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OZET

Sistein Tespiti ve Hiicresel Goriintiileme icin Yeni Bir Kumarin Bazh Floresans Sensor
Gelistirilmesi

Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda, ¢ok basamakl bir sentez siireci ile yeni bir kumarin-kinolin hibrit
floresans molekiilii (P3) tasarlanip sentezlenmistir. Geligtirilen probun ve &zgiin ara iriinlerinin
karakterizasyonu 'H-NMR,**C-NMR ve HR-MS ile ger¢eklestirilmistir. Prob, 407 nm’de uyarildiginda
497 nm’de emisyon gostermis, Serbest tiyol gruplarina baglandiginda ise floresans siddetinde belirgin
bir artig gozlemlenmistir. Bu gozlem, probun biyomolekiiler etkilesimlerin incelenmesinde
kullanilabilmesini saglamistir. Hiicre boyama deneylerinde elde edilen yiiksek etkinlik, probun canlt
hiicre goriintiileme tekniklerinde basarili bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir. Probun serbest
tiyoller ile etkilestiginde siddetli floresans artisi gostermesi, kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerden
ayriminda 6nemli bir avantaj sunmaktadir. Kanserli hiicrelerde derisimi yiiksek olan glutatyon ile
gergeklesen etkilesim sayesinde kanser hiicrelerinin segici olarak tespit edilmesi miimkiin olmustur.
Kanserli akciger hiicrelerinde (HT-29) ve kolon hiicrelerinde (A549) floresans siddetinin belirgin
sekilde arttig1; buna karsin saglikli akciger (FHC) ve kolon hiicrelerinde (BEAS) diisiikk emisyon verdigi
gbzlemlenmistir.

Gelistirilen floresans probun ayrica proteinlerin {igiinciil yapilarmin dogrulanmasi i¢in serbest tiyol
miktarinin belirlenmesinde kullanilabilirligi gosterilmistir. Bu kapsamda insan serum albiimini ve o-
siniiklein proteinleri {izerinde yapilan testler, probun protein konformasyonunun incelenmesinde etkin
bir ara¢ oldugunu kanitlamistir.

Analitik validasyon caligmalarinda, probun sistein ve glutatyon tayininde belirlenen aralikta dogrusal
yanit verdigi belirlenmistir. Ayrica dogruluk ve kesinlik testleri sonucunda elde edilen geri kazanim
oranlarinin %98-101 arasinda olmasi ve %2’den kiigiik bagil standart sapma (BSS) degerleri, probun
giivenilirligini ve tekrar edilebilirligini ortaya koymustur. Segicilik ¢aligmalarinda, sistein sinyali %100
artirirken, tiyol icermeyen molekiiller yalnizca %10’a kadar artis gdstermistir.

Son olarak gida takviyelerinde segici bir kantitatif ara¢ olarak kullanilabilirligi L-sistein igeren
takviyelerde test edilmis ve Ellman reaktifi ile karsilagtirma testleri gergeklestirilmistir. Elde edilen
sonuglar, floresans probun bu amagla da kullanilabilecegini gostermektedir.

Sonu¢ olarak, gelistirilen kumarin tiirevi floresans prob, hem proteinlerin {igiinciil yapilarin
incelenmesinde hem de kanser hiicrelerinin segici olarak goriintiilenmesinde yiiksek potansiyele sahip,
giivenilir ve etkin bir ara¢ olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu 6zellikler, probun klinik tani uygulamalarinda
kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Floresans Prob, Hiicre Goriintiileme, Optik Sensor, Serbest Tiyoller
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SUMMARY

Development of a Novel Coumarin-Based Fluorescence Sensor for Cysteine Detection
and Cellular Imaging

In this master’s thesis study, a novel 3-aryl-substituted coumarin-derived fluorescent probe was
designed and synthesized through a multi-step synthetic process. The developed probe exhibited
emission at 497 nm upon excitation at 407 nm. A significant increase in fluorescence intensity was
observed upon binding to free thiol groups, enabling the probe to be utilized in the investigation of
biomolecular interactions. High efficiency obtained in cell staining experiments demonstrated that the
probe can be successfully applied in live-cell imaging techniques.

The pronounced fluorescence enhancement upon interaction with free thiols provides a major advantage
in distinguishing cancer cells from healthy cells. Through interaction with glutathione, which is present
at high concentrations in cancer cells, selective detection of cancer cells was achieved. In cancerous
lung cells (HT-29) and colon cells (A549), fluorescence intensity increased markedly, whereas healthy
lung (FHC) and colon cells (BEAS) exhibited low emission.

Furthermore, the applicability of the developed fluorescent probe in determining free thiol content for
the validation of protein tertiary structures was demonstrated. Tests performed on human serum albumin
and a-synuclein proteins confirmed that the probe is an effective tool for investigating protein
conformation.

Analytical validation studies revealed that the probe provided a linear response within the defined range
for cysteine and glutathione determination. Moreover, the recovery rates obtained from accuracy and
precision tests being in the range of 98-101%, together with relative standard deviation (RSD) values
below 2% demonstrated the reliability and repeatability of the probe. In the selectivity studies, cysteine
increased the signal by 100%, whereas molecules lacking thiol groups showed only a minor increase of
up to 10%.

Finally, the probe’s applicability as a selective quantitative tool in dietary supplements was tested in L-
cysteine-containing supplements, with comparative assays performed against Ellman’s reagent. The
results demonstrated that the fluorescent probe can also be used for this purpose.

In conclusion, the coumarin-derived fluorescent probe developed in this study emerges as a reliable and
effective tool with high potential both for investigating protein tertiary structures and for selective
imaging of cancer cells. With these properties, the probe is considered a valuable candidate for clinical
diagnostic applications.

Keywords: Cell imaging, Fluorescent probe, Free thiols, Optical sensor
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ONSOZ

Sistein, hiicrelerin korunmasi ve viicudun saglikli kalma siireglerinde 6nemli bir rol
iistlenen temel bir molekiildiir. Bu bilesigin miktarimin dogru sekilde belirlenmesi,
hastaliklarin erken donemde fark edilmesine katki saglamakta ve giivenilir sonuglar elde
edilmesine olanak tamimaktadir. Sistein diizeylerinin tayini, yalnizca tip alaninda degil, aym
zamanda gida giivenligi acisindan da bilylik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle sisteinin hassas ve
secici bigimde Ol¢iilmesine yonelik yontemlerin gelistirilmesi, insan sagligina yonelik

calismalarda degerli bir katki sunmaktadir.

Literatiirde mevcut yontemlerin siirliliklarini asmayi amaglayan bu ¢alisma hem
analitik kimya hem de biyomedikal uygulamalar agisindan 6zgiin bir yaklagim sunmaktadir.
Protein konformasyonlarinin incelenmesi, kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerden ayrimi ve
biyolojik sistemlerde tiyol tayini gibi kritik alanlarda sagladig1 bulgular, gelecekte yapilacak
arastirmalara 151k tutacak niteliktedir. Boylece tez, yalnizca deneysel bir katki degil, ayni

zamanda literatiirde yeni bir perspektif kazandiran bilimsel bir deger ortaya koymaktadir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca degerli bilgi birikimi, yol gostericiligi ve akademik
destegiyle bana ilham veren, bilimsel bakis acimi gelistirmemde biiyiik katkilar saglayan
degerli danismanimin destegini her daim hissettim. Sabirli ve anlayish tutumuyla yalnizca
akademik degil, ayn1 zamanda kisisel gelisimime de 1s1k tuttu, bana bilimsel disiplinin yaninda
azim, kararlilik ve sorumluluk bilincini kazandirdi. Onunla ¢aligmak benim igin biiyiik bir
gurur olmasinin yani sira, aynt zamanda kendimi ¢ok sansli hissettigim bir ayricalik olmustur.
Tim bu katkilarindan dolayi, birlikte caligmaktan biiyiik bir onur duydugum degerli
danismanim Prof. Dr. Mehmet Gokhan CAGLAYAN hocama sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismamin yiritilmesi siirecinde es danismanim olarak degerli bilgi ve
tecriibeleriyle calismama onemli katkilar saglayan, ayrica bilimsel goriisleriyle bana yol

gosteren Dog. Dr. Ergin YALCIN hocama tesekkiir ederim.

Tez calismamin degerli katkilariyla siirecin ilerlemesine biiyiik destek saglayan ve
aragtirmamin daha saglam temeller iizerine insa edilmesine yardimci olan Prof. Dr. Jonathan
L. Sessler, Prof. Dr. Ferda HACIVELIOGLU ve Ars. Gor. Halil DUYAR hocalarima ¢ok

tesekkiir ederim

Yiiksek lisans egitimim siiresince giiler ylizii, samimi sohbetleri ve destekleyici

yaklasimiyla bizlere her zaman moral ve motivasyon saglayan, listiin basarisi, engin bilgisi ve
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akademik durusuyla 6rnek aldigim saygi deger Analitik Kimya Anabilim Dali baskanimiz
Prof. Dr. Sibel A. OZKAN hocama cok tesekkiir ederim.

Lisans ve lisansiistli egitimim boyunca desteklerini her zaman hissettigim, degerli
bilgi ve tecriibelerini bizlerle paylasarak gelisimimize onemli katkilar saglayan Analitik
Kimya Anabilim Dali’nin tiim hocalarina, aragtirma gérevlilerine ve idari personeline tesekkiir

ederim.

Bilime adanmisligi, caliskanligi ve {istiin basarisiyla her zaman ornek aldigim,
azmiyle bana ilham veren ve birlikte ¢aligmaktan biiyiik mutluluk ve sans duydugum degerli
hocam Dog. Dr. Burak DERKUS’a tesekkiir ederim. Ayrica, her zaman desteklerini
hissettigim, bilgilerini ve tecriibelerini titizlikle aktaran, giiler yiizlii ve samimi yaklagimiyla
bizlere daima yakin olan degerli hocalarim Dr. Ogr. Uyesi Ahmet CETINKAYA ve Dr. Ogr.
Uyesi Merve YENCE'ye i¢ten tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman yanimda duran, destegini esirgemeyen, nesesiyle bana moral kaynagi olan
ve edinebildigim en degerli arkadaslardan biri olan Giilsu KELES’ e tesekkiir ederim. Ayrica
yiiksek lisans siirecimin en biiyiik kazanimlar1 arasinda yer alan, zorlu siiregleri kolaylastiran
ve giizellestiren, birlikte unutulmaz amilar biriktirdigimiz, her tiirli sikinimda ve
mutlulugumda yanimda olan ve ailem olarak gordiigiim kiymetli ekip arkadaslarim Ars. Gor.
Cansu BEYRET, Betiil YUKSELOGLU, Ulkii Nisa YILMAZ, Biisra Canan ASLAN, Amr
AL-JABI, Eray KARATASOGLU ve irem TECIMAN’a tesekkiirlerimi sunarim. Bununla
birlikte, gerceklestirdigimiz tiim c¢aligmalar ve aktivitelerde birlikte ¢ok gilizel zamanlar

gecirdigim degerli arkadaslarim Ensar PISKIN ve iclal ATAY a de igten tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans caligmalarim siiresince bursiyeri olmaktan gurur duydugum TUBITAK
ARDEB, TUBITAK 1001 ve TUBITAK COST 2515/SBAK projelerinde bursiyer Arastirmaci
olarak yer alma firsat1 buldugum i¢in minnettarim. Bu projeler kapsaminda saglanan destek,

akademik gelisimime ve tez calismamin ilerlemesine 6nemli katkilar saglamistir.

Yiiksek lisans c¢alismalarima TYL-2025-4133 kodlu projemiz ile destek saglayan

Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’ne tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans egitimim siiresince sagladiklart katkilar ve desteklerinden dolay1
Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii saym Prof. Dr. Fiigen AKTAN’a,

degerli 6gretim iiyelerine ve tiim ¢alisan personele ¢ok tesekkiir ederim.
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En biyik tesekkiirimii hayatim boyunca tiim desteklerini esirgemeyen, bana
giivenleriyle gii¢ veren, kararlarima duyduklar1 saygiyla her zaman yanimda olan ve bana
daima dogru yolu gosteren sevgili anneme ve babama sunarim. Bununla birlikte, her zaman
sevgileriyle yanimda olan, bana 6rnek tegkil eden ve hayatimi giizellestiren ablalarima da ¢ok

tesekkiir ederim.
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1. GIRIS
1.1. Giris ve Amac

Tiyol grubu iceren biyomolekiiller, hiicresel redoks dengesi, sinyal iletimi ve
detoksifikasyon siireclerinde kritik roller tistlenmektedir (Gai vd., 2018; Lai vd., 2010; Zhu
vd., 2014). Bu molekiiller, hiicre i¢i oksidatif stresin diizenlenmesinde ve zararli reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) noétralize edilmesinde temel islevlere sahiptir (Ghanizadeh vd., 2012).
Ozellikle sistein (Cys), homosistein (Hcy) ve glutatyon (GSH) gibi diisiik molekiil agirlikli
biyotiyoller, redoks homeostazinin korunmasinda kilit rol oynar (Ghobadloo vd., 2024; Li vd.,
2024; Huilin Wang vd., 2012). GSH, hiicre i¢i en bol bulunan tiyol bilesigi olup, antioksidan
savunma sisteminin merkezinde yer alir (Ghanizadeh vd., 2012). Cys ise proteinlerin yapisal
stabilitesini saglayan disiilfit baglarinin olusumunda gorev alirken, Hcy diizeyleri
kardiyovaskiiler hastaliklar ve norolojik bozukluklarla iliskilendirilmistir (Radzinski vd.,

2021; Huilin Wang vd., 2012).

Bu biyotiyollerin diizeylerindeki degisimler, gesitli patofizyolojik durumlarin erken
teshisi ve izlenmesi agisindan 6nemli biyobelirtegler olarak degerlendirilmektedir (Haseena
vd., 2022; Hyslop vd., 2023). Ozellikle kanser, nérodejeneratif hastaliklar ve diyabet gibi
hastaliklarda tiyol/disiilfit dengesi bozulmakta, bu da hiicresel hasarin ve hastalik
progresyonunun bir gostergesi olarak kullanilabilmektedir (Akunal ve Alisik, 2024;
Semenovich vd., 2021). Dolayisiyla, biyotiyollerin hassas, segici ve hizli bir sekilde tespiti
hem temel biyolojik aragtirmalar hem de klinik tani uygulamalar1 agisindan biiyiik 6nem
tagimaktadir. Bu baglamda gelistirilen analitik ydntemlerin, biyolojik Orneklerde diisiik
konsantrasyonlarda bulunan tiyol gruplarin1 ayirt edebilmesi ve gercek zamanli izleme

kapasitesine sahip olmasi1 gerekmektedir.

Floresans problar, bu gereksinimleri karsilayan giiclii araclar olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Yiiksek duyarliliklar, diigiik algilama siirlari, hizli yanit siireleri ve canli hiicrelerde
goriintilleme imkan1 sunmalar1 nedeniyle biyotiyol tespiti i¢in ideal platformlardir (Zhang vd.,

2014).

Literatlirde kumarin yapisina kinolinyum gibi hetaril yapilarin eklenmesiyle, tiyol
gruplarma kars1 daha segici ve duyarli floresans problar gelistirilmistir (Tan vd., 2014).
Kinolinyum grubu, tiyol ile niikleofilik etkilesimlere girerek “turn-on” tipi floresans yaniti
olusturabilir (Hu vd., 2023). Bu tiir hibrit yapilar hem ¢6zeltide hem de hiicresel ortamlarda
biyotiyol tespiti i¢in potansiyel tasirlar.



Bu tezde, tiyol grubu iceren biyomolekiillerin secici ve yiiksek duyarlilikla tayini
amactyla kumarin-kinolinyum temelli yeni bir floresans prob gelistirilmis; tasarim, sentez,
karakterizasyon ve uygulama caligmalari gerceklestirilmistir (Sekil 1.1). Calismalar
sonucunda probun hem c¢ozeltide hem de biyolojik ortamlarda yiiksek 6zgiillik ve sinyal-
giiriiltii orani ile etkin sekilde kullanilabildigi gosterilmistir. Ayrica, kanserli hiicrelerin teshisi,
proteinlerin {igiinciil yapilarinin incelenmesi ve gida takviyesi {iriinlerinde yer alan serbest
tiyol (ST) igeren molekiillerin hassas tayini gibi farkli uygulama alanlarinda probun basariyla

kullanilabilecegi gosterilmistir.

Gelistirilen probun diisiik miktarda organik ¢oziicii ile kullanilabilmesi, toksisite
riskini azaltarak hem temel biyolojik arastirmalarda hem de klinik tani uygulamalarinda
giivenli kullanim potansiyeli sunmaktadir. Bunun yani sira, probun canli hiicre goriintiileme
teknikleri ile uyumlu olmasi, tiyol grubu iceren biyomolekiillerin hiicre i¢i lokalizasyonunun
ve dinamik degisimlerinin gergcek zamanli ve yiiksek ¢Oziiniirliikte izlenmesine olanak
saglamaktadir. Boylece hem in vivo hastalik analizlerinde hem de in vitro hiicre kiiltiirii tabanl
deneylerde, biyomolekiiler degisimlerin gorsel olarak kolayca ayirt edilebildigi, hizli ve
giivenilir bir analiz platformu gelistirilmistir. Bu yaklasim, hem kanser biyolojisi gibi karmagik
patolojik siireclerin aydinlatilmasina hem de hedefe yonelik tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine katki saglayabilecek niteliktedir.

Sekil 1.1. P3 Molekiili

1.2. Serbest Tiyoller

Serbest tiyoller, hiicre i¢i redoks homeostazinin korunmasinda temel rol oynayan
siilthidril (-SH) grubu igeren organik bilesiklerdir (Lai vd., 2010; Zhang vd., 2024). Bu tiyol
gruplari, oksidatif stres kosullarinda reaktif oksijen tiirleriyle etkilesime girerek disiilfit (-S-S-
) baglarina doniisiir; bu doniisiim geri donisiimli olup dinamik bir redoks dongiisiiniin

parcasidir (Paulsen ve Carroll, 2013). Disiilfit baglarimin olusumu, proteinlerin yapisal



stabilitesini artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda enzimatik aktivitenin diizenlenmesi, hiicresel
sinyal iletimi ve apoptozis gibi yasamsal siire¢lerde de gorev alir (Riemer vd., 2015). Tiyol-
distilfit doniisiimleri, hiicrelerin ¢evresel stres faktorlerine adaptasyonunu saglayan hassas bir
redoks sensor sistemi gibi ¢alisir. Ancak bu homeostazin bozulmasi, oksidatif stresin artmasina
ve cesitli hastaliklarin patogenezine neden olur (Akunal ve Alisik, 2024; Semenovich vd.,
2021). Ornegin, kronik hepatit B hastalarinda yapilan calismalar, total ve nativ tiyol
diizeylerinin anlaml sekilde azaldigini, buna karsin disiilfit oranlarinda belirgin bir degisiklik
olmadigim gostermistir; bu durum, antioksidan kapasitenin azaldigim ancak disiilfit
olusumunun dengeleyici bir yanit olarak sabit kaldigini diisiindiirmektedir (Yildir ve Merig
Kog, 2018). Benzer sekilde, diyabetik ve diyabetik olmayan kronik bobrek yetmezligi
hastalarinda tiyol-disiilfit homeostazinin bozuldugu ve ileri oksidasyon protein iriinleri
diizeylerinin arttig1 bildirilmistir; bu da oksidatif stresin hastalik progresyonunda énemli bir
rol oynadigini ortaya koymaktadir (Coskun vd., 2016; Solak vd., 2020). Ayn1 zamanda disiilfit
baglarinda meydana gelen diizensizlikler, proteinlerin yanlis katlanmasina ve agregat
olusumuna yol agmaktadir. Bu durum 6zellikle a-siniiklein ve Tau gibi proteinlerde gézlenmis
olup, Alzheimer ve Parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinde ve teshisinde
kritik bir rol oynamaktadir (Sweeney vd., 2017). Bu bulgular, tiyol-disiilfit homeostazinin
sadece hiicresel savunma mekanizmasi olarak degil, ayn1 zamanda hastaliklarin tani, prognoz
ve tedavi takibinde potansiyel bir biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir
(Wang vd., 2017). Disiilfit baglariin olusumu, hiicrelerin oksidatif yiik altinda verdigi
biyokimyasal yanitin bir gostergesi olup, bu baglarin kantitatif olarak o6lgiilmesiyle
hastaliklarin redoks temelli biyolojik izleri daha net sekilde ortaya konulabilir. Dolayisiyla,
serbest tiyollerin disiilfit baglarma doniisim siireci, hem molekiiler diizeyde hiicresel
adaptasyonun bir parcast hem de klinik diizeyde hastaliklarin izlenmesinde degerli bir

parametredir (Erel ve Erdogan, 2020).
1.2.1. Sistein

Cys, proteinleri olusturan 20 temel amino asitten biridir ve yan zinciri serbest tiyol (-
SH) grubu barindirir (Sekill.2.) (Zhang vd., 2024). Bu &zellik, onu diger amino asitlerden
ayirir ve redoks reaksiyonlarinda aktif rol almasini saglar (Zhu vd., 2014). Dogada aktif formu
olan L-Cys, hiicre ici metabolik siireclerde énemli gorevler iistlenir (Gao vd., 2024). Ozellikle
distlfit baglar1 olusturma yetenegi sayesinde proteinlerin ii¢ boyutlu yapisiin stabilitesini
korur. Bu baglar, iki Cys molekiilii arasinda olusur ve proteinlerin katlanma, dayaniklilik ve

fonksiyonel 6zelliklerini belirlemede kritik rol oynar (Feige vd., 2018a).
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Sekil 1.2. Cys molekiilii

Cys diizeylerinin normal aralikta olmas1 (200 pM civari), hiicresel fonksiyonlarin
saglikli sekilde siirdiiriilmesi agisindan 6nemlidir. Eksikligi durumunda bagisiklik sistemi
zayiflayabilir, kas ve cilt sagligi bozulabilir, biiylime geriligi, yorgunluk ve karaciger
fonksiyonlarinda bozulmalar gériilebilir (Rasheed vd., 2019). Ote yandan, asir1 Cys birikimi
norolojik hastaliklarla iliskilendirilmistir. Ozellikle Parkinson ve Alzheimer gibi hastaliklarda
Cys metabolizmasindaki bozukluklarin  oksidatif stres {izerinden etkili oldugu

diistintilmektedir (Paul vd., 2018; Safavi vd., 2014).

Cys, hiicrelerin oksidatif strese karsi korunmasinda 6nemli bir antioksidan olan GSH

sentezinde temel bilesen olarak gorev yapar (McCarty ve DiNicolantonio, 2015).
1.2.2. Glutatyon

Glutatyon (GSH), hiicre i¢i redoks dengesinin korunmasinda kritik rol oynayan ve ii¢
amino asitten (glutamat, Cys, glisin) olusan bir tripeptittir (Sekil 1.3.). Ozellikle indirgenmis
formu olan GSH, viicudun en giiglii antioksidanlarindan biri olarak kabul edilir. Bu form,
serbest radikalleri notralize ederek hiicreleri oksidatif strese karsi korur ve detoksifikasyon
stireclerinde aktif gorev alir (Galano ve Alvarez-ldaboy, 2011). GSH, karacigerde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur ve toksinlerin, agir metallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin

uzaklastirilmasinda temel bir bilesen olarak islev goriir (Wu vd., 2004).

SH
0 0 e
HOWH N\)J\OH
NH, o

Sekil 1.3. GSH molekiilii



Normal GSH diizeyleri yaklagik 1-10 mM olarak bilinir, bagisiklik sisteminin
etkinligi, hiicre yenilenmesi ve mitokondriyal fonksiyonlarin saglikli sekilde siirdiiriilmesi
acisindan hayati O6neme sahiptir. Normal degerlerin dismna c¢iktigi durumlarda kronik
yorgunluk, enfeksiyonlara yatkinlik, cilt problemleri ve nérodejeneratif hastaliklar gibi bazi
durumlar ortaya ¢ikabilir. Bu hastaliklarda GSH metabolizmasindaki bozulmalarin, oksidatif
stresin artistyla iligkili oldugu diistiniilmektedir (Sekil 1.4.). Ayrica, bazi1 kanser tiirlerinde
GSH diizeylerinin normalin iizerinde olmasi, hastaligin gelisimi ile iliskili olabilecegini
gostermektedir. Bu baglamda, GSH’nin biyolojik bir belirte¢ (biyomarker) olarak kullanimi,
tam1 ve tedavi slirecinin izlenmesinde potansiyel bir ara¢ olarak degerlendirilmektedir

(Balendiran vd., 2004; Mazzetti vd., 2015).
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Sekil 1.4. Oksidatif stresin hiicre lizerindeki etkisi

1.2.3. Glutatyon ve Sisteinin Gida Takviyelerindeki Kullanimi

GSH ve Cys, hiicresel redoks homeostazinin korunmasinda ve oksidatif stresin
azaltilmasinda kritik 6neme sahip biyomolekiillerdir. GSH, gii¢lii bir endojen antioksidan
olarak detoksifikasyon siireclerinde gorev almakta, Cys ise hem GSH biyosentezinin 6nciil
bilesigi hem de protein yapilarinda distilfit baglarinin olusumunda temel bir amino asit olarak
rol oynamaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle her iki molekiil de ticari gida takviyelerinde yaygin
bicimde kullanilmakta, bagisiklik fonksiyonlarimin desteklenmesi, yagslanmaya bagli oksidatif
hasarin azaltilmasi ve hiicresel metabolizmanin gili¢lendirilmesi amaciyla formiilasyonlara

dahil edilmektedir (Garrido Ruiz vd., 2022; Kerksick ve Willoughby, 2005).

Cys, gida, kozmetik ve farmasotik endiistrilerde genis kullanim alanina sahip olup,
ozellikle unlarin islenmesinde hamurun elastikiyetini artirmak amaciyla gida sektoriinde

degerlendirilmektedir. Kozmetik iiriinlerde sag ve cilt sagligini1 destekleyici bilesen olarak yer



almaktadir (Chen vd., 2020). Farmasotik alanda ise antioksidan 6zellikleri nedeniyle takviye
edici triinlerde kullanilmaktadir. Keratin proteininin sentezinde goérev almasi, Cys sacin
dayaniklilig1 ve elastikiyeti tizerinde dogrudan etkili olmasini saglamaktadir (Cruz vd., 2017)
Ayrica Cys iceren takviyelerin egzersiz sonrasi toparlanmayi hizlandirdigr ve bagisiklik
sistemini destekledigi bildirilmektedir (McCarty ve DiNicolantonio, 2015). Bu genis
uygulama yelpazesi dikkate alindiginda, Cys kantitatif olarak dogru ve hassas sekilde tayini

hem kalite kontrol hem de biyolojik degerlendirme agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

GSH da benzer sekilde gida, kozmetik ve farmasdtik endiistrilerde yaygin kullanim
alanina sahiptir. Gida sektoriinde antioksidan koruyucu olarak kozmetik iiriinlerde ise cilt
aydinlatic1 ve yaslanma karsiti formiilasyonlarda yer almaktadir. Farmasotik uygulamalarda
ozellikle intravendz takviyeler seklinde karaciger hastaliklari, diyabet ve mndrolojik
bozukluklarin destek tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica GSH’nin C ve E vitaminlerini
yeniden aktif hale getirme 6zelligi, onu hiicresel savunma sistemlerinde vazgecilmez bir
bilegen haline getirmektedir (Al-Temimi vd., 2023; Forman vd., 2009). Bu nedenle, GSH’nin
kantitatif olarak dogru ve hassas sekilde tayini de hem biyolojik degerlendirme hem de kalite

kontrol agisindan kritik 6neme sahiptir.
1.2.4. Proteinlerdeki Disiilfit-Tiyol Ayrimimin Onemi

Proteinlerin yapisal biitiinliigii ve biyolojik islevselligi biiyiik l¢iide serbest tiyol (-
SH) gruplar ile bu gruplarm olusturdugu disiilfit baglarmin dinamik dengesi tarafindan
belirlenir. Serbest tiyoller, disiilfit baglarmin olusumu ve indirgenmesinde dogrudan rol
oynayarak proteinlerin iiglinclil yapisinin korunmasina katki saglar (Sekil 1.5.) (Feige vd.,
2018a, 2018b). Bu nedenle, serbest tiyol miktarinin belirlenmesi proteinlerin katlanma
durumunun ve yapisal stabilitesinin 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Proteinlerde meydana gelen yapisal degisiklikler, Ornegin acilma (unfolding) veya
denatiirasyon siirecleri, serbest tiyol gruplarimin erisilebilirligini ve sayisin1 énemli 6lgiide
degistirebilir. Dolayisiyla, tiyol gruplarinin hassas ve segici bigimde tespit edilmesi,
proteinlerin katlanma mekanizmalarinin anlasilmasi ve {iglinciil yap1 karakterizasyonu

agisindan kritik bir analitik yaklagimdir (Shcherbatykh vd., 2022).



Birincil Yap ikincil Yapa Ugiinciil Yap1 Dérdiinciil Yap

Sekil 1.5. Proteinlerin birincil, ikincil, ii¢linciil ve dérdiinciil yapilar
1.2.5. Serbest Tiyollerin Tayini icin Kullanilan Analitik Yontemler

Serbest tiyol bilesikleri, 6zellikle Cys ve GSH gibi biyomolekiiller, hastaliklarin
teshisi agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu nedenle, bu bilesiklerin hassas ve segici sekilde
tayini, biyomedikal ve klinik arastirmalarda temel bir gereklilik haline gelmistir. Geleneksel
analiz yontemleri arasinda yiiksek performansli sivi kromatografi (YPSK) (Chen vd., 2008),
kapiler elektroforez (CE) (Ling vd., 2005), voltametri (Calvo-Marzal vd., 2006; Nezamzadeh-
Ejhieh ve Hashemi, 2012), akis enjeksiyon analizleri (Wang vd., 2017; Waseem vd., 2008) ve
kiitle spektrometrisi (MS) (Xu vd., 2010) gibi teknikler 6ne ¢ikmaktadir. Bu yontemler her ne
kadar yiiksek analitik performansa sahip olsalar ve rutin uygulamaya uygun olsalar da
genellikle pahali ve karmasik cihazlar gerektirir. Ozellikle YPSK ve MS gibi sistemlerin hem
ekipman maliyeti hem de karmasik numune hazirlama prosediirleri zorlayici olabilir. Ayrica,
bu teknikler cogunlukla tek 6rnek iizerinden calistig1 icin yiiksek verimli analizlere uygun

degildir, bu da klinik ve biyomedikal uygulamalarda zaman kaybina yol agabilir.

Bir diger énemli dezavantaj ise bu yontemlerde siklikla toksik ve c¢evresel agidan
zararli kimyasallarin kullanilmasidir. Ornegin organik ¢oziiciiler, agir metaller veya ugucu
bilesikler iceren analiz protokolleri, laboratuvar ortamida toksik maruziyet riskini artirmakta
ve slirdiiriilebilirlik agisindan olumsuz etkiler yaratmaktadir. Bu nedenlerle, daha basit,
giivenli, hizli, diisiik maliyetli ve ¢oklu Ornek analizine uygun alternatif yOntemlerin

gelistirilmesi; ozellikle Cys ve GSH gibi biyolojik acidan onemli serbest tiyol igeren



bilesiklerin tayinine yonelik kolay uygulanabilir sensor sistemlerinin tasarimi giiniimiizde

Onemli bir arastirma alan1 olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Ellman reaktifi (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoik asit), DTNB), serbest tiyol gruplariin
spektrofotometrik tayininde yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Bu reaktif, tiyol gruplari
ile reaksiyona girerek sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB?") olusumuna neden olur ve
bu iirliniin 412 nm dalga boyunda giiclii absorbansi sayesinde kantitatif dl¢iim yapilabilir.
Ellman yontemi, hizl1 ve basit uygulanabilirligi nedeniyle biyomedikal arastirmalarda tercih
edilmektedir. Bununla birlikte, baz1 protein tiyolleri sterik veya elektrostatik engeller
nedeniyle reaktif ile tam etkilesime girmeyebilir ve bu durum Olglim hassasiyetini
siirlayabilir. Yine de diisiik maliyetli ve pratik bir spektrofotometrik yaklagim olmasi
nedeniyle Ellman reaktifi, Cys ve GSH gibi biyomolekiillerin tayininde halen énemli bir

aractir (Riener vd., 2002).
1.3. Optik Sensorler

Optik sensorler, bir maddenin 1sikla olan etkilesimini dlgerek hem kimyasal yapisini
hem de derisimini belirlemek amaciyla kullanilan hassas analitik araglardir. Bu sensorler;
15181 absorpsiyonu, sagilmasi, kirllmasi ve floresans gibi optik 6zelliklerdeki degisimleri
algilayarak, hedef analitin fiziksel ve kimyasal analizini gerceklestirebilir. Ayrica, molekiiller
arasi etkilesimlerin izlenmesi, baglanma kinetiklerinin hesaplanmasi1 ve molekiiler yapilarin

aydinlatilmasi gibi analizlerde de etkin bigimde kullanilmaktadir (Khani ve Rezaei, 2024).

Optik alan, ¢ok genis bir ¢alisma yelpazesi sunmakta olup, kullanilan dalga boyu
aralig1 da oldukea gesitlidir. Olgiimde tercih edilecek dalga boyu hem ¢alisilacak cihazin
teknik &zelliklerine hem de hedeflenen analizin amacina bagli olarak belirlenir. Ornegin,
ultraviyole (UV) bolgesi (200-400 nm) genellikle aromatik bilegiklerin ve konjuge sistemlerin
tespitinde kullanilirken, goriiniir bélge (400-700 nm) renkli komplekslerin, pigmentlerin ve
floresans boyalarin analizi i¢in uygundur. Yakin kizilotesi (NIR) bolgesi (700-2500 nm) ise
biyolojik dokularin derinlemesine incelenmesi, su igeriginin belirlenmesi veya gida kalite
kontrolii gibi uygulamalarda tercih edilmektedir. Bu genis dalga boyu secenegi, optik
sensorlerin hem temel bilim aragtirmalarinda hem de endiistriyel ve klinik uygulamalarda
yiiksek esneklik ve uyarlanabilirlik saglamasina olanak tanir (Kalinichev vd., 2023;

Schoonheydt, 2010).



1.3.1. Floresans Spektroskopi

Spektroskopik teknikler arasinda yaygin olarak kullanilan ydntemlerden biri olan
floresans spektroskopi, bir molekiiliin uyarilarak yiiksek enerji seviyelerine gegmesi ve
ardindan bu enerjiyi genellikle daha uzun dalga boyunda 151k olarak yaymasi prensibine
dayanir (Sekill.6.). Floresans spektroskopi, yiiksek sinyal-giiriiltli orani, 6zellikle diisiik
konsantrasyonlardaki analitlerin tayininde yiiksek duyarlilik ve segicilik sunar. Genis Stokes
kaymasi, yiiksek absorpsiyon katsayist ve yiiksek kuantum verimine sahip floresans
sensorlerhem kantitatif hem de kalitatif analizlerde ¢ok sayida kullanim alanina sahiptirler ve

yeni floresans sensorlerin gelistirilmesi 6nemli bir arastirma alanidir (Grover vd., 2025).
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Sekil 1.6. Absorbsiyon ve floresans i¢in kismi enerji diyagrami (Skoog vd., 2014)

Arastirmacilar, analitik kimya, biyokimya ve ¢evre bilimleri gibi alanlarda ¢esitli
elementlerin, enzimlerin ve organik bilesiklerin tayini i¢in BODIPY, koumarin, fluoresein ve
rodamin gibi florofor iskeletlerine sahip floresans problarin sentezine yonelmislerdir. Bu
problar, 6zgiin fotofiziksel 6zellikleri sayesinde hedef molekiillerle segcici etkilesim kurarak
yiiksek duyarlilikla analiz imkam sunarlar. Ozellikle floresans &zellik tasiyan molekiiller
kullanilarak gerceklestirilen hiicre goriintiileme uygulamalari, biyolojik arastirmalarda ve tibbi

tani siireglerinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Sun vd., 2020).



1.3.2. Kumarin Bazh Optik Sensorler

Kumarin tiirevleri, Sekil 1.7°de gosterildigi gibi benzopiran-2-on yapisina sahip
bilesikler olup, 6zgiin fotofiziksel 6zellikleri sayesinde optik sensor tasariminda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu molekiiller, o6zellikle floresans ve absorbans temelli algilama
sistemlerinde yiliksek kuantum verimi, genis Stokes kaymasi ve mikrogevreye duyarhilik gibi
avantajlar sunar. Genellikle hedef analitlerle (6rnegin metal iyonlari, biyotiyoller, reaktif
oksijen tiirleri) segici etkilesim kurarak sinyal degisimi olusturur ve bu degisim genellikle
floresans siddeti veya dalga boyu kaymasi tizerinden izlenir (Khan ve Shaily, 2023). Ayrica,
kumarin tiirevlerinin yapisal modifikasyona acik olmasi, onlar1 ¢ok cesitli analitlere duyarl
hale getirmeyi miimkiin kilar. Bu sensorler, diisiik algilama limitleri ve hizli yanut siireleri ile
analitik kimya uygulamalarinda tercih edilmektedir. Ayrica, basta biyomedikal goriintiileme
olmak flizere ¢evre analizi, gida giivenligi, toksik madde tayini ve klinik tan1 gibi ¢cok ¢esitli
alanlarda kullanilmaktadir. Ornegin, Fe** ve Hg?* gibi agir metal iyonlarinin florimetrik tayini

icin gelistirilen kumarin tiirevli sensorleri de oldukca yaygindir (Mousavi vd., 2024).

o.__0O

—

Sekil 1.7. Kumarin molekiil yapist
1.4. Hiicre Goriintilleme Teknikleri

Hiicre goriintilleme teknikleri, hiicrelerin yapisal, fonksiyonel ve molekiiler
ozelliklerinin gercek zamanli ve yiiksek ¢oziiniirlilkte incelenmesine olanak taniyan giiclii
analitik araclardir. Bu yontemler araciligiyla hiicre ig¢i bilegenlerin konumu, dinamik
davraniglart ve karsilikli etkilesimleri ayrintili bigimde analiz edilebilmektedir. Konfokal
mikroskopi ve FLIM (fluorescence lifetime imaging microscopy) gibi ileri diizey goriintiileme
sistemleri, canlt hiicrelerin ii¢ boyutlu ve yiiksek kontrastli olarak gorsellestirilmesini miimkiin
kilar (Green vd., 2023). Ozellikle floresans temelli goriintiileme yaklagimlari, biyobelirteglerin
hassas tespiti ve hiicre i¢i metabolik degisimlerin izlenmesi yoluyla hastaliklarin erken
tanisinda 6dnemli bir potansiyel tasimaktadir. Bu teknikler, yliksek duyarlilik ve 6zgtilliiklerinin
yan1 sira, uygulama kolayligi ile de one ¢ikar. Kullanilan floresans problar, hedef
biyomolekiilleri belirli dalga boylarinda giiclii sinyallerle isaretleyerek mikroskop altinda

dogrudan gozle ayirt edilebilecek netlikte goriintiiler elde edilmesini saglar. Boylece, karmagik
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analiz yazilimlarina ihtiyag duyulmaksizin deneysel veriler hizli ve gorsel olarak
degerlendirilebilir (Gao vd., 2021). Ayrica, canli hiicrelerde anlik ve dinamik izleme imkan1
sunmasli, biyomolekiiler siire¢lerin zaman ic¢indeki degisimlerinin takip edilmesine olanak
tanir. Tiim bu gorsel ve pratik avantajlar, floresans temelli hiicre goriintiileme tekniklerini hem
temel biyolojik arastirmalarda hem de klinik tan1 uygulamalarinda vazgegilmez bir konuma

tasimaktadir (Kumar vd., 2025).

Kumarin tiirevleri, hiicre goriintilleme alaninda yaygin olarak kullanilan floroforlar
arasinda yer almaktadir. Bu molekiiller yalnizca temel biyolojik arastirmalarda degil, aym
zamanda tibbi tani, ilag gelistirme ve toksikolojik degerlendirme gibi translasyonel alanlarda
da etkin bigimde kullanilmaktadir (Ma vd., 2025). Ozellikle kanser hiicrelerinde GSH
seviyelerinin izlenmesi, oksidatif stresin hiicre i¢i dagiliminin belirlenmesi ve metal
iyonlarimin lokal tayini gibi uygulamalar, kumarin bazli problarin klinik potansiyelini ortaya
koymaktadir. Bu tiir problar, konfokal mikroskopi ve siiper ¢oziiniirliklii goriintiileme
sistemleriyle entegre edilerek hiicre igi siireglerin gercek zamanli ve yiiksek ¢oziiniirliikte
izlenmesine olanak tanir. Fakat, kumarin bazli floresans problarin hiicre goriintiileme
uygulamalarinda kullanilabilmesi i¢in genellikle yiiksek saflikta ve ¢Oziiniirliikte organik
coziiclilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Dimetilformamid (DMF), dimetilsiilfoksit (DMSO) ve
asetonitril (ACN) gibi ¢oziiciiler, probun ¢oziiniirliiglinii ve hiicreye penetrasyonunu artirsa da
yiiksek konsantrasyonlarda hiicre zarina zarar verebilmekte ve hiicresel fizyolojiyi
bozabilmektedir. Bu durum, ozellikle canli hiicre goriintiileme caligmalarinda biyolojik
verilerin giivenilirligini olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle, giincel arastirmalar daha az toksik
ve suda ¢Oziinen kumarin tiirevlerinin gelistirilmesine odaklanmakta; bodylece hem
goriintlileme kalitesi korunmakta hem de hiicreye zarar vermeyen problar olusturulmaktadir

(Majhi vd., 2024; Sun vd., 2020).

1.4.1. Kanser Hiicrelerinde Glutatyon Artisi1 ve Goriintiileme

Uygulamalar

Kanser hiicrelerinde, lizozomal diizeyde artan oksidatif stres, hiicre i¢i redoks
dengesini 6nemli Olclide etkileyerek antioksidan ozelliklere sahip bazi amino asitlerin,
ozellikle de GSH, konsantrasyonunda belirgin bir artiga yol agmaktadir. Lizozomlarda olusan
bu oksidatif yiik, hiicrelerin oksidatif hasara kars1 savunma mekanizmalarini tetiklerken, GSH
gibi tiyol grubu igeren antioksidanlarin biyosentezini ve birikimini de hizlandirmaktadir
(Hong Wang vd., 2020). GSH, hem dogrudan serbest radikalleri nétralize etme kapasitesi hem

de redoks sinyal yollarmin diizenlenmesindeki kritik rolii nedeniyle, kanser hiicrelerinin

11



hayatta kalma ve proliferasyon siireglerinde 6nemli bir biyomolekiil olarak 6ne ¢ikmaktadir
(Valenti vd., 2023). Yapilan calismalar, bu biyokimyasal degisimlerin yalnizca kantitatif
analizlerle degil, ayn1 zamanda canli hiicre goriintiilleme teknikleri ile de yiiksek duyarlilikta
tespit edilebilecegini ortaya koymustur. Ozellikle floresans problar ve optik sensorler
kullanilarak tiyol grubu iceren antioksidanlarin hiicre i¢i dagilimi, yogunlugu ve dinamik
degisimleri gercek zamanli olarak izlenebilmekte, bu sayede hem kanser biyolojisinin
anlasilmasina hem de hedefe yonelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki
saglanmaktadir. Bu baglamda, GSH’nin hiicre i¢i goriintiilenmesi hem tanisal hem de
prognostik acidan 6nem kazanmaktadir (Wang vd., 2024). Kanserli hiicrelerde GSH diizeyleri,
saglikli hiicrelere gore belirgin sekilde daha yiiksektir. Bunun nedeni, tiimor hiicrelerinde artan
metabolik faaliyet ve siirekli oksidatif stresin hiicre i¢i dengeyi bozarak GSH {iretimini ve geri
donisiimiini  artirmasidir (Kennedy vd., 2020). Kanser hiicreleri, oksidatif hasara karsi
korunmak ve ¢ogalmalarini siirdiirmek icin GSH seviyelerini yiikseltir. Bu durum aym
zamanda ilaglara karsi direng gelismesine de katkida bulunur (Tian vd., 2024). Saglikli
hiicrelerde GSH normal diizeylerde bulunurken, kanserli hiicrelerde hem sitoplazmada hem
de mitokondrilerde birka¢ kat daha fazla biriktigi goriilmektedir (Xiong vd., 2021). Bu
farklilik, GSH’1 kanser biyolojisinde 6nemli bir belirte¢ haline getirmekte ve tani ile tedaviye

yonelik goriintiileme ¢aligmalarinda degerli bir hedef olarak 6ne ¢ikarmaktadir.

Bu tez calismasimin temel amaci, serbest tiyol gruplarinin segici ve duyarli bigimde
tayini i¢in yeni bir kumarin-kinolin hibrit floresans prob gelistirmektir. Calismada, probun
hem kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerden ayriminda hem de proteinlerin iigiinciil
yapilarinin incelenmesinde etkin bir ara¢ olarak kullanilabilirligi hedeflenmistir. Ayrica, gida
takviyelerinde kantitatif analizlerde uygulanabilirligi gosterilerek mevcut yontemlere
alternatif, giivenilir ve hizl bir sensor sistemi sunulmustur. Bu yoniiyle tez, biyotiyol tayininde

yiiksek 0zgiilliik saglayan yeni bir optik sensor yaklagimi ile bilime katki saglamaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullamilan Kimyasallar ve Reaktifler

Bu galismada kullanilan tiim kimyasallar ve reaktifler, aksi belirtilmedikce ticari
tedarikcilerden temin edilmis ve ek saflastirma islemi uygulanmadan kullanilmistir.

Coziiciiler, deneysel uygulamalardan 6nce klasik yontemlerle saflastirilmastir.

Molekiiler sentez asamalarinda kullanilan baslica kimyasallar sunlardir: 4-
hidroksifenilasetik asit, 4-dietilamino-2-hidroksibenzaldehit, trietilamin, asetik anhidrit,
diklorometan (CH:Clz), asetik asit (AcOH), hekzametilentetramin (HMTA), deiyonize su, 1-
etil-2-metilkinolinyum iyodiir, susuz etanol ve metanol (MeOH, Sigma-Aldrich/BLD
Pharmatech Ltd.).

Britton-Robinson tampon ¢6zeltisinin hazirlanmasinda fosforik asit (HsPOa, Sigma-
Aldrich), asetik asit (CHs:COOH, Sigma-Aldrich), borik asit (H:BOs, Sigma-Aldrich), Milli-
Q ultra saf su (Millipore, USA) ve sodyum hidroksit (NaOH, Sigma-Aldrich) kullanilmistir.

Calismanin farkli agamalarinda kullanilan diger reaktifler arasinda magnezyum siilfat
(MgSO0s4, Sigma-Aldrich), ¢inko siilfat (ZnSOs, Macklin), tiamin (vitamin B1, Macklin), folik
asit (Macklin), kumarin 6 (BLD), glisin (BLD), L-lizin (BLD), glutatyon (GSH, BLD), L-
karnitin (BLD), L-arjinin (Macklin), L-sistein (L-Cys, Sigma-Aldrich), D-sistein (D-Cys,
Sigma-Aldrich), homosistein (Hcy, Sigma-Aldrich), sodyum borhidriir (NaBH4, Sigma-
Aldrich), bovin serum albiimini (BSA, Sigma-Aldrich), a-siniiklein (AlexoTech), a-lipoik asit
(ALA, Sigma-Aldrich), asetonitril (ACN, Sigma-Aldrich), dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma-
Aldrich), dimetilformamid (DMF, Sigma-Aldrich) ve Tiirkiye mengeli ticari gida takviyesi
kapsiilleri (biyotin, L-Cys ve ¢inko igeren) yer almaktadir.

Tiim stok ¢ozeltiler taze olarak hazirlanmis, 10 dakika siireyle ultrasonik banyoda (J.P.
Selecta Co.) sonike edilmis, 1518a duyarlilik nedeniyle aliiminyum folyo ile korunmus ve 4

°C’de saklanmistir.

Bu kimyasallar ve hazirlanan g¢ozeltiler, sentezlenen floresans probun fotofiziksel
Ozelliklerinin incelenmesi, biyomolekiiler etkilesimlerin degerlendirilmesi ve hiicre

goriintiileme deneylerinde kullanilmistir.
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2.2. Cihazlar

FT-IR spektrumlart Bruker Alpha-P cihazinda ATR teknigi ile 4000-650 cm™
araliginda kaydedildi. Niikkleer Magnetik Rezonans (NMR) analizleri Q.one Instruments
Quantum IPLUS 500 MHz ve Varian Mercury 400 spektrometreleri ile gerceklestirildi. Kiitle
spektrometrisi Olgiimleri ise Bruker MALDI-TOF ve Agilent 6120 sistemleri kullanilarak
yapildi. Bu analizler, oOrneklerin yapisal ve molekiiler karakterizasyonu amaciyla

gergeklestirildi.

Spektroskopik Olgtimler, Cary Eclipse floresans spektrofotometre (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) ve Cary 60 UV-Vis spektrofotometre (Agilent Technologies,
Santa Clara, USA) cihazlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Floresans mikroskopi ¢aligmalari

ise Zeiss Axiovert 5 dijital ters floresans mikroskobu ile yiiriitiilm{istiir.

Hiicre goriintiileme deneylerinde, kanser hiicre hatlart olarak HT-29 (kolorektal
adenokarsinom, USA) ve A549 (akciger karsinomu, USA) kullanilmistir. Kontrol grubu olarak
ise saglikli hiicre hatlar1 FHC (normal insan kolon hiicreleri) ve BEAS-2B (normal insan

bronsiyal epitel hiicreleri) tercih edilmistir.

Bu cihazlar ve hiicre hatlari, gelistirilen floresans probun fotofiziksel 6zelliklerinin
incelenmesi, biyomolekiiler etkilesimlerin degerlendirilmesi ve kanser hiicrelerinin segici

olarak goriintiilenmesi amaciyla kullanilmistir.
2.3. P3 Bilesiginin Sentezi

2.3.1. 4-(7-(Dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)fenil asetat P1 Bilesiginin

Sentezi

P1  bilesigi, baslangic maddeleri olarak 4-Dietilaminosalisilaldehit ve p-
Hidroksifenilasetik asit kullanilarak sentezlenmistir. Bu amagcla, 4-Hidroksifenilasetik asit (4,2
mmol, 0,639 g), 4-Dietilamino-2-hidroksibenzaldehit (4 mmol, 0,772 g), Trietilamin (1,05
mL, 40 mmol) ve Asetik anhidrit (1,8 mL, 19 mmol) mikrodalga reaksiyon tiipiinde
karigtirilmig ve 140 °C’de 20 dakika mikrodalga 1isinimina tabi tutulmustur. Oda sicakligina
sogutulan karigim, silika jel kolon kromatografisi ile (eliient: CH2Clz) saflagtirilmig ve
etanolden yeniden kristallendirilerek saf P1 bilesigi elde edilmistir (0,9126 g, 2,6 mmol,
Verim: %65). Sentezlenen bilesigin yapisal karakterizasyonu, Proton Niikleer Manyetik

Rezonans ("H-NMR), Karbon-13 Niikleer Manyetik Rezonans ('*C-NMR) ve MS analizleri
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kullanilarak gergeklestirilmistir. "H NMR (400 MHz, DMSO-d) 8 8.06 (t, 1H), 7.71 (i, J = 8.8
Hz, 2H), 7.47 (i, J = 8.8 Hz, 1H), 7.15 (i, J = 8.7 Hz, 2H), 6.71 (i, J = 8.9 Hz, 1H), 6.54 (4,
1H), 3.42 (d, J = 7.0 Hz, 4H), 2.27 (t, 3H), 1.11 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 3C NMR (101 MHz,
DMSO-ds) 6 169.7,160.9, 156.2, 150.9, 150.2, 141.7, 133.6, 130.1, 129.5, 122.0, 118.4, 109.6,
108.8, 96.5, 44.5, 213, 12.8.ppm; HRMS (MALDI) kiitle/yiik CyH2NO4 igin
hesaplanan[M+Na]*: 374.1363, bulunan: 374.1357 ( Sekil 3.1. -3.3.).

2.3.2. 5-(7-(Dietilamino)-2-0kso-2H-kromen-3-il)-2-hidroksibenzaldehit P2

Bilesiginin Sentezi

P1 bilesigi (0,351 g, 1 mmol) 10 mL asetik asit i¢inde ¢6ziilmiis ve buz banyosunda
sicaklik 0°C’ye ayarlanmustir. Uzerine tek seferde HMTA (0,210 g, 1,5 mmol) eklenmis,
karisim geri sogutucu altinda kaynatilarak reaksiyon ilerleyisi ince tabaka kromatografisi ile
takip edilmistir. Baglangi¢c maddelerinin tamamen tiiketilmesinin ardindan karisima 50 mL su
eklenmis, ¢oken iiriin siiziilmiis ve silika jel kolon kromatografisi (eliient: CH2Cl./MeOH =
100:1) ile saflastirilarak sar1 renkli P2 bilesigi elde edilmistir (175 mg, 0,35 mmol, Verim:
%>52). P2 bilesiginin yapisal karakterizasyonu, 'H-NMR, *C-NMR ve MS analizleri
kullanilarak gergeklestirilmistir. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 10.87 (t, 1H), 10.31 (t, 1H),
8.07 (t, 1H), 8.03 (t, 1H), 7.87 (i, J= 8.7 Hz, 1H), 7.51 (i, J= 8.6 Hz, 1H), 7.05 (i, /= 8.7 Hz,
1H), 6.73 (i, J= 8.7 Hz, 1H), 6.56 (t, 1H), 3.44 (d, J = 6.8 Hz, 4H), 1.13 (ii, ] = 6.8 Hz, 6H).
3BC NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 193.8, 163.2, 162.8, 158.3, 152.9, 142.9, 138.5, 132.1,
130.9, 128.5, 124.6, 120.2, 119.7, 111.8, 111.0, 98.7, 46.7, 14.9. ppm; HRMS (MALDI):
kiitle/ylik [M+Na]" i¢in hesaplanan C»;H21NO4 = 374.1363; bulunan = 374.1357 (Sekil 3.4.-
3.6.).

2.3.3. 2-(5-(7-(Dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)-2-hidroksistiril)-1-

etilkinolinyum-1 iyodiir P3 Bilesiginin Sentezi

1-Etil-2-metilkinolinyum iyodiir (300 mg, 1,0 mmol) ve P2 bilesigi (337 mg, 1 mmol),
10 mL susuz etanol ve katalitik miktarda piperidin i¢eren ¢ozelti icinde geri sogutucu altinda
bir gece boyunca isitilmistir. Oda sicakligina sogutulan karisim, vakum altinda ¢oziiciisii
uzaklastirildiktan sonra silika jel kolon kromatografisi (eliient: CH.Cl/MeOH = 250:1) ile
saflastirilmis ve koyu yesil renkli P3 bilesigi elde edilmistir (78,7 mg, Verim: %74,8). Son
lirliniin  yapisal karakterizasyonu, 'H-NMR, "“C-NMR ve MS analizleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.98 (t, 1H), 9.03 (i, J = 8.9 Hz, 1H),
8.57 (i1, J=16.0, 9.0 Hz, 2H), 8.37 (i, /= 8.0 Hz, 1H), 8.29 (i, J=15.7 Hz, 1H), 8.21 — 8.14
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(¢, 2H), 8.08 — 8.00 (¢, 2H), 7.94 (i, J= 7.5 Hz, 1H), 7.73 — 7.67 (¢, 1H), 7.50 (i, J = 8.9 Hz,
1H), 7.05 (i, J= 8.6 Hz, 1H), 6.73 (ii, /= 9.0, 1.8 Hz, 1H), 6.56 (i, J= 1.8 Hz, 1H), 5.08 (d, J
=7.1 Hz, 2H), 3.44 (d, J = 6.9 Hz, 4H), 1.59 (ii, /= 7.2 Hz, 3H), 1.13 (ii, /= 7.0 Hz, 6H). 1*C
NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 161.2, 157.8, 156.3, 156.1, 150.8, 144.8, 144.2, 140.7, 138.6,
135.6,133.3,130.9, 129.9,129.4,128.6, 127.7,121.9,121.7,119.4, 119.0, 118.7, 116.7, 109.7,
108.9, 96.7, 47.4, 44.6, 14.3, 12.8. (MALDI-TOF): Kkiitle/yiik [M]"* C3H31N>Os igin
hesaplanan: 491.23; bulunan = 490.129 ([M — H]") ( Sekil 3.7-3.9).

O
H ‘n"'
H
4 A0, Bt __HMTA
+
“™y H cHgEﬂDH N o

A A

OH H EtOH, piperidin
r-;- refluks, 24 S
: |
S

Sekil 2.1. P3 molekiiliiniin sentez yolu
2.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Optimizasyon Calismalari

Calismada kullanilan floresans prob (P3) i¢in stok c¢ozelti, 10 uM derisimde
hazirlanmig olup %5 (v/v) dimetilsiilfoksit (DMSO) ve %95 (v/v) Britton-Robinson tamponu
(pH 7.0) igerisinde ¢oziilmiistiir. Britton-Robinson tamponu, 0,1345 mL fosforik asit, 0,1145
mL %96’lik asetik asit ve 0,1236 g borik asit karigimina 50 mL saf su ilave edilerek
hazirlanmis, ardindan pH ayar1 1 M NaOH ¢ozeltisi ile yapilmigstir. Absorpsiyon ve floresans
spektrumlari, 3.0 mL ¢6zelti kuvars kiivet icerisine alinarak kaydedilmistir. Biyomolekiillerin
tayinleri i¢in L-Cys ve GSH stok ¢ozeltileri, 10 mM derisimde hazirlanmig ve 1,0 mL Britton-
Robinson tamponu (pH 7.0) igerisinde ¢oziilerek P3 sensor ¢ozeltisi ile titrasyon ve geri

kazanim g¢aligmalarinda kullanilmistir.

Zaman ve pH optimizasyon c¢aligmalari i¢in 10 uM P3 ve 40 uM Cys igceren 3 mL
¢ozeltiler hazirlanmigtir. Zaman optimizasyonunda, Cys, P3 iizerine eklendikten sonra 5, 10,
15 ve 20 dakika zaman araliklarinda floresans spektrumlari 6l¢iilmiistiir. pH optimizasyonunda
ise, Britton-Robinson tamponu ile pH 2 - 12 Araliginda incelenmistir. Validasyon c¢alismalart

i¢cin ise farkli derisimlerde Cys igeren g¢ozeltiler hazirlanarak deneyler gerceklestirilmistir.
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Ayrica, validasyon kapsaminda yapilan segicilik ¢alismasinda kullanilan analitlerin 10 mM
stok cozeltileri hazirlanmis ve deneylerde kullanilmak {izere saklanmistir. Ayrica, Ellman
reaktifi yontemi karsilastirmasi i¢in blank ile birlikte 7 farkli derisimde Cys standart ¢zeltileri
hazirlanmis ve dnceden hazirlanan 4 mg/mL Ellman reaktifi ile 1 mM EDTA igeren 0.1 M
sodyum fosfat (pH 8) tamponu kullanilarak deneyler gergeklestirilmistir. Benzer sekilde bovin
serum albiimini (BSA), a-lipoik asit (ALA) ve a-siniiklein (o-syn) stok ¢ozeltileri ayni

kosullarda hazirlanmis ve ilgili deneylerde degerlendirilmistir.

Ticari gida takviyesi ¢ozeltilerinin hazirlanmasi i¢in satin alinan gida takviyesinden 2
adet kapsiil agilarak tartilmis, ardindan 1 kapsiile denk gelecek sekilde icerik behere alinmistir.
Her bir beher Britton-Robinson tamponu (pH 7.0) ile 25 mL’ye tamamlanmis ve 1 saat
boyunca manyetik karistirici ile karistirtlmistir. Karistirma islemi sonrasinda ¢ozeltiler
filtreden gegirilmis ve deneylerde kullanilmak {izere hazirlanmistir. Tiim ¢dzeltiler, saklama

kosulu olarak 4 °C’de ve karanlik bir ortamda muhafaza edilmistir.

2.5. Hiicre Goriintiilleme Calismalar:

Bu ¢alismada kullanilan hiicre hatlari; insan kolorektal adenokarsinom hiicreleri (HT-
29), normal insan kolon epiteli hiicreleri (FHC), insan akciger adenokarsinom hiicreleri
(A549) ve normal insan bronsiyal epitel hiicreleri (BEAS-2B) olmustur. Tiim hiicreler,
Onerilen besi ortamlarinda, %10 fetal bovin serumu (FBS) ve %! penisilin-streptomisin

ilavesiyle, standart kosullarda (37 °C, %5 CO) kiiltiire edilmistir.

Gorilintlileme deneyleri i¢in hiicreler, plastik tabanli 48 kuyucuklu kiiltiir plaklarina
ekilmis ve yaklasik %70-80 konfluens seviyesine ulasmalar1 beklenmistir. Deneysel
uygulamalarda kullanilan floresans prob (P3), kiiltiir ortaminda taze olarak seyreltilmis ve
hiicrelere 1, 2,5, 5, 7,5 ve 10 uM son konsantrasyonlarda uygulanmigtir. Negatif kontrol grubu

olarak ise %0,1 DMSO igeren islem géormemis hiicreler kullanilmigtir.

P3 ile muamele edilen hiicreler, 10 dakika inkiibasyon sonrasinda Zeiss Axiovert 5
dijital ters floresans mikroskobu ile incelenmistir. Goriintiileme sirasinda yesil kanal
kullanilmis, yaklasik 488 nm uyarma dalga boyu ve 510-550 nm emisyon araligi tercih
edilmistir. Her bir kosul ve hiicre hatt1 i¢in goriintiiler, 5x, 10x ve 20x objektifler altinda
kaydedilmis; tim gruplarda aym1 pozlama siiresi, kazan¢ ve 1s1k yogunlugu degerleri

kullanilarak karsilastirilabilirlik saglanmistir.
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Ayrica, hiicrelerin morfolojik o6zelliklerini degerlendirmek amaciyla floresans
goriintiilere paralel olarak brightfield (151k mikroskobu) goriintiileri de kaydedilmistir. Bu
yaklagim hem floresans sinyallerin dogrulanmasina hem de hiicre sagliginin ve yapisal

biitiinliigiiniin kontrol edilmesine olanak saglamistir.
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3. BULGULAR

3.1. Karakterizasyonu Bulgulari
3.1.1. P1'in Yap1 Karakterizasyonu

P3 molekiiliin ara iirlinii olan P1 bilesiginin Proton 'H-NMR spektrumu Sekil 3.1.,
karbon 3C-NMR spektrumu Sekil 3.2. ve kiitle spektrumu Sekil 3.3’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. P1'in 'H NMR spektrumu
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Sekil 3.2. P1’in 3C NMR spektrumu
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Target Compound Screening Report

Results Acquired by The University of Texas at Austin Mass Spectrometry Facility

DataFile  MSF24-0232(7NNDE_40Ac_qum)_hrESIpos1.d Sample Name 0232(7NNDB_40Ac_qum) Comment  0232(7NNDB_$0Ac_qum)
Position  P1-C2 Instrument Name  Instrument 1 User Name
Acq Method FIA_pos.m Acquired Time 1/24/2024 10:08:36 AM DAMethod MSF.m

M Zoomed Spectrum

374.1357

375.1395

x10 6 |Cpd 1: C21 H21 N O4: +ESI Scan (0.3, 0.4-0.5 min, 5 Scans) Frag=150.0V MSF24-0232(7NNDB_...

377.1475

374 3745 375 37

MS Spectrum Peak List
[1]

0.5 T 376.1424
0 - =
3755

6
Counts vs, Mass-to-Charge {m/z)

376.5 377 3775

[ Abundance | Formula Ton Spedies Tgt Mass Error (ppm) |
374.1357 1 465|C21H2 NG (M-+Na)+ 1.46]
3751395 375.139¢] 1 486120 C21HINO4 (M-+Na)t 0.19
3761424 376.1423 1 73224| C21H21NO4 (M-+ha)}+ -0.33
3771475 377.1450) 1 9541|C21H21NO4 (M-+ha)}+ -6.72
3781501  378.1476] 1 1862|C21HZING4 (M+Ha)}+ -6.65

— End Of Report —

Sekil 3.3. P1’in kiitle spektrumu

3.1.2. P2'nin Yap1 Karakterizasyonu

P3 molekiiliiniin ara iiriinii olan P2 bilesiginin Proton '"H NMR spektrumu Sekil 3.4.,

karbon '*C NMR spektrumu Sekil 3.5. ve kiitle spektrumu Sekil 3.6’de gosterilmistir.
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Sekil 3.4. P2'nin '"H NMR spektrumu
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Sekil 3.5. P2’nin 3C NMR spektrumu
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Target Compound Screening Report

Results Acquired by The University of Texas at Austin Mass Spectrometry Facility

DataFile  MSF24-0233(7NNDB_40H_gald)_hrESIposi.d Sample Name 0233(7NNDB_40H_gakd) Comment  0233(7NNDB_40H_gald)
Position P1-C3 Instrument Name  Instrument 1 User Name
Acq Method FIA_pos.m Acquired Time 1/24/2024 10:10:39 AM DA Method MSF.m

MS Zoomed Spectrum

x10 5 |Cpd 1: C20 H19 N O4: +ES| Scan (0.3-0.5 min, 15 Scans) Frag=150.0V MSF24-0233(7NNDB_40..
360.1210
8 —
G_
4
361.1240
24
Jﬂ\ 362.1261 363.1211
0 \ T T — = \ T
360 3605 361 3615 362 362.5 363 3635
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
M5 S um Peak List
Obs. m;z Calc. m/z | Charge Abund. Formula Ton Species Tgt Mass Error {(ppm)
360.1210) 36012@ 1 B803215|C20H19NO4 (M+Na)+ -1.09
361.1240 361.1239] 1 187573|C20H19NO4 (M+N§+ -0.27]
362.1261 362.1266| 1 27525|C20H19N04 (M+Na)+ 1.47]
363.1211) 3631292 1 3440|C20H19NO4 (M+Na)+ 22.3)
3641067 364.1318] 1 721|C20H19NO4 (M+Na)+ 66.97]

— End Of Report —

Sekil 3.6. P2’nin kiitle spektrumu
3.1.3. P3"iin Yap1 Karakterizasyonu

Son iiriin olan P3 molekiiliiniin yap1 karakterizasyonu i¢in Proton '"H NMR spektrumu

Sekil 3.7., karbon *C NMR spektrumu Sekil 3.8. ve kiitle spektrumu Sekil 3.9°de verilmistir.
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Sekil 3.7. P3'iin "H NMR spektrumu

22



-41%
~4457

1427
M8

170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 a0 30 20 10 o

Sekil 3.8. P3’lin 3C NMR spektrumu
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Sekil 3.9. P3’iin kiitle spektrumu

3.1.4. P3’iin Optik Ozellikleri

P3 bilesiginin optik ozellikleri, floresans ve UV-Vis spektroskopisi kullanilarak
incelenmistir. Sekil 3.10. ve 3.11°de sunulan veriler, bilesigin karakteristik absorpsiyon
bantlarim1 ve floresans davranisimi acikga ortaya koymaktadir. Elde edilen verilere gore
absorpsiyon maksimum dalga boyu 409 nm, floresans uyarma dalga boyu 407 nm, emisyon

dalga boyu ise 497 nm olarak bulunmustur.
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Sekil 3.10. 10 uM P3 molekiiliiniin emisyon spektrumu
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0,14
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Sekil 3.11. 10 puM P3 molekiiliiniin UV absorbans spektrumu
3.2. Céziicii Ortamnin Floresans Ozellikleri Uzerindeki EtKisi

P3 bilesiginin floresans 6zellikleri, ¢oziicli polaritesi ve hidrojen baglama kapasitesi
dikkate alinarak incelenmistir. Sekil 3.12°de farkli ¢6ziicli ortamlarinda kaydedilen floresans
spektrumlar1 gosterilmistir. Coziicii sisteminde polarite ylikseldik¢e emisyonunun batokromik

kayma gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 3.12. P3 molekiiliiniin farkli ¢6ziiciilerde emisyon spektrumlari (su:DMSO 19:1 v:v)

3.3. P3 - Serbest Tiyol Etkilesimi
3.3.1. Optimizasyon

Optimal algilama performansini elde etmek amaciyla, pH ve etkilesim siiresi deneysel
parametreleri, L-Cys model analit olarak kullanilarak sistematik bigimde degerlendirilmistir.
Sensor yaniti, floresans artisi (AF = F — Fo; burada F analit varligindaki, Fo ise analit
yoklugundaki floresans siddetini temsil etmektedir) lizerinden nicel olarak belirlenmistir ve en

yiiksek floresans artigina neden olan kosullar optimum olarak belirlenmistir.
3.3.1.1. pH

Sekil 3.13'te gosterildigi gibi ilk olarak sensoriin performansini etkileyen ortam

Britton-Robinson tampon sistemi kullanilarak pH’1 2-12 araliginda incelenmistir.
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Sekil 3.13. pH’nin floresans yanitina etkisi
3.3.1.2. Etkilesim Siiresi

Bir diger onemli parametre olarak etkilesim siiresi degerlendirilmistir. Olciimler 5
dakikalik araliklarla gergeklestirilmis ve elde edilen normalize floresans artigi verileri Sekil

3.14’te sunulmustur.
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Sekil 3.14. P3 molekiilii ile analit arasindaki etkilesim siiresinin floresans yanitina etkisi
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3.3.2. Analitik Performans
3.3.2.1. P3 - Cys Titrasyonu

L-Cys ile gergeklestirilen titrasyon sonucunda elde edilen sinyal fark:
degerlendirilerek kantitatif bir yontem gelistirilmistir. Titrasyon spektrumlari, kalibrasyon

egrisi ve UV absorpsiyon verileri Sekil 3.15., Sekil 3.16. ve Sekil 3.17°de sunulmustur.

2,0

Normalize Floresans Yogunlugu

450 500 550 600
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.15. pH 7 kosullarinda 10 pM P3 molekiiliinin emisyon spektrumlart; farkli L-Cys

konsantrasyonlarmin floresans siddeti iizerindeki etkisi (normalize edilmis veriler)
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Sekil 3.16. L-Cys icin dogrusal yanit araliginda elde edilen kalibrasyon egrisi

Abs

325 350 375 400 425 450 475
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.17. L-Cys ile 10 uM P3 molekiiliiniin UV absorbans titrasyonu

3.3.2.2. P3 - GSH Titrasyonu

Ayni sekilde, GSH ile floresans titrasyonu gerceklestirilmis ve elde edilen floresans
verileri degerlendirilmistir. Sekil 3.18’de gosterildigi iizere titrasyon spektrumlari kaydedilmis

ve bu verilerden kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 3.19.)
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Sekil 3.18. pH 7 kosullarinda 10 uM P3 molekiiliiniin emisyon spektrumlari; farkli GSH

konsantrasyonlarmin floresans siddeti iizerindeki etkisi (normalize edilmis veriler)
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Sekil 3.19. GSH i¢in dogrusal yanit araliinda elde edilen kalibrasyon egrisi
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3.3.3. Validasyon Calismalar

3.3.3.1. Tekrar edilebilirlik

Cizelge 3.1. L-Cys ile yapilan giin i¢i ve gilinler arasi dogruluk ve kesinlik ¢alismalari (n = 3)
Derigim (uM) Bulunan Derisim (uM) Geri Kazanim (%) BSS (%)

30,00 29,58 98.60 124

Giin ici 40,00 40,26 100,66 1,02

50,00 50,51 101,02 1,67

30,00 29.84 99,48 1,64

Giinler 40,00 40,29 100,73 1,20
arasi

50,00 50,52 101,04 1,67

Sensoriin tekrar edilebilirligini degerlendirmek amaciyla 30, 40 ve 50 pM
konsantrasyonlar secilmistir. Giin i¢i ve giinler arasi (3 giin) geri kazanim degerleri ile bagil

standart sapma sonuglar1 Cizelge 3.1°de sunulmustur.

3.3.3.2. Secicilik

Sensoriin giivenilirligi i¢in temel gerekliliklerden biri hedef analite karsi yliksek
secicilik gostermesidir. Calismada sentezlenen P3 molekiiliiniin serbest tiyol grubu igeren
analitlerle tercihli etkilesim gosterdigi belirlenmistir. Bu kapsamda plazma 6rneklerinde veya
besin takviyelerinde yaygin olarak bulunan karnitin, lisin, arjinin, folik asit, glisin, tiamin,

ZnSO4 ve MgSOs4 gibi bilesikler test edilmistir. Elde edilen veriler sekil 3.20°de gosterilmistir.
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Sekil 3.20. P3 molekiiliiniin serbest tiyollere ve diger amino asitler ile bilesiklere verdigi yanit
3.4. P3’iin Serbest Tiyollere Kars1 Algilama Mekanizmasi

Onerilen baglanma mekanizmas1 Sekil 3.21°de sunulmustur. ST ile P3 molekiilii
arasindaki etkilesimler NMR spektroskopisi kullanilarak ayrintili bicimde incelenmistir. Sekil
3.22’de P3’in L-Cys yoklugunda ve varliginda DMSO-H,O ortamindaki 'H-NMR
spektrumlar1 gosterilmistir. Sekil 3.23’te ayn1 kosullar de-DMSO ortaminda degerlendirilmis,
Sekil 3.24°te ise P3’iin L-Cys varligindaki "HMBC spektrumu sunulmustur.
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Sekil 3.21. Biyotiyollerin tespitinde P3 molekiilii i¢in Onerilen reaksiyon mekanizmasi. Mekanizma

adimlarinda temsil molekiil olarak Cys se¢ilmistir
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Sekil 3.22. P3 molekiiliiniin DMSO iginde ve (3 eq) L-Cys varhginda (DMSO/H-0, v/v 7:3) 'H-NMR

spektrumlart
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Sekil 3.23. P3 molekiiliiniin 'H-NMR spektrumlari; L-Cys yoklugunda ve (3 eq) L-Cys varliginda (de-
DMSO)
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Sekil 3.24. P3 molekiiliiniin HMBC spektrumlari; (3 eq) L-Cys varliginda (ds-DMSO)

3.5. Baglanma Stokiyometrisi
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P3 molekiiliiniin tiyol analitlerle baglanma stokiyometrisi, Job’s plot yontemi

kullanilarak degerlendirilmistir. Sekil 3.25°de sunulan veriler, prob ile Cys arasindaki

baglanma oranini belirlenmistir.
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Sekil 3.25. P3-Cys etkilesimi igin Job’s plot grafigi

3.6. Disiilfit-Serbest Tiyol Tayini ve Uygulamalar:
3.6.1. Proteinlerin Ugiinciil Yapilarinin Karakterizasyonu i¢in ST Tayini

Bu calismada gelistirilen sensoriin proteinlerde serbest tiyol gruplarini tespit etme
potansiyeli incelenmistir. Bu amagcla, serbest tiyol grubu igermeyen a-siniiklein ve serbest tiyol
grubu igeren BSA proteini sensor ¢ozeltisine eklenmistir. Elde edilen spektrumlar Sekil
3.26’de sunulmustur. a-siniiklein i¢in herhangi bir sinyal artis1 gdzlenmezken, serbest tiyol

iceren BSA i¢in sinyal ylikseliginin yani sira hipsokromik kayma da gozlenmistir.
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Sekil 3.26. Sensoriin proteinlere ve disiilfit iceren molekiillere verdigi floresans yaniti, o-siniiklein ve

BSA ile etkilesim sonrasi gozlenen floresans degisimleri
3.6.2. ALA Disiilfit-ST Tayini

Floresans probun, disiilfit bagi-serbest tiyol tespitinde kullanimina yoénelik bir bagka
uygulama olarak kiiciik molekiil olan ALA iizerinde test edilmistir. Distilfit bagi igeren ALA’ya
molekiiliin indirgenmesi ve disiilfit baginin kirilmasi amaciyla sodyum borhidriir ilavesi
yapilmis, bu islem sonucunda disiilfit bagi koparilarak iki tane serbest tiyol igeren
dihidrolipoik asit (DHALA) olusmustur (Sekil 3.27). Bu iki molekiiliin floresans prob ile

etkilesiminden elde edilen sinyal degisimi Sekil 3.28’de sunulmustur.

36



OH
S—S ALA
NaBH,
O
OH
SH SH
DHALA

Sekil 3.27. ALA ve sodyum borhidriir ile indirgenmis DHALA molekiilii
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Sekil 3.28. Sensoriin ALA ve sodyum borhidriir ile indirgenmis DHALA karsisindaki floresans yaniti
3.6.3. Gida Takviyelerinde ST Tayini

Bu ¢alismada gelistirilen sensor, ticari bir besin takviyesinin analizinde uygulanmistir
(Cizelge 3.2.). Yontemin dogruluk ve giivenilirligini degerlendirmek amaciyla elde edilen
sonugclar, standart Ellman reaktifi yontemi ile karsilastirilmistir. Yapilan istatistiksel analizler

(t-testi) Cizelge 3.3’de sunulmustur.
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Cizelge 3.2. Ellman ve P3 yontemleri ile bir adet kapsiilde bulunan Cys miktar1

Ellman testi (mg)

P3 testi (mg)

87,31297621 87,26452719
87,41487815 87,17704485
87,4318618 87,42184913
87,46582912 87,46961279
87,46582912 87,6716622
87,48281277 87,52404841
87,48281277 87,72492269
87,46582912 87,1340906
87,48281277 87,20226775
87,51678008 87,36787906
87,5507474 87,27632303
87,53376374 87,42277986
87,51678008 87,31297827
87,53376374 87,33516461
87,49979643 87,51440707

Cizelge 3.3. Gida takviyesi analizinde uygulanan t-testi sonuglari

Ellman testi P3 testi
Ortalama 87,4771516 87,3879705
Varyans 0,00348881 0,02982111
Ornek Sayist 15 15
t Istatistik 1,98904938
P(T<=t) two-tail 0,06660321
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Cizelge 3.3. Devam

t Kritik two-tail 2,14478669

BSS % 0,067521762 0,19761062

3.7. Hiicre Goriintiileme Teknigi

Gelistirilen P3 probu kullanilarak kanserli ve saglikli hiicrelerin goriintiileme
calismalar1 gerceklestirilmistir. Kolon kanseri hiicreleri (HT29) Sekil 3.29°da, saglikli kolon
epitelyal hiicreleri (FHC) Sekil 3.30°da, akciger kanseri hiicreleri (A549) Sekil 3.31°de ve
saglikli akciger epitelyal hiicreleri (BEAS2-B) ise Sekil 3.32°de sunulmustur.

Secilen optimum kosullar altinda, kanserli ve saglikli hiicreler arasindaki en belirgin
ayrimi gosteren goriintiiler Sekil 3.33’te sunulmustur. Kolon hiicreleri i¢in 5 uM
konsantrasyon ve 20x biiylitme optimum sart olarak belirlenirken, akciger hiicreleri i¢in 2,5

uM konsantrasyon ve 20x biiyiitme tercih edilmistir.

10uM 7.5uM 5uM 2.5uM 1uM (-) Kontrol

500 pm 500 um

5x

10x R

Birlestirilmis 20x

Sekil 3.27. P3 ile muamele edilmis kanserli akciger hiicreleri (HT-29) floresans mikroskobu goriintiisii

39



Kontrol

10x

20x

Birlestirilmis 20x

Sekil 3.28. P3 ile muamele edilmis saglikli akciger hiicreleri (FHC) floresans mikroskobu goriintiisii

“ " 5uM || ‘ll ‘ “ (-) Kontrol

A549
10 uM

SX!

10x SREEEEAC S

X

Sekil 3.29. P3 ile muamele edilmis kanserli kolon hiicreleri (A549) floresans mikroskobu goriintiisii
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BEAS-2B
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10 uM 7.5 uM H Kontrol
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Sekil 3.30. P3 ile muamele edilmis saglikli kolon hiicreleri (BEAS-2B) floresans mikroskobu goriintiisii

Sekil 3.31. Hiicrelerin 20x biiyiitmede floresans mikroskopi goriintiileri: (A) 5 uM P3 ile muamele
edilmis kanserli akciger hiicreleri (HT-29), (B) 5 uM P3 ile muamele edilmis saglikli akciger hiicreleri
(FHO), (C) 2,5 uM P3 ile muamele edilmis kanserli kolon hiicreleri (A549), (D) 2,5 uM P3 ile muamele
edilmis saglikli kolon hiicreleri (BEAS-2B)
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4. TARTISMA

Bu tez ¢aligmasinda gelistirilen kumarin-tabanli P3 prob, serbest tiyol grubu igceren
molekiillerin tayininde yiiksek duyarlilik ve secicilik sergilemistir. Literatiirde mevcut
yontemlerle karsilagtirldiginda, P3 probunun suda ¢ozilinlir olmasi ve biyotiyollerle
etkilestiginde floresans sinyal artis1 gostermesi dnemli avantajlar olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu
ozellikler, probun serbest tiyollerin kantitatif ve kalitatif analizlerde kullanilabilmesinin
yaninda hiicre goriintiilemeleri gibi biyokimyasal analizlerde de kullanilabilecegini

gostermektedir.

Sentezlenen P3 probu kimyasal sentez basamaklari, yapisal dogrulamasi ve optik
ozellikleri ayrintili olarak incelenmistir. Sekil 2.1°de gosterilen sentez yolu, literatiirde bilinen
klasik organik reaksiyonlarin verimli bir sekilde birlestirilmesiyle gerceklestirilmistir. Tlk
basamakta 4-(dietilamino) salisilaldehit ve p-hidroksifenilasetik asit kullanilarak Perkin
reaksiyonu ile P1 bilesigi elde edilmistir. Bu basamak, aromatik aldehitlerin etkin sekilde
tiirevlenmesine olanak saglamis ve sonraki adimlar i¢in uygun bir baslangic noktasi
olusturmustur. Ardindan Duff formilasyonu ile P1’in hekzametilentetramin (HMTA)
kullanilarak asetik asit ortaminda formillenmesi sonucunda P2 ara {iriinii elde edilmistir. Bu
ara rilin, sentezin kilit aldehit bilesigi olarak literatiirde yeni bir katki sunmaktadir. Son
asamada ise P2’nin 1-etil-2-metilkinolinyum iyodiir ile bazik kosullarda etanol ortaminda
kondenzasyon reaksiyonuna sokulmasiyla hedef molekiill P3 basariyla sentezlenmis ve

karakterize edilmistir. (Sekil 2.1.).

Yapisal dogrulama caligmalari, sentezlenen bilesiklerin kimyasal biitlinliglinii ve
safligin1 giiclii bicimde desteklemistir. P3 probunun 'H NMR spektrumunda aromatik ve
alifatik bolgelerde gozlenen karakteristik sinyaller, molekiiliin beklenen yapiya uygun
oldugunu ve saf olarak elde edildigini gdstermistir (Sekil 3.7.). *C NMR spektrumunda
karbonil, aromatik ve alifatik karbonlara ait sinyallerin agikca gdzlenmesi, yapisal
dogrulamay1 pekistirmistir (Sekil 3.8.). Yiiksek ¢oziiniirliikkli kiitle spektrometrisi (HRMS)
analizleri ise hesaplanan ve gdzlenen degerler arasinda miikemmel uyum oldugunu ortaya
koymus, molekiiliin dogru formiile sahip oldugunu kesin olarak dogrulamistir (Sekil 3.9.). Bu
veriler, sentezin basariyla gergeklestirildigini ve hedef molekiiliin yiiksek saflikta elde

edildigini gdstermektedir.

P3’lin optik karakterizasyonu, 6zgiin ve giiclii bir floresans probu sentezlendigini

gostermektedir. UV-vis spektroskopisi ile 407 nm dalga boyunda gozlenen absorpsiyon bandi,
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n-n* gecisine atfedilmistir (Sekil 3.11.). Sentezlenen probun molar absorptivite degerinin
31,400 L.mol".cm™ olarak belirlenmesi, probun 1s1k sogurma kapasitesinin oldukg¢a yiiksek
oldugunu gostermektedir. Sekil 3.10°da gosterildigi gibi, bu dalga boyunda uyarildiginda P3
probunun 497 nm civarinda belirgin bir emisyon verdigi goriilmiistiir. Bu durum yaklasik 90
nm’lik genis bir Stokes kaymasina isaret etmektedir. Stokes kaymasinin bu denli biiyiik
olmasi, floresans sensdr uygulamalarinda 6nemli bir avantaj saglamaktadir; ¢iinkii kendi
absorpsiyonuna bagli emisyon sinyal kayiplarini azaltmakta ve Ol¢lim c¢oziiniirligiini
artirmaktadir. Ayrica emisyonun yesil bolgede olmasi, probun biyolojik &rneklerde
gerceklesen otofloresans sorunundan etkilenmeyecegini ve hiicre goriintiilemesi ve biyolojik

numunelerde tayinler gibi uygulamalarda kullanilabilecegini gostermektedir.

Bu bulgular 1s181inda, P3 probunun hem kimyasal sentez agisindan 6zgiin bir katki
sundugu hem de optik 6zellikleri bakimindan giiglii bir floresans sensor aday1 oldugu sonucuna
varilabilir. Ozellikle genis Stokes kaymasi ve yiiksek sinyal ¢dziiniirliigii, probun biyolojik
sistemlerde ve analitik uygulamalarda giivenle kullanilabilecegini gostermektedir. Literatiirde
yer alan benzer kumarin-tabanli problarla karsilagtirildiginda, P3, sentez kolayligi, suda

¢Oziiniirligi ve Ustlin optik performansiyla belirgin avantajlar sunmaktadir.

P3 probun floresans ozellikleri, Sekil 3.12°de gosterildigi gibi ¢oziicli polaritesi ve
hidrojen baglama kapasitesine bagli olarak degisim gdstermistir. Ozellikle diisiik polariteli
coziiclilerde (etanol, DMF ve asetonitril) 475 nm civarinda gozlenen emisyon maksimumu,
probun temel floresans karakterini yansitmaktadir. Buna karsin yiiksek polariteli aprotik
¢oziicii olan DMSO’da emisyon maksimumunun 480 nm’ye kaymasi, ortam polaritesinin

uyarilmis durumun enerjisini stabilize ettigini gostermektedir.

Daha dikkat cekici bulgu ise, karisik sulu ortamda (su i¢inde %5 DMSO, v/v)
gbzlenen belirgin batokromik kaymadir. Bu ortamda emisyon bandi 497 nm’ye kaymis ve
yaklagik 20 nm’lik bir kirmiziya kayma meydana gelmistir. Bu kayma, P3 probunun uyarilmis
durumunun polar ve hidrojen baglayici ortamlar tarafindan stabilize edilmesiyle agiklanabilir.
Enerji seviyeleri arasindaki farkin azalmasi, emisyonun daha uzun dalga boyuna kaymasina
neden olmustur. Bu davranis, literatiirde “pozitif solvatokromizm” olarak tanimlanan olgu ile
uyumludur ve probun intramolekiiler yiik transferi (ICT) karakterini agik¢a ortaya
koymaktadir. Kumarin tiirevi molekiillerin bu 6zellikleri gosterdikleri bilinmektedir (Zhang

vd., 2021).

Pozitif solvatokromik yanit, P3 probunun yalmzca ¢oziicii polaritesine degil, ayni

zamanda hidrojen baglama kapasitesine de duyarli oldugunu gostermektedir. Bu o6zellik,
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biyolojik sistemlerdeki mikrogevre farkliliklarinin incelenmesi agisindan biiyiik Snem
tagimaktadir. Hiicre i¢i ortamda polarite ve hidrojen baglama 6zellikleri siirekli degiskenlik
gosterdiginden, P3 gibi duyarli problar bu degisimlerin izlenmesinde giiclii araglar olarak
kullanilabilir. Ozellikle proteinlerin katlanma siirecleri, membran yapilarindaki polarite
farkliliklart ve hiicresel redoks dengesizlikleri gibi biyolojik fenomenlerin arastirilmasinda P3

probunun uygulanabilirligi dikkat ¢ekicidir.

Gelistirilen P3 probunun optimum duyarlilik ve secicilik performansini elde
edebilmek icin ¢esitli deneysel parametreler degerlendirilmistir. Model analit olarak L-Cys
kullanilmis ve sensér yaniti floresans artist (AF = F — Fo) (Fo analit eklenmeden onceki
floresans siddetini, F ise analit eklendikten sonraki floresans siddetini ifade etmektedir)
iizerinden kantitatif olarak incelenmistir. Bu yaklasim, probun tiyol gruplar ile etkilesim
mekanizmasini daha net ortaya koymus ve analitik performansin giivenilir sekilde

degerlendirilmesine olanak saglamistir.

Ilk olarak pH’m sensor performansi iizerindeki etkisi Britton-Robinson tampon
sistemi kullanilarak 2-12 araliginda incelenmistir (Sekil 3.13.). Elde edilen veriler, floresans
artisinin pH’a gii¢li bigimde bagli oldugunu gostermistir. Maksimum AF degerinin fizyolojik
kosullara karsilik gelen pH 7°de elde edilmesi, sensoriin biyolojik ortamlarda
kullanilabilirligini destekleyen onemli bir bulgudur. Hem asidik hem de bazik kosullarda
floresans artisinin azalmasi, prob-tiyol etkilesiminin protonasyon ve deprotonasyon
stireclerinden etkilendigini gostermektedir. Bu durum, tiyol gruplarinin iyonizasyon

durumunun prob ile etkilesim verimini dogrudan etkiledigini gostermektedir.

Bir diger parametre olarak etkilesim siiresinin sensor yaniti {izerindeki etkisi
arastirilmig, elde edilen sonuglar Sekil 3.14°te verilmistir. Yapilan Sl¢limler sonucunda 5
dakikalik araliklarla, floresans artisinin 10. dakikada maksimum seviyeye ulastigi ve
sonrasinda plato ¢izdigi gbézlenmistir. Bu bulgu prob-tiyol etkilesiminin 10 dakika igerisinde
tamamlandigin1 ve daha uzun inkiibasyon siirelerinin ek bir avantaj saglamadigini
gostermektedir. Dolayisiyla, 10 dakikalik etkilesim siiresi ile sinyal farki arttigi i¢in sensor
i¢in hassasiyetin en yiiksek oldugu en diisiik siire olarak belirlenmistir. Bu sonug, sensoriin
giivenilir ve hizli yanit verme kapasitesini artirip biyolojik uygulamalarda zaman agisindan
onemli bir avantaj saglamaktadir. Genel olarak, etkilesim siiresi ve ortamin pH’ i1 optimize
ederek sistemin analitik performansini artirilmistir. Ayrica, bu parametrelerin belirlenmesi,
sensOrin rutin kullanimda daha 6ngoriilebilir ve tekrarlanabilir sonuglar vermesini saglanmais,

ayni zamanda uygulamalarda dikkat edilmesi gereken parametreler belirlenmistir.
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Optimizasyon sonrasi P3 probunun analitik performansi, L-Cys ve GSH gibi biyolojik
acidan kritik tiyol bilesikleri iizerinde sistematik olarak degerlendirilmistir. Sekil 3.15°te
gosterildigi gibi, optimum kosullar altinda yapilan floresans dl¢timleri, L-Cys derisiminin
artistyla birlikte floresans siddetinde belirgin bir artis meydana geldigini gostermistir. Bu
bulgu, probun tiyol gruplarmma karsi duyarli oldugunu ve sensor-analit etkilesiminin
gerceklestigini ortaya koymaktadir. Elde edilen dogrusal kalibrasyon egrisi Sekil 3.16’da
verilmis, 10-60 pM araliginda yiiksek tayin katsayisi (R? = 0,99) ile dogrulanmis, asagida
belirtilen formiil ile hesaplanan 5,32 uM’lik diisiik teshis sinir1 (TS) degeri ise sensoriin

hassasiyetini gostermistir (Ozkan vd., 2015).
TS = (3 x Baglangi¢ ordinatinin standart sapmasi) / Dogrunun Egimi

Floresans verilerini destekleyen UV-Vis absorbans g¢aligmalari, L-Cys ilavesiyle
absorbans siddetinde konsantrasyona bagli bir azalma meydana geldigini gostermistir (Sekil
3.17). Bu sonug, prob-tiyol etkilesiminin kuvvetli oldugunu ve floresans verilerinin
giivenilirligini pekistirdigini gostermektedir. Ayrica giin i¢i ve gilinler arasi yapilan geri
kazanim testlerinde %98-102 araliginda elde edilen degerler, sensoriin yiiksek dogruluk ve
tekrar edilebilirlik sergiledigini dogrulamaktadir. Bu bulgular, P3 probunun rutin L-Cys tayini

icin gilivenilir bir yontem oldugunu gdstermektedir.

Benzer sekilde GSH igin yapilan ¢aligmalar, probun farkli tiyol bilesikleri i¢in de
yiiksek duyarlilik ve secicilik sergiledigini ortaya koymustur. Sekil 3.18’de verilen floresans
spektrumlarina gére GSH derisiminin artisiyla floresans siddetinde orantili bir artis gdzlenmis,
10-50 uM araliginda dogrusal kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil 3.19.). Hesaplanan 5,94
uM’lik TS degeri, P3 probunun diisiik mikromolar seviyelerde bile dogru 6l¢iim yapabildigini
gostermektedir. Bu sonuglar, sensoriin yalnizca L-Cys degil, ayn1 zamanda GSH gibi biyolojik
acidan 6nemli tiyollerin tayininde de kullanilabilecegini ve genis bir uygulama alanina sahip

oldugunu ortaya koymaktadir.

Sensoriin tekrar edilebilirligini degerlendirmek amaciyla segilen 30, 40 ve 50 uM L-
Cys konsantrasyonlarda yapilan analizler, sistemin giivenilirligini gili¢lii bi¢imde ortaya
koymustur. Cizelge 3.1°de verilen giin i¢i ve gilinler aras1 geri kazanim degerlerinin %100’°e
yakin olmasi, yontemin dogrulugunu ve dl¢iim giivenilirligini desteklemektedir. Ayrica BSS
degerlerinin %2’nin altinda bulunmasi, sensoriin yiiksek derecede tekrar edilebilirlik
sergiledigini gostermektedir. Bu bulgular, gelistirilen P3 probunun rutin analizlerde

kullanilabilir bir yontem oldugunu dogrulamaktadir.
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Sensorlerin giivenilirligi agisindan en kritik gerekliliklerden biri, hedef analite karsi
yiiksek secicilik gostermesidir. Bu calismada gelistirilen P3 probunun segiciligi optimize
edilmis kosullar altinda sistematik olarak degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar probun
serbest tiyol grubu i¢eren aminoasitlere karsi belirgin bir tercih gosterdigini ortaya koymustur.
Sekil 3.20°de gosterildigi gibi L- Cys ve GSH gibi tiyol igeren analitlerde floresans sinyal farki
(AF) ¢ok yiiksek iken, tiyol igermeyen aminoasitler ve plazmada yaygin olarak bulunan diger
bilesiklerde AF degerinin %10’un altinda kalmasi, sensoriin yiiksek ozgiilliik sergiledigini
giiclii bigimde dogrulamaktadir. Serbest tiyol iceren bir bagska molekiil olan Hcy molekiiliine
karsi ise bir yanit elde edilmis olmakla birlikte, sinyal farkinin Cys ve GSH ile
karsilastirildiginda daha diisiik oldugu gorillmiistiir; bu durum, Hcy’nin yapisal

farkliliklarindan kaynaklanan etkilesim verimindeki azalmaya baglanmaktadir.

Bu bulgular, P3 probunun yalnizca tiyol gruplarina karsi secici yanit verdigini ve olasi
girisim yapabilecek maddelere karsi anlamli bir sinyal tiretmedigini gostermektedir. Boylece

probun kompleks matrislerde kullanilabilme potansiyelinin oldugu degerlendirilmistir.

P3 probunun biyotiyollerle etkilesim mekanizmasi Sekil 3.21°de agiklanmis ve NMR
spektroskopisi ile ayrintili olarak incelenmistir. Elde edilen sonuglar, sensdriin yalnizca -SH
grubu iceren aminoasitlerle anlamli etkilesim gosterdigini ortaya koymustur. Cys ilavesiyle
6,85 ppm’deki proton sinyalinin kaybolmas1 ve 6,80-7,55 ppm araliginda yeni piklerin ortaya
cikmasi, P3’iin spiro formuna doniisiimiinii giliglii bigimde desteklemektedir. Bu bulgu,
merosiyanin tiirevlerinin ¢evresel kosullara bagli olarak spiropiran formlarina gegis
yapabilecegini gosteren literatiirle uyumludur ve P3’iin biyotiyollerle etkilesiminde benzer bir
doniisiim mekanizmasinin gergeklestigini ortaya koymaktadir (Sekil 3.22. ve Sekil 3.23.)
(Kazachkova vd., 2023)

Cys ilavesiyle 10,3 ppm’deki -OH sinyalinin kaybolmas1 ve 3,1 ppm’de yeni bir
sinyalin ortaya ¢ikmasi, spiro-P3 yapisindaki N-CH: protonlarina (kuarternize N*-CHs’ten--
>N-CH,) atfedilmistir. Sekil 3.24°te verilen HMBC spektrumunda bu protonlarin Hd protonu
ile ayn1 karbon lizerinde korelasyon gostermesi, spiro tiirevinin olusumunu dogrulayan bir
baska veridir. Bu yapisal doniisiim, probun biyotiyollerle etkilesiminde kooperatif bir

mekanizmanin varligini isaret etmekte ve floresans yanitindaki belirgin artis1 agiklamaktadir.

DMSO-su karigiminda gozlenen proton rezonanslarinin ¢iftlenmesi ise E/Z
izomerizmine baglanmis, ayni ortamda floresans spektrumunda kaydedilen hafif batokromik
kayma da spiro doniisiimiinii destekleyen ek bir kanit olarak degerlendirilmistir. Bu sonuglar,

P3 probunun biyotiyollerle etkilesiminde yalnizca floresans yaniti degil, ayn1 zamanda yapisal

46



doniisiim mekanizmasiyla da 6zgiin bir davranis sergiledigini gdstermektedir. Dolayisiyla,
P3’ilin biyotiyol tayininde yiiksek secicilik ve duyarlilik sunmasinin yani sira, literatiire
molekiiler diizeyde mekanistik bir katki sagladig1 sonucuna varilabilir (Kortekaas vd., 2018;

Mandal vd., 2022; Seiler vd., 2018).

Job’s plot yontemiyle yapilan baglanma stokiyometrisi ¢aligmalari, P3 probunun tiyol
analitlerle 2:1 oraninda etkilesim gosterdigini ortaya koymustur. Sekil 3.25°te gdsterilen
grafige gore maksimum floresans yanitinin mol fraksiyonu 0,67°de elde edilmesi, iki P3
molekiiliiniin bir tiyol molekiilii ile etkilesime girdigini gostermektedir. Bu bulgu, sensdriin
mekanizmasina dair énemli bilgiler sunmakta ve olasi kooperatif etkilesimlerin floresans

yanitini giiclendirdigini diisiindiirmektedir (Maity vd., 2026).

Proteinlerin yapisal biitiinliigii ve biyolojik fonksiyonlarimin korunmasinda serbest
tiyol (-SH) gruplar1 kritik bir rol oynamaktadir. Disiilfit baglarinin olusumu ve indirgenmesi
dogrudan bu gruplar araciligiyla gerceklestiginden, serbest tiyollerin kantitatif tayini
proteinlerin {iglinciil yapisinin degerlendirilmesinde 6nemli bir gosterge olarak kabul
edilmektedir. Katlanma, agilma veya denatiirasyon gibi yapisal degisiklikler serbest tiyol
gruplarinin erisilebilirligini ve sayisin1 dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle, tiyollerin hassas
ve secici tayini proteinlerin konformasyonel durumlarimin anlagilmasi agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu calismada gelistirilen sensoriin proteinlerde serbest tiyol gruplarini tespit
etme potansiyeli incelenmistir. Sekil 3.26’da gosterildigi gibi ilk olarak tiyol grubu icermeyen
model protein a-siniiklein sensor ¢ozeltisine eklenmis ve floresans siddetinde anlamli bir
degisim gozlenmemistir. Bu bulgu, sensoriin tiyol gruplarina karsi yiiksek segicilik
sergiledigini ve diger fonksiyonel gruplardan kaynaklanan sinyallere duyarsiz oldugunu
gostermektedir. Buna karsin, serbest Cys iceren BSA proteininin eklenmesiyle belirgin bir
floresans artis1 kaydedilmis ve emisyon spektrumunda yesilden maviye kayma seklinde bir
renk degisimi gozlenmistir. Bu kayma, probun tiyol gruplarina baglanmasiyla coziicii
etkilerinden korunarak daha rijit bir mikrogevreye gegis yapmasiyla agiklanabilir. BSA, kiigiik
molekiilleri genellikle hidrofobik baglanma ceplerine (Sudlow site I ve site 1) baglar ve bu
bolge sulu ¢ozeltiye gore daha diisiik polariteye sahiptir (Mavani vd., 2023; Wang vd., 2025).
Solvatokromizm deneylerinin sonuglarina gore (Sekil 3.12.), polaritedeki disiisiin
solvatokromik P3’iin floresansin1 maviye kaydirmasi beklenmektedir. Dolayisiyla, BSA’daki
serbest tiyol ile etkilesim ile ger¢eklesen floresans artisi yaninda, mikrogevredeki olasi polarite
azalist ve molekiiliin rijit bir sekilde c¢evrelenmesi dolayisiyla donme hareketlerinin
sinirlanmasi hipsokromik kaymaya da sebep oldugu diisiiniilmektedir Boylece sensdriin

yalnizca proteinlerdeki serbest tiyollerle etkileserek {igiinciil yapisiyla ilgili bilgi vermekle
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kalmayip, ayn1 zamanda proteinlerin mikrogevre degisimlerine de duyarli oldugu ortaya
konulmustur (Maag vd., 2021; Putzu vd., 2018). Rekombinant proteinlerin ii¢iinciil
yapilarinin karakterizasyonlar1 i¢in kullanilan yontemlerden biri de serbest tiyol miktarin
kitler kullanilarak 6l¢iilmesidir. Bunun i¢in ¢esiti ticari kitler bulunmaktadir. P3 probunun da

bu amagla kullanilabilme potansiyeli oldugu gosterilmistir.

Sensoriin kiigiik molekiiller {izerindeki performansi da ayrica degerlendirilmistir.
Sekil 3.28°de verilen spektrumlardan anlagildig1 gibi disiilfit bag1 iceren AL A molekiilii sensor
ortamina eklendiginde anlamli bir floresans yanit1 meydana gelmemistir. Ancak indirgeme
ajan olarak sodyum borhidriir ilavesiyle disiilfit baglarimin kirilmas1 ve ALA'nin DHALA
formuna doniismesi sonucunda belirgin bir floresans artist kaydedilmistir. Bu bulgu,
gelistirilen probun proteinler diginda kiigiik molekiillerdeki disiilfit bagi- serbest tiyol gruplari
hakkinda bilgi verebilecegini ve indirgenme siireglerinin  karakterizasyonu igin

kullanilabilecegini gostermektedir.

Genel olarak elde edilen sonuglar, gelistirilen sensoriin hem proteinlerde hem de
kiigiik molekiillerde serbest tiyol gruplarini se¢ici ve hassas bi¢cimde tespit edebildigini ortaya
koymaktadir. Daha da 6nemlisi, sensoriin mikrogevre degisimlerine karsi gosterdigi duyarlilik,
proteinlerin {igiinciil yapisinin ve konformasyonel degisimlerinin incelenmesinde analitik bir

arac olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

L-Cys kullaniminin gida takviyelerinde yaygin oldugu ve insan sagligi iizerindeki
olumlu etkilerinin literatiirde giiclii bicimde desteklendigi bilinmektedir. Bu calismada
gelistirilen sensoriin pratik uygulanabilirligi, ticari bir gida takviyesi iizerinde test edilmistir.
Elde edilen sonugclar, sensoriin gercek numunelerde giivenilir sekilde kullanilabilecegini ve
biyolojik ag¢idan 6nemli tiyol gruplarmin tayininde yiiksek dogruluk sergiledigini gostermistir.
Yontemin dogruluk ve giivenilirligini degerlendirmek amaciyla elde edilen veriler, standart
Ellman reaktifi yontemi ile karsilastirilmistir. Elde edilen Cys miktarlar1 mg cinsinden Cizelge
3.2’de verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler (t-testi), iki yontemden elde edilen sonuglar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigimi gostermektedir (Cizelge 3.3).
Gelistirilen sensoriin dogruluk agisindan yerlesik yontemlerle karsilastirilabilir sonuglar
verdigini ve rutin kalite kontrol uygulamalarinda kullanilabilecek bir alternatif oldugunu

gostermektedir.

Genel olarak, bu ¢alisma gelistirilen sensoriin yalnizca laboratuvar ortaminda degil,
ayn1 zamanda ticari {riinlerin kalite kontroliinde de giivenle kullanilabilecegini ortaya

koymustur. Sensoriin yiiksek dogruluk, tekrar edilebilirlik ve pratik uygulanabilirligi, gida
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takviyelerinin rutin analizlerinde ayirma yontemlerine alternatif olarak kolay ve uygulanabilir

bir yaklagim sundugunu desteklemektedir.

Tasarlanan P3 probunun en dikkat g¢ekici avantajlarindan biri, kanserli ve saglikli
hiicreleri serbest tiyol seviyelerindeki farkliliklar iizerinden ayirt edebilme kapasitesidir.
Kanser hiicreleri genellikle yiiksek konsantrasyonlarda GSH bulundurmasi, P3’iin segici ve
floresans artigina dayanan yanit verme 6zelligini hiicresel goriintiilleme agisindan son derece
etkili kilmaktadir. Sitotoksik etkileri en aza indirmek amaciyla diisiik oranlarda organik ¢oziicii
(DMSO) kullanilmis ve deneyler boyunca hiicre canlilig1 yiiksek diizeyde korunmustur. P3 ile
inkiibasyon sonrasinda kanser hiicrelerinde belirgin floresans sinyali gozlenirken, aym

kosullardaki saglikli hiicrelerde yalnizca ihmal edilebilir diizeyde floresans kaydedilmistir.

Sekil 3.29-3.32’te agike¢a goriildiigii lizere, kanserli ve normal hiicre hatlar1 arasindaki
kontrast oldukga belirgindir. Kolon kanseri hiicreleri (HT29) giiclii yesil floresans sergilerken,
saglikli kolon epitelyal hiicreleri (FHC) neredeyse floresans vermemistir. Benzer sekilde,
akciger kanseri hiicrelerinde (A549) yogun floresans sinyali kaydedilmis, buna karsilik
saglikli akciger epitelyal hiicrelerinde (BEAS2-B) ¢ok zayif floresans gozlenmistir. Bu
sonugclar, P3 probunun malign ve benign hiicreleri GSH igeriklerine bagli olarak etkin bigimde

ayirt edebildigini giiglii bir sekilde gostermektedir.

Ayrica bu ayirt edebilme 6zelliginin farkli konsantrasyon ve biiyilitme kosullarinda
tekrarlanabilir oldugu gosterilmistir. Her hiicre hatti i¢in optimum kosullar belirlenmis;
ornegin A549 hiicrelerinde 5 uM P3 ile 20x biiyiitmede, HT29 hiicrelerinde ise 2,5 pM P3 ile
20x biiylitmede en uygun sonuglar elde edilmistir (Sekil 3.33). Genel olarak, P3 probunun
canli hiicre goriintiilemede sergiledigi iistiin performans, onun yalnizca tiyol tayini i¢in analitik
bir prob degil, ayn1 zamanda kanser hiicrelerindeki redoks dengesizliklerini gorsellestirmede

giiclii bir tanisal arag olabilecegini gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada yeni bir kumarin-tabanli floresans prob (P3) basariyla sentezlenmis ve
spektrofotometrik yontemlerle yiiksek saflikta karakterize edilmistir. Ara bilesik P2 nin 6zgiin
yapisl, literatlirde ilk kez rapor edilmis olup, tek adimda sentezlenebilmesi sayesinde sentetik
kimya agisindan 6nemli bir katki sunmaktadir. Bu durum, P2’nin gelecekte farkli tiirevlerin

gelistirilmesinde degerli bir ara iiriin olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Yontemin geleneksel kolorimetrik Olgiime dayanan Ellman reaktifi gibi standart
tekniklere kiyasla floresans siddetinde artisa neden oldugu i¢in sundugu yiiksek hassasiyet
avantaj1 dikkat ¢ekicidir. Ayirma yontemleriyle karsilagtirildiginda ise P3 probu ile
gerceklestirilen analizler; hizli 6l¢iim siiresi, yiiksek duyarlilik, diisiik maliyet ve ¢oziicii
olarak su kullanilmas1 gibi avantajlari bulunmaktadir. Bu avantajlar, probun, serbest tiyollerin

tayinlerinde varolan metotlara alternatif olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Geligtirilen P3 floresans probu, Cys ve GSH gibi serbest tiyol grubu igeren
biyomolekiillere karsi giiclii ve secici baglanma gdstermis, bu etkilesimler sonucunda
floresans siddetinde belirgin artiglar kaydedilmistir. Segicilik deneyleri, probun yiiksek
ozgullik ve giivenilirligini dogrulamis; plazma numunelerinde yaygin olarak bulunan
aminoasitler ve vitaminlerle yapilan karsilastirmalar, P3’iin yalmizca tiyol gruplarina yanit
verdigini ortaya koymustur. Ayrica, yapilan optimizasyon ve validasyon ¢alismalar1 sensoriin
dogruluk, dogrusallik, kesinlik ve hassasiyet agisindan istiin performans sergiledigini
gostermistir. Kalibrasyon ¢aligmalar1 genis bir konsantrasyon araliginda gii¢lii korelasyon ve
diisiik algilama sinin ile probun hassasiyetini ortaya koyarken, segicilik testleri biyolojik
sistemlerde kullanilabilirligini desteklemistir. Bu bulgular, P3 probunun biyolojik drneklerde
giivenilir tayinler i¢in uygun bir sensor oldugunu ve gelecekte klinik, gida ve farmasotik

analizlerde potansiyel kullanim alanlarina sahip oldugunu gostermektedir.

Gelistirilen prob P3’{in floresans tiyollerle etkilesim sonrasi artis gostermektedir. Bu
floresans problar i¢in sinyal soniimlenmesine gore tercih edilen bir 6zelliktir. Bu 6zellik hiicre
goriintiilemeleri i¢in oldukga kullanighdir. Bu sayede, kanserli hiicrelerde ve saglikli hiicrelere
nazaran artan GSH miktarina bagli olarak P3’iin floresansindaki yiikselme kanserli hiicrelerin
teshisinde kullanilmistir. Kolon ve akciger kanseri hiicrelerinde goriintiilenen yiiksek yesil
floresans, saglikli hiicrelerde gozlenen diisiik sinyallerle karsilastirildiginda, probun malign ve

benign hiicreleri ayirt etme kapasitesini acikc¢a ortaya konmustur. Bu 6zellik, P3’iin yalnizca
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kiigiik molekiillerin tayininde degil, ayn1 zamanda goriintiileme ajani olarak kanser tanisinda

da degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Gelistirilen P3 probu, proteinlerde serbest tiyol gruplarimi yiiksek segicilikle tespit
edebilmistir. a-siniiklein ile floresans degisimi gézlenmemesi probun 6zgilliigiinii, BSA ile
belirgin floresans artisi ise tiyol etkilesimine duyarliligini géstermektedir. Bu bulgular, probun
hem serbest tiyol miktarini1 belirlemede hem de proteinlerin konformasyonel durumlarini

degerlendirmede kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Sensor, kiiglik molekiillerde distilfit baglarinin indirgenmesiyle olusan serbest tiyol
gruplarina duyarli oldugunu gostermistir. ALA ile floresans yaniti gézlenmemesi, ancak
indirgeme sonrasi DHALA formunda belirgin artis kaydedilmesi, probun indirgenme

stireclerinin karakterizasyonunda kullanilabilecegini gostermistir.

Ayrica, ticari gida takviyesinde serbest tiyol gruplarini giivenilir sekilde tespit etmis
ve Ellman yontemiyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark gostermemistir. Bu
bulgular, yontemin dogruluk agisindan yerlesik yontemlerle uyumlu oldugunu ve rutin kalite

kontrol uygulamalarinda kullanilabilecek pratik bir alternatif sundugunu gostermektedir.

Sonug olarak, bu ¢aligma serbest tiyol tayini i¢in yiiksek hassasiyet ve segicilik sunan
yeni bir kumarin-tabanli floresans prob (P3) gelistirmistir. Prob, hizli analiz siiresi, diisiik
maliyet ve su bazli ¢oziicii kullanimiyla geleneksel yontemlere giiglii bir alternatif
olustururken hiicre goriintilleme uygulamalarinda da basarili sonuglar vermistir. Kanserli
hiicrelerde artan GSH seviyelerine duyarli floresans artigi, probun tanisal goriintiileme ajani
olarak potansiyelini ortaya koymustur. Ayrica, indirgenme siireclerinde dogruluk ve gida
takviyelerinde yerlesik yontemlerle uyumlu bulunmasi, P3’iin klinik, gida ve farmasotik

analizlerde ¢ok yonlii bir sensor olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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