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Oz

Bu arastirmada i1s18a ve ¢ozlicl ortamina oldukga hassas, ¢ok kiiglik uyarim kesit alanina sahip ve zayif floresan isima yapabilen
flavin mononiikleotit (FMN) ve flavin adenin dintikleotit (FAD) koenzimlerinin fotofiziksel gegislerini ¢ozimleme kapasitesine
sahip mikroakiskan temelli bir floresans mikroskop sistemi i¢in niimerik modelleme galismalari sunulmustur. FMN ve FAD’nin
molekiler yapisi, fotofiziksel 6zellikleri ve girdikleri kimyasal reaksiyonlar dikkate alinarak her iki molekdl igin farkli fotofiziksel
modeller kullaniimistir. Bu modellerde yer alan elektronik durumlar 1. mertebeden lineer diferansiyel denklem sistemi olarak
ele alinmis olup her bir elektronik durum popiilasyonu zamana bagl olarak ¢6ziilmis, mikroakiskan cip ile lazer uyarim
alaninin geometrik boyutlari ve mikroskop parametreleri kullanilarak goriintii ve sinyal verisi olarak elde edilmistir. iki farkli
akis hizinda lazer uyarim siddeti, ¢oziicliye eklenen etanol, askorbat ve triptofan gibi redoks ajanlarinin normalize floresan
sinyaline ve elektronik durum popilasyonlarina olan etkisi simile edilmistir. Sinyal ve elektronik durum analizlerine ek olarak
sinyallerin olusturulmasinda kullanilan sCMOS goriintu verileri farkli deneysel kosullar igin simule edilmis ve lazer uyarim
alaniyla kiyaslanmistir. Arastirmada 6nerilen yontem farkli akis hizlarinda farkli karanlik durum popilasyonlarinin birbirinden
ayirt edilebilirligini ve farkli deneysel kosullarda degisen karanlik durumlarin normalize floresan sinyaline ve kamera
gorintiilerine olan etkisini ¢doziimleme kapasitesine sahip oldugunu gostermistir. Mevcut yontemlerle kiyaslandiginda, elde
edilen sayisal bulgular, ¢alismada sunulan yontemin flavin foto-bozunumunu biyik 6lgiide 6nleyebilme potansiyelini
ispatlamistir ve farkli molekdillerin fotofiziksel &zelliklerinin hangi kosullarda gozlemlenebilecegi ile ilgili optimizasyon
¢alismalarinin yapilmasina olanak saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Flavin mononikleotit, flavin adenin dinikleotit, fotofizik, floresans spektroskopisi ve mikroskobu,
elektronik durum modeli, nimerik similasyon.

Abstract
In this research, numerical modeling studies are presented for a microfluidic-based fluorescence microscope system capable

of resolving photophysical transitions of flavin mononucleotide (FMN) and flavin adenine dinucleotide (FAD) coenzymes that
are very sensitive to light and solvent environment, have very small excitation cross-section and weak fluorescence. Different
photophysical models were used for both molecules considering the molecular structure, photophysical properties and
chemical reactions of FMN and FAD. The electronic states in these models were considered as a first order linear differential
equation system and each electronic state population was solved in time, and image and signal data were obtained using the
geometric dimensions of the laser excitation area and microscope parameters with the microfluidic chip. The laser excitation
intensity at two different flow rates and the effects of redox agents such as ethanol, ascorbate and tryptophan added to the
solvent on the normalized fluorescence signal and electronic state populations were simulated. In addition to signal and
electronic state analyses, sCMOS image data used in generating the signals were simulated for different experimental
conditions and compared with the laser excitation field. The method proposed in the study showed that it has the capacity
to distinguish different dark state populations from each other at different flow rates and to resolve the effect of different
dark states on normalized fluorescence signals and camera images under different experimental conditions. When compared
with existing methods, the numerical findings demonstrate the potential of the method presented in the study to prevent
flavin photodegradation to a large extent and enable optimization studies to be conducted regarding the conditions under
which photophysical properties of different molecules can be observed.

