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SECILEN BiTKIiSEL AKTiF MOLEKULLERIN
NUKLEOBAZLAR VE BAZI NUKLEOTID DiZiLiIMLERIYLE
ETKIiLESiMLERINiN BiYOiNFORMATIK VE MOLEKULER

MODELLEME YONTEMLERIiYLE iNCELENMESi

SENER RAMAN, Tugge
Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Nursel ACAR SELCUKI

Haziran 2021, 164 sayfa

Bu tez c¢alismasinda, bitkisel aktif molekil olan Luteolin molekilu ile
niikleoidler (AAMP, dCMP, dGMP ve dTMP) arasindaki etkilesimlerin baglanma
bolgeleri, enerjileri ve konformerlerindeki degisikliklerin incelenmesi ve Luteolin
ile niikleotid dimerlerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda sistematik olarak
miR-155 ile Luteolin arasindaki etkilesimlerin baglanma bdlgelerinin saptanmasi

amagclanmistir.

Hesapsal calismada, oOncelikle Luteolin ve niiklotidlerin detayl
konformasyonel analizi yapilmistir. Konformasyonel analizden elde edilen
konformerler su fazinda ®B97XD/6-31+G(d,p) seviyelerinde optimizasyon
prosediirleri kullanilarak elektronik enerji hesaplanmistir ve en kararli yapilar
belirlenmistir. Luteolin molekiilii ile niikleotid molekiilleri arasindaki kompleks
olusumlari belirlenerek, kompleksler arasindaki baglanma bolgeleri, kuvvetleri ve
aralarinda meydana gelen yiik gecisleri hesaplanmigtir. Niikleotidler arasinda en
kararli Luteolin-dCMP kompleksi olarak bulunmustur. Deneysel ¢alismada ise,
Luteolin, dCMP ve Luteolin-dCMP kompleksi’nin UV/Vis spektroskopisi,
floresans spektroskopisi ve voltametri dl¢limlerin yapilarak deneysel ve hesapsal
veriler karsilastirlmistir. Ayrica, biyolojik modellerde bu kapsamda Lutolin

molekdli ile miR-155 dizisi olasi etkilesim bolgeleri igin neride bulunulmustur.

Anahtar sozcukler: Luteolin, Nikleotid, miR-155, Yogunluk Fonksiyoneli
Teorisi, Molekuler Modelleme.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF INTERACTIONS OF SELECTED
PLANT-BASED ACTIVE MOLECULES WITH NUCLEOBASES
AND SOME NUCLEOTIDE SEQUENCES USING
BIOINFORMATIC AND COMPUTATIONAL TOOLS

SENER RAMAN, Tugge
PHD in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Nursel ACAR SELCUKI

June 2021, 164 pages

In this thesis, it was aimed to investigate the changes in the binding sites,
energies, and conformers of the interactions between the herbal active molecule
Luteolin and nucleoids (dAMP, dCMP, dGMP and dTMP), and systematically
determine the binding sites of the interactions between miR-155 and Luteolin in
line with the results obtained from Luteolin and nucleotide complex.

In the computational study, the first, a detailed conformational analysis of
luteolin and nucleotides was performed. Electronic energy was calculated using
optimization procedures at ®B97XD/6-31+G(d,p) levels in the water phase of
conformers obtained from the conformational analysis and the most stable
structures were determined. By determining the complex formations between the
Luteolin molecule and the nucleotide molecules, the binding sites between the
complexes, their energies, and the charge transitions between them were calculated.
Among the nucleotides, it has been found to be the most stable Luteolin-dCMP
complex. In the experimental study, UV/Vis spectroscopy, fluorescence
spectroscopy, voltammetry measurements of Luteolin, dCMP, and Luteolin-dCMP
complex were performed, and then experimental and computational data were
compared. Finally, in biological models, possible interaction sites of the Luteolin
molecule and the miR-155 sequence have been suggested.

Keywords: Luteolin, Nucleotide, miR-155, Density Functional Theory,
Molecular Modeling.
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1.GIRIS

Deoksiriboniikleik asit (DNA), hayati oneme sahip olan mekanizmalarin
biiylimesi, farklilagmasi ve hiicre yaslanmasi gibi genetik olaylarin anlasilmasini
saglayan dogal bir biyomolekiildiir (Zubay et al., 1995; Voet et al., 2008). Bazi
kiglk organik molekillerin DNA’ya baglanmasi, DNA transkripsiyonu ve DNA
eslesmesi gibi DNAnin katildig1 sayisi1z biyolojik siirecleri etkiler. DNA nin dogal
stirecinde, diizenleyici proteinler DNA’nin ilgili kismina baglanarak baslar fakat
baz1 bilesiklerin diizenleyici protein yerine disaridan bir etki ile DNA’ya
baglanmas1 DNA iglevinin bozulmasina aktive ya da inhibe olmasina neden olabilir
(Kennard, 1993). Bu diizensizlikler ve bozukluklar pek ¢ok hastaligin kaynagin
olusturmaktadir. Bu hastaliklardan biri de kanserdir. Kanser, DNA'nin hasari
sonucunda veya DNA’da meydana gelen bozukluklar ile kontrolsiiz veya anormal

bir yonde hiicrelerin biiytimesi ve ¢gogalmasidir.

Arastirmalarin ¢ogu gennelde DNA dizisinin ¢éziimlenmesine ve DNA
dizisi sayesinde kodlanan proteinlerin belirlenmesi ile ilgilidir. insan genomundaki
DNA'in ¢ogu RNA'y1 kodlasa da, bu genomun az bir kismi1 (% 1.5) fonksiyonel
proteinlerin sentezi i¢in kullanilir. Yakin zamana kadar, genomun geri kalaninin
¢ok az 6nemi oldugu diistiniilityordu. Ancak bu goriis, kiigiik RNA molekiillerinin
kesfedilmesiyle bozuldu. Bu gruba dahil olan mikroRNA'lara (miRNA'lar)
kodlamayan RNA dizileri ad1 verilir.

miRNA'larin pek ¢ok temel hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde rol
oynadigini, ancak hiicredeki normal kosullarin disindaki miRNA seviyelerinin
insanlarda kanser gelisimi ile iliskili oldugu arastirmacilar tarafindan
bildirmislerdir (Wijnhoven et al., 2007). Boylelikle miRNA'larin timér gelisiminde
onkojenler veya tiimor baskilayicilar olarak islev gordiigii ortaya ¢ikmistir. Bu
nedenle kanserin 6nceden teshisi ve tedavi edilmesi i¢in bu konuda bir ¢alisma

bilgisinin 6nemli olabilecegi ¢cok aciktir.

miRNA'lar, genom uzerindeki proteinleri kodlayan intron veya ekson
bolgelerinden ve proteini kodlamayan kisimlardaki RNA genlerinden kopyalanan
ancak proteine cevrilmeyen fonksiyonel RNA molekilleridir. miRNA, gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde fonksiyonel olarak rol oynayan, 18-24 nikleotid

uzunlugunda tek sarmalli bir RNA molekiilii tirudir (Shenouda and Alahari, 2009).



miRNA'lar, hiicre metabolizmasi ve immiinoregiilasyon gibi cesitli hiicresel
islemlere dahil edilir ve farkli tiirde tiimdrlerde anormal sekilde eksprese edildigi
bilinmektedir. Tiimor baskilayict miRNA'lardan farkli olarak, onkojenik
miRNA'lar, kanser tirlerinde genellikle kontrolsuz bir biylime hizlandirici ve/veya
anti-apoptotik yonde islev goriir. Bu nedenle kanser teshisi, tedavisi ve
prognozunda yaygin olarak uygulanirlar. Kesfedilen ilk onkojenik RNA'lardan biri,
proteini kodlamayan bir gen olan BIC (B hicre Entegrasyon Kiimesi) ile birlikte
ifade edilen miR-155'tir. Son yillardaki ¢alismalarda, miR-155’in B hiicreli lenfoma
(Eis et. al., 2005), meme (lorio et. al., 2005), pankreas (Gironella et. al., 2007),
akciger (Lin et. al., 2010) ve Hodgink’s lenfoma (Kluiver et. al., 2005) benzer

kanserlerde yiiksek ekspresyon gosterilmistir.

miR-155, son yillarda biiyiik ilgi gormiistiir, ¢tinkii birkag farkli bagisiklik
hiicresinin gelisiminde ve/veya islevinde dnemli bir oyuncu olarak yer almis ve
ayrica kanser olusumunda ve kontroliinde rol oynadig1 gosterilmistir. miR-155'in
artisinda meme kanser hiicresi olan MDA-MB-231 hiicrelerinin ¢ogalmasini
onemli 6lgtide arttirdig1, anti-miR-155 varliginda ise MDA-MB-231 hiicrelerindeki

hiicre ¢gogalmasinin 6nemli 6lglide azaldig1 gozlenmistir (Jiang et al., 2010).

Sun ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada anti-miR-155 6zelligi gosteren
bilesiklerden biri de Luteolindir. Bitkilerde yaygin olarak bulunan Luteolin (3 ', 4',
5, 7-tetrahidroksiflavon) (genellikle kekik, adagayi, kereviz, yesil biber, perilla
(biftekotu) yapragi ve papatya ¢ayi1 (Lv et al., 2009)) antioksidan, pro-oksidan anti-
enflamatuar, anti-kanserojen, anti-anjiyogenez ve anti-metastatik aktivasyonlu bir
flavonoiddir. Son donemlerde Luteolin yogun sekilde kanser tedavi
arastirmalarinda yer almaya baslamasinin nedenleri; vicutta hucre dongusinun
durmasi i¢in indiiksiyon yapmasi, tiimor hiicresi proliferasyonunun inhibe etmesi
veya sinyal yollariyla apoptozun indiiklenmesi yoluyla kanserojen tetikleyicilerden

korumasidir (Shi et al., 2004; Seelinger et al., 2008).

Yapilan ¢alismada Luteolin-niikleotid komplekslerinin belirlenmesi,
sistematik olarak Luteolin-miR-155 komplekslerinin yaptiklar1 baglarin ve
etkilesimlerin incelenmesi olduk¢a dnemlidir. Clinkii Liu ve arkadaslarinin yaptigi

calismada DNA-ilag kompleksleri arasinda olusan kovalent baglarin, DNA



kompleksinin bozulmasina neden oldugu; bunun da, protein transkripsiyonunu
engelleyerek hem transkripsiyonu hem de replikasyonu etkiledigi belirtilmistir. Ni
ve arkadaslar ise ilaglarin DNA'ya kovalent olmayan baglar ile baglanmasinin geri
donilistimlii oldugunu gdstermistir ve ilag metabolizmasinda, potansiyel toksik
etkiler goz Oniline alindiginda, kovalent baglara gére bu durumun daha istenir
oldugunu belirtmistir. Bununla birlikte, kovalent olmayan baglar ve DNA ile
etkilesen maddeler, DNA yapisini, DNA burulma stresini, protein-DNA
etkilesimini kesintiye ugratarak potansiyel olarak DNA ipligi kirilmalarina neden
olabilir. Bu kovalent olmayan etkilesimler; elektrostatik, hidrojen baglar1 ve van

der Waals (dipol-dipol) etkilesimleridir (Ni et al., 2006; Kennard, 1993).

Yapilacak calismada hesapsal ve deneysel yontemler ile hem Luteolin ve
niikleoitdler arasindaki etkilesimlerin hem de sistematik olarak miR-155 ile
Luteolin  arasindaki  etkilesimlerin  baglanma  bolgeleri ve  giigleri,
konformerlerindeki degisiklikler incelenerek Luteolin-miR-155 etkilesiminin
anlasilmas1 hedeflenmektedir. Bu sayede yeni anti kanser ajanlarinin gelistirilmesi,
etkin ilaglarin tasariminin 6nii agilacagi ve bilgisayar destekli molekiiler modelleme
caligmalar1 yardimiyla sistemin daha iyi anlasilmasi ve aciklanmasi i¢in bu ¢aligma

onem arz etmektedir.






2.GENEL BILGIiLER

Bu boliimde flavonoid sinifinda bulunan antioksidan, antianjiyogenez,
antiinflamatuvar ve antikanserojen ozelligine sahip olan Luteolin molekiiliinden,
Luteolin ile DNA ve Luteolin ile miRNA-155 arasindaki etkilisiminin daha iyi
anlasilmasi i¢in hayati dneme sahip olan DNA, DNA’y1 olusturan niikleik asitler ve
nlkleotitlerden, mMRNA kodlamayan, cogunlukla gen ekspresyonunun post-
transkripsiyonel diizenlenmesinde gorev alan miRNA’lardan, miRNA ¢esidi olan
MIRNA-155’in kanser hiicreleri ile olan iliskilerinden ve DNA-ilag etkilesimleri ile

ilgili olarak genel bilgilere yer verilmistir.

2.1. Flavonoidler

Flavonoid, latincede sar1 anlamina gelen “flavus™ kelimesinden tiiretilmistir.
Biyolojik etkilerinden dolay1 bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda flavonoidler
en Onemli bilesik simiflarindandir. Bitkilerin tiim organlarinda bu bilesiklere
rastlanmaktadir. Bugiine kadar 6000 civarinda flavonoid iceren madde bitkilerde

bulunmustur.

C

Sekil 2.1 Flavonoidlerin Genel Yapisi

Flavonoidler, fenil halkasinin Sekil 2.1. gibi birlesmesinden olusan
maddelerdir. Halkalarin birbirine farkli yonelimlerle baglanmasi nedeniyle, alt
siniflara ayrilan flavonoidler, fenolik bilesik olarak isimlendirilmektedir (Iyama et
al., 2013; Mcnaught et al., 1997). Flavon halkasinda iki bolge bulunmaktadir. Bu

bolgelerden biri ndtralizasyonda gorev alirken digeri ise serbest radikallerin



olusumunda metallerin (demir, bakir) baglanma bolgesini olusturmaktadir (Rice-

Evans et al., 1996; Mira et al., 2002).

Flavonoidlerin yapisal ¢esitliligi i¢in, difenilpropan iskeletinin farkl
yapilarda diizenlenmesinin yani sira, substituentlerin (metil gruplari, hidroksil
gruplar1 ve mono-, di- ve trisakkaritlerle glikatlanmis gruplar) yapisi, sayisi ve
baglanma pozisyonlari molekiiliin aromatik (A ve B) halkalar1 flavonoidlerin yap1

cesitliligine neden olur.

2.1.1. Luteolin

Luteolin (3',4',5,7-tetrahidroksi), bitkilerin yesil kisimlarinda bulunan bir
flavondur. Luteolinin yapisindaki hidroksil gruplart ve 2-3 cift bagi yapisi
nedeniyle biyolojik ve biyokimyasal aktivitesi bulunmaktadir. Luteolinin hidroksil
gruplar1 karbonun 5, 7, 3’ve 4’ pozisyonlarinda bulunur (Lin et al., 2008) ve yapisi
Sekil 2.2.°de gosterilmektedir. Luteolin siklikla glikozidlerle birleserek glikozit
formlar1 olugsmaktadir (Pandurangan et al., 2014; Berg et al., 2002).

Luteolinin glikozid formlar1 nane, yesilbiber, adacayi, enginar, kekik,
zeytinyag1, havug, kereviz, karabiber ve biberiye gibi bir¢ok bitkilerde bulunup
diyet i¢in kullanilirken (Miguel, 2009) bu bitkilerin disinda aga¢ kabugu, yonca
cicegi, papatya cay1, karahindiba, portakal ve meyve kabugunda da bulunmaktadir
(Stagos et al., 2012). Bir insanin ortalama ggnlgk Luteolin tiiketimi 16 mg olarak
saptanmistir. Ortalama bir insanin, giinliilk Luteolin tiiketim miktar1 16 mg olarak

belirlenmistir (Tsai et al., 2013).

OH
OH

HO O

OH O

Sekil 2.2. Luteolin yapis1



Bir flavon turevi olan Luteolinin, antimetastatik, antioksidan,
antianjiyogenez, antiinflamatuvar ve antikanserojen oOzellikleri gdsterdigi
calismalarla desteklenmektedir (Miguel, 2009; Harbone et al., 2000). Lutolin iceren
gidalarin tiiketilmesinin, kronik hastaliklara yakalanma oraninin azalmasina neden

oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (Lopez-Lazaro, 2009).

Kanserler genellikle hiicre boliinmesi kontrolsiiz oldugunda ortaya ¢ikar.
Luteolin ise genellikle G1/S ya da G2/S kontrol noktasinda kanser hiicrelerinin
boliinmesini inhibe ederek kanserin gelisimini durdurmaktadir (Ise et al., 2005;
Knowles et al., 2000; Zi and Agarwal, 1998; Lindenmeyer et al., 2001). Yapilan
calismalarda, luteolinin mide, prostat ve melanom hiicrelerde G1 fazinda hiicre
boliinmesini bloke ettigine dair sonuglar bildirilmistir (Lindenmeyer et al., 2001;
Matsukawa et al., 1993). Bu durumun nedeninin melanom OCM-1 ve kolon kanseri
HT-29 hiicrelerinin inhibisyonuyla iligkili oldugu disiiniilmektedir. Bu
durdurulmanin, CDK inhibitorleri p27/kip1 ve p21/wafl’nin up-regiilasyonu ya da
CDK2 aktivitesinde direkt inhibisyon ile gergeklestigini ve luteolinin etkisiyle p53
aracilt p21/wafl’in ekspresyonuyla oldugunu ifade etmislerdir (Casagrande ve

Darbon, 2001; Lim et al., 2007).

Lin ve arkadaslar1 Luteolin’in kanser dnleme ve tedavi potansiyeli olan bir
flavonoid oldugunu belirtmekte ve son epidemiyolojik ¢aligmalar ise Luteolin’in
kanser Onleme Ozelligine deginmektedirler. Bu ¢alismalarda kanser hiicre
apoptozunu indiikledigi ve aym1 zamanda hiicre proliferasyonunu azaltarak
potansiyel anti-kanser 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Lin et al., 2008). Sabzichi ve
arkadaslar1 MDA-MB 231 hicrelerinde, fitozomlara yiklenen luteolinin,
biyoyararlanimi arttirdig1 ve meme kanseri hiicrelerinde pasif hedeflemeyi arttirdig:
gbzlenmistir. Ayrica, hiicrelerin luteolin ve doksorubisin i¢eren nanopartikiiller ile

kombine tedavisi en yuksek kanserli hiicre 61im yuzdesi ile sonuglanmustir.

Meme kanseri hastalarindan alinan veriler sonucunda miR-155 seviyesi artis1
ile meme kanser hicresi olan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde anlamli bir
artig tespit edilmistir (Jiang et al., 2010). Sun ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
anti-miR-155 o&zelligi gosteren bilesiklerden biri de Luteolin’dir ve miR-155

seviyesini azaltir (Sun et al., 2015). Luteolin, kanser hucreleri icin gerekli olan



birkag sinyali ve transkripsiyon yolunu etkisiz hale getirerek timor gelisimini

blylk 6lgtde onler.

