ara iirliniin C(4a)-hidroperoksiflavin oldugu
bilinmektedir (Mattevi, 2006). Diger yandan, mekanizmanin hi¢ ara iiriin olmadan da
ilerleyebilecegi onerilmektedir (Hernandez-Ortega ve ark., 2012). Ancak, literatiirdeki
calismalar cogunlukla flavinin re-yiiziinden yapilmistir. Burada olusan ara iriiniin

aktivasyon bariyeri diisiik oldugundan flavinin Si-yiiziinden ilerleyen mekanizmada
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C(10)-hidroperoksiflavin ara iiriinii olusabilir. Literatiirde flavinin re ve si yiiziiniin
elektrostatik etkilesimlerinin farkli olmadig1 sadece ¢ogu enzimde flavinin Si-yiiziiniin
enzimin aktif bolgesindeki aminoasitlerle kapali oldugu icin sterik engelden dolay1
reaksiyonun re-yiiziinden devam ettigi sdylenmektedir (Wongnate ve ark., 2014). Bu
nedenle flavinin si-yiizinde sterik engel olmayan enzimlerde bu ara iiriin olusabilir.
Olusan I-sil ara iiriinii ve PC-sil iirlinliniin aktivasyon bariyerleri diisiiktiir. M4'teki gibi
bu mekanizmanin tamaminin singlet olarak ilerledigi diisiintildiigliinde mekanizmanin
diisiik enerji bariyeriyle gerceklesmesi nedeniyle olasi oldugu soOylenebilir. Ancak
reaksiyon baslangicta triplet halden singlet hale spin doniisiimii gerektireceginden ve
baslangi¢ triplet kompleksi M4’teki gibi kararli olacagindan oda sartlarinda olasi bir
mekanizma degildir. Mekanizmaya ait ylik degisim grafigi Sekil 3.17. de gosterilmistir.

15 —o—FAD
—-02
1 ——N1
—e=C10
os O ¥ CAA
' -_\ —/ \i\K NS
/ : / H1
0 T T T T 1 H2
¢ 6 1. RCsil
05 2. TSl-sil
1 3. I-sil
4, TS2-sil
15 5. PC-sil

Sekil 3.17. Si-yliziinden 1. mekanizma i¢in flavin halkasi (FAD), molekiiler oksijen

(O) ve 6nemli atomlara ait yiiklerin reaksiyon koordinati boyunca degisimi.

Yik grafigine bakildiginda reaksiyonun ilk adiminda oksijen ve flavinin toplam
yiiklerinde net bir degisme goriilmezken ikinci basamakta flavin halkasi
yiikseltgenirken oksijenin indirgenmesi daha belirgindir ¢linkii araiiriin  C(10)-
hidroperoksiflavin (I-sil) olustuktan sonra gegis konumuna (TS2-sil) kadar flavinin
toplam yiikiinde 0.7’lik (+) yiik artis1, oksijenin toplam ytikiinde ise ise 0.7’lik (-) yiik
artist olmaktadir. C(10)’a bakildiginda ilk adimda 0.9’luk bir yiik azalmas1 goriiliirken
ikinci adimda 0.3’lik bir yiik artis1 goriilmektedir. C(4a)’da ise bunun tam tersi bir

47



durum s6z konusudur. Buradan da flavinin oksitlenirken oksijen molekiiliine aktaracagi
elektronlarin C(10) tiizerinde biriken elektronlardan saglandigi sonucu ¢ikarilabilir.

Reaksiyon boyunca diger atomlarin yiiklerinde 6nemli bir degisim gézlenmemektedir.
3.2.2. Si-yiiziinden 2. Mekanizma (M6)

Flavinin si-yiizinden modellenen ikinci mekanizma triplet olarak modellenmistir. Bu

mekanizmanin iki adimda gergeklestigi goriilmiistiir (sekil 3.18).

HiC HyC
3 .
TS1-si2
B
HyC HsC
3 .
H o 11-si2
CHy
H3C HiGC
HAC HaC

SRC-si2

H-O-O-H

Sekil 3.18. Si-yiiziinden 2. mekanizma.

[lk adimda molekiiler oksijenin halkaya baglanmadan N1'deki hidrojeni aldig1
goriilmektedir. Bu adimin aktivasyon bariyeri 18.6 kkal/mol'diir. Reaksiyonun ikinci
adiminda OOH grubu N5'teki H'ni almaktadir. Bu adimin aktivasyon bariyeri 41.5
kkal/mol’diir (Tablo 3.6).
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Tablo 3.6. Si-yiizinden 2. mekanizma yapilarmin UMO06-2X/6-31G(d,p) ile
optimizasyonundan elde edilen Gibbs serbest enerjileri ve relatif enerjiler.