Keywords: Flavin mononucleotide, flavin adenine dinucleotide, photophysics, fluorescence spectroscopy and microscopy,
electronic state model, numerical simulation.
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Flavin Fotofizigi

I. GIRIS

Biyolojik arastirmalarda floresans temelli yontemler
ozellikle son on yil iginde yiiksek ¢o6ziinirliklii
mikroskoplarin gelistirilmesi ve hedef molekillere
konjuge edilebilen akilli floresan isaretleyicilerin
(florofor) ortaya ¢ikmasiyla birlikte biiyiik bir 6nem
kazanmustir [1, 2]. Hicrelerde yer alan spesifik organel,
vezikil, eksozom, protein veya ribonikleik asit (RNA)
gibi makro boyutlu molekiilleri isaretleyebilen ve lazer
uyarimi altinda floresan 1s1ma yapabilen floroforlar,
yiksek  ¢6zunlrlikla  floresans  mikroskoplarda
dedektdr olarak kullanilan CCD veya sCMOS
kameralar yardimiyla lokalize edilebilmektedir [3].
Ozellikle de floresans temelli biyolojik goriintiileme
alaninda kullanilan floroforlarin yiiksek siddetteki lazer
uyarimlarina kars1 dayanikli olmasi ve yiiksek uyarim
kesit alanina (Ogyc ~ 107 cm?) sahip olmalan tercih
edilir [4]. Bu tip isaretleyici floresan molekiiller
genellikle diisiik lazer uyarimlarinda bile yiliksek
parlaklik degerlerinde 1s1ma yapmaktadir ve rodamin
bazli floroforlar bu sinifa 6rnek olarak verilebilir.
Diisiik uyarim kesit alanina (e ~ 10°7 cm?) sahip ve
ayni zamanda Keratakonus gibi g6z rahatsizliklarinda
capraz baglayicit malzeme olarak kullanilan flavin gibi
otofloresan koenzim molekiiller ise olduk¢a zayif 1s1ma
yaptiklarindan dolayr bu tip molekiillerde optimal
seviyede foton emisyonunun elde edilebilmesi icin
daha yiiksek lazer uyarimina ihtiya¢ duyulmaktadir [5-
8]. Ancak bu tip zayif molekiillerde yiiksek uyarim
siddetlerinin kullanilmast 151kla agartma
(photobleaching) reaksiyonuna, yani kullanilan
floroforlarin kalict olarak floresans 1s1ma yapamayacak
sekilde fotokimyasal bozunumuna sebep olmaktadir.
Goriintiilemede yiiksek dozda 151k siddetinin 6zellikle
hayvan hiicresi gibi yasamsal faaliyetler gdsteren
ortamlarda uygulanmasi hiicre i¢inde flavin ve benzeri
koenzimlerin bozunumuna ve fototoksisiteye neden
olmaktadir [9]. Bu tiir, disaridan ekstra bir molekiille
isaretlenmeye ihtiyaci olmayan otofloresan koenzimler
optimal dozlarda wuygulanan uyarim siddeti ile
fotokimyasal bozunuma ugramadan 1s1ma yapma
kapasitesine sahiptir. Ancak diisik veya ortalama
dozlarda uygulanan lazer uyarim siddetlerinde bu
molekiillerden zayif floresans 1s1ma sinyali elde edilir
ve goriintiileme calismalarinda diisiik sinyal giiriiltilye
neden olmaktadir. Lazer uyarim siddetindeki kademeli
arti, molekiillerdeki floresans 1simanin satiirasyon
seviyesine ulagsmasi sonrasinda Olgiilen floresans
sinyalinde artig yerine kisa siire i¢inde azalmalar
gorulebilmektedir. Sinyallerde goriilen bu
zayiflamanin sebebi baglangigta yalnizca 1$181n
agartma reaksiyonu gibi diisiiniilse de siirekli uyarim
kesildikten kisa bir siire sonra bu molekiiller yeni bir
lazer uyarimu ile tekrar uyarildiklarinda baglangictakine
benzer siddette 1s1ma yapabilmektedirler. Siirekli