2.2. Nukleotik Asit

Niikleik asitler kalitsal bilginin kullanilmasini saglayan ve bu bilgiyi tasiyan
biiylik kiitleli biyopolimerlerdir. Ayrica bu bilginin protein sentezi i¢in de
aktarilmasimi saglarlar. Niikleik asitler, viicudun sadece %2’sini olusturmasina
ragmen yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir. Niikleotid denilen
monomerlerden meydana gelerek Deoksiribontkleik asit (DNA) ve Ribonukleik
asit (RNA) olustururlar.

2.2.1. Deoksiribonikleik Asit (DNA)

DNA molekiilii, dort farkli niikleotid alt biriminin bulundugu uzun iki
poliniikleotid zincir (iplik¢ik) diziliminden olusur. Niikleotidler de bir ya da daha
fazla fosfat grubu igeren bes karbonlu bir deoksiriboz sekerine bagli piirin veya

pirimidin bazlarini igerir (Sekil 2.3.).

Azot iceren pirimidinler timin (T), sitozin (C) ve urasil (U), plrinler ise
guanin (G) ve adenin (A)’dir. Adenin ile guanin piirinlerini ve sitozin ile timin

pirimidinlerini DNA molekuld icerir.
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Sekil 2.3. DNA ve RNA’y1 Olusturan Alt Birimler

Nukleotidler D—riboz ve D—2—deoksiriboz adi verilen iki tiir sekerden olusur.
DNA, deoksiriboz molekiillerinden olusturulur ve D—2—deoksiriboz molekilinin
2 numarali karbon atomunda ribozun ayni konumunda bulunan hidroksil grubu

yerine bir hidrojen atomu mevcuttur.

DNA c¢ok sayida niikleotidin bir araya gelmesinden olusmustur. Her niikleotit
bir aromatik baz (piirin veya pirimidin), deoksiriboz seker (D) ve bir fosfat grubu
icerir (Sekil 2.4.) (Swift and Golsteyn, 2014). Seker ve fosfat gruplari, DNA'nin
tiim niikleotidlerinde aynidir. Ayrica bazlar ve sekerler birbirine glikozidik baglarla

baghdir.
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Piirin Niikleotitler Pirimidin Niikleotitler
NH, NH,

OH H OH H

OH H

dGMP (Deoksiguanozin monofosfat) dTMP (Deoksitimidin monofosfat)

Sekil 2.4. Pirin Ve Pirimidin Niikleotitlerin Yapisi

Polintikleniikleotid zincirinde (iplikgik) yer alan niikleotidler, birbirlerine
fosfat ve sekerden olusan omurga sayesinde kovalent bagla baghdirlar. Bu sekilde
DNA alt birimlerinin bir diizen i¢inde dizilimi DNA’ya bir polarite kazandirir.
DNA "daki iki iplik¢ik birbirlerine ters yonde uzanirlar. iki komsu sekerden birinin
3 numarali karbonu ile digerinin 5 numarali karbon atomu arasindaki fosfat grubu,

bir fosfodiester bagi olusturarak sekerleri birbirine baglar (Sekil 2.5.).

DNA ipliginin tek yoni vardir ¢iinkii fosfodiester bagi asimetriktir. Cift
sarmal bir yapida, bir iplikcikteki niikleotidlerin yonii birbirine zittir. DNA
ipliklerinin bu diizenlemesine antiparalel denir. DNA ipliklerinin asimetrik uglari
5" (bes iissti) ve 3' (lic iissii) olarak adlandirilir, 5 'ucu bir fosfat grubu tasir ve 3' ucu

bir hidroksil grubu tasir (Istanbullu, 2011).
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GUANIN

Sekil 2.5. DNA Zinciri

DNA yapisinda bulunan adenin (A), daima iki hidrojen bagi ile timine (T),
guanin (G) ise li¢ hidrojen bagi ile daima sitozine (C) baglanir. Birbirine bazlar
arasinda hidrojen baglari ile baglanmig iki antiparalel poliniikleotid zinciri ¢ift
sarmal adinda ikincil bir yap1 olusturur ve bu ikincil yapida DNA’nin bazlarn g¢ift
sarmalin i¢inde kalirken fosfat-seker omurga kismu ise ¢ift sarmalin disina dogru
yonlenmistir. Bu yapida her bir DNA iplik¢igindeki baz ciftleri, kendisini
tamamlayici diger iplik¢ikteki baz ¢iftleriyle eslesip en diisiik enerjili olacak sekilde

paketlenmistir.

DNA molekiiliiyle etkilesebilen kiiciik molekiiller; elektrostatik
etkilesimlerle negatif yiiklii fosfat gruplardan, hidrojen baglari ile kiigiik veya
biyik oluklardaki hidrojen kabul edici/verici bolgelerden, van-der Waals
etkilesimler ile fosfat grubunun oksijen atomu iizerinden veya aromatik hidrofobik
yiizeylerden DNA molekiiliine baglanabilir. Ote yandan ¢ift sarmal DNA farkli
konformasyonlarda bulunabildigi i¢in kiiciik ve biiyiik oluklardaki genislik, derinlik
farkli olabilir (Sekil 2.6.). Baz dizilimleri tarafindan kontrol edildigi diisiiniilen
hidrasyon (su katilma) DNA-ila¢ kompleksinde de oldugu gibi DNA molekiiliiniin
kararliligi i¢in ¢ok dnemlidir (Aleksi¢ and Kapetanovic, 2014).
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Sekil 2.6. Cift Sarmal DNA’nin Konformerleri

Kromozom adi verilen yapilarin i¢inde DNA bulunur. Kromozomlar, hiicre
boliinmesinden once ciftlenir ve bu sirada DNA kendini kopyalar. Bu bazlarin
DNA'nin omurgasi boyunca dizilisi genetik bilgiyi kodlar (Cimen, 2010). Bu bilgi,
protein sentezi sirasinda genetik kod iizerinden okundugunda proteinlerin amino

asit dizisini belirler.

2.2.2. Ribonukleik asit (RNA)

RNA (Riboniikleik Asit), DNA'dan farkli olarak tek sarmalli bir polimer
molekdlidur. Bu nedenle genellikle kendi tizerinde kavisli bir yapiya sahiptir. DNA
gibi, yukarida belirtilen niikleobazlardan olusur, ancak bir RNA zinciri T'ye sahip
olamaz, bunun yerine Urasil (U) adi verilen bir niikleobaza sahiptir. Urasil
niikleobaz asagidaki sekilde gosterilmektedir. RNA ve DNA arasindaki diger bir
fark, niikleobazlarin eklendigi sekerlerdir. RNA, ikinci konumunda hidroksil grubu
iceren besgen bir riboz sekere sahipken, 5 DNA'daki seker bu hidroksil grubuna
sahip degildir.

Sekil 2.3.'de riboz ve deoksiriboz sekerlerinin karsilagtiriimasi, DNA ve
RNA'y1 olusturan alt birimler sunulmustur. Baz1 viriislerin genetik kodlamasinda,

organizmalarin proteinlerinin sentezini saglayan genetik bilginin aktarilmasinda ve
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biyolojik reaksiyonlarin katalize edilmesinde RNAnin 6nemli bir role vardir. Bu tlr
farkli islevler nedeniyle, RNA molekiiliiniin bir¢ok formu vardir. Bunlar haberci
RNA (mRNA), transfer RNA, ribozomal RNA, kii¢iik niikleer RNA ve kodlamayan
RNA olarak gruplandirilir (Shaw and Dev, 2008).

2.3. MicroRNA

MiRNA’lar 1990’11 yillarda kesfedilmis olsa da, 2000’li yillardan sonra,
hiicre molekiiler biyolojisi ve kanser ile ilgili arastirmalarda miRNA molekiillerinin
oneminden bahsedilmeye baslanmistir. MiRNA’larin kesfine kadar gecen siireg
icerisinde, genomda bulunan kodlamayan bolgelerin fonksiyonu bilinmemekteydi.
Bu ylizden ¢ogu bilim insanin kabul ettigi tabirle, kodlama yapmayan gen bolgeleri
“cop” DNA olarak adlandirilmaktaydi. Giiniimiizde ise, bu bdlgelerin biiyiik
cogunlugunun miRNA’lar1 kodladig1 agik ve net olarak kanitlanmistir. MiRNA’lar,
17-25 nikleotid biyiikliginde, mRNA kodlamayan, ¢ogunlukla gen
ekspresyonunun post-transkripsiyonel diizenlenmesinde goérev alan ve tim
Okaryotik hucrelerde bulunan molekullerdir (Park et al., 2011). MiRNA’larin hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilasmasi, strese karsi cevap, apoptozis, immiinite ve
transkripsiyonel duzenleme gibi hemen hemen tim htcresel fonksiyonlarda rol
aldiklar1 ve bu yolaklarin durdurulmasi ya da bozulmasinin da kanser olusumu ile
iliskili oldugu bilinmektedir (Lu et al., 2005). Boylece, miRNA’larin timor
gelisiminde hem onkogen hem de tiimdr baskilayici fonksiyon gosterdikleri ortaya
cikmaktadir. Darwinist model ile uyum gosteren miRNA’larin canli yasaminda
iistlenmis olduklar1 diizenleyici gorev; onlarin evrimsel siirecte tiirler arasinda yapi

ve fonksiyonel degisiklik olmaksizin korunmasina neden olmustur.
2.3.1. miRNA’larin Kanser ile Iliskisi

MiRNA’lar islevsel olarak hedef genlerin mRNA’larinin 3'UTR bdélgesine
baglanarak mRNA degredasyonu ya da translasyonel inhibisyon yoluyla gen
ekspresyonun diizenlenmesini saglamaktadir. MiRNA’larin mRNA’lara baglanma
ozelliklerine dayanarak yapilan hesaplamalar, her bir miRNA’nin yaklasik 100
farkli mRNA’y1 hedefleyebildigini teorik olarak ortaya koymaktadir.
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Birgok kanser tirtinde etkili olan onkogen ve timor supresor genlerin, 3'UTR
bolgelerine baglanan miRNA’larin sayist ve ¢esidinin bu bolgede belirlenen
varyasyonlar sonucunda degistigi gozlenmektedir. Bu sekilde spesifik 3'UTR
genotipi iceren kanser hastalarinda 3'UTR’ye baglanan miRNA’larin sayisinin ve
cesidinin degismesi, etkili genin mRNA’sin1 destabilize ederek kanser gelisiminin

tetiklendigi distiniilmektedir (White et al., 2011).

Insanlarda mRNA’nin fonksiyonu, miRNA tarafindan translasyonun
baslangicinin baskilanmasi, translasyonun uzama fazinin baskilanmasi ve poli(A)
kuyrugunun kisalmasi gibi basamaklarda diizenlenmektedir. Protein kodlayan
genleri etkileyen amplifikasyon, translokasyon, delesyon, nokta mutasyonlar ve
epigenetik mekanizmalar kanserli hiicrelerde miRNA’nin da fonksiyonunu
etkilemektedir. Insan miRNA’larinin yaklasik %50°si, DNA iizerinde kanserle
iliskili genomik bolgelerden ve kromozomlarda bosluklar, kiriklar olugsmasi ve
kromozomlarin yeniden diizenlenmesi sonucu meydana gelen hassas ve kirilgan
bolgeler olarak tanimlanan, kromozomlar tizerinde lokalize olmus frajil bolgelerden
kodlanmaktadir. Bu durum, miRNA’larin bugiine kadar aciklanamayan biyolojik
olaylarda yer alan hedef molekiiller olabilecegini diisiindiirmektedir (Juan et al.,
2010).

Gilinlimiize kadar farkli kanser tiplerinde miRNA ekspresyon diizeyindeki
degisiklikleri tanimlayan bircok c¢alisma gergeklestirilmistir. Genom genelinde
yapilan ¢aligmalar miRNA’larin tiimorigenez suresince olan rollerini destekler
nitelikte olup, bu molekiillerin kanserle iligkili genomik bdlgelerde lokalize
oldugunu ve degisen derecedeki ekspresyonlarinin onkogen ve tiimor supressor gen
fonksiyonu ile ilgili oldugunu gostermektedir. Kanserlesme siirecinde bazi
miRNA’larin  hiicre  proliferasyonunu  arttirirken,  digerlerinin  azalttig1
bildirilmektedir. MiRNA’larin bu iki sinifi kanser gelisiminde onkogenler ve timor
supressOr genler gibi merkezi bir rol oynamaktadir. MiRNA’larin biiyiik
cogunlugunun kanserli hiicrelerde diisiik seviyede eksprese oldugu ifade
edilmektedir. Normal dokularda, bu miRNA’larin bazilariin proto-onkogenlerin
inhibe ettigi (mMRNA’larin 3' ucunu hedef alarak) bildirilmistir. Bu nedenle bu
miRNA’lara “timor supressor miRNA’lar (TS-miR) denmektedir (Lee et al.,

2003). Ciinkii bunlarin normal fonksiyonlari, onkogenlerin ekspresyonlarini
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kontrol altinda tutmaktir. Bazi miRNA’larin ise kanserli hiicrelerde yiiksek
seviyelerde eksprese olduklart belirlenmistir. Bu miRNA’lar ise oncomiR’ler
(onco-miR) olarak tamimlanmaktadir. MiRNA’larin birden fazla potansiyel
hedefleri oldugu i¢in, hiicresel durumuna gére bir miRNA, TS-miR ya da onco-miR

ozelligi gosterebilmektedir.

Literatiirdeki son bulgular baz1t miRNA’larin ekspresyonundaki degisimlerin
bazi kanser tipleri ile iligkili olabilecegi tespit edilmistir. Let-7, miR-15a/miR-16-1
kiimesi ve bunun komsulugunda bulunan miR-143/miR145’in ekspresyonunun pek
cok kanser tiiriinde azaldigi, bu miRNA’larin potansiyel tiimor supresor olarak
gorev gorebilecegi one siirtilmistiir (Michael et al., 2003; Calin et al., 2002;
Takamizawa et al., 2004; Bottoni et al., 2005). Bunun tam tersi miR-17-92 kiimesi
ve mMiR-155/BIC kiimesi i¢in gegerlidir. Bu miRNA’larin asir1 ekspresyonunun
onkojenik potansiyel tasidig tespit edilmistir (Kluiver et al., 2005; Kluiver et al.,
2006). Tim bunlara ek olarak bazt miRNA’larin genlerinde olabilecek delesyon,

amplifikasyon ve mutasyon gibi durumlar, ekspresyon duzeylerini etkileyebilir.

2.3.2. miRNA-155

Kesfedilen ilk onkojenik miRNA'lardan biri, proteini kodlamayan bir gen
olan BIC (B hcre Entegrasyon Kumesi) ile birlikte ifade edilen miR-155'tir. Son
zamanlardaki ¢alismalarda, miR-155in B hiicreli lenf kanseri (Eis et al., 2005),
meme (lorio et al., 2005), pankreas (Gironella et al., 2007), akciger (Lin et al.,
2010) ve Hodgink’s lenfoma (Kluiver et al., 2005) gibi kanserlerde yuksek
ekspresyon sergiledigi gosterilmistir. miR-155’in, kanser ile iligkili olan bir

microRNA (oncomir) oldugu saptanmistir.

MIRNA-155, insanlarda primer akciger fibroblastlarinda, anjiotensin II tip 1
reseptorii (AGTRI) eksprese eden mRNA’ya baglandigt ve bu proteinin
ekspresyonunu azalttigi tespit edilmistir. TGF-Bl tedavisinin  miRNA-155
ekspresyonunu azaltarak AGTR1 ekspresyonunu arttirdigi  ve biiylimeyi

durdurdugu gosterilmistir (Martin et al., 2006).
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Meme kanserinde miR-155in ekspresyonunun onemli Ol¢iide yiikseldigi,
bunun da iltihaplanma ve kanser arasinda bir koprii gorevi gordiigii saptanmuigtir.
Shuai ve arkadaglar1 ¢alismalarinda miR-155'in meme kanserinde gelisme
gosterdigi ve miR-155'in meme Kkanseri tedavisinde potansiyel bir hedef

olabilecegini ortaya koymaktadir (Jiang et al., 2010).

Sun ve arkadaglarmin yaptig1 ¢alismada anti-miR-155 ozelligi gosteren
bilesiklerden biri de Luteolindir. Luteolin (3',4',5,7-tetrahydroxyflavone) bitkilerde
yaygin olarak bulunan (genellikle kekik, adacayi kereviz, yesilbiber, perilla
(biftekotu) yaprag1 ve papatya ¢ay1 (Lv et al., 2009) antioksidan, pro-oksidan, anti
inflamatuvar, anti kanserojen, anti anjiyogenez ve anti metastaz aktivitelere sahip

bir flavonoiddir.

Luteolin, kanser hiicreleri icin gerekli olan birka¢ sinyali ve transkripsiyon
yolunu etkisiz hale getirerek timor gelisimini biiyiik lgiide 6nler. Ayrica Luteolin,
hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde miR-155 seviyesini azaltir (Sun
etal., 2015).

Bitkisel flavonoidlerden seg¢ilen Luteolin’in miR-155 seviyesini diisiirerek
kanser htcresi olan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerini olumlu yonde etkiledigi
bilinmektedir (Wang et al., 2018). Ancak, Luteolin ve miR-155 arasindaki
etkilesimin mekanizmas: bilinmemektedir. Planlanan c¢alismada miR-155 ile
Luteolin etkilesimi sistematik olarak incelenerek Luteolin’in miR-155 sekansi ile
etkilesimine ek olarak miR-155’in DNA sarmalindan ayrilan tekli dizi (miR-155’in
DNA’da karsilik gelen sekans) ve miR-155’in DNA sarmalindan ayrilmadan
onceki DNA’nin ¢iftli dizi (DNA sarmal yap1) ile etkilesimi arastirilacaktir. Bu
sayede Luteolinin, hangi dizi ile etkilesimin kuvvetli oldugu ve hangi bélgede nasil
baglar olusturdugu hakkinda bilgi edinilecektir. Luteolin-niikleotid kompleksi ve
sistematik olarak Luteolin-miR-155 kompleksleri arasindaki etkilesim, kuantum
mekaniksel ve deneysel c¢alismalarla (spektrum ve voltametri ¢alismalariyla)

incelenerek, literatiire katki saglayacag: diistiniilmektedir.
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2.4. llac-DNA Etkilesim Tiirleri

Organik, inorganik dogal veya sentetik olarak sentezlenmis ila¢ molekiiller
DNA molekiilii ile kompleks olusturabilir. Genellikle ilaglarin hedef molekiilii olan

cift zincirli DNA’ya kovalent veya kovalent olmayan etkilesimlerle baglanabilir.