G(au) AG(au) AG(kkal/mol)
RC-si2 -1023.060899 0 0
*TS1-si2 -1023.031255 0.029644 18.6
*I1-si2 -1023.050719 0.01018 6.4
*12-si2 -1023.055531 0.005368 3.4
3TS2-si2 -1022.994707 0.066192 415
3pC-si2 -1023.014315 0.046584 29.2

Sekil 3.19. da potansiyel enerji yiizeyindeki optimize edilmis yapilar gosterilmistir.
Kovalent bagl bir ara iirlin optimize edilememistir. Birinci adimin sonunda olusan ara
iirindeki OOH radikali flavinin N1 konumunun iizerinde durmaktadir (*11-si2).
Reaksiyondaki ikinci ara iiriinde OOH grubu N5'teki hidrojeni almak i¢in flavinin alt
konumuna gelmektedir (312-si2). Bu ara iiriiniin enerjisi daha diisiiktiir. Ciinkii OOH
radikalinin hidrojeni flavinin oksijenine dogru ydnelmistir ve hidrojen bagi
yapmaktadir. Benzer araiiriin yapilar1 M2 ve M3 mekanizmalarinda da optimize
edilmistir ve bu yapilar genellikle N1---OOH yapilarindan 3 kkal/mol daha kararlidir.
Bu nedenle, ikinci adimin aktivasyon bariyerini yiikselten sebeplerden biri olabilir. Bu
mekanizma re-yiiziinden modellenen triplet ve agik kabuk singlet biradikal
mekanizmalara (M1, M2 ve M3) olduk¢a benzemektedir. Mekanizmanin enerjileri M2
ile neredeyse aynidir, tek fark oksijenin N1'e saldirirken farkli yiizlerden saldirmasidir.
Literatiirde flavinin Si ve re-yiizlerinin elektronik konfigiirasyonunun ayni oldugundan
ve benzer reaksiyonlar1 ayni sekilde yapabileceginden bahsedilmektedir. Bu iki
mekanizmada da enerjilerin ¢ok yakin bulunmast literatiirle uyusmaktadir (Wongnate ve
ark., 2014). Bu mekanizmada ikinci basamaginin aktivasyon bariyeri yiiksek
bulunmustur ve oda sartlarinda ger¢eklesmesi zordur. Mekanizmanin yik degisim
grafigi beklenildigi gibi, re-yiiziinden triplet olarak modellenen 2. mekanizmayla (M2)
neredeyse aynidir (Sekil 3.20).
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0.0

Sekil 3.19. Si-yiiziinden 2. mekanizmaya ait reaksiyon koordinati relatif Gibbs serbest
enerji degerleri (kkal/mol).
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Sekil 3.20. Si-yiliziinden 2. mekanizma igin flavin halkas1 (FAD), molekiiler oksijen

(O2) ve dnemli atomlara ait yiiklerin reaksiyon koordinati boyunca degisimi.
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3.2.3. Si-yiiziinden 3. Mekanizma (M?7)

Flavinin si-yiliziinden modellenen f{igiincii mekanizma triplet olarak modellenmistir. Bu
mekanizma {i¢ adimda gerceklesmektedir (Sekil 3.21). Bu mekanizmaya gore ilk
adimda oksijen C(4a)'ya baglanirken ayn1 adimda N1'deki hidrojeni almistir. Bu adimin
aktivasyon bariyeri 67.9 kkal/mol bulunmustur. ikinci adimda C(4a)'daki OOH grubu
flavinden ayrilarak *12-si3 ara iiriinii olusmustur, Bu adimin aktivasyon bariyeri 49.3
kkal/mol'diir. Daha sonra OOH grubu N5’in altinda konumlanmus (°13-si3) ve N5'teki
H'ni alip H0; olusturmustur. Bu adimin aktivasyon bariyeri 43.1 kcal/mol'diir.
Optimize edilen yapilarin enerjileri Tablo 3.7. de, potansiyel enerji yiizeyindeki

optimize edilmis yapilar Sekil 3.22. de gosterilmistir.

[
N N 0.
HC H.C N ;
’ 31S1-si3 heo 7 \f
— v
- “NH
HSC H 3C T 3
A o, 11-si3
3 .
TS2-si3

HaC
HAC
H-0-0-H

_I_

I
HC N N O; HC

Z 38 3-si3
-
“NH
H4C ﬁ]/ H4C
0.
3pC-si3

Sekil 3.21. Si-yiiziinden 3. mekanizma.
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Tablo 3.7. Si-yiizinden 3. mekanizma yapilarmin UMO06-2X/6-31G(d,p) ile
optimizasyonundan elde edilen Gibbs serbest enerjileri ve relatif enerjiler.

G(au) AG(au) AG(kkal/mol)
SRC-si3 -1023.062746 0 0
*TS1-si3 -1022.954519 0.108227 67.9
*I11-si3 -1022.98956 0.073186 45.9
TS2-si3 -1022.984184 0.078562 49.3
312-si3 -1023.050704 0.012042 76
*13-si3 -1023.055533 0.007213 45
37S3-si3 -1022.994047 0.068699 43.1
3PC-si3 -1023.014308 0.048438 30.4
S AL
| 67.9.
3.__:T51-si3-.“.
. 45.9 .-
311-si3 ‘/
¥t

Sekil 3.22. Si-yiizinden 3. mekanizmaya ait reaksiyon koordinati relatif Gibbs serbest

enerji degerleri (kkal/mol).
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Mekanizmanin  ilk adiminda C(4a)-hidroperoksiflavin ara iiriiniiniin olustugu
goriilmektedir (*11-si3). Yiiksek enerji bariyerleri nedeniyle bu mekanizma oda
sartlarinda olas1 degildir. ilk adimin enerjisinin yiiksek olmasmin sebebi oksijenin si-
yiiziinden C(4a) konumuna yakin durmak istememesi olabilir. Si-yiiziinden bulunan
singlet kapali kabuk mekanizmada (M5) ara iiriin diisiik bir aktivasyon enerjisiyle
gerceklesmistir ve C(10)'a bagl haldedir. Flavinin Si-yiiziinden yapilan hesaplamalara
bakildiginda reaksiyonun C(4a)'ya degil C(10)'a bagli ara iiriin olusturmasinin daha
kolay oldugu goriilmiistiir. Mekanizmaya ait yiik degisim grafigi Sekil 3.23. de

gosterilmistir.

1

=="FAD
=i—02

0.8
/ —A—N1
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Sekil 3.23. Si-yiiziinden 3. mekanizma i¢in flavin halkasi (FAD), molekiiler oksijen

(O) ve 6nemli atomlara ait yiiklerin reaksiyon koordinati boyunca degisimi.

Yiik degisim grafiginde toplam flavin ve oksijen yiik degisiminin en c¢ok C(4a)-
hidroperoksiflavin ara {irtinii olusurken ilk adimda oldugu goriilmektedir. Burada
flavinin toplam 0.5 kadar (+) yiik artis1 olurken oksijenin toplam yiikiinde 0.5 kadar (-)
yiik artis1 olmaktadir. Burada flavinin yiikseltgendigi goriilmektedir. Ayrica C(4a)’da
0.5°1ik (-) yiik artig1 goriiliirken C(10)’da ve N1'de (+) yiik artislar1 goriilmektedir. Bu
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bolgelerdeki elektronlar C(4a) tarafindan ¢ekilmis, sonug olarak flavine kovalent bagli
C(4a)-hidroperoksiflavin ara iiriinii olusmustur. Flavin ve oksijenin toplam yiikiinde
diger 6nemli fark reaksiyonun son adiminda gézlenmektedir. Bu adimda flavinin toplam
yiikiinde 0.4'lik (+) yiik artis1 varken toplam oksijen yiikiinde tam tersidir. C(4a)'dan
OOH ayrilirken de C(4a)'da toplanan elektronlarin N1 tarafindan ¢ekildigi goriilebilir.
Redoks reaksiyonunun en 6nemli kisimlarinin ilk ve son adimlarda oldugu grafikten

anlasilmaktadir.
3.3. U¢ Mekanizmal Spin Déniisiimlii FAD Yiikseltgenmesi

Flavinin molekiiler oksijenle hidrojen peroksit olusturdugu bu reaksiyon spin yasakli bir
tepkimedir. Literatiirde Prabhakar vd. tarafindan glukoz oksidaz enziminde incelenmis
ve baslangicta olusan triplet radikal ¢iftinin spin-orbit birlesmesi sayesinde singlet
radikal ¢iftine doniistiigii ispatlanmistir (Prabhakar ve ark., 2002-2003). Simdiye kadar
bizim inceledigimiz en olasi gorliinen mekanizmalar agik kabuk singlet biradikal
mekanizma (M3) ve si-yliziinden kapali kabuk singlet mekanizmadir (M5). Ancak
molekiiler oksijen reaksiyona girmeden dnce triplet enerji diizeyinde bulunmaktadir. Bu
nedenle once aktiflesip singlet enerji diizeyindeki FADH; ile biradikal kompleks bir
yapt olusturmalidir. Simdiye kadar anlatilan mekanizmalardaki yapilar dikkatli bir
sekilde incelendiginde flavinin re-yiliziinden yapilan triplet (M2), acik kabuk singlet
biradikal (M3) ve kapali kabuk singlet (M4) mekanizmlarda birbirine benzer kompleks
yapilar1 olustugu goriilmiistiir. M2 ve M3'te mekanizmalarin ilk adiminin sonunda ara
iiriin olarak FADH(radikal)....OOH(radikal) kompleksi olusmaktadir. M4'te ise ikinci
adimin sonunda C(4a)-hidroperoksiflavin ara {iriinii olusmaktadir. Bu ara iiriiniin singlet
oldugu bu konudaki yapilmis biitiin ¢alismalarda anlatilmistir. Biitiin reaksiyonlarin
sonunda da FAD ve H,0; olusmaktadir. Bu nedenle, bu ii¢ mekanizma, yapilar arasinda
gecisler olabilecegi diisiiniilerek ve literatiir verileri géz Oniine alinarak, aynmi grafikte
cakistirllmigtir. Sekil 3.24. te 6nerdigimiz spin doniistimlii mekanizma goriilmektedir.
Bu mekanizmada enerjiler M2'nin baslangi¢c kompleksine gore (3RC-re2) relatif alinarak

bulunmustur.
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-15.0

-17.1
[2-red PC-red

Sekil 3.24. Mekanizmalarin ¢akistirilmig potansiyel enerji ylizeyleri. Mavi ¢izgi triplet
enerji yiizeyi. Bordo ¢izgi agik kabuk singlet biradikal enerji yiizeyi. Yesil ¢izgi kapali
kabuk singlet enerji yiizeyidir. Kalin ¢izgiler bizim Onerimize gére mekanizmanin
izledigi olast spin-doniisiimlii yolu gostermektedir. (Kirmizi yildiz: Triplet ve acgik
kabuk singlet biradikal yiizeylerin spin doniisiim noktasi. Yesil yildiz: Ag¢ik kabuk
singlet biradikal ve kapal1 kabuk singlet yiizeylerin kesisim noktasi.)

Bu grafige gore mekanizma triplet baslayip triplet FADH(radikal)....OOH(radikal)
kompleksi olustuktan sonra agik kabuk singlet biradikal enerji yiizeyiyle ¢akisarak bir
spin donilisiimii gergeklestirir. Triplet yapida farkli molekiiler orbitallerdeki ayni yonlii
spinlerden biri ters doner. Daha sonra acik kabuk singlet biradikal enerji yiizeyiyle
kapali1 kabuk singlet enerji ylizeyi ¢akisir ve farkli molekiiler orbitaldeki ters yonlii
spinler aynm1 orbitale gecip singlet C(4a)-hidroperoksiflavin ara iriiniinii olusturur.
Mekanizma bundan sonraki adimlarda kapali kabuk olarak devam eder. Wongnate ve
grubunun  HPAH  enziminin  aktif  bolgesiyle yaptiklart  ¢alismada da
FADH(radikal)....OOH(radikal) triplet ¢ifti olustuktan sonra ilk 6nce spin doniisiimiiyle
acik kabuk singlet biradikal FADH(radikal)....OOH(radikal) kompleksi olusacagi ve
sonrasinda singlet kapali kabuk C(4a)-hidroperoksiflavin ara {iiriinliniin olusacagi
belirtilmistir. Ayrica bu doniisiimiin neredeyse bariyersiz oldugundan da bahsedilmistir.
Bu calismada onerilen spin donilisiimlii mekanizma literatlirle desteklenmektedir ve

onerilen gesitli mekanizmalarin birlesimidir (Visitsatthawong ve ark., 2015).
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4. GENEL DEGERLENDIRME VE SONUC