74

uyarim altinda floresans sinyalinin azalmasinin temel
sebeplerinden biri floresan molekiiliin uyarilmis singlet
halinde yer alan elektronlarin kuantum mekaniksel
olarak yasakli olan tiglii (triplet) duruma gegisleri veya
triplet halden redoks reaksiyonlarinin gerceklestigi
radikal durumlara gegislerinden kaynaklanmaktadir
[10, 11]. Uyarilnus singlet durumdan triplet veya
redoks gibi floresans 1s1maya gore daha uzun Smiirli
olan bu durumlar arasindaki elektronik gecisler,
esasinda floroforlarin bulundugu hiicre veya bir ¢ozelti
icinde gozden kacan biyokimyasal mekanizmalar ve
molekiiller arasi etkilesimler hakkinda olduk¢a 6nemli
bilgi tasimaktadir. Genellikle nanosaniyeler iginde
gerceklesen floresans 1gimaya kiyasla mikrosaniyeler
(us) ve milisaniyeler (ms) i¢inde olusan bu elektronik
durumlar karanlik hal olarak tanimlanmaktadirlar [12].
Deney ortamindaki oksijen konsantrasyonu [13],
cozicundn viskozitesi [14], ortamda veya molekiil
yapisinda yer alan agir atomlar [15, 16], polarite [17],
floresan molekiiliin konformasyonel degisimi [18-20],
foto-redilksiyon [21] ve foto-oksidasyon [22] gibi
redoks reaksiyonlar1 floroforlarin karanlik elektronik
durum popiilasyonlarini etkileyen 6nemli faktérlerdir.
Siirekli lazer uyarimi altinda bu tiir fotofiziksel

fenomenlerin  gergeklesmesi durumunda  Slgiilen
floresans sinyalinde zayiflama goriilmesi
kaginilmazdir.

Floresan molekiillerin karanlik elektronik durum
popiilasyonlarin1  kantitatif olarak 6lgmek amaciyla
gelistirilmis iki O6nemli yontem mevcuttur. Bu
yontemlerden birincisi 1972’de ilk kez Madge, Elson
ve Webb tarafindan ortaya atilan, floroforlarin
konsantrasyonunu,  diflizyonunu, triplet  durum
popilasyonunu ve molekillerdeki protonasyonu
6lcebilen floresans korelasyon spektroskopisidir (FCS)
[23, 24]. Biyofizikte analitik bir metot olarak kullanilan
FCS, konfokal mikroskop, siirekli lazer uyarimi ve
fotodedekttrlerden olusan kompleks bir sistemdir [25,
26]. Bu yontem mikroskop objektifinde femtolitre
biiyiikliigiinde elipsoit sekilli bir algilama hacmi i¢ine
difuzyonla rastgelen giren molekullerden floresans
1simayla yayilan fotonlar1 zamana bagli olarak
Olgmektedir [27]. Aym tip 2 dedektor tarafindan belirli
bir siire es zamanli olarak kaydedilen foton sayilari
birbiri ile korele edilerek logaritmik zamana gore
degisen korelasyon egrisi elde edilir. Korelasyon
egrileri birka¢ ps icinde gerceklesen protonasyon ve
triplet gecisleri hakkinda bilgi verirken, ms skalasinda
floresan molekdillerin difiizyon sureleri kantitatif olarak
tayin edilebilmektedir. FCS yonteminde molekullerin
lazerle uyarildig1 algilama hacminin boyutu oldukca
kiigik (~ 10 L) oldugu igin genellikle nanomolar
(nM) ¢ozelti konsantrasyonu kullanilmaktadir [28]. Bu
tiir diisiik konsantrasyonlu florofor c¢ozeltilerindeki
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floresan molekiil sayist1 tek molekiil seviyesinde
oldugundan, yeterli miktarda foton, yani floresans
sinyali elde edebilmek i¢in se¢ilen floroforlarin yiiksek
parlaklik degerlerine sahip olmasi gerekmektedir [29].
Diisiik parlaklik ve kiiciik uyarim kesit alanina sahip
floresan molekillerde c¢ok ylksek seviyede lazer
uyarimlar1 kullanilarak FCS sinyali artirilabilir ancak
bu durum kullanilan molekiillerin fotokimyasal
bozunumuna dogrudan sebep olmaktadir. Bu nedenle
flavin gibi otofloresan molekiillerin fotofiziksel
ozellikleri ve karanlik durumlara gegisleri, FCS gibi tek
molekiil algilama temelli spektroskopik bir yontem ile
dogru bir bigimde tayin edilemez.