DNA, klinik kullanimda olan ve ileri klinik ¢aligmalarda kullanilan birgok
ilag icin farmakolojik hedeftir (Kennard, 1993). Ciinkil hiicrenin yonetim molekili
olan DNA, solunum, beslenme ve {ireme gibi tiim yasam aktivitelerini yonlendirir.
Ayrica DNA transkiripsiyon (RNA sentezi) yoluyla hiicre fonksiyonlarini diizenler
ve hiicre boliinmesinin hazirliklar: sirasinda kendini kopyalar (replikasyon) (Brett
et al., 1997). ilag DNA ile etkilestigi zaman ya DNA’nin fonksiyonlarin1 yapay
olarak degistirir ya da inhibe eder. ilactn DNA’nin fonksiyonunu degistirme ve
inhibe etme iglemi bir hastaligin kontrolii ve tedavisi i¢in ¢ok dnemlidir (Kennard,
1993). Genis bir kullanim alan1 olan antibiyotik ve antikanser ilaglarinin hiicre igi
hedefi DNA’dir (Hurley and Boyd, 1988). Son zamanlarda bir¢ok kot huylu
timore karst mevcut tedavilerin hem yetersizliginden hem de yan etkilerinden
dolayi ilag ve DNA etkilesimini incelemek hastalig1 tedavi etmek i¢in dnemlidir.
Bu yiizden kimyasal biyoloji laboratuvarlarinda, hem akademi ve hem de endiistri
alaninda canli hiicrede dogrudan DNA odakli yapiyr tanimayr hedef alan yeni
ilaglar tasarlanmaktadir (Haq, 2002). Bu ilaglar, ileride gen aktivitesinin spesifik

modiilatorleri olarak davranacaklardir (Lander et al., 2001).

[lag ve DNA etkilesiminin incelenmesi, hem etkilesim mekanizmasinin
anlasilmasinda hem de yeni DNA hedefli ilaglarin tasariminda ve ilgili siireclerin
gelistirilmesinde yer alan en énemli faktorlerden biridir. (Hajian et al., 2009). Bu
streclerin birisi de DNA biyosensorleridir. DNA biyosensorleri, DNA ile analizi
yapilacak maddenin etkilesime girmesi sonucu onu algilayacak biyolojik gerec
olarak kullanilan sensdrlerdir (Wang, 1998; Wang, 2002). Bu biyosensorler, bazi
DNA hedefli ilaclarin veya maddelerin DNA iizerindeki etkilerini belirlemek i¢in
kullanilir (Wang, 1998). Bu siiregte DNA-ila¢ etkilesim mekanizmasi etkilesimden
once ve sonra Olciilen sinyaller arasindaki farktan yararlanilarak agiklanabilir

(Erdem ve Ozsoy, 2001). Ayrica analiz edilen ilaglarin miktarlarinin belirlenmesi
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yeni DNA hedefli ilaglarin nasil olacagi konusunda bir 6n bilgi vermektedir (Rauf

vd., 2005).

Bir ilacin DNA ile etkilesmesi ii¢ farkli sekilde olmaktadir (Graves and Velea,
2000; Blackburn and Gait, 1990).

1) Transkripsiyon faktorleri ve polimeraz kontrolii vasitasiyla DNA’ya

baglanan proteinlerle ilaglar etkilesirler.

2) Niikleik asit ti¢lii sarmal yapisini olusturmak i¢in DNA’nin ¢ift sarmalini
RNA’ya baglanmasi veya DNA-RNA hibritlerini olusturan DNA tek sarmal
bolgelerini acikta birakan RNA hibritlesmesi transkripsiyonel aktiviteyi

engeller.

3) Kiigiik aromatik ligant molekiilleri DNA c¢ift sarmal yapilarina baglanirlar.
Bu baglanma ti¢ sekilde olmaktadir:

a) Niikleik asit yapisindaki negatif yiiklii seker—fosfat gruplarina elektrostatik
baglanarak DNA ile etkilesebilir.

b) DNA ¢ift sarmal yapisinin iki oluguna baglanarak DNA ile etkilesebilir.

c) DNA’nin baz ciftleri arasina interkalasyon yaparak DNA ile etkilesebilir.

2.4.1. DNA’ya Kovalent Baglanma

Bilesiklerin kovalent bagla DNA’ya baglanmasi tersinmezdir ve DNA
fonksiyonunun tamamen islevinin yerine getirememesine sebep olur ve sonrasinda
hiicre oliimii gerceklesir. Bu kovalent baglayicilarin en énemli yonii iyi derecede
baglanma kabiliyetine sahip olmalaridir. Dahasi, kovalent bagli biiylik gruplar,
protein-DNA kompleksinin ve ¢ogu DNA omurgasinda bozulmalara neden oldugu
icin hilcrede transkripsiyona ve replikasyona etki eder (Liu and Sadler, 2011).

DNA'ya 3 tiir kovalent baglanma vardir;
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Ip i¢inde veya teller arasinda teller aras1 ve tel ici ¢apraz baglama da,
sentezlenmis modifiye formlarla Piiriin ve pirimidin bazlarinin degistirilmesi,
iplikgik icinde veya iplikcikler arasinda ¢apraz baglanma (inter and intra-strand

cross linking), Piirin ve pirimidin bazlariin alkilasyonu belirtilebilir.

DNA ile kovalent olmayan baglanma ve kovalent baglanma yapan bazi ilaglar
molekdlleri Sekil 2.7.’de gosterilmektedir.

I DNA’Za kovalant baglanan DNA’Za kovalant baglanmagan I
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Sekil 2.7. DNA ile Kovalent/ Kovalent Olmayan Baglarla Baglanan ilaglar

2.4.2. Kovalent Olmayan Baglanma

Kovalent olmayan baglanmada ilaglar DNA’ya tersinir baglanirlar, ila¢ etki
mekanizmasi ve zehir etkisi géz oniine alindiginda kovalent baglanan ilaglara gore

kullanim1 daha fazla yeglenir. Ote yandan kovalent olmayan DNA etkilesim
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ajanlari, DNA ile etkilestiginde DNA’nin konformasyon degisikligi, DNA’daki
torsiyonel ac1 gerginligi, protein-DNA etkilesimini etkilemesi ile DNA
iplikciklerinin kirilmasmi saglar. Molekiiler tanimlama, DNA kimyasinin en
onemli temelidir ve bu siirecte, DNA molekilii ile etkilesime giren kiigiik veya
biiyiik molekiillerin se¢imli olarak DNA'ya baglanmasi 6nem tasimaktadir. Bu
baglanma farkli sekillerde meydana gelebilir. Bunlar, hidrojen baglari, van der
Waals etkilesimleri ve dipol-dipol etkilesimleri olarak ifade edilebilir. Meydana
gelen DNA-ilag yapisini stabilitesi, yukarida bahsedilen etkilesimlerin ¢okluguna
baglidir. Kovalent baglanma olmadan DNA ile etkilesime giren ilaglar su sekilde
siniflandirilabilir ve Sekil 2.8.’de gosterilmektedir. Bunlar interkelatorler, Kuguk

ve bliylik oluk baglayicilar, harici baglayicilar olarak ifade edilir.

interkelator

bisinterkelator

Kuguk oluk {

Buyuk oluk

Kuguk oluk
baglayici

Buyuk oluk
baglayici

Harici
baglayici

Sekil 2.8. Kovalent Olmayan Bilesiklerin Etkilesimleri

2.4.2.1. interkelatorler

Interkalasyon ilk defa 1961 yilinda Leonard Lerman tarafindan DNA ile
akridinler arasindaki heterosiklik aromatik boyalarin gii¢lii ilgisini agiklamak icin
onerilmistir (Lerman, 1961). Interkalasyon, diizlemsel yapiya sahip aromatik bazi
bilesiklerin DNA ‘daki komsu baz ciftleri arasina yerlesmesi olayidir. Diizlemsel
heterosiklik bilesikler m-elektronlarini komsu DNA baz ¢iftleri arasina istifleyerek

interkalator olarak gorev yapar. Interkalatorler, DNA baz ciftleri arasindaki
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hidrojen baglarin1 bozmadan ve kovalent bag olusturmadan DNA omurgasina dik
olarak yerlesmis molekiillerdir. DNA-enterkelasyon kompleksinin stabilitesi
devam ettiren etkilesimler van der Waals, hidrojen baglari, hidrofobik veya yiik
transfer kuvvetleridir (Martinez and Garcia, 2005; Shui et al., 2000; Waring and
Bailly, 1994; Rehn and Pindur, 1996; Baginski et al., 1997). DNA interkelatorleri,
blytyen kanser hucrelerinde DNA eslesmesini 6nlemek igin kemoterapotik
terapide kullanilir. DNA-enterkelatér yapis1 n—n istiflenmis etkilesiminden dolay1
iyonik gug ile ilgili olan diger baglanma tiirlerinden (oyuk baglanmasi ve
elektrostatik etkilesimler) daha kararlidir (Sirajuddin et al., 2013).

Interkalat6rler, DNA ‘nin yapisinda giiclii degisimlere yol agarlar. Buna gére
DNA ¢ift sarmali uzar, sertlesir veya acilir (Bauer and Vinograd, 1970). Ayrica
interkalatorlerin yapisina bagli olarak DNA’ya tersinir ve tersinmez bir sekilde
baglanmaktadirlar. Interkalatorlar, DNA zincirini kirarak Topoizomeraz (II)

enzimini inhibe ederler (Wang et al., 1996).

Interkalasyonla DNA’ya baglanan ilaglara 6rnek olarak; doksorubisin,
daunorubisin, bleomisin ve daktinomisin verilebilir. Bu ilaglar kanser tedavisinde
antibiyotik olarak kullanilan maddelerdir. Ayrica DNA’ya interkalasyonla
baglanan organik floresans 6zellige sahip interkalatorlar hem farkli spektroskopik
teknikler kullanarak DNA’y1 goriintiilemekte hem de kanser tedavisinde sadece
timor hiicrelerinin  yaninda toplanarak tiimor hiicrelerinin  gelismesini

durdurmaktadirlar (Top vd., 2016).

2.4.2.2. Oluk baglayicilar

Kiictlik bazi molekiillerin DNA’nin kii¢iik oyuklarina hidrojen baglar1 ve van
der Waals etkilesimleriyle baglanmasidir. Proteinler ve oligoniikleotitler gibi
makromolekiiller ise biiylik oyuk etkilesimlerini tercih ederler. Kii¢iik oyuga
baglanan ilaglar pirol, furan ve benzen gibi burulma o6zelligine sahip aromatik
halkalar icerir. Bu ilaglar es sarmaldaki kiigiik oyuklarin kavislerinde oluklarin
seklini alacak bi¢imde (yarim ay) van der Waals etkilesimleriyle DNA’ya
baglanirlar. Ayrica bu ilaglar adeninin 3 nolu azot atomu ve timinin 2 nolu oksijen

atomlariyla hidrojen baglar1 yaparlar. Oluklara baglanan molekiiller, genellikle
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adenin ve timin segiciligi gosteren bilesiklerdir. Bu seciciligin sebebi etkilesimin
oldugu bolgede adenin ve timin dizilerinin elektrostatik egiliminin fazla olmast,
adenin-timin bélgelerinin guanin-sitozin bolgelerinden dar olmasi ve daha az sterik
engel gostermesidir (Mei and Barton, 1986). Adenin-timin ve guanin-sitozin
arasinda biiyiikk ve kiiciik oyuk baglanma yerleri Sekil 2.9.’te goriilmektedir.
Imidazol-pirol poliamitleri ve leksitropsinler gibi guanin-sitozin seciciligi gdsteren
kii¢iik oyuk baglayicilar1 da vardir (Lown, 1994). Netropsin de oyuk baglayici bir
antibiyotik ilactir (Kopka et al., 1985).
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Sekil 2.9. Sitozin-Guanin ve Adenin-Timin Arasinda Kii¢iikk Ve Biiyiikk Oyuga Baglanma Yerleri

2.4.2.3. Elektrostatik Dis Baglanma

Molekiil ve DNA arasindaki baglanma elektrostatik karaktere de sahiptir. Bu
baglanma DNA c¢ift sarmalinin dis yilizeyinde meydana gelmektedir. DNA ¢ift
sarmali, hem yapisin1 hem de fonksiyonlarini etkileyen negatif yiiklii fosfat gruplari
ile ortamda bulunan pozitif yiikli iyonlar arasinda -elektrostatik etkilesim
gosterirler. DNA ve molekiil arasinda gerceklesen elektrostatik etkilesim spesifik
degildir (Manning, 1978; Sterkowski and Wilson, 2007). Rutenyum(II)’nin bazi
metal kompleksleri ve Mg*? gibi katyonlar DNA’ya bu sekilde baglanmaktadir
(Kelly et al., 1985).
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2.5. Ilac ve DNA Arasindaki Etkilesimlerini Incelemek Icin
Kullanilan Baz1 Teknikler

Bir ilacin antitiimor aktivitesi ve DNA ikincil yapisina etkisi, ancak cagdas
ve Olciilebilir biyofiziksel parametrelerin sitotoksite degerleri ile baglantili
oldugunda anlamlidir. Degisiklikleri ortaya koyan, yenilenmis analitik teknikler ve
uygulamalar1 bu anlamda etkilesimlerin belirlenmesi ve agiklanmasi adina da

onemlidir.

25.1. DNA-ilac Etkilesmelerinin Elektronik Absorpsiyon

Spektroskopisi ile Incelenmesi

DNA’nin UV/Vis absorpsiyon spektrumunda 260 nm’de maksimumu olan
genis bir band (200-350 nm) vardir. Bu maksimum elektronik gegislerden sorumlu
plirin ve pirimidin halkalarindan kaynaklanir. Ortam pH’inin ve iyon siddeti
degisikliginin DNA’nin genelde molar absorptivite katsayisina ve absorpsiyon
maksimumuna etkisi cok azdir. interkelasyon ile DNA’ya baglanma hipokromizm
(absorbansin azalmasi) ile beraber maviye (hipsokromik) veya kirmiziya kayma
(batokromik) seklinde sonuglanir. Aromatik kromoforlar ile baz ciftleri arasinda
etkilesim sonucu meydana gelen interkelasyonun gucl hipokromik etki ile
iliskilidir (Nakamoto et al., 2008; Giircan, 2014; Seferoglu vd., 2016). Eger bir
bilesik ile DNA arasinda elektronik etkilesim s6z konusu ve bu etki UV/Vis bolge
spektrumunda hiperkromik (absorbansin artmasi) etki seklinde gézlemleniyorsa, bu
durum etkilesim sonucunda DNA’nin yapisinda konformasyonel veya yapisal
degisiklikler oldugunu gosterir. Ote yandan bilesiklerin DN A y1 kararli kilma etkisi
artan sicaklikla 260 nm’deki absorpsiyon pikinin takip edilmesiyle 6ngorulebilir.

UV/Vis. bolge spektroskopisi ilag-DNA etkilesimlerinde kullanilan en basit
ve en yaygin yontemlerden birisidir. Ilag-DNA etkilesim ¢alismasi DNA’nin ya da
ila¢c molekiiliiniin absorpsiyon 6zelliklerinin degismesi ile uygulanir. Genellikle ilag
olarak kullanilan molekiiller goriiniir bolgede agikca ayirt edilebilen bir
absorpsiyon band1 gosterir. Ilagc-DNA etkilesimi DNA varliginda ilacin maksimum

absorpsiyon bandinin kaymasi ile kolayca incelenir. Bu kaymanin biyiikligi ilag
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ve DNA arasindaki etkilesim giicliniin bir belirtisi olarak yorumlanir (Sun et al.,

2011a; Jaumot and Gargallo, 2012; Wei et al., 2010; Bhadra and Kumar, 2011).

DNA’nin UV/Vis boélge absorpsiyon spektrumu 200-350 nm arasinda genis
bir bant verir ve 260 nm’de maksimum absorpsiyon gosterir. Bu maksimum
absorpsiyon DNA’nin adenin ve guanin bazlarinin kromofor gruplart ile sitozin ve
timin bazlarinin elektronik gegislerinden kaynaklanir. Bu gecislerin olasiligt
yiiksektir ve molar absorpsiyon katsayis1 10* M cm™ civaridadir (Gonzalez-Ruiz
et al., 2011). Bu teknik 260 nm’de absorpsiyonun 6l¢iilmesiyle DNA’nin molar
derisiminin belirlenmesine izin verir. 260 ve 280 nm’deki absorpsiyon oranlari
(A260/A280) ise DNA’nin safligini belirler. Bu oranin 1,8-1,9 olmast DNA’nin
protein igermedigini gdstermektedir (Benesi and Hildebrand, 1949). Literatiirde saf
DNA’ya ait A260/A280 oraninin 1,8 ile 2 arasinda oldugu rapor edilmistir (Bravo-
Anaya et al., 2016). Molar absorpsiyon gibi absorpsiyon maksimumdaki hafif
degisimler ¢ozeltinin iyonik siddeti veya pH gibi etkenlerle meydana gelir.

Ilag-DNA etkilesimleri serbest ila¢ ve ilagc-DNA kompleksinin UV/Vis bolge
absorpsiyon spektrumlarmin karsilastirilmastyla ¢alisilmaktadir. interkalasyonla
DNA’ya baglanan bu ilaclar genellikle hipokromizm (absorpsiyon siddetinde
azalma) ve batokromizm (dalga boyunun artmasi veya kirmiziya kayma)
gostermektedir (Liu et al., 2002). DNA baz ciftleri ile ilacin aromatik kromofor
gruplar1 arasinda bir istiflenme etkilesimini igeren interkalatif baglanmadan dolay1
hipokromizm derecesi genellikle interkalatif etkilesimin giiciine baghdir.
Interkalasyonun giicii DNA ve interkale olan molekiil arasindaki uzakliga baghdir.
DNA ile interkale olan molekiil arasindaki uzaklik azaldigi zaman hipokromizm
artar. Boylece DNA bazlarinin ©t elektronlar: ile bilesigin © elektronlarinin uygun
sekilde ortiistiigiiniin bir gostergesi olarak, w ve n* enerji seviyeleri arasindaki fark
azalir ve bilesigin © bagi orbitalinden poliniikleotidin #n* orbitaline elektron
transferi daha kolay meydana gelir. Sonug olarak dalga boylarinda kirmizi veya
maviye kayma gorulir (Sirajuddin et al., 2012).

[lag ve DNA arasindaki etkilesim elektrostatik baglanma seklinde olursa
UV/Vis. bolge spektroskopisinde hiperkromizm (absorpsiyon siddetinde artma)
goraldr. Bu hiperkromik etki ilag-DNA kompleksi olustuktan sonra DNA’nin
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yapisinda ve konformasyonundaki birtakim degisikliklerden meydana gelir. Ayrica
DNA’nin absorbansi gozle goriiliir bir sekilde artmaktadir. DNA ¢ift sarmali
birbirini tamamlayan baz ciftleri arasindaki istiflenmis etkilesimlerle, hidrojen
baglariyla ve hidrofobik etkilesimlerle bir arada durmaktadir. DNA c¢ift sarmali
denatiire edici ajanlarla bir araya geldiginde ¢ift sarmal yapiy1 bir arada tutan
kuvvetler bozulur. Boylece DNA ¢ift sarmali birbirinden ayrilarak rastgele
konformasyonel durum gosterir, baz ciftleri arasindaki etkilesim azalir ve DNA
¢Ozeltisinin absorpsiyonu artar. Clinkii bazlar serbest durumdadir ve eslesmis bazlar
arasinda hidrojen baglar1 olusmamistir. Sonu¢ olarak DNA’nin absorbansi ayni
derigimdeki ¢ift sarmal absorpsiyonundan % 40 daha fazla olur (Sirajuddin et al.,
2013). Ayrica DNA’nin omurgasinda bulunan fosfat gruplar ile elektrostatik
etkilesimlerle DNA’ya baglanan pozitif yikli katyonlarm varligi hiperkromik
etkiyi artirir ve DNA’nin yapisinda hasar meydana getirir (Arjmand ve Jamsheera,
2011). Tlag ve DNA arasinda zayif bir etkilesim varsa dalga boyunda herhangi bir
kayma olmaksizin hipokromik veya hiperkromik etki gozlenir (Gonzalez-Ruiz et
al., 2011; Kumar et al., 2009a).

UV-GOr. bolge (Vis) spektroskopisinde, c¢ogunlukla hiperkromik etki
elektrostatik etkilesim ve 15 nm'den daha biiyiik batokromik kayma interkalasyonu
ile birlikte hipokromik etki gosterirken, 8 nm'den kicik batokromik kayma oluga

baglanmay1 gosterir (Arjmand and Jamsheera, 2011; Kalanur et al., 2009).

2.5.1.1. UV/Vis Spektroskopisi

Spektroskopi, en temel anlamiyla, 151tk ve maddenin etkilesimi {izerine
yapilan caligmadir. Spektroskopik analiz yontemleri; molekiilerin veya atomlarin
absorpladigi, yansittigi ve sagtigi sik miktarinin 6lgiilmesi temeline dayanir (Skoog
et al., 2004). Bir madde, Ozelliklerine bagl olarak, iizerine diisen radyo
dalgalarindan UV i1sinlarina kadar ¢esitli dalga boylarindaki 1sinlarin bir kismini
absorbe eder, digerleri ise hig etkilesmez. Maddenin bu 6zelligi kullanilarak yapisi
ve konsantrasyonu belirlenebilir, yani kalitatif ve kantitatif analizler yapilabilir. Bu
amacla ¢ok farkli dalga boylarina sahip 1sinlar malzeme iizerine gonderilir ve
Ozelliklerine gore bunlardan hangisinin madde tarafindan absorbe edildigi cihaz

tarafindan belirlenir. Ancak tiim bu dalga boylarinda radyasyon yayacak tek bir
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cihaz yapmak ve aralarinda hangisinin absorbe ettigini belirlemek uygun
olmadigindan cihazlar belirli dalga boylar1 arasinda c¢alisacaksekilde iiretilmistir.
Ornegin; Binlerce metreye kadar dalga boyuna sahip cihazlara Niikleer Manyetik
Rezonans, UV Goriinlir Bolge de ¢alisanlar 200-750 nm arasinda ve Kizilotesi
Spektrofotometreler 2500-25000 nm dalga boyundaki 1sinlarla ¢alisan cihazlara
denir. Bu cihazlar1 kullanan analiz yontemleri, sirasiyla NMR, UV Gorlnur Bolge
ve IR Spektroskopisi olarak adlandirilir. Biitiin elektromanyetik dalgalari
barindiran 6l¢ek olan elektromanyetik spektrum Sekil 2.10.’da gosterilirken, Sekil
2.11.de UV/Vis spektrofotometresinin sematik gosterimi yer almaktadir.

- Enerji artar
Kisa dalgaboyu Uzun dalgaboyu
—
10nm 102 nm 1nm 10°nm 10° nm m 10°m

L 1 1 1 1 1

1
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Sekil 2.10. Elektromanyetik Spektrum
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Sekil 2.11. UV/Vis Spektrometresinin Sematik Gosterimi

Isinin dalga boyu, frekansi, dalga sayis1 ve hiz1 gibi 6zellikleri vardir. Isik
hem tanecik hem de dalga 6zelligi tasir ve bu parcaciklarin her birine foton adi
verilir. Bagka bir deyisle, 1s1n1n hem dalga hem de parcacik 6zellikleri vardir ve tipi,

foton basina frekans veya enerji ile belirlenir. Isigin yogunlugu, 1s1ik demetindeki
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fotonlarin sayisi ile ilgilidir ve enerji birimleri ile olgiilir. Isik enerjisinin
emilmesinde molekiil, nicellestirilmis oranda enerji aldig1 ve verdigi i¢in belirli bir
seviyedeki tek frekansli bir 1g1n1 emer. Maddenin tiim molekiilleri i¢in bu 6zellik
gecerlidir ve bu nedenle spektrumda absorpsiyon cizgileri belirir. Ancak belirli bir
elektronik seviyedeki her molekiill ayn1 zamanda farkli titresim ve donme

seviyelerine sahip oldugundan, spektrumda absorpsiyon bantlar1 olarak ¢ikar.

10-200 nm arasi 1ginlar havadaki oksijen tarafindan emilir. Bu bolge, 6zel
mekanizmalar yardimiyla havasiz ortamda (vakum) calistirildigr i¢in Vakum UV
(Far UV) olarak adlandirilir. 200-400 nm'deki 1sinlarin kullanildigi bolgeye
ultraviyole bolgesi denir. Goriiniir bolge sinirlart 400-780 nm'dir. Cihazlarda farkl
dalga boylarinda 1sinlar elde etmek i¢in UV ve goriiniir alanlar i¢in farkl tipte 151k
kaynaklar1 kullanilmaktadir. Gelismis spektrofotometreler, frekanst yumusak ve
otomatik olarak degistiren her iki tlir 151n kaynagina sahiptir. Sonug olarak,
gonderilen 1sinlar arasindan emilen 151 veya 1sinlar, dedektor araciligiyla cihaz
tarafindan hassas bir sekilde algilanir ve bir absorbans bandi olarak spektruma
aktarilir. UV absorpsiyon spektrumu, dalga boyu veya 1s18in  frekansiyla
absorpsiyon siddetinin grafigidir (Sekil 2.12.).

17

€/l mol'cm™

A ~280nm /Mnm

Sekil 2.12. Absorpsiyon Spektrumu

Isinin dalga yapisinda arka arkaya gelen iki tepe noktas1 arasindaki mesafeye,
1s1manin dalga boyu denir. Dalga boyu, metre, cm, mm, mikron (p) olabilecegi gibi
daha ¢ok nanometre (nm), angstrom (A) gibi birimlerle gosterilir. Bu birimler

arasinda: 1 nm =10° m = 10 A seklinde iliski vardir. Birim zamanda yani saniyedeki
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titresim sayis1 frekans (v) olarak ifade edilir ve hertz olarak da gdésterilir. Birimi
saniye (s) olan ve ard arda iki dalga tepesinin belli bir noktadan ge¢mesi icin
gereken slreye Periyot denir. Isinin birim zamanda aldig1 yol hiz olarak ifade edilir
ve (¢ = 3.10'% cn/s) ile gosterilir. Vakumdan baska bir ortama gegerken 1s1gin hizi
azalir, c. 1/A olarak olarak ifade edilen, 6rnegin 1 cm'deki (birim uzakliktaki) dalga

sayisina dalga sayis1 denir.

Enerji E= hv = h(c/A) denklemiyle hesaplanir, burada h, Planck sabiti= 6.62
X 102" ergs). Absorban materyalin analizinde absorbe edilen 1sinlarin
spektrofotometre ile tespit edilerek degerlendirilmesiyle elde edilen spektrum,
analizin sonug¢lanmasini saglar. Atom veya molekiillerin uyarilmasi, madde ile

1s1n1n etkilesmesi sonucu elektronlarin yiiksek enerjili hale gelmesi demektir.

Atom veya molekiiller, uyarilmis halde 10® saniye kalir ve temel enerji
diizeyine geri donerek, sahip olduklari enerjiyi 1simali ve 1simasiz olarak geri
verebilirler. Enerjinin 151k olarak yavas geri doniisiine fosforesans, enerjinin daha
kisa silirede (aninda) salinmasina floresans denir. Sonu¢ olarak, maddeye belli bir
yonde gelen lo giiciine sahip bir 15181n giicii, maddeyi ayn1 yonde birakip I haline
geldikge azalir ve I olur. Isigin bir boliimii ¢6zelti tarafindan emilir, bir bolimii ise

daginik ve bir kismi1 yansitilir (Sekil 2.13.).

I NI

Sekil 2.13. Isigin Gegisi, lo: Gelen Isik ve I: Gegen Isik

Lambert-Beer Yasasi ile gelen 151k (lo) ve gegen 1s1k (1) miktrlari arasindaki
bagint1 gosterilir ve bu yasa UV/Vis spektroskopisinde kantitatif analizde kullanilir.
Bu kanuna gore; Seffaf bir ¢ozeltiye gonderilen 1s1nin yogunlugundaki azalma,
1s1n1n yogunlugu ile dogrudan orantili oldugu gibi, i¢inden gectigi ¢ozelti i¢indeki
molekiillerin konsantrasyonu ve gonderilen 1smnin gectigi yolun mesafesi ile de

ilgilidir ve dogru orantilidir. Bu nedenle, iletilen 15181n yogunlugu ve kat ettigi
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mesafe agisindan ¢alisma kosullart sabit tutulursa, sonu¢ dogrudan ¢ozeltideki
atomlarin ve molekiillerin konsantrasyonu ile ilgili olur ve bu, UV/Vis.
spektroskopisinde kantitatif analiz i¢in kullanilir. Lambert-Beer yasasi Esitlik

2.1’de gosterilir:
A=¢Cl=log ld/I (2.1)

Burada 1, 151k yolunu, C derisimi ve &€ = molar absorpsiyon katsayisini

gosterir. Transmittans, T, I/lo degeribe esit olup, A, Absorpsiyon degerinin tersidir.

Lambert-Beer Yasast ile Sogurmanin; Konsantrasyon, hiicre kalinlig1 ve 1g1k
yogunlugundan bagimsiz olarak sabit oldugu belirtilmektedir. Absorbans (A),
konsantrasyon (C) 'ye gore gizilirse, Lambert-Beer yasasina gore sifir noktasindan

gecen bir diizgln ¢izgi elde edilir (Sekil 2.14.).

A (Absorbans)

Konsantrasyon (C) (mol/L)

Sekil 2.14. Kalibrasyon Egrisi

Bazen Lambert-Beer yasasindan sapmalar goriilebilir. Bunlar genellikle
¢ozlicii, polimerizasyon ve cihaz ile kimyasal numune etkilesiminden kaynaklanan
sapmalar seklindedir. Belirli bir bilesik i¢in konsantrasyona karsi absorbans (AC)
grafiginde elde edilen bu ¢izgi kalibrasyon egrisi olarak adlandirilir ve bir bilesigin
bilinmeyen derisiminin absorbansi ile egriden miktar tayininde kullanilir. Bu tip

calismalarda gerekli olmadik¢a 0.2-0.9 absorbans degerlerinin asilmamasi
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gerekmektedir. Cozeltinin derisiminin 10 ile 10° arasinda oldugunda en iyi

sonuclar elde edilebilir.

Konuyla ilgili diger bazi teorilerin yam sira, spektrumlarin absorpsiyonunu
ve olusumunu ag¢iklamada kullanilan ana teori, Molekiller Orbital Teorisidir.
Teorinin temeli, analiz edilen molekiillerde absorpsiyondan sorumlu molekiiler bag

orbitallerinin, anti-bag orbitallerinin ve elektronlarin varligina dayanmaktadir.

Iki atom arasinda elektronlarin baglanmasiyla isgal edilen (bag elektronlar1)
lokalize olmayan elektron bulutu veya oOrtiisen atomik orbitallere molekiiler
orbitaller denir. iki atom orbitalinin birbiri iistiine binmesiyle molekiiler bag orbitali
meydana gelir ve bunun enerjisi, atomlarin orbitallerinin enerji degerinden kiigik
ise molekiiler bag orbitali olarak adlandirilir. Elektronlarin tek bag olusturdugu
orbitale sigma orbitali (o) ve ¢ift bag yaptigi orbitale © molekiil orbitali ad1 verilir.
Iki atomik orbitalin {ist {iste binmesi (i¢ i¢e gegmesi) ile olusan ve bu atomlarin
yorilingelerinin enerji seviyelerinin toplamindan daha yiiksek bir enerji seviyesinde
meydana gelen yoriinge anti-bag orbitali olarak adlandirilir ve * ve ©* seklinde
ifade edilir. Organik molekiillerde absorpsiyondan sorumlu olan elektronlar su

sekilde gosterilir:

Atomlar1 molekiil i¢inde birbirine baglayan elektronlar: ¢ elektronlar: olarak
tek bag, m elektronlari seklinde ¢ift bag ve n molekildeki heteroatomlarda
paylasilmayan elektronlar (O, S, N ve X gibi) olarak ifade edilir. Bunlarin anti-bag
yapilar1 ¢* ve m* enerjili iken gecilir ve n elektronlarindan da bu seviyelere

gecilebilir.

Molekiil enerji aldiginda, bir elektronun bag orbitalinden daha yiiksek enerjili
bir orbitale sigramasi sonucu absorpsiyon spektrumunda pikler meydana gelir.
Ornegin, basit bir fonksiyonlu grup, drnegin -C=C- ¢ifte bagi, genellikle benzer
bolgede 15181 absorbe eder. Bu gruplara kromofor adi verilir. Ortaklanmamis n (bag
yapmayan) elektronlarin enerji diizeyleri, bag yapan elektronlarin (molekiiler bag
c ve w orbitalleri) enerji diizeyleri ile anti bag elektronlarin (c* ve w*) enerji

dizeyleri arasindadir. Sekil 2.15.'ten goriilebilecegi gibi, sigma (o) ve pi (%)
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orbitalindeki bir elektron 15in enerjisi absorpladiginda, yalnizca iist enerji

seviyesine, anti-bag molekiiler orbitallere (o-c* ve m-n*) geger.

Sekil 2.15. Molekdler Orbitallere Gore Gegis Tipleri

Gegislerin kendilerine has 6zellikleri su sekilde agiklanabilir:

o-0* Gecisleri: 6-c* gegisleri en ¢ok enerji gerektiren gegislerdir. 125-150
nm civarindadir. C-H baginda bir elektronun uyarilip * diizeyine ytkseltmek igin
125 nm dalga boyunda bir 1s1na ihtiyag vardir. C-C bagindaki bir elektronu c*
seviyesine yiikseltmek icin ise 135 nm dalga boyunda bir 151 gerekir. Ornegin,

metan ve etan spektrumlar1 alindiginda, metan 125 nm'de tek bir pik verir ve etan,

125-135 nm'de iki pik verir.

n-n* Gegisleri: 200-700 nm arasinda en ¢ok rastlanan gecislerden biridir. Bu
tiir gecisler icin uygun olan ¢ift bagli maddelerin spektrumlari daha kolay alinir. Bu
tiir gecislerin bir yoni, ¢oziiclinlin polaritesi ¢ozeltiye bagl olarak arttik¢a sogurma
tepe noktasinin daha uzun bir dalga boyuna kaymasidir. Coziicli nedeniyle meydana

gelen bu kayma, batokromik kayma veya kirmizi kayma olarak adlandirilir.

n-o* Gecisleri: Bu gegisler, iizerinde ortaklanmamis serbest elektron cifti
bulunduran bilesiklerde 150-250 nm civarinda goriiliir. Yiiksek enerjili gecislerdir.

Solvent polarize hale geldik¢e, maksimum absorbans daha diisiik dalga boyuna
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dogru gider. Bu kaymaya hipokromik kayma veya mavi kayma denir. Tespit etmesi

cok zordur ve vakumda ¢aligmak gerekir.

n-t* Gegcisleri: UV alanda yapilan calismalar da ¢ogunlukla elde edilen
pikler n-n* gecislerinden kaynaklanan 200-700 nm arasinda olan gegislerdir.
Bunlarin tespit edilmesi ¢ok kolaydir ¢linkii cogunlukla goriiniir alanda goriiniirler.
Bu gegisi olusturan malzemelerde n elektronun yani sira elektronlarin da bulunmasi
gerekir. Coziiciinlin artan polaritesiyle, absorpsiyon zirveleri kisa dalga boyuna
dogru kayar (hipokromik kayma - mavi kayma). Bu bazen 30 nm'ye kadar sirebilir.
Hipokromik kaymanin nedeni; Molekiile, paylasiimamis elektron c¢iftleriyle

hidrojen baglar1 veren DNA'daki organik bazlardir.

Absorpsiyon siddetinindeki artmaya hiperkromik etki, azalmaya ise
hipokromik etki ad1 verilir. Bunlar Sekil 2.16. ile belirtilmistir.

hiperkromik etki,

wviye kayma - T » kirmziya kayma
(hipsokromik etki) ﬂ (batokromik etki)
hipokromik Xtki

2 (Dalga boyu, nm)

Sekil 2.16. Absorpsiyon Pikindeki Olas1 Kaymalar



33

2.5.2. DNA-ila¢ Etkilesmelerinin Floresans Spektroskopisi ile

Incelenmesi

Kiiciik molekiiller ile DNA arasindaki etkilesimlerin belirlenmesinde en ¢ok
kullanilan tekniklerden biri de floresans spektroskopisidir. Bu teknigin digerlerine
gore avantaji, yiiksek hassaslik, secicilik ve genis bir konsantrasyon araliginda
caligilabilir olmasidir. En siddetli ve kullanilir floresans en diisiik enerji farkina
sahip olan n-n gegislerinden sorumlu aromatik fonksiyonlu gruplardan kaynaklanir.
Alisiklik ve alifatik karbonil grubu ihtiva eden veya ¢ok sayida konjuge baglar
iceren cift baglar da floresanstirlar fakat elektronik gecisler aromatik yapili
bilesiklere oranla daha azdir (Lakowicz, 2006).

Floresans soniimleme deneyleri ek olarak ilacin konumu ve DNA ile
etkilesiminin tiirii ile ilgili bilgiler de verir (Gonzalez-Ruiz et al., 2011). Floresans
sontimleme, bilesigin floresans siddetindeki azalma olup, uyarilmis hal
reaksiyonlari, molekiiler diizenlenme, enerji transferi ve kompleks olusumu
seklinde soniimlenen siireglerin sonucu gozlemlenebilir. Floresansin soniimlenmesi

Stern-Volmer esitligi ile tanimlanir (Esitlik 2.2)

14Ky Q] 22

Bu esitlikte;

lo : soniimleyici olmadig1 ortamda floresans siddeti
I: sonlimleyici oldugu ortamda floresans siddeti

[Q]: s6numleyicinin konsantrasyonudur.

Floresans emisyonu siddeti floroforun bulundugu ortama ¢ok hassastir. Bu
ylizden floroforun yiiksek polarli ortamdan diisiikk polarli ortama aktarilmasi
ilaglarin absorpsiyon ve emisyon spektrumlarinda genelde spektral kaymalara
neden olur (10-20 nm) (Suh and Chairs, 1995). DNA ile etkilesimler sonucu
floresans siddetindeki belirgin artis ¢ok farkli etkenlerin sebebi olabilir (Wu et al.,
2009). Cift sarmaldaki bazlarin arasimna girerek konumlananan interkelasyon

ilaglarinda, serbest molekiillerin donmeleri sonucu uyarilmis halin 1s1ns1z
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deaktivasyonu soz konusu olabilir. Ancak, ilac DNA molekiiliine baglanirsa
floresans sonimlenme yeglenir ve DNA eklenmeden Onceki spektrumu ile
karsilagtirildiginda floresans emisyonunda belirgin bir artis gdzlemlenir (Sekil 17.
(@)). Oluk baglayici bilesikler, elektrostatik, hidrojen bagi, molekiillerin seker-
fosfat bagma yakin olmast durumunda artan oranda DNA eklenmesi, bilesigin
floresans siddetinde azalmaya sebep olmaktadir (Sekil 2.17. (b)) (Joshi et al., 2014;
Mati et al., 2013; Cui et al., 2011).

=]

>

Floresans Siddeti
E-Y

Floresans Siddeti

550 600 650 700
Dalga boyu/nm Dalga boyu/nm

Sekil 2.17. (a) Bir interkelatér Olan Etidinyum Bromiir; (b) Kiiciik Oluk Baglayic1 Olan Netropsin
Ilaglarinin Artan Konsantrasyonda DNA Varliginda Floresans Siddetlerindeki Degisimi

2.5.2.1. Floresans Spektroskopisi

Dogada iki 1s1ma tiirtinden biri olan liiminesans, kelime olarak Latinceden
(limen=151k) gelen ve ilk olarak 1888 yilinda diger 1s1ma tiirii olan akkorlugun
aksine ‘sadece sicaklik artis1 ile kosullandirilmayan tiim 151k olaylar® sekliyle
Alman fizik¢i ve bilim tarihgisi Eilhardt Wiedemann tarafindan tanimlanmistir.
Akkorluk, sicak 1s1ik iken; liiminesans genellikle soguk 1s1k olarak kabul
edilmektedir. Liiminesans daha net olarak su sekilde tanimlanir: “Elektronik olarak
uyarilmis bir tiirden veya cevresiyle termal dengede olmayan titresimsel olarak
uyarilmig bir tiirden spontane gelisen radyasyon emisyonu”. Uyarma modlarina
gore  liminesans;  termoluminesans,  fotoliminesans,  radyoliminesans,
biyoliminesans, kemiliminisans, elektroliminesans gibi tiirlere ayrilmistir.

Fotoliiminesans, liiminesansin 6zel bir durumudur (Valeur and Berberan-Santos,
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2021). Fotoliiminesans, bir molekiiliin ultraviyole, goriiniir veya yakin kizilGtesi
radyasyonun absorplanmasi yoluyla elektronik olarak uyarilmig bir duruma
yukseltildigi bir tiir optik spektroskopidir. Uyarilmis molekiil, daha sonra temel
diizeye veya daha diisiik uyarilmis elektronik diizeye 151k yayarak doner. Yayilan
151k tespit edilir. Fotoliiminesans, uyarilmis enerji seviyesinin durumlarina gore

floresans ve fosforesans olarak iki gruba ayrilmaktadir:

Absorpsiyon Emisyon
Temel hal + UV/gdrinir isin = Uyarilrmig hal = Temel hal + Fosforesans/ Floresans
Uyarma

Bir atom veya molekiiliin temel enerji diizeyi ya da temel hali, yapida bulunan
elektronlarin en diisiik enerjili orbitallerde yerlesmesi ile olusmaktadir. Isik ile
uyarilmig aromatik bir molekiiliin uyarilmig birinci singlet durumundan temel
haldeki singlet bir sisteme gegis sirasinda yaydigi 1s1ga floresans denir. Uyarilma
ortadan kalktiktan sonra gerceklesen floresans olayr yaklasik 10°-10% sn
stirmektedir. Uyarilmis molekiiliin triplet seviyesinden temel halde bulunan singlet
sisteme geg¢isi esnasinda yaptigl 1isimaya ise fosforesans denir ve floresansa gore
1s1ma siiresi daha uzundur (>107%). Bu siireler gosteriyor ki; floresans 6zellik
gosteren bircok madde enerji kaynag1 uzaklastirildiktan sonra 1s1ma yapmazken,
fosforesans 0Ozellik gosteren maddeler fosforesans 1sima yapmaya devam
edebilirler. Ik kez Alexander Jablonski tarafindan onerdigi Enerji Seviyeleri
Diyagrami ile floresans ve fosforesans mekanizmasi aciklanmaya calisilmistir

(Sekil 2.18.).
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uyarilmig titresim seviyeleri

S A: Absorbsiynn
n
F: Floresans

P: Fosforesans

S, N S: Singlet hal
. J<, T: Triplet hal
> IC IC: ic déniisiim
— S, L 2 ISC: Intersystem crossing
o
c ISC T
L
A
Sﬂ

Elektronik temel hal

Sekil 2.18. Enerji Seviyeleri Diyagrami

Sekil 2.18.’de tipik bir enerji seviyeleri diyagrami gosterilmistir. Singlet
temel hal, birinci ve ikinci uyarilmis haller sirasiyla So, S1 ve Sz olarak gosterilir.
T ise birinci uyarilmis triplet halidir. Floroforlar elektronik enerji seviyelerinin her
birinde, bir dizi titresim enerjisi seviyelerinde bulunabilirler. Seviyeler (states)
arasindaki gecisler, 151k absorpsiyonun anlik durumunu gostermek icin dikey
cizgilerle ifade edilmistir. Gegisler, 107 gibi cok kisa siirede gerceklesmektedir.
Bu ‘Franck-Condon’ ilkesidir. Belirtilen 151k absorpsiyonu mekanizmasinda birkag
islem gergeklesmektedir. Bir florofor genellikle daha yiiksek titresim seviyelerine
S1 veya S dlzeylerine uyarilir. Bazi istisnalar diginda yogunlasmis fazdaki
molekiiller hizlica en diisiik Si titresim seviyesine kadar gevser. Bu isleme i¢
doniisiim (internal conversion) denir ve genellikle 102 sn veya daha kisa siirede
gerceklesir. Floresans dmrii tipik olarak 10® sn’ye yakin oldugundan i¢ déniisiim
genellikle emisyon Oncesinde tamamlanir. Bu nedenle floresans emisyonu
genellikle termal olarak dengelenmis bir uyarilmis durumdan yani S1’in en diislik
enerji titresim halinden kaynaklanir. Si seviyesindeki molekiiller ayrica birinci
triplet hali T1’e gecip oradan 151k yayabilirler. T1’den emisyon, fosforesans olarak
adlandirilir ve genellikle floresansa gére daha uzun dalga boyuna (daha diigiik
enerji) sahiptir. Si’den T1’e doniisiime, sistemler aras1 gegis (intersystem crossing)
denir (Settle, 1997). Tim floresan enstriimanlari 151k kaynagi, 6rnek tutucu ve
detektor olmak {izere ii¢ bilesenden olusur. Analitik kullanimlarda ek olarak, gelen

1stmanin dalga boyunun secilebilir ve detektdr sinyalinin hassas bir sekilde aldig:
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sinyalleri sunabilir nitelikte olmas1 gerekmektedir. Floresans spektroskopisinde
civa buharli lamba, ksenon ark lambasi veya tungstenhalojen lamba 151k kaynagi
olarak kullanilmaktadir. Ancak ¢ikisi siirekli olan ve en sik kullanilan lamba ksenon
ark lambasidir. Uyarma ve emisyon dalga boylarimi izole etmek igin en basit
sistemlerde sabit filtreler kullanilmaktadir. Cogu modern enstriimanlarda ise
filtreler yerine uyarma ve emisyon dalga boylarini se¢gmek i¢in monokromatorler
bulunmaktadir. Bu amagla en sik olarak kirinim 1zgarali monokromatdrler
(diffraction = grating = monochromators)  kullanilir. Boyle  floresans
spektrometrelerinde uyarma ve emisyon dalga boylart eszamanli olarak
kaydedilebilmektedir. Monokromatorlerin kullanildig1 sistemlerde, uyarma ve
emisyon monokromatorlerine ait slit geniglikleri kullanicinin istegi dogrultusunda
degistirilebilmektedir. Detektor olarak fotogogaltic tiipler (photomultiplier tubes,
PMT) bu tir ticari enstriimanlarda kullanmaktadir. Genel bir floresans

spektrometrenin yapisi Sekil 2.19.’da gosterilmistir (Williams, 1981).

Ornek

|
' Uyarma monokromatdrl

Isik kaynag

Slitler +  p— —

:
Emisyon monokromatérd |

Veri analizi Bilgisayar/yazilim Dedektir

&

Sekil 2.19. Genel Floresans Spektrometresinin Yapisi

Floresans spektrometrede bir foton kaynagi olarak kullanilan uyarici
kaynaktan ¢ikan 151k, belirli bir dalga boyunun secilebildigi bir monokromatdrden
gecer. Slit genislikleri degistirilerek 151k yogunlugunun ayarlanmasina izin verilir
ve ¢Oziinilirliigii artirtlmis monokromatik dalga boyu numunenin iizerine odaklanir.

Gelen 15181n bir kism1 numune tarafindan emilir ve numunedeki floresans 6zellikli
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molekiiller 1s1ma yaparak floresans 151k her yone yayilir. Floresans sinyalinin
kalitesini arttirmak i¢in slit genisligi ayarlanir. Slit boslugundan cikan floresans
151810 bir kismi1 monokromatdrden geger ve iletilen uyarici 15181n parazitini nlemek
icin genellikle 151k kaynagina 90 derecelik aciyla yerlestirilen detektore ulagir.
Spektrum fireten detektdre bagh bilgisayar yazilimi, 6rnegin hangi dalga boylarin
absorpladigini gosteren grafiksel bir gdsterim olusturur ve gerekli kemometrik veri
analizleri gergeklestirilerek analiz tamamlanir. Cogu floresans spektrometresinde
iki monokromat6r bulunmasi iki basit spektrum tipinin toplanmasina izin verir.
Uyarma monokromatorini sabit bir emisyon dalga boyunda taramak uyarma
spektrumunu; emisyon monokromatori sabit bir uyarma dalga boyunda taramak ise
uyarma spektrumuna nazaran daha uzun dalga boylarinda floresans veya emisyon
spektrumunu verir. Elektronlar uyarilmis halden temel hale dénerken, ortamda bir
titresimsel enerji kaybi gézlenir. Bunun sonucu olarak, emisyon spektrumu uyarma
spektrumuna kiyasla daha uzun bir dalga boyuna kayar. Bu durum, ‘Stokes kanunu’
ya da ‘Stokes kaymas1’ olarak bilinir. Stokes kaymasi ne kadar biiyilikse, uyarma
1s1masini emisyon 1simasindan ayirmak o kadar kolay olmaktadir. Benzer emisyon
dalga boylarina sahip iki tiir, farkli uyarma dalga boylarina sahip olabilirler (veya
tam tersi). Bu duruma 6rnek olarak Lucifer Yellow VS ile floresein boyalarinin
gosterildigi Sekil 2.20.’de verilebilir. Sekil 2.20. (b)’de Lucifer Yellow VS ait
uyarma ve floresans spektrumu gosterilmektedir. Sekil 2.20. (a)’da ise floresansin
onemli bir genel 6zelligi olan uyarma dalga boyuna bakilmaksizin ayni floresans
emisyon spektrumunun gozlemlenebildigi goriilmektedir. Molekiil daha yiiksek
elektronik ve titresim seviyelerine uyarildiginda, fazla enerji hizla dagilir ve
florofor en diisiik titresim seviyesi S1’e doner. Bu gevseme yaklasik 1072 saniye
icerisinde gercgeklesir ve biiyiik olasilikla yaklagik olarak esit enerjili durumlar
arasinda giiclii bir ortiismeyle sonuclanir. Bu hizli gevsemeden dolayr emisyon

spektrumlari genellikle uyarma dalga boyundan bagimsizdir.
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Sekil 2.20. (a) Floresein ve (b) Lucifer Yellow VS (suda) Orneklerinin Uyarma (B) ve Emisyon (A)
Spektrumlari. Floresein: AEX = 465 nm; AEM=535 nm. Lucifer Yellow VS: AEX = 429 nm;
AEM=535 nm (Miller, 1984)

2.5.3. Doniisiimlii Voltametri (DV) ile DNA-ila¢ Etkilesmelerinin

Incelenmesi

Kiigiik molekiillerin zayif absorpsiyon bantlart ve DNA ile etkilesime
girerken elektronik gecislerinin ¢akismasindan dolayr UV/Vis. spektroskopisi gibi
yontemlerle ¢alisilmasi pek uygun degildir. Kiiciik molekiillerin DNA ile etkilesimi
imkan dahilinde voltametrik teknikler kullanilarak calisilabilir. Bu yontemler,
birkag etkilesen tiirlerin karigiminin yani sira ayni tiirlerin birden fazla oksidasyon
durumunu es zamanl olarak gézlemleyebilmektedir. Metal komplekslerin DNA ile
etkilesimleri i¢in denge sabitleri (K) eklenen DNA miktar1 kadar bagl tiirlerin
indirgenmesi veya yiikseltgenmesi sirasinda akim gecisini esas alarak interkalatif,
elektrostatik veya hidrofobik etkilesimi igeren baglanmalardan ve pik
potansiyelindeki kaymalardan belirlenebilir. Bununla birlikte bazi durumlarda akim

ve potansiyel o6lctimlerinden Kinetik veri belirlemek de mumkdndir. Cinki
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voltametrik teknikler art arda elektron transfer basamakli kimyasal tepkimelere

kars1 duyarhdir (Carter and Bard, 1987).

DV, ilag ve DNA etkilesiminin baglanma kuvvetini ve etkilesim modunu
belirleyebilmek i¢in yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir. Bu teknik metal
bazli bilesiklerin miimkiin olan redoks durumlarindan dolay1 agirlikli olarak
kullanilir. DV’de tarama ileri ve geri yonlii olmak tizere iki tiirlii oldugundan geri
taramada diger tiirlerin durumu da c¢alisilabilir (Sirajuddin et al., 2013). DNA
varliginda ilag ile DNA etkilestigi zaman ilacin pik akimi ve pik potansiyeli degisir.
Pik akimi1 ve pik potansiyeli baglanma parametrelerinin belirlenebilmesi icin
kullanilir. Artan miktarda DNA ilaveleriyle ilacin pik akimindaki azalma baglanma
sabitini belirlemek i¢in kullanilirken, pik potansiyelindeki kayma baglanma
bicimini belirler (Feng et al., 1997). Carter ve Bard, DNA varliginda serbest ilacin
pik potansiyelinin pozitife kaymasinit DNA-ilag etkilesiminin interkalasyon yoluyla
gerceklestigini, negatife kaymasini ise etkilesimin elektrostatik bigimde oldugunu
belirtmislerdir (Carter and Bard, 1987). 1:1 molar oranda ilag-DNA etkilesimi i¢in
baglanma sabiti ise asagidaki esitlikle hesaplanir (Esitlik 2.3):

1 I
log {m} =log K + Iog{ 3 _J (2.3)

Burada K baglanma sabiti, I ve Ig sirasiyla DNA varliginda ve yoklugunda
ilacin pik akimlari, [DNA] ise DNA derisimidir. Baglanma sabiti K, log [I/(Io- )]’a
kars1 log (1/[DNA]) grafiginin kesim noktasindan bulunur (Feng et al., 1997).

2.5.3.1. Voltamogram

Voltametride, elektroliz hiicresinde maddelerin elektrolizi ile olusan akim-

potansiyel egrilerine voltamogram denir. Voltametride kullanilan elektrot ¢esitleri

asagida aciklanmaktadir (Sekil 2.21.).
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2.5.3.1.1. Voltametride Kullanilan Elektrot Turleri

Calisma (indikator) elektrodu

Calisma elektrodu olarak kullanilacak olan elektrodun polarlanabilir
Ozelliginin olmasi gerekir. Bu elektrotlarin potansiyel ¢aligma araliklar farklilik
gosterir. Bu araliklar ¢oziiciiye, pH’ye, kullanilan elekrot ve elektrolitin ¢esidine

gore degismektedir.

Voltametri  yontemlerinde  kullanilan  elektrotlarin ~ kimyasal  ve

elektrokimyasal 6zellikleri olduk¢a 6nemlidir (Sen, 2014).

Voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlart:

1. Civali elektrotlar

2. Modifiye elektrotlar
3. Kat1 elektrotlar

4. Donen elektrotlar

Yardima (karsi) elektrot

Calisma elektrotlar1 ile karsilastirma elektrotlar1 arasinda degeri zamanla
degistirilerek uygulanan potansiyele karsi, yardimci elektrotlar ve calisma
elektrotlar1 arasindaki akim miktar1 6l¢tilmektedir. Platin, grafit ve tungsten en ¢ok

tercih edilen yardimci elektrotlardir (Tural vd., 2003).

Karsilastirma (Referans) elektrodu

Karsilastirma elektrodu olarak polarize olmayan metal-metal iyonu
elektrotlar kullanilmaktadir. En ¢ok tercih edilen karsilastirma elektrotlar1 kalomel
ve Ag/AgCl’dir. Bu tiir elektrotlardan bir anodik akim gecirildiginde metaller
yukseltgenip ortamdaki asir1 miktardaki kloriirle ¢okelirler. Sonug olarak, elektrot
ylizeyindeki derisimleri sabit kalirken potansiyelleri akimdan bagimsiz bir sekilde

kalir. Eger katodik akim gegirilirse, metal iyonlar1 indirgenir, ¢okelegin elektrodun
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ylizeyinde ayristirilmasiyla ayni denge seviyesinde metal iyonu olusur ve

potansiyeli degismez (Sen, 2014).

Elekironik olarak kontrol edilen
civa damla geldci s

N Potansiyos
_(,l\) tansiyostat
B

Platin yardime: eleksirot
~F Analit ¢ozeltd

= Damlayan civa ¢aliyma elekirodu

A
Kalomel referans elektm = Civa damlas:

\ezme/—— Kullamalnug civa damlalan

Sekil 2.21. Voltametri Hicresi

2.5.3.1.2. Voltametrik Yontemler

Déoniisiimlii Voltametri (DV)

Dontigiimlii  voltametri (DV), yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerinde
yaygin kullanilan bir yontemdir (Farghaly et. al, 2014). DV bir ¢alisma elektrodu
potansiyelinin bir dongii yapmasi sonucu elde edilen akimin 6lgtilmesiyle meydana
gelir (Bard et. al., 1980).

DV’de, elektrot yiizey alani, elektroaktif maddelerin derigimi, elektron sayisi,

elektrotun yiizey alani ve difiizyon katsayisi1 pik akiminin biiytlikliglini etkiler
(Cekirdek, 2005).

DV yontemi, elektrokimyasal tepkimelerde kantitatif (nicel) amagl ¢ok az
kullanilirken kalitatif (nitel) amacli ¢ok kullamilir. Bu durumun nedeni,

yukseltgenme-indirgenme tepkimelerinin termodinamigi, adsorpsiyon olaylart,
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heterojen elektron-transfer tepkimelerinin kinetigi ve kimyasal tepkimelerle ilgili
bilgileri hizl1 bir sekilde olusturmasidir.

DV elektroanalitik caligmalarda, ilk tercih edilen deneysel basamak olmakla
birlikte elektroaktif turlerin ylkseltgenme-indirgenme potansiyellerinin hizli bir
sekilde dl¢lilmesini saglar (Wang, 2000).

DV’de; potansiyel, licgensel potansiyel dongiisii seklindedir ve bu durum
Sekil 2.22.”de goriilmektedir.

Potansiyvel, V

fo 1 ta ts t
Zaman, 5

Sekil 2.22. Doniisiimii Voltametride Dalga Sekli

Hiicrede meydana gelen akimin potansiyelin bir fonksiyonu seklinde elde
edilmesiyle olusan akim-potansiyel egrisine doniisiimlii voltamogram denir (Izutsu,

2002). Sekil 2.23.’te bir doniigiimlii voltamogram 6rnegi goriilmektedir.
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Sekil 2.23. Doniigiimlii Voltamogram

Sekil 2.23.’te, yiikseltgenen + ne"— indirgenen tepkimesi tersinir sistemlerde
olusur. Ileri taramalarda indirgenme ile katodik bir pik olusurken geri taramalarda
ise yiikseltgenmeden dolay1 anodik pik olusur. Tersinir tepkimelerde, anodik (ip?)
ve katodik (i) pik akimlarinin biiyiikliikleri mutlakea esittir. Bu durum, ([ip| = [ip%])
seklinde gosterilir. Katodik pik potansiyeli ise (Ep¥) seklinde gosterilir ve (Ey?)
seklinde gosterilen anodik pik potansiyelinden (59/n) mV daha negatiftir. Tersinir
sistemler i¢in bu degerler olduk¢a dnemlidir. Tersinirligin azaldig: sistemlerde, iki

pikin potansiyelleri arasindaki fark artar.
a) Tersinir tepkimelerde doniisiimlii voltametri

DV yonteminde tersinirlik i¢in bazi kriterler bulunmaktadir. Bu kriterleri

asagidaki gibidir.
1. Epf — Ep? = 59/n mV ya da Ep — Ep2 = 59/n mV olmasi gerekir.
2. Ep degeri tarama hizinin degismesi ile degismemelidir.
3. Cizilen ip - v grafigi dogrusal olmak zorundadir.

4. Akim degerinin t2 ile orantih oldugu durum Ep’nin daha negatif

potansiyelde oldugu durumdur.
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5. Tersinir durumda ip® / iX = 1 olmalidir. Tarama hizinin degismesi ile bu

oran degismemelidir.

Bir sistemin tersinir olmasindan s6z edebilmek i¢in bu kritelerin hepsini

tagimasi gerekir (Greef et. al., 1990).
Elektrot tepkimesi;
O + ne —R seklindedir.

Bu tiir tepkimede baslangigta ¢ozelti icerisinde sadece O maddesi bulunur.
Elektron aktarimindan baska herhangi bir kimyasal tepkime bulunmaz ve elektrotun
yuzeyinde adsorpsiyon olusmazsa akim-potansiyel grafigi pik seklinde olur. Eger
tarama hizinda bir artis meydana gelirse buna bagli olarak pik yiiksekligi de artar.
Doniistimlii voltametride Ep, akimin maksimum deger aldigi noktadaki pik

potansiyelidir.

Tersinir bir tepkimenin pik akimi 25°C’ta Randles — Sevcik esitligi ile
gosterilir. Bu esitlik 2.4 te gosterilir:

(Ip)ter = 2,69 x10°n%2 AD,2 Cov/2 (2.4)
Ip: Pik akimi; birimi, Amper

Do: O’nun difiizyon katsayisi; birimi, cm?/s

v: Tarama hizi, birimi, V/s

Co: O’nun ana derisimi; birimi, mol/cm?
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b) Tersinmez tepkimelerde doniisiimlii voltametri

Dontigiimlii voltametride tersinmez tepkimeler i¢in bazi kriterler vardir.

Bunlar (Greef et. al., 1990).
1. ip¥ile tarama hizinin karekokii arasinda bir dogru orant1 vardar.
2. Anodik pik gozlenmemektedir.
3. |Ep — EP?| = 48/(acno) mV dur.
4. Ep®°deki kayma, tarama hizinda olusan 10 kat artmada 30/ocno kadardar.

Nernst esitligi, tersinmez sistemlerde elektron aktarim hizi yeterli olmadigi
icin elektrot yiizeyinde gegerli olmaz. Boylece tersinmez tepkimelerin doniisiimlii
voltamogramlariin sekilleri tersinir voltamogramlarin sekillerinden farklidir.
Tarama hizinin artmasiyla kiitle aktarim hiz1 elektron aktarim hizi ile ayn1 seviyeye
ulagir. Standart hiz sabiti tersinmez tepkimelerde tersinir tepkimelere gore daha
diisiiktiir. Tamamen tersinmez sistemlerde anodik pik gézlenmemektedir, ancak bu
durum her zaman sistemin tersinmez bir sistem oldugunu gdstermez. Elektron
aktarim basamaginin ardindan hizli bir kimyasal tepkime sonucunda olusan iiriin

hizlica bagka bir iirline doniisebilir bu durumda da anodik pik gézlenmeyebilir.
C) Yari tersinir tepkimelerde doniisiimlii voltametri

Akim yan tersinir tepkimelerde diflizyon hizi ve elektron aktarim hiziyla
beraber kontrol edilmektedir. Dontlisiimlii voltametride gozlenen yari tersinirlik

kriterleri asagidaki gibidir (Greef et. al., 1990).
1. Ip, v*?ile dogrusal olmayacak sekilde bir artis gosterir.
2.0= 0,5 ise ipa/ ipk = 1dir.

3. Diisiik tarama hizlarinda, Eg¥ — Ep? fark1 59/n’e yakin olmaldir.
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4. Ep%, tarama hizinin arttig1 durumlarda genellikle negatif degerlere dogru

kaymas1 Ep€’nin tarama hiziyla degistigini gosterir.

Tersinir, yar1 tersinir ve tersinmez tepkimeleri kisa bir tabloda 6zetlersek

(Tural vd., 2003):

Tablo 2.1. Tersinir, yari tersinir ve tersinmez tepkimeler

Tersinir teplkame Yan tersinir tepkime Tersinmez tepkime
- 89 B
ALyl Epar Epii=omV AE,> Zmy \Ep Epg=—2 m¥
n ag g
59
\EpEpal=_mV (v ile artar)
|ipa =1 a-—as=0.5 izse Geri pik gézlenmez
Ipa/Tpk|=1
Lo v'? i7" ile artar ancak I o v!?
dogrusal degildir

v deki her artig 10 kat

E; v'den bagimsizdir v arttikga Eyy negatife o
art1s i¢in kayma

kavar

miktar

20

my
&y Mg

Egji-

E=Epicin i=k t?

Giliniimiizde teorik kimya ve hesaplamali kimya, kimyasal olaylar
aciklamada yaygin olarak kullanilmaktadir. kimyayr matematiksel ifadelerle
gosteren teorik kimya, kimyasal reaksiyonlar1 kuantum kimyasi prensiplerine gore
ifade eder. Hesaplamali kimya, kuantum mekanigiyle ilgili metotlar uygulanmakta
ve hesaplamali olarak varilan sonuclart yorumlanarak deneysel ve teorik kimya

arasinda bir bagint1 benzerlik kurmaktadir.

Hesaplamali kimya ara tirlinleri, gecis durumlari gibi deneysel yollarla elde
edilemeyen molekiiller ve reaksiyonlar hakkinda tahminlerde bulunmak

miimkiindiir. Ayrica deneysel verileri analiz etmek ve deney oncesi bir molekiiler
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model olusturmak i¢in de kullanilabilir. Ayrica deneysel verilerin yetersiz oldugu
ve veri alinamadigr durumlarda teorik hesaplama yontemleri ile molekiiler yap1
analizi, molekiiler enerjiler, konformasyonel durumlar, dipol momentler, titresim
frekanslar1 ve termodinamik buyukliklerle ilgili bilgiler elde edilebilir. Deneysel
reaksiyonlari, deney ¢alismasi olmadan 6n gérmek igin de kullanilabilir (Dorsett
and White, 2000; Foresman and Frisch, 1996).

Hesaplamali kimyada ii¢ ana metot kabul edilir bunlar molekiler mekanik

(MM), yar1 deneysel (SE) ve ab initio molekiiler orbital metotlaridir.

Konformasyonel analiz, hesaplamali kimyada kullanilan yontemler, ¢oziicii
etkisinin matematiksel uygulamalarla ilgili orbitallere dahil edilmesine iligkin
Polarize Sirekli Ortam Modeli (PCM-Polarize Edilebilir Siirekli Model) ve bu
hesaplamalarda kullanilan enerji hesaplamalari, genel kimya, bu hesaplamalardaki

molekiiler orbitaller ve hesaplamalar kullanilan genel analizde yer alir.

2.6.1 Konformasyonel Analiz

Konformasyon, yapisal diizenlenme anlamma gelmektedir. Ug boyutlu
uzayda, molekdllerin ¢ bagi (tekli bag) etrafinda déonmesi sonucu olusan sonlu
sayidaki diizenlenmeleri (konfiglirasyonu) ile molekiillerin konformasyonel
izomerleri bagka bir deyisle konformerleri veya rotamerleri olusmaktadir.
Konformasyonel analiz; molekiillerin atomlarmin {i¢ boyutlu uzaydaki
konfigiirasyonlarinin  bu  konfigilirasyonlarin  popiilasyonunun, kinetik ve
termodinamik 6zellikler acisindan incelenmesi anlamina gelmektedir (Anslyn and
Dougherty, 2006). Bagka bir ifadeyle, molekiillerin enerji yiizeylerinin ve en diisiik
enerjili konformerin belirlenmesidir. Farkli izomerlerin stabilitesinin anlasilmasi,
kimyasal reaksiyonlarin mekanizmasinin anlasilmasi, reaksiyon hizlari ve iirlinlerin
seciciliginin belirlenmesi ve agiklanmasi ve ayn1 zamanda yap1 temelli ilag tasarimi

acisindan konformasyonel analiz olduk¢a 6nem tagimaktadir (Barton, 2013).

Modern konformasyonel analizin temelleri; 1890’da Hermann Sachse
tarafindan metanin (doymus karbonun) tetrahedral yapisinin onerilmesini takiben

1918 Ernst Mohr tarafindan elmasin yapisinin analizi, 1934 yilindaki William
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Penney’in benzen halkasinin stabilitesi ile ilgili teorik calismasi ve 1950 yilinda
kompleks molekiillerin ti¢ boyutlu yapisininin Derek Barton tarafindan (ki bu
calismasi ile Barton 1969 yilinda Nobel Kimya 6diili almistir.) calisilmasi ile
olusturulmustur (Dragojlovic, 2015).

Herhangi bir molekuliin potansiyel enerji yulzeyindeki konformasyonel
dagiliminin belirlenmesi i¢in; o molekiiliin serbestlik derecesine gore tekli baglarin
donmesi sonucu olusturacagi konfigiirasyonlarin molekiiler mekanik yontemlerle
geometrik olarak optimize edilmesi gerekmektedir. Molekuler mekanik
hesaplamalar 0 Kelvin i¢in enerji degerlerini ifade etmektedir. Oysa ki, bu
sicaklikta molekiiller en diisiik enerjili konformasyon durumundadir. Farkli sicaklik
degerlerinde molekiillerin yiiksek enerjili konformasyonlarinin Boltzmann faktorii
ile belirlenebilen fraksiyonlar1 bulunmaktadir (Hinchliffe, 2008). Boltzmann
faktori; exp(-e/kBT) ile verilmektedir. Burada kB; Boltzmann sabiti, T; Kelvin
cinsinden sicaklik degeri ve € enerji degerini ifade etmektedir. Farkli
konformerlerin fraksiyonel popiilasyon dagilimi, Esitlik 2.5 ile ifade edilen

Boltzmann dagilimina uymaktadir (Rzepa, 2014).

N; e—EK/RT

e—EK/RT (2.5)

=Sm
Ntoplam Ek=1

Burada M; termodinamik dengedeki konformer sayisi, R; molar ideal gaz
sabiti (1,987 cal/(mol.K)), T (Kelvin); mutlak sicaklik ve Ni/Ntopiam orani da i nci
konformerin termodinamik dengedeki M tane konformere oranini gostermektedir.
Sag taraftaki payda ise, Q partisyon fonksiyonu olarak ifade edilmektedir. Oda
sicakliginda tek bagin donmesi serbest olarak ve kendiliginden gerceklesmektedir
ancak bu serbest donmenin, herhangi bir enerji engeli olmadan gergeklestigi
anlamia gelmemektedir (Dragojlovic, 2015). Tekli baglarin donmesi genel olarak
3-5 kcal.mol™? enerji engeli arahiginda gerceklesmektedir (Hornback, 2006).
Konformasyonel analiz stratejisine gore, kiicuk molekullerin bile oldukca fazla
sayida konformasyonel izomerin iiretilmesi olasilig1 bir problem olarak karsimiza
cikmaktadir (Leach, 2001). Oyle ki; olduk¢a fazla sayidaki konformerin

incelenmesi icin ciddi zaman gerekmektedir.
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Konformasyonel arastirma sistematik ve rastgele olarak iki ydntemle
yapilabilir. Sistematik arastirmada (6rnegin: Grid metodu); incelenecek molekiiliin
donebilen baglarmin torsiyon (dihedral) acilarma belli degerler verilerek
konformasyonlar sistematik olarak Uretilmektedir (Bruni et al., 2001).
Konformasyonlarin sayisi, SN olarak verilmektedir. Burada N; serbest olarak
donebilen agilarin sayisi, S ise; her dondiiriilen ag1 i¢in verilen degerlerin sayisidir
ki S=360/6; olarak ifade edilir. Burada 0; ifadesi; i agisinin dihedral artisidir.
Deterministik  yaklasimdir ve konformasyonel uzayin sistematik olarak
belirlenebilmesini miimkiin kilmaktadir. Biiyiik sistemler i¢cin uygun degildir ancak
genellikle 10-15 atomu olan kii¢iik molekiiller i¢in daha avantajlidir. Sistematik
konformasyonel arastirma metoduna iligkin izlenen protokol Sekil 2.24.°te

gorulmektedir.

Donebilen baglarin tespit edilmesi

l

Baglarin belirli degerlerde dondiirtilmesi

Yeni konformasyonlarin tiiretilmesi

l

Her bir yapinin enerji hesabinin yapilmasi

|

En dusiik enerjili yapinin bulunmasi

Sekil 2.24. Sistematik Konformasyonel Arastirma Metodu Protokolii

Rasgele arastirmada ise (Ornegin: Monte Carlo Metodu); segilen baslangic
yapisinin atomik kartezyen koordinatlar1 ya da donebilen baglarin torsiyon agilarini
degistirerek  rastgele = modifikasyonlar1  tekrarlayarak  konformasyonlari
tiretmektedir (Uthuppan and Soni, 2013). Bu islem 6nceden belirlenen yineleme
sayilar1 ile yeni konformer tiretilmeyene dek siirmektedir. Bilyiik ve esnek sistemler

icin daha uygun bir yontemdir.
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Rasgele arastirmada ise (Ornegin: Monte Carlo Metodu); secilen baslangi¢
yapisinin atomik kartezyen koordinatlari ya da donebilen baglarin torsiyon agilarini
degistirerek  rastgele = modifikasyonlar1  tekrarlayarak  konformasyonlari
iiretmektedir (Uthuppan and Soni, 2013). Bu islem 6nceden belirlenen yineleme
sayilari ile yeni konformer iiretilmeyene dek siirmektedir. Biiyiik ve esnek sistemler

icin daha uygun bir yontemdir.

2.6.2. Molekuler Mekanik Metotlar

MM yonteminde, bir kimyasal sistemdeki atomlar arasindaki etkilesimler
klasik fizik kurallar1 ile gosterilir ve molekiiler sistemdeki elektronlara
uygulanamaz. Bu nedenle MM yontemleriyle yapilan hesaplamalarda elektronik
baglantili 6zellikler elde edilememektedir (Jensen, 2007). Bu yontemlerde
hesaplama siiresi ¢ok kisadir. Molekiiler mekanik yontemlerini iceren MM 1, MM2,

MM +, CHARM, MMFF gibi ¢esitli paket programlar gelistirilmistir.

2.6.3. Yar1 deneysel (SE) yontemler

Elektronik yapiya dayali SE ve ab initio hesaplamalar1 kuantum mekanigine
dayanmaktadir. Bu yontemlerde hesaplama siirest MM yoOntemlerine gore ¢ok daha
uzundur. Coziim matematiksel yaklasimlarla yapilir. Elektronik yapiya dayali her
iki yontem de ayni temel hesaplamalari gergeklestirir. Bu yontemler kullanilarak
asagidaki hesaplamalar yapilabilir: Belli bir molekiiler yap1 i¢in enerji hesaplama;
Geometri optimizasyonu yapma; Molekiiliin titresim frekanslarin1 hesaplama

verilebilir.

Kuantum mekanigine gore, bir molekiiliin enerjisi ve diger enerji ile ilgili
Ozellikleri, Schrondinger denklemi cozllerek elde edilebilir.  Deneysel
parametreler, yar1 deneysel molekiiler orbital yontemlerde hesaplamay1
kolaylastirmak i¢in kullanilir. Yani bu yontemde molekiler ¢zelliklerin deneysel
degerlerine yakin sonuglar verecek parametreler bulunmaktadir. Cok kiigiik
sistemler i¢in oldugu kadar biiylik molekiiler sistemler icin de kullanilabilir.

CNDO, INDO, MINDO/3, AMI1, PM3 gibi birgok yar1 deneysel hesaplama
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yontemi vardir. Bu yontemler pratik olarak ¢ok buyuk molekdllere uygulanabilir
(Pople and Beweridge, 1970).

2.6.4. Ab initio Yontemler

Ab initio molekiiler orbital yontemleri yar1 deneysel molekiiler orbital
yontemlerinden daha detayli bir yontemdir. Ab initio terimi, baslangi¢, baslangic
anlamina gelen Latince bir kelimedir ve sistemin sahip oldugu tiim elektronlarin
dikkate alindigimi belirtir. Baglangictaki molekiiler yoriinge yontemleri, kuantum
mekanigi temellerine dayanir ve hesaplamalarda deneysel parametreler
kullanilmaz. Hesaplama siiresi diger yontemlerden binlerce kat daha uzundur. Ote
yandan deneysel degerlerle daha uyumlu sonuglar elde edilmektedir. Hem gaz faz1
hem de c¢oziicii fazi hesaplamalar1 Ab initio molekiiler orbital yontemlerle
yapilabilir. En giivenilir sonuglari veren Ab initio yontemlerinin temeli, molekiiler

orbital teorisine (MOK) dayanmaktadir.

2.6.5. Molekiiler Orbital Kurami (MOK)

Molekiiler orbital teorisine gore, atomlar bir molekiil olusturmak icin bir
araya geldiginde, atomlarin atomik yoriingeleri yeni yoriingeler olusturmak igin
etkilesime girer. Olusan yeni orbitallere molekiiler orbitaller denir. Molekiiliin
elektronlari, olusan bu yeni molekiiler orbitallere yerlesir. Molekiiler orbitallerin
sayisi, onlar1 olusturan atomik orbitallerin sayisina esittir. Molekiiler orbitalleri
olusturan atomik orbitaller 6zelliklerini kaybeder. Olusan molekiiler orbitaller
farkl sekillere, yeni dalga fonksiyonlarina ve enerjilere sahiptir. Teorik olarak, bir
molekulin 6zellikleri matematiksel olarak ifade edilen Schréondinger denkleminin

¢oziimiinden tiiretilir. Schrondinger denklemi kisaca su sekilde ifade edilir.

Hy=Evy (2.6)

Esitlik (2.6) deki H Hamiltonian islemcisini,  elektronun dalga

fonksiyonunu ve E ise elektronik enerjiyi gostermektedir.
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2.6.5.1. Molekuler Hamiltonian

Schrédinger denkleminin tam olark ¢6ziimii, tek elektronlu sistemler diginda
yapilamamaktadir. Ancak ¢esitli ihmaller ve yaklagimlar kullanarak ¢ok elektronlu
sistemler i¢in Schrondinger denkleminin ¢6ziimii saglanabilmektedir. COziUm

yapilirken yapilan yaklagimlardan biri Hamiltonian islemcisi hakkinda yapilir.

Hamiltonian islemcisi, kinetik ve potansiyel enerji islemcilerinin toplami olan

toplam enerji islemcisidir (Esitlik 2.7).

H=T+V (2.7)

M. Born ve J. R. Oppenheimer tarafindan ortaya atilan Hamiltonian iglemcisi
yaklagimi Born-Oppenheimer yaklasimi olarak bilinir (Atkins and Paula, 2010). Bu
yaklagim, cekirdek ve elektronlarin hareketlerinin ayr1 ayr1 géz oniine alinmasini
ifade eder. Cekirdekler elektronlardan daha yavas hareket ettiklerinden
Schrondinger denklemi ¢ekirdek koordinatlarina ve elektron koordinatlarina bagl
olarak yazilabilir. Molekiiliin tam Hamiltonian islemcisi atomik birimlerde
asagidaki gibi ifade edilir (Esitlik 2.8) (cekirdekler a, B ve elektronlar i, j ile
gosterilir) (Lowe, 1978).

1 v:Z 1
H = _EZa___Zi Viz +Za2ﬁ>0

ZaZp vy Za vy 1
3 - ZlZarm+ZLZl>,rij (2.8)

B

Esitlikte ilk terim gekirdegin kinetik enerji (T¢) islemcisini gosterir. Ikinci
terim elektronun kinetik enerji (Te) islemcisidir. Ugiincii terim atom numaras1 Z, Ve
Zg ve a, B cekirdekleri aras1 uzaklik rop olan cekirdekler arasi itme potansiyel
enerjisi (V¢) islemcisidir. Dordiincii terim 1 elektronu ile a ¢ekirdegi arasindaki
uzaklik ri, olmak iizere ¢ekirdek ve elektronlar arasindaki cekme potansiyel enerji
(Veg) islemcisidir. Son terim ise, i ve j elektronlar1 arasindaki uzaklik rij, olmak
izere elektronlar arasindaki itme potansiyel enerji (Vee) islemcisidir. Bu degerlere

bagli olarak Hamiltonian Esitlik 2.9’daki gibi ifade edilir.

H= Tg +Te + V(;(; +Ve(; +Vee (29)
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Cok elektronlu sistemler i¢in, tam elektronik hamiltonian ¢ekirdegin kinetik
enerji islemcisi ve g¢ekirdekler arasindaki itme potansiyel enerji islemcisi ithmal
edilerek atomik birimlerde asagidaki gibi ifade edilir. Cok elektronlu sistemler i¢in
sadece elektronik Hamiltonian kullanildiginda da Schrédinger esitliginin tam

¢oziimii imkansizdir (Esitlik 2.10).

Hy=— XVi+-3 3 2y ¥ 2 (2.10)

P>t
2.6.5.2. Molekiler Orbital Dalga Fonksiyonu

Atomik orbitallerin dogrusal bilesiminden (LCAQO) yontemine gore o¢p
atomik orbitallerinden olusmus bir molekiiler orbital dalga fonksiyonu su sekilde
verilir. Esitlik 2.11°deki y molekdler orbitalin dalga fonksiyonudur. y matematiksel

olarak atomik orbitallerin (¢v) dogrusal bilesiminden (LCAO) elde edilir.
Y=Y c.d, (2.11)

Bu denklemde cyi, atomik yoriinge dalga fonksiyonlarinin katsayilaridir ve
¢ bu atomik orbitallerin dalga fonksiyonudur. Bir dalga fonksiyonunda, biyUk cy
katsayisina sahip bir yoriinge, bu molekiiler yoriingeye daha fazla katkida
bulundugu anlamina gelir. Diger bir deyisle, olusan molekiiler orbital, biiyiik bir

katsayil1 orbitalin 6zelliklerine ¢ogunlukla sahiptir.

Elektronik yapiya bagli olarak hesaplamalar yapan programlar, molekiiler
orbitalleri olusturmak ic¢in hidrojen benzeri orbitalleri kullanir. Bir molekiiliin
molekuler orbitallerinin dalga fonksiyonlariin matematiksel temsili (i), temel
kiimeler olarak belirtilir. Denklemde Esitlik 2.11°de ¢, ile gosterilen atomik
orbitaller, temel fonksiyonlar olarak adlandirilir. Elektronik yapiya goére yapilan
hesaplamalarda Slater tipi (STO) ve Gauss tipi olmak Uzere iki temel fonksiyon
kullanilmaktadir. Gauss tipi temel fonksiyonlar g ile gosterilir ve bu fonksiyonlar

da STO gibi normallestirilir (Foresman and Frisch, 1996) (Esitlik 2.12).
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Omegin s, py Ve dx orbitallerinin Gaussian tipi temel fonksiyonlari

matematiksel olarak Esitlik 2.13de belirtilir:

1
. [2048a7\* __,
gy (@ D) = (——) ve (2.13)

Gaussian tipi temel fonksiyonlar ilkel (primitive) Gaussianlar olarak
tanimlanir. Ornegin p-tipi temel fonksiyon, p-tipi Gaussianlarin dogrusal

birlesiminden olusur (Esitlik 2.14).
bp = Z dup8p (2.14)
p

Bu tip temel fonksiyonlar kisaltilmis (contracted) Gaussianlar olarak
adlandirilir. Sonug olarak bu esitlikler birlestirildiginde bir temel set matematiksel

olarak Esitlik 2.15te tanimlanur.

y; = zN: Cuidy = i Cui Z d,p8p (2.15)
P

u=1 H=1

2.6.5.3. Molekul Orbital Enerjileri

Esitlik 2.16'da verilen Schrddinger denkleminde E toplam enerji molekilin
kinetik ve potansiyel enerji degerlerinin toplamidir. Elektronik enerjiyi veya
molekdler yoriinge enerjilerini elde edebilmek igin, denklemin integral hali
hesaplanir (Atkins and Paula, 2010).

EZJ"PH‘PdT

2.16
Yidr ( )
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Born-Oppenheimer yaklasimina ek olarak, cok elektronlu sistemlerde
Schrondinger denkleminin ¢ozliimiinii gergeklestirmek icin kendi kendine uyumlu
alan (SCF) yaklasimi metodu tiiretilmistir (Orchin and Jaffe,1971). Bu metot ayrica
HF yontemi (Hartree-Fock) olarak bilinir. Serbest tanecik sistemi temel alinir ve
her bir elektronun, diger elektronlarin ve ¢ekirdegin yarattigi bir elektrostatik alanin

icerisinde hareket ettigi kabulune dayanir.

Ancak, tiim elektronlarin dalga fonksiyonlarinin da bilinmesi gerekir. Bu
zorlugun atlatilabilmesi i¢in 1928’de Hartree-Fock varyasyon kuramini tanitti. Bu
ilkede, MO (molekil orbital) dalga fonksiyonlarinin atomik orbitallerin lineer
toplamindan elde edildigi ve her MO’e gore c,i katsayilarinin belirlenmesi gerektigi
belirtilir (Esitlik (2.15)) ve enerjinin birinci tiirevi her bir katsayiya gore sifir degerine
esittir (Esitlik (2.17)). Elektron-elektron itme terimi, bir yoriingedeki bir elektronun
molekiildeki diger tiim elektronlarin yarattig1 ortalama potansiyel tarafindan itilmesi

olarak belirtilir.

( 0F ) =0 (2.17)

acy;
pi .
Cuj

Bu hesaplamalar i¢in SCF yontemi sayesinde islemler yapilir ve sonunda
enerji sabit bir minimum degere varincaya dek her cevrimdeki katsayilari
gelistirmeye devam eder. Son yapilan hesaplamalar arasinda biiyiik bir tutarsizlik
yoksa islem bitmis olur. Tutatsizlik varsa, c,i katsayilarina bagl olarak fonksiyonlar
arasinda tutarlik saglanincaya dek hesaplama devam eder. Bu yonteme bu yiizden

6z uyumlu alan (SCF) metodu denilir.

Ab initio hesaplamalar1 i¢in 6nce HF metodu kullanilarak Schrodinger
denklemi ¢oziiliir ve hesaplama baslar. Baglangicta g6z 6niine alinmayan elektron-
elektron itmesi terimi daha sonra diizeltme olarak hesaba ilave edilir. Hesaplama
bagladikdan sonra, korelasyon yontemleri olarak isimlendirilen elektron-elektron
itmesi duzeltmeleri ile devam eder (Orchin and Jaffe,1971). Bunlar Mgller-Plesset
perturbasyon (MP) teorisi, yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT) ve konfigiirasyon
etkilesimi yontemi (CI) dir.
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2.6.6. Yogunluk Fonksiyonel Teori (DFT)

Son yillarda yaygin olarak kullanilan popiiler bir elektron korelasyon yontemi
olan DFT, bir atom veya molekiiliin elektronik yapisini incelemek i¢in fizik, kimya
ve malzeme biliminde kullanilmaktadir. Bu teoride, ¢ok elektronlu sistemlerin
Ozellikleri fonksiyonel olarak tanimlanir ve Ozellikle elektron yogunluguna
baglhdir. Geleneksel korelasyon yontemlerinden daha az hesaplama giicii gerektirir.
DFT ile hesaplama siiresi diger ab initio yontemlerine gore daha kisa oldugu icin
bircok atom igeren sistemlerde genis olarak kullanilmaktadir. DFT ayrica elektron
ciftlerinin z1t spinli anlik etkilesimlerini de hesaba katar. HF hesaplamalari ortalama
bir etki olarak yalnizca elektronlar arasindaki itmeleri hesaba katarken, DFT
hesaplamalarinda toplam elektron yogunlugu, tek elektron dalga fonksiyonlarindan
olusan tek elektron yogunluklarina boliiniir. HF yonteminde sistemin elektronik
enerjisi dalga fonksiyonuna i, DFT yonteminde ise elektronik enerji elektron

olasilik yogunlugu p ya baghdir.

1964'te Hohenberg ve Kohn, Hohenberg-Kohn teoremi olarak ifade edilen
toplam elektronik enerjiyi elektron olasilik yogunlugunun (p) bir fonksiyonu olan
ifadeyi Esitlik 2.18’de gosterilir:

Elp]=TIp]+VIp]+[p]+Exc[p] (2.18)

Bu denklemdeki ilk terim, birbirleriyle etkilesmeyen elektronlar i¢in kinetik
enerji terimidir. ikinci terim, i elektronu ve a g¢ekirdek arasindaki etkilesimden
kaynaklanan dis potansiyel olarak tanimlanir. Elektron korelasyon katkisini
gosteren ve butiin elektron-elektron etkilesimlerini igeren terimler sirastyla Ggunci

ve dordinci terimlerdir.

Kohn-Sham teoremi 1965'te tanmimlanmis ve Coulomb itme terimi ve
elektronlar arasindaki etkilesimleri icerir. Bu etkilesimler, karsilikli elektron
degisimi olan degisim ve korelasyon terimine atifta bulunur. Sonug olarak, biitiin

biyklikler elektron olasilik yogunlugunun bir fonksiyonu olarak gosterilmektedir.
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Toplam elektronik enerjiye en biiyiik katkiy ilk ti¢ biiyiikliikk vermektedir,
bunlar, Exc terimi, degisim (EX) ve korelasyon (EC) enerjisi olmak tizere iki terime
ayrilmistir. Asagidaki denklemde bu iki terim toplam olarak verilmistir (Esitlik
2.19).

Exe= Ex*E[ p(r)ey [p(D)]dr+ [ p(r)ec [p(r)]dr (2.19)

Denklemde ex ve ec pargacik basina enerjiyi gosterir. Exc nin tanimlamak
amaciyla lokal yogunluk yaklasimi (LDA), genellestirilmis gradient yaklagimi
(GGA) ve hibrit yaklasimi1 (HA) olarak ti¢ yaklasim yapilmistir. LDA, molekilln
elektron yogunlugunun sabit ama yiik yogunlugunun ¢ok yavas olarak degistigini
soylerken, GGA yaklasimi elektron yogunlugunundaki degisimine dayali olarak
ifade edilir. Lokal olmayan yogunluk yaklasimi ¢ogunlukla GGA, LDA deki

iyilestirmeler ile yapilandirilir.

Exc, EXF ile E2FTnin lineer toplamindan meydana gelir Esitlik 2.20°de ifade

edilir:
1
E, = E(E)P(‘F + EXFT) (2.20)

Burada ERFT, elektron yogunluguna bagli degisim ve korelasyon enerjilerini
gosterir. Degisim ve korelasyon enerjilerini (Ey.), hibrit yaklagimi daha iyi
hesaplayabilir. Bu yuzden gercek¢i enerji icin, sadece HF veya sadece DFT
yaklagimlar1 yerine hibrit DFT yaklasimlar1 daha iyidir. Hibrit metotlar, toplam E,
kullanimu ile tiiretilmistir. Ornegin, BLYP simgesi ile ifade edilen hibrit yaklasim,
Eyc enerjisi, Becke tarafindan tanimlanan degisim terimi ile Lee, Yang ve Parr
(LYP) sayesinde belirtilen korelasyon terimlerinin lineer toplamimndan meydana
gelir. Cok kullanilan hibrit metotlardan biri B3LYP yonteminde E,. enerjisi, Becke
tipi lic parametreli degisim terimi ve LYP korelasyon biyukluklerinden meydana

gelir ve asagidaki Esitlik 2.21¢de verilir.

EB3LYP = (1 — a)ELPA + aEHF + bAEB®® + (1 — ¢)EEPA + cAEEYP (2.21)
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Esitlikte, a, b ve ¢ degerleri, degisim ve korelasyon terimlerinin B3LYP hibrit
metodu terimlerine katkilarini belirtir ve atomlasma enerjisi, iyonlagma enerjisi ve
proton ilgisi gibi deneysel verilere gore ayarlamis ve degerleri sirayla 0.20, 0.72 ve
0.81 olarak ifade edilmistir. Dolayistyla, B3LYP hibrit fonksiyonelinin meydana
gelmesinde en biiyiik paym LYP korelasyon degerinden geldigi goriilmektedir
(Foresman and Frisch, 1996).

2.6.7. Temel Setler

Molekiiler orbital dalga fonksiyonlar1 yani temel setler slater tipi orbitallerin
(STO) veya Gaussian tipi orbitallerin (GTO) lineer kombinasyonundan olusur.
Hesaplamalarin yapilabilmesi i¢in metot ve sembollerle gdsterilen bir temel set
secilmesi gerekir. Pek ¢ok baz seti Gaussian programi i¢inde fonksiyonlara bagli
olarak bulunur. Baz setleri molekiildeki ¢esitli atomlar i¢in temel fonksiyonlar
ifade eder. Temel fonksiyon atomik fonksiyonlarin lineer kombinasyonundan
meydana gelir. Baz setleri uygulanacak fonksiyonun cinsine gore 3-21G, 6-1G(d,p),
6-311++G(d,p) gibi ¢esitli sekillerde ifade edilir. Temel bir kiimedeki temel
islevlerin sayis1 ne kadar fazlaysa, hesaplamalar o kadar dogru olur. Ancak temel
fonksiyonlarin sayis1 arttikca daha giiclii bilgisayarlar kullanilmalidir. Temel
setlerin siiflandirilmasi su sekilde yapilir (Foresman and Frisch, 1996): Minimal
baz setleri, yarilmis degerlik (Split Valance) baz settleri, polarize temel settler,

diffiize fonksiyonlari iceren baz setleridir.

2.6.7.1. Minimal Temel Setler

Atom i¢in gerekli olan temel fonksiyonlari en az sayisida ihtiva eden setlerdir.
STO-2G, STO-3G simgeleriyle ifade edilen settler 6rnek olarak verilebilir. Slater
tipi orbitallerin kullanildig1 STO ile ifade edilirken, 2G veya 3G temel fonksiyon
basina iki ve ii¢ tane gaussian fonksiyonunun kullanildigini ve bu fonksiyonlarin

lineer kombinasyonundan meydana geldigini gosterir.
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2.6.7.2. Split Valens Temel Setler

Split valens cift zeta temel setler (3-21G, 4-21G, 6-31G, 6-311G....vb) olarak
gosterilen setler, temel fonksiyon sayisini iki katina ¢ikarir. Bu setlerin olusumunda
i¢c kabuk orbitalleri ve degerlik orbitalleri iki temel fonksiyonla tanimlanir. Ornegin,
3-21G baz seti, i¢ yoriingenin ii¢ temel gaussian fonksiyonunun birlesmesinden

olustugunu ve 2 digerinin 1 temel gaussian fonksiyonundan olustugunu gosterir.

2.6.7.3. Polarize Temel Setler

Polarize baz setleri, C, N, O gibi atomlara d-fonksiyonlari, gecis metallerine
f-fonksiyonlarini ve H atomlarina p-fonksiyonlar1 ilave edilerek meydana getirilir.
Ornegin, cok yaygin olarak kullanilan 6-31G(d) yada 6-31G* baz seti polarize bir

baz setidir ve d-fonksiyonunun ilave edildigin gosterir.
2.6.7.4. Difliz Fonksiyonlari iceren Baz Setleri

Difiiz fonksiyona sahip temel kiimeler, elektronlarin genellikle ¢ekirdekten
uzak oldugu sistemler i¢in 6nemlidir. + isareti, hidrojen atomu disinda kalan agir
atomlar i¢in baz setlerine difiiz fonksiyonlarin ilave edildigini belirtir. ++ isareti ise
hem agir atomlar i¢in hem de hidrojen atomu i¢in difiiz fonksiyonlarinin katildigini
gosterir. Difliz fonksiyonu genellikle negatif yiiklii, ortaklanmamis elektronlu ve
uyarilmig durumdaki sistemler i¢in kullanilir. Ayrica, dipol moment ve
polarizibilite gibi bilgileri hesaplanirken difiiz fonksiyonlarinin ilave edilmesi
uygun olur. Ancak hesaplama yapilirken her ilave zaman demektir, bu yiizden

hedefe uygun baz seti tercih edilmelidir (Foresman and Frisch, 1996).
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3.GEREC VE YONTEMLER
3.1.Deneysel ve Metodolojik Temeller

Bu bdlumde Luteolin, dCMP ve Luteolin-dCMP ¢o6zeltilerinin hazirlanmasi,
bu ¢ozeltilerin spektrokimyasal ve elektrokimyasal davranislarinin incelenmesinde

kullanilan cihazlar, kimyasallar ve yontemler hakkinda bilgi verilmistir.
3.1.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel c¢alismalarda kullanilan  kimyasallar Luteolin  (3',4',5,7-
Tetrahidroksiflavon) (>90%, Merck, HPLC) ve 2'-Deoksisitidin 5'-Monofosfat
ikisodyum tuzu (dCMP) (> 99%, Lee bio, HPLC) ’tir. Fosfat Tampon Salin
cozeltisi; NaCl (Merk), NaHPO412H,0 (Merk), KCI (Merk) ve KH2PO4

(Carloebra) kimyasallari ile ultra saf distile su kullanilarak 7.4 pH‘ta hazirlandi.
3.1.2.Kullanilan Cihaz ve Yontemler

Tliim absorpsiyon caligmalar1 Perkin Elmer Lambda 35 RF-5301PC
Spectrometer Shimadzu cihazi ile gergeklestirilmistir. Kullanilan kuartz

kuvvetin kalinlig ise 1 cm’dir.

Emisyon ¢alismalarinda Perkin Elmer LS-55 Spectrofluorophotometer
cithaz1 kullanilmistir. Floresan yogunluklarinin dl¢timleri sirasinda ¢ozeltideki
oksijeni uzaklastirmak icin azot gazi kullanilarak oksijen varligindan

kaynaklanan floresan sénimlemenin 6niine gegildi.

Dongiisel Voltametri dlgitimleri i¢in BASi Epsilon cihaziyla ii¢ elektrot
elektrokimyasal hiicre kullanilmigtir. Calisma elektrodu igin camsi karbon
elektrot (GCE), referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrot ve karsi elektrot i¢in
platinyum tel kullanilmigtir. Dongiisel voltametri Slgiimlerinde camsi karbon
elektrotun cam gibi parlak olabilmesi igin her o6lgimden sonra alumina
slurry(0.051m) ile parlatildiktan sonra saf su ile temizlenmistir. Hazirlanan

orneklerin herbiri 6l¢ciimden dnce oksijenin uzaklagmasi i¢in yaklasik 20dk. azot
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gazindan gegirilmistir. Ayrica, Ag/AgCl elektrodu Slgiimlerde kullanildiktan

sonra 3 M KCl ¢ozeltisine konularak saklanmigtir.

Yapilan tiim deneyler oda sicakligindadir ve ultra saf su kullanilarak 7.4
pH*ta PBS tampon ¢6zeltisinde hazirlandi. 1 litre PBS tampon ¢ozeltisi 137mM
NaCl, 2.7mM KCI, 10mM NaHPO4 12H,0, 1.76 mM KH2PO4 icermektedir.

3.2. Hesapsal ve Metodolojik Temeller

Bu ¢alismada Luteolin, deoksiadenozin monofosfat (dAMP), deoksisitidin
monofosfat (dCMP), deoksiguanozin monofosfat (dGMP) ve deoksitimidin
monofosfat (dTMP) yapilarinin {i¢ boyutlu ¢izimi ve konformasyon analizi
Spartan Programi kullanilarak yapildi. Molekiillerden elde edilen tim komformer
yapilarinin optimizasyonu Gaussian 09 Programu ile su fazda yapild: (Frisch et
al., 2009). Giris dosyalar1 Gaussview5.0 Programi’nda hazirlandi (Dennington et
al., 2009). Optimize edilen monomer yapilar1 igerinden en kararli yapilar tespit
edildi ve monomerlerin molekiil yapilar1 dikkate alinarak donor-akseptor iliskisi
(olas1 H bag, ikincil etkilesimler) 6ngorilen sekilde Luteolin-dAMP kompleksi,
Luteolin-dGMP kompleksi, Luteolin-dCMP kompleksi ve Luteolin dTMP
kompleksi Gaussview5.0 programinda hazirlanrak Gaussian 09 programi ile su
fazda optimize edildi. Hesaplamalar yogunluk fonksiyonel teori (DFT) temelinde
Ozellikle calisilacak ikili sistemlerde van der Waals etkilesimleri, dispersif
etkilesimler ve m-m etkilesimi (m-m stacking) gibi zayif etkilesimler onemli
olabileceginden bu tiir etkilesimleri dikkate alan ®B97XD fonksiyoneli (Grimme,
2006; Chai ve Head-Gordon, 2008) 6-31+G(d,p) (Petersson and Al-Laham, 1991,
Petersson et al., 1988) baz seti ile birlikte kullanilda.

Optimize edilen monomer ve kompleks yapilarinin absorpsiyon
spektrumlarinin elde edilebilmesi ve yiik/elektron transferi olup olmadiginin
belirlenebilmesi i¢in temel halde elde edilen geometriler kullanilarak Zamana Bagl
Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (Time-Dependent Density Functional Theory, TD-
DFT) yaklasimi kullanilarak uyarilmis hal hesaplamalar1 yapildi (Bauernschmitt ve
Ahlrichs, 1988; Stratmann et al., 1988). Luteolin-niikleotid kompleks

calismalarinda uzun mesafeli korelasyon terimleri igeren (long-range correlation)
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ve bu tir hesaplamalar icin gelistirilmis olan ®B97XD/6-311++G(d,p) baz seti
kullanilmasi literatiirdeki ¢alismalarda yapilan hesaplamalarin deneysel veriler ile
en uyumlu sonuglar verdigi goriildiigiinden hesaplamalar oncelikle bu seviyede
yapilmustir. Elektronik gegisler, en diisiik enerjili 40 singlet uyarilmis hali (So-Sao)
kapsayacak sekilde yapilmistir. En kararli kompleks yapilarin yiik yogunluk fark:
(Charge density difference) ve molekiiller arasindaki etkilesim tiirlerinin
(Noncovalent interaction (NCI)) gosterilmesi ise Multiwfn Programi (Lu et al.,
2012) ile yapildi. Ayrica, dimer komplekslerinin molekdl elektrostatik potansiyel
analizi yapild1 ve boylelikle molekiiliin seklini, boyutunu, dipol momentini ve

goreceli polaritesi gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deneysel Bulgular

4.1.1. UV/Vis Spektrumu

dCMP, Luteolin ve Luteolin-dCMP kompleksinin uygun absorpsiyon
Olctimlerini  belirleyebilmek icin Oncelikle ¢esitli derisimlerde ¢dzeltiler
hazirlanmis ve bu Olgiimlerin sonucunda uygun derisimler saptanmistir. PBS
tampon ¢ozeltisiyle 7.4 pH’ta 1.6x10'M dCMP ve 4x10°M Luteolin ¢ozeltileri
hazirlanmistir ve ¢ozeltilerin absorpsiyon spektrumlari sirasiyla Sekil 4.1. ve Sekil

4.2.’te gosterilmektedir.

— Lax 107 M d(CMP)

0.0

T ¥ T ¥ T ¥
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1. PBS Tampon Gozeltisinde 1.6x107M dCMP UV/Vis Spektrumu

Elde edilen olcimler sonucunda 1.6x10°M dCMP molekiilinin iki
absopsiyon piki gozlenmistir sirastyla 213 nm ve 271 nm’dir. Sekil 4.2.’de 4x10°
M Luteolin molekiiniin absorpsiyon spekturmunda ise 265nm ve 371 nm’de pikleri

gbzlenmistir.
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Sekil 4.1. PBS Cozeltisinde 4x10°M Luteolin UV/Vis Spektrumu

Elde edilen Luteolin ve dCMP absorpsiyon spektrumlarina gére Luteolin
molekiilii daha yiiksek dalga boyunda uyarilirken dCMP molekiilii ise daha diistik
dalga boyunda uyarilir. Bu bilgi dogrultusunda Luteolin-dCMP kompleksinin
aralarinda donér akseptor iligkisi i¢in floresan spektrumu incelenmesinde hangi

molekiiliin uyarilip hangi molekiiliin temel seviyede tutulacagina karar verilmistir.

Luteolin-dCMP kompleksleri arasindaki etkilesimin anlasilabilmesi igin,
UV/Vis spektroskopisi 6lcimlerinde, Luteolin molekiilii 4x10°M konsantrasyonda
sabit tutulmus ve dCMP’nin sirayla 1.0x10"M, 2.0x10"M, 3.0x10'M, 4.0x10""M
ve 5.0x10""M konsantrasyonlariyla Luteolin- dCMP kompleksleri olusturulmustur.
Cesitli derisimlerde hazirlanan kompleksin absorpsiyon verileri Sekil 4.3.’te

gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. PBS Tampon Cozeltisinde Luteolin ve dCMP-Luteolin Kompleksinin UV/Vis
Spektrumlari

Sekil 4.3.’te gosterilen UV/Vis spektrumunda Luteolin-dCMP kompleksinde
371nm’de pik gozlenmektedir. Komplekste bulunan bu pikin nedeni Luteolin’in
371nm’de uyarilmasindan kaynaklanmaktadir. Diger pik ise 270 nm’de
g6zlenmektedir. Burada ise Luteolin-dCMP kompleksinde dCMP’inin derisimin
artikga absorpsiyon siddetinin arttigi ve 1 nm kaymaya (maviye kayma) neden
oldugu saptanmistir. Rezonans etkisi, n elektronlarina sahip heteroatom ile
karbonilin konjuge olmasinda gercekleslen etkidir. Bag olusumunda kullanilmayan
n elektronlari ile karbonilin p elektronlari rezonansa girer. Rezonas, heteroatomlar
tizerindeki n elektronlarinin yerel (lokal) degil system {iizerine dagilmasina
(delokalize) neden olur. Sonugta n elektronlarini ¢ok daha siki tutar. Bunun
sonucunda n-—m*absorpsiyonu yiiksek enerjiye yani diisik A degerine kayar

(maviye kayma (hipsokromik etki)).

Ayrica bu bolgede hem Luteolin hem de dCMP molekiilii de uyarildigindan
dolay1 komplekste dCMP derisiminin artmasi absorpsiyon miktarinin artmasina da

neden oldugu distiniilmektedir.



68

07 4x10°M Luteolin

2x10'M dCMP

4x10°M Luteolin+2x10"M dCMP
Teorik 4x10°M Luteolin+2x10"M dCMP

0.6

0.0

T T T 7 7 7 T T T T T
200 250 300 350 400 450 500

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.4. PBS Tampon Cozeltisinde dCMP-Luteolin Kompleksinin Deneysel ve Teorik UV/Vis
Spektrumlari

Sekil 4.4.’teki UV/Vis spektrumlarma bakildiginda 2x10"M dCMP ve 4x10°
°M Luteolin spektrumlarindan yaralamlarak teorik Luteolin-dCMP kompleksi’nin
UV/Vis spektrumu elde edilmistir. Luteolin-dCMP kompleksinin toplam ve
deneysel spektrumlar1 Kkarsilastirildiginda 271nm’de absorpsiyon siddetleri
sirastyla 0.50 ve 0.42 olarak tespit edilerek spektrumun hipokromizm etki yaptigi

gozlendi.

Liu ve Sirajuddin arkadaslarmin yapmis oldugu c¢alismalara gore
interkalasyonla DNA’ya baglanan bu ilaglar genellikle hipokromizm (absorpsiyon
siddetinde azalma) ve batokromizm (dalga boyunun artmasi veya kirmiziya kayma)
gosterir. NUkleotidler ile ilacin aromatik kromofor gruplari arasinda bir istiflenme
etkilesimini igeren interkalatif baglanmadan dolayr hipokromizm derecesi
genellikle interkalatif etkilesimin giiciine baghdir. Interkalasyonun giicii
niikleotidler ve interkale olan molekiil arasindaki uzakliga baglhdir. Niikleotid ile
interkale olan molekiil arasindaki uzaklik azaldigi zaman hipokromizm artar.
Boylece DNA bazlarinin nt elektronlari ile bilesigin m elektronlarinin uygun sekilde
ortiistligliniin bir gostergesi olarak, m ve m* enerji seviyeleri arasindaki fark azalir
ve bilesigin m bag1 orbitalinden poliniikleotidin t* orbitaline elektron transferi daha

kolay meydana gelir. Sonug olarak dalga boylarinda kirmiz1 veya maviye kayma
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gorulir. Bu durumda Luteolin ile dCMP arasinda, © ve ©* etkilesimin varligi

saptanmistir.

4.1.2. Floresans Spektrumu

Luteolin-dCMP  kompleksinin emisyonunun incelemek icin Floresans
spektroskopisi kullanilmustir. Sabit konsantrasyon Luteolin molekiilii (4x10°M) ile
1.0x107'M, 2.0x107'M, 3.0x107'M, 4.0x10"M ve 5.0x10"M konsantrasyonlarda
hazirlanan dCMP ¢ozeltileriyle kompleks olusturularak 430 nm’de Luteolin
molekilinun uyarilip dCMP molekiiliiniin temel halde durumunda ve Luteolin-

dCMP kompleksinin emisyonlar1 incelenmistir. Emisyon sonucu Sekil 4.5.”de yer

almaktadir.
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Sekil 4.5. PBS Tampon Cozeltisinde Luteolin-dCMP Kompleksinin Floresans Spektrumlart

UV/Vis absorpsiyon ol¢timlerinde 430nm’de Luteolin molekiiliintin piki
varken dCMP molekiiliinii uyarilmamaktadir. Bu bilgi dogrultusunda emisyon

isleminde 430nm’de Luteolin molekiilii uyarilmistir.

Luteolinthn —  Luteolin*
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Luteolin®* —»  Luteolin+ hn

Luteolin*+Q —» Luteolin+Q

Luteolin-dCMP kompleksinde, Luteolin mokiiliiniin uyarilma enerjisi
dCMP molekiilii tarafindan sontimlenmektedir. Soniimlenme siddetleri sirasiyla
5.0x10'M dCMP+ 4.0x10°M Luteolin kompleksi> 4.0x10"M dCMP+ 4.0x10"
®M Luteolin kompleksi>3.0x10'M dCMP+ 4.0x10°M Luteolin kompleksi>
2.0x10"M dCMP+ 4.0x10°M Luteolin kompleksi> 1.0x10'M dCMP+ 4.0x10"
®M Luteolin kompleksi’dir. dCMP molekiiliiniin komplekste konsantrasyonu

arttikca soniimleme siddetin arttig1 gézlenmistir.

Joshi, Mati ve Cui arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alisma sonucunda ilag
DNA molekiiliine baglanirsa floresans soniimlenme gerceklestigi ve DNA
eklenmeden 6nceki spektrumu ile karsilastirildiginda floresans emisyonunda
belirgin bir artis oldugu sonucuna ulagsmiglardir. Oluk baglayici1 bilesikler,
elektrostatik, hidrojen bagi, molekiillerin seker-fosfat bagina yakin olmasi
durumunda artan oranda niikleotid eklenmesi, bilesigin floresans siddetinde
azalmaya sebep olmustur. Bu bilgiler dogrultusunda Sekil 4.5.’te artan dCMP
konsentrasyonu ile birlikte soniimlemenin artmasi Luteolin molekiilii ile dCMP

niikleotidi arasinada ikincil etkinin varligini kanitlamaktadir.

Kuantum sisteminde bir atom ya da molekiil, bir foton sogurdugunda
enerji kazanarak uyarilmig duruma geger. Ancak sistem kararli hale gelmek i¢in
foton yayar, yani 151ma yaparak enerji verir. Yayilan bu fotonun enerjisi sogrulan
fotonun enerjisinden daha az bir enerjiye sahiptir. Bu enerji farki Stokes

Kaymasi olarak adlandirilir.
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Sekil 4.6. Luteolinin Eqc=488 nm’de PBS Tampon Cdzeltisinde Normalize Edilmis Absorpsiyonu
ve Floresans Spektrumu

Luteolin molekultniin Normalize edilen absorpsiyon ve floresans spekturmu
Sekil 4.6.’de gosterilmektedir. Resonans dalgaboyu 488 nm ‘dir ((Eoo = 488nm
(2.54 eV)).

4.1.3. Dongusel Voltamogram
Dongiisel voltametri ile Luteolin molekiilii ve ¢esitli derismlerde bulunan

Luteolin-dCMP kompleksinin 100mV/s tarama hiziyla ger¢eklesen voltamogrami
Sekil 4.7.’de yer almaktadir.
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Sekil 4.8. 4x10° M Luteolin ve Farkli Derisimlerde dCMP ile Luteolin-dCMP Kompleksinin 7.4
pH’ta Dongiisel Voltamograminin 100 mV/s’lik Tarama Hizi

Luteolin molekiilu ve farkli derisimlerde déngusel voltametri analizi yapilan
Luteo