Bu ¢alismada modellenen tiim mekanizmalar gaz fazinda YFT M06-2X/6-31+G(d,p) ve
UMO06-2X/6-31+G(d,p) yontemi ile ¢alistlmustir. Iki hidrojenle indirgenmis flavinin
(FADH;) molekiiler oksijenle reaksiyonu spesifik bir enzimin aktif bdlgesine bagl
kalmaksizin, sadece flavin halkasi hesaba katilarak halkanin si ve re-yiiziinden
incelenmistir. Bu hesaplamalarda si-yiiziinden {i¢ mekanizma singlet ve triplet olarak,
re-yiiziinden dort mekanizma singlet, triplet ve agik kabuk singlet biradikal olarak
modellenmistir. Hesaplanan bu mekanizmalarda izoalloksazin halkasinin 6nemli bir
kism1 olan C(4a)'ya kovalent bagli bir ara iiriin olusup olusmadig1 veya mekanizmanin
kovalent bagl bir ara {iriin olmadan ilerleyip ilerleyemeyecegi arastirilmistir. Bunun
yaninda, bu mekanizmanin literatiirdeki ¢alismalara benzer sekilde spin doniisiimlii olup
olmadigi, bu konuda genel bir yargi olmasima ragmen literatiirde farkli sekillerde ve
farkli enzimlerde anlatilan bu reaksiyonun spin doniigiimiinii hangi adimda nasil

gerceklestirdigi incelenmistir.

Si ve re-ylizinden modellenen triplet mekanizmalarda C(4a)'ya bagl bir ara iiriin
baglanmasinin ¢ok zor oldugu gorilmiistiir. Si-yliziinden modellenen (triplet)
mekanizmada (M7) bu ara iiriin olusmus ancak aktivasyon bariyerinin 67.9 kkal/mol
oldugu goriilmiistiir. Re-yliziinden modellenen triplet ve acik kabuk singlet biradikal
mekanizmalar (M1, M2 ve M3) ve si-yiiziinden modellenen diger (triplet) mekanizma
(M6) hemen hemen ayni sekilde ve C(4a)'ya bagli bir ara iirlin olusturmadan
ilerlemektedir. Oksidaz enzimlerinde bu ara {iriiniin olusmadig1 bilindiginden bu sonug
literatiirle uyumludur. Bu sonuca bagli olarak triplet mekanizmalarda ara {iriiniin

olusmadig soylenebilir.

Si ve re-yiiziinden hesaplanan kapali kabuk mekanizmalarda ise flavine kovalent bagl
ara Uriinler tespit edilmistir. Re-yliziinden modellenen singlet mekanizmada (M4)
literatiirde onerildigi gibi C(4a)-hidroperoksiflavin ara iiriinii bulunmustur. Si-ylizinden
modellenen singlet mekanizmada (M5) ise C(10)-hidroperoksiflavin ara iiriinii optimize
edilmistir. Buna gore flavin si-yiliziinden girdigi reaksiyonlarda C(4a) yerine C(10)'a
kovalent bagli bir ara iriin tespit edilebilir. Aktif bolgede flavinin Si-yiiziinde sterik

engeli fazla bulunmayan enzimler bu ara iiriinii olusturabilir.
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Bulunan biitiin mekanizmalardan oda sartlarinda gergeklesmesi en olasi olan
mekanizmalar, aktivasyon bariyerlerine bakildiginda si-yiiziinden singlet mekanizma
(M5) ve re-yiiziinden agik kabuk singlet biradikal olarak hesaplanan mekanizmalardir
(M3). Ancak bu reaksiyon (molekiiler oksijenin temel durumda triplet olmasindan
dolay1) triplet baslayacagindan spin doniisiimlii olacak ve reaksiyon tek bir enerji

yiizeyinde ilerlemeyecektir.

Tepkime sirasinda olasi bir spin donilislimiinii arastirmak amaciyla re-yiiziindeki
optimizasyonlardan elde edilen yapilar ayni potansiyel enerji yiizeyinde ¢akistirtlmistir.
Bu Onerimize gore triplet baslayan mekanizma potansiyel enerji yiizeyinde triplet
FADH(radikal)....OOH(radikal) ¢iftini olusturduktan sonra O6nce agik kabuk singlet
biradikal yiizeye daha sonra da kapali kabuk singlet ylizeye gecerek flavine kovalent
bagli C(4a)-hidroperoksiflavin olusturmaktadir. Mekanizmanin aktivasyon bariyerlerine

bakildiginda oda sartlarinda olabilecegi goriilmektedir.

Sonug olarak, oksijen varliginda FADH; halkasinin etrafinda enzim veya ¢oziicli etkisi
olmasa dahi yiikseltgenebilmesi miimkiin géziikmektedir. S6z konusu redoks tepkimesi
icin Sekil 3.24’te gosterilen lic-mekanizmali ve spin-doniisiimlii reaksiyon yolunu
onermekteyiz.  Diger  yandan, enzimlerin  i¢inde  gergeklesen = FADH,
yiikseltgenmelerinin aktif bolge etkisi ile daha diisiik aktivasyon enerjilerine sahip

olacagi ve daha hizli gerceklesecegi beklenmektedir.
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