o o ]
H.C N H = 8
: x> N =R g
o
S 2 @
H,C N N o 29
g N
=
§ HO,,,
23
a HO.,
<—< * OH
e (e
I NH,
0=|;—o >
L o N Xy L&
[ 7 E.
0=P—0 J =
| o N N
o
H H
H H

Sekil 1. FMN ve FAD molekiillerinin kimyasal yapisi

Floroforlarm hem karanlik hal
Olcebilmek hem de zayif floresan i1simasina sahip
molekiilleri ideal lazer uyarimlarinda hasar vermeden
goriintillemek amaciyla Widengren ve arkadaslari
TRAST  adimt  verdikleri  floresans  temelli
spektroskopik bir yontem gelistirmiglerdir [30, 31].
TRAST spektroskopisi mikroskop objektifi Uzerinde
konfokal uyarima alternatif olarak genis uyarim alani
da saglamakta olup, yiiksek konsantrasyonlarda
florofor ¢ozeltilerinin  kullanilabilmesine  olanak
saglamaktadir [32]. Molekiillerin lazerle uyarilmasinda
genis uyarim alani kullanildiginda lazer siddetinin
ortalama etkisi daha diisiik oldugundan molekillerin
fotokimyasal bozunumu yiiksek 6lctide 6nlenmektedir.
TRAST spektroskopisi yontem olarak 100 ns ve 10 ms
zaman araliginda rastgele segilen, kesikli (pulsed) lazer
uyarimlarina karst molekiillerden yayilan floresans
sinyalini 6lcmekte olup 6l¢llen bu degerleri logaritmik
zamana gore degisen grafik verisi olarak vermektedir
[33]. Normalize edilmis floresans sinyal degerlerinin
zamana gore degisimlerine  bakarak triplet,
protonasyon, redoks veya trans-cis  durum
popiilasyonlarina ait fotofiziksel gegis hizlari tayin
edilebilmektedir [34]. Bu yontem ayni zamanda
hiicrelerde floresan molekiillerle isaretlenmis olan

popiilasyonlarini
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organel  veya  makromolekillerin  fotofiziksel
ozelliklerini de inceleyebilmektedir. Ancak
immunoisaretlenmis (immunostained) hiicreler petri
kabinda veya lamel iizerine sabitlendigi icin ve
Ol¢iimler sirasinda ayni hedef molekiiller tekrar 1s1kla
uyarilacagi i¢in hem isaretleyici molekiillerde hem de
otofloresan  flavinlerde fotokimyasal bozunuma
sebebiyet vermektedir. Isikla agartmadan kaynaklanan
fotokimyasal bozunum, Sekil 1’de kimyasal yapisi
verilen, Ol¢limler sirasinda ¢oziicii icinde serbest
Brownian hareketi yapan flavin monontkleotit (FMN)
ve flavin adenin dinikleotit (FAD) molekilleri igin
TRAST spektroskopisi kullanilarak deneysel olarak
kanitlanmigtir [35]. Bu nedenle zayif 1s1ma yapan ve
15182 hassas olan bu tiir molekiillerin karanlik hal
gecislerini calisabilmek i¢in yeni nesil spektroskopik
yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu makalede, bahsedilen problemleri ¢6ziimleyebilen
ve mevcut spektroskopik yontemlere alternatif olarak
kullanilabilecek mikroakigkan temelli, genis alan
uyarimli bir floresans mikroskop tasarimi gelistirilmis;
bu sistemin flavin fotofizigi i¢in uygulamasi niimerik
simiilasyon sonuglar1 ile sunulmustur. Onerilen
spektroskopik tasarimda amag floroforlarin elektronik
gecis parametrelerini, mikroakigkan ¢ipin geometrisini
ve ayrica genis alan mikroskobunun optik
parametrelerini  kullanarak  normalize  floresans
sinyallerini simiile etmek ve floroforlarin karanlik
durum popiilasyonlarini kantitatif olarak
belirleyebilmektir. Bu sayede 1s18a duyarl, zayif
molekiller deneysel olarak mikroskopta 6lctilmeden
once, niimerik simiilasyonlar yapilarak o6zellikle
deneysel galisan aragtirmacilara yapilmast planlanan
deneylerle ilgili optimizasyon imkani ve olgiimlerle
ilgili 6ngdrii saglayacaktir. Niimerik simiilasyonlarla
sunulan bu tasarimin iki Onemli deneysel avantaji
olacaktir. Bunlardan birincisi, mikroakiskan ¢ip iginde
sabit akis hiziyla hareket ederek uyarim alanindan
gegen floroforlarin floresans sinyali bir sSCMOS kamera
yardimiyla kaydedilerek ¢ok sayida goriintii verisi elde
edilecek ve bu nedenle kiigiik uyarim kesit alanina
sahip otofloresan molekiiller icin yeterli foton istatistigi
saglayacaktir. Ikinci avantaj olarak ise; floresan
molekiiller lazer uyarim alanindan yalnizca bir kez
gececegi i¢in kullanilan lazerin her bir molekiilii
agartma riski onemli derecede azaltilacak olup bu
yontem ile elde edilen sinyaller daha guvenilir
fotofiziksel analizler saglayacaktir. Onerilen yontemin
bagarisini ispatlamak amaciyla, foto-fiziksel modelleri
ve karanlik hal gegis parametreleri raporlanmis FMN
ve FAD molekiilleri i¢in ¢esitli niimerik simiilasyonlar
yapilmistir. Bu molekiiller igin kullanilan foto-fiziksel
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Sekil 2. (a) FMN ve (b) FAD molekilunin elektronik durum (fotofizik) modeli.
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modellere  iligkin  ayrintilar, segilen  deneysel
parametreler ve niimerik simiilasyonlarla karanlik
duruma  gecislerin  hangi  ideal  kosullarda
gozlemlenebilecegi sirasiyla asagidaki basliklarda
verilmistir.

Il. MATERYAL VE YONTEM

21. FMN ve FAD icin Elektronik Durum
(Fotofizik) Modelleri

FMN ve FAD molekillerinin floresans sinyallerini
simule etmeden 6nce bu molekuller igin singlet ve
karanlik hal durumlarinin  birbiriyle etkilestigi
elektronik ~ durum  modellerinin  olusturulmasi
gereklidir. Karanlik, gegici elektronik durumlari igeren
floresans sinyalini nlmerik olarak modelleme
asamasinda belkemigi olarak kullanilacak elektronik
durum modelini érneklendirmek ve kuramsal yéntemi
aciklamak amaciyla FMN ve FAD molekiillerinin
fotofiziksel modelleri sirasiyla Sekil 2(a) ve (b)’de
verilmistir [35]. Her iki modelde de 5 temel durum olan
singlet taban durum (S;), floresan i1si1ma yapan 1.
uyarilmis singlet durum (S, ), triplet durum (T), redoks
reaksiyonlarini temsil eden radikal durum (R) ve 1s1kla
agartilmis durum (B) ortak olarak yer almaktadir. Iki
modelde de T, R ve B uzun Omiirlii, karanlik gecici
elektronik durumlar1 temsil etmektedir. FAD floroforu
FMN’den  farkli  olarak  molekiil  yapisinda
izomerizasyona  sebep  olan  adenin  grubu
barimdirmaktadir (Sekil 1). izomerizasyona bagli olarak
adenin grubunun izoalloksazin halkas1 ile garpigmasi
durumunda olusan katlannug yap1 P ile temsil edilen
farkli bir karanlik durumu olusturur ve katlanmis
durumdaki FAD molekiilleri floresan 1s1ma yapamaz.
FAD molekuli P durumuna hem S, hem de S,
durumundan gecis yapabilmektedir. Genis alan
mikroskobu iizerinde olusturulan diiz tepeli lazer
uyarim alan1 konfokal mikroskoba kiyasla oldukca
genis oldugundan molekiiliin lazerle uyarim hizi (kg,)
oldukea diisiiktiir. Bu sebeple daha yiiksek seviyelerde
uyarilmis singlet ve triplet durumlar Sekil 2’deki
modellere dahil edilmemistir. Singlet S, ve S;
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durumlar1 FMN ve FAD dahil 1s1ma yapan her florofor
icin var olan temel elektronik durumlardir. ki
molekilde de S, durumunda bulunan elektronlar lazerle
uyarildiklarinda S; durumuna kg, hizi ile gegis yapar ve

bu hizin matematiksel ifadesi asagida  gibi
verilebilmektedir [36]:
ly
Ko1 = OexcPexc (1)

=0 [——
e Efoton

Denklem 1°’de yer alan Oeye , Poxes lo V€ Efoton
parametreleri sirasiyla floroforlarin uyarim kesit alani,
uyarilma akisi, lazer uyarim siddeti ve foton enerjisidir.
Siirekli lazer uyarimina maruz kalan floroforlarda, S;
durumuna uyarilan elektronlar taban durumuna k4 hizt
ile ge¢is yaparak floresan 1sima yapmaktadir. S;
durumuna yiksek I, degeri ile uyarilan molekiiller
floresan satlirasyonuna ugrayarak, S; durumundaki
elektronlar gecis
(intersystem crossing) hizi olarak bilinen ki ile gecis
yapar. T durumundaki elektronlar S, durumuna k; hiz1
ile gevsemektedir. Molekiillerin lazerle uyarimi, ps’ler
icinde olusan T ve P durumlarina ek olarak daha uzun
omarld (birkag ms) olan redoks temelli radikallerin (R)
olusumuna sebep olmaktadir. Sekil 2’de verilen
fotofiziksel modellerde T durumundan R durumuna
gecis foto-rediiksiyon, k.q hiz1 ile belirlenmektedir. R
durumundaki  elektronlar S, durumuna foto-
oksidasyon, k., parametresi ile geri ddnerek tim
elektronik sistem gegici olarak dengeye ulagir. FMN ve
FAD molekuilleri ¢ok daha yiiksek I, degerinde
uyarildiginda molekiiller R durumundan B durumuna
kalic1 olarak 151kla agarmaktadir. Bu gegisler ky, hizi ile
Olciilmektedir. FMN koenziminin floresan 1s1ma
siddetini dogrudan etkileyen k;, hizinin matematiksel
ifadesi diger gecis hizlar1 cinsinden asagidaki gibi
yazilabilir:

T durumuna sistemler arasi

1
ko = T_ — Kisc — Kred 2)

f
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Sekil 3. (a) Floroforlar mikroskop objektifinin arka agikligina odaklanmig lazer (mavi) ile uyarilmaktadir ve
floresan 1s1ma (ag1k yesil) goriintii verisi olarak hesaplanmaktadir. (b) Mikroakiskan platformun ig¢ine gomiili
¢ipin gosterimi: ¢ip tizerinde akig yoniine dik yonde uzatilmis diiz tepeli uyarma 1511 (mavi) sabit hizla hareket
eden tiim molekiilleri benzer lazer siddetinde uyararak floroforlarin karanlik elektronik durumlara gecislerine
sebep olmaktadir. Oklar, x ekseni boyunca molekiillere uygulanan ideal, laminer akisin yoniinii géstermektedir.
Diiz tepeli lazer uyarim alaninin (c) 3-boyutlu ve (d) 2-boyutlu similasyonu. (e) Ydntemle elde edilebilecek
temsili bir veri 6rnegi: niimerik simiilasyonlarla elde edilen lazer profilinin (®4y.) ve zamana bagh degisen
karanlik elektronik durumlarin F ., (t)’ye etkisi gosterilmektedir. Burada karanlik durumlara gegislerin
olmamasi durumunda F,.,, (t) sinyalinin @, sinyali ile tamamen ortiigmesi beklenmektedir.

Denklem 2’de yer alan t; floroforun floresan isima
omriidiir ve organik molekiiller i¢in bu deger genellikle
birka¢ nanosaniyedir. Hesaplanan k;, degeri FAD i¢in
sabit bir degerdir ve bu deger 131 us™! olarak
bulunmugtur [35]. Sekil 2(b)’de verilen FAD
molekilinin elektronik durum modeli g6z o6nine
alindiginda, uyarilmig S; durumundan P durumuna
gegis hizi olan Kpporo—stack hizini ifade etmek igin
asagidaki denklem kullanilmaktadir:

1

kphoto—stack = ‘E_f — K10 — Kisc

(3)

FAD molekuli Sy durumundan karanhik P durumuna
Kgtack hiz1 ile gegerek katlanmis yapi olusturmaktadir.
P durumundan S, durumuna gegerek ise molekiil agitk
formuna Kkyn_siack izt ile geri donebilmektedir.
Fotofiziksel modellerde verilen Kisc, K¢, Kreqs Koxs Kb,
Ketack V€ Kun—stack gibi geg¢is hizlari, TRAST
spektroskopisi kullanilarak elde edilmis olup bu
calismadaki niimerik simiilasyonlarda kullanilmistir
[35]. Bu yontemle 6l¢ilerek belirlenen bu parametreler
bulgular ve tartigma boliimiinde Tablo 1, 2, 3 ve 4’te
listelenmistir. Bununla birlikte ko, ve kqo hizlarini
simiile edebilmek amaciyla Gexc = 1.9 X 10717 cm?
olarak belirlenmis olup, fosfat tamponlu tuzlu su
(phosphate buffered saline) iginde c¢ozdurtlerek
Olctimii yapilan FMN ve FAD molekiilleri i¢in t¢
degerleri Tgyy = 4.7 NS Ve Tpap = 2.7 ns olarak
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kullanilmistir.  Egoion  degerlerinin  hesaplanabilmesi
icin lazer uyarim dalga boyu (Aey.) 488 nm olarak
secilmistir.

2.2. Mikroakiskan Cip Sistemi Ve Lazer Uyarim
Alanimnin Niimerik Simiilasyonu

Onerilen yontemde lazerle sabit uyarim alani {izerinden
gecerek hareket eden FMN ve FAD molekillerinin iki
boyutlu floresans goruntl verileri, F(x,y), niimerik
simiilasyonlarla olusturulmustur. Simiile edilen F(x,y)
goriintiilerindeki her piksel farkli floresan sinyal
degerine sahip olup bu ifadedeki x akig yonunii, y ise
akig yoniine dik yondeki Kartezyen koordinatlar: temsil
etmektedir. Mikroakigkan ¢ip sistemindeki akis hizi ve
goruntd verisinin piksel boyutu bilgisiyle, molekullerin
her bir pikselden geg¢is siiresi hesaplanmigtir. GOriintii
verisindeki molekiiller i¢in akis yonii boyunca simiile
edilen floresans sinyali F(x) ile gosterilecek olup t =
x/v (piksel uzunlugu/molekiiliin akis hizi) denklemi
kullanilarak zaman ortalamali floresans sinyali, F . (t),
elde edilmistir. Uygulanan akis hizlari, mikroakiskan
¢ipin geometrik boyutu, kullanilan I, degerleri ve
elektronik gecis hizlarma bagli olarak floroforlarin
karanlik gecici durumlari, normalize edilmis, zaman
ortalamali floresans sinyalindeki Fpo, (t) degisimlere
bakilarak analiz edilmistir. Analizlerin dogru bir
bicimde yapilabilmesi i¢in, mikroakiskan ¢ipin
geometrik boyutlariin yani sira lazer uyarim alaninin
geometrisinin de dikkate alinmasi gerekmektedir.
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Yapilan simiilasyonlarda gercek bir sSCMOS kamera
gOrlintii  verisinin Ozellikleri sayisal veri olarak
kullanilmigtir. SCMOS kameralarda iiretilen goriintii
verisi yatay ve dikey boyutlarda 2048 kare pikselden
olusmakta olup her bir pikselin uzunluk degeri yaklagik
6.5 um olarak belirlenmistir [39]. Deneysel dl¢ciimlerde
sCMOS kameranin ¢ok daha hizli kayit yapabilmesi
icin toplam piksel sayis1 4x4 gruplama yodntemiyle
genigletilerek 512 piksele  diisiiriilebilmektedir.
Gruplama ile bu sayede objektifte olusan goriintii
verisinin 1 piksel uzunlugu 26 pm olarak elde
edilmigtir. Bu ¢alismada {iretilen lazer ve normalize
floresans sinyalleri igin gorintl verileri Python
ortaminda 2 boyutlu 1zgara (grid) iginde simiile
edilmistir. Simiile edilen goriintiide ¢ip genisligi (akis
dogrultusuna dik yoén) boyunca toplam 233, c¢ip
uzunlugu, yani akis yonii dogrultusunda ise toplam 512
piksel barindirmaktadir. Sekil 3(a) ve (b)’de resmedilen
mikroskop iizerine yerlestirilmig 60x biiylitmeli su ile
odaklanabilen mikroskop objektifinde olusan goriintii
verisinde bir piksel uzunlugu 0.43 pum/piksel olarak
hesaplanmistir. Simiilasyonlarda sCMOS kameranin
goriis alanina giren mikroakigskan ¢ipin uzunlugu ve
yiiksekligi bu durumda 220.16 pm ve 50 pum olarak
belirlenmistir. Calismamizda simiile edilmis goriintii
verilerinin akisa dik boyutu, yani ¢ip genisligi 100.19
um olacak sekilde belirlenmistir. Bu ebatlardaki ¢ipler
Micronit isimli mikroakigkan sistemler gelistiren bir
ticari firma tarafindan kolaylikla {iretilebilmektedir
[40]. Sekil 3(b)’da resmedilen mikroakigkan sistem ile
karanlikk  durumlara  gegisleri  tetiklenmektedir.
Stipergauss lazer 151in  profilinin  genellestirilmis
matematiksel ifadesi, n > 2 mertebesindeki x ve y
Kartezyen koordinatlarindaki optiksel yogunluk profili
I(x,y) ile Denklem 4’teki gibi ifade edilebilmektedir
[41, 42]:

x—xo)n
w

y€[0,L]
diger

I(x,y) = {Io 'g_z( )

Denklem 4°te yer alan L ¢ip genisligini, w ise Gausyen
profilin kiris bel yar1 ¢apimi ve n diz tepeli lazer
profilinin mertebesini gdstermektedir. Denklem 4 ile
niimerik simiilasyonlarda kullanilacak olan diiz tepeli
lazer uyarim alani parametreleri sirasiyla I, = 3000
a.u., L= 100.19 pm, w = 50 um ve n = 6 olarak

secilmistir.  Lazer 1smnmn  simetri  merkezinin
koordinati, ¢ipin akis yOnii boyunca tam orta
noktasinda  (x, =110.08 pm) olacak sekilde

belirlenmistir. i1k olarak 512 piksel degerine sahip ¢ip
uzunlugu boyunca I(x, 0) sinyali y = 0 i¢in Denklem 4
ile simiile edilmistir. Ayn1 simiilasyon ¢ip genisligi
boyunca yer alan 233 piksel i¢in bir dongii algoritmasi
(for loop) iginde tekrar edilerek I(x,y) degerleri y =
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L =100.19 upm’ye wulasana dek hesaplanmistir.
Hesaplanan I(x,y) degerleri 512 x 233 piksel?
boyutunda olusturulan grid i¢ine kaydedilmistir. Grid
icinde her piksel igin kaydedilen I(x,y) degerlerinin
olusturulmasinda kullanilan lazer profilinin 3 ve 2
boyutlu gosterimleri sirasiyla Sekil 3(c) ve (d)’de
verilmistir. Mikroakiskan ¢ip i¢inde hareket eden flavin
koenzimlerini lazerle uyarmak i¢in kullanilan efektif
optik gi¢ P.g, 1(x,y) cinsinden agagidaki bagintiyla
hesaplanabilmektedir:

o L
X—x0\®
P = ffloe_z(To) dy dx
—o0 0

Denklem 5’te P icin tamimlanan integralin I i¢in w,
L ve gamma fonksiyonu (T') cinsinden ¢6zumi
asagidaki ifade ile bulunmustur:

Lot 3Y2Py
°7r@a/e)  wl

(5)

(6)

FMN ve FAD igin farkli lazer siddetlerinin normalize
floresans sinyallerine olan etkisi Denklem 6’da bulunan
¢Oziim kullanilarak incelenmistir. Yapilan
simulasyonlarda I'(1/6) degeri 5.57 olarak alinmistir
[43]. Floroforlarin Iy’a bagh karanlik durumlara
gegcislerini kontrol etmek amaciyla Denklem 1°deki kg,
hizt kullanilmaktadir ve bu denklemde yer alan I
degeri (kW/cm? cinsinden) Denklem 6°daki ¢oziim ile
elde edilmektedir. 488 nm uyarim dalga boyuna sahip
lazerlerde maksimum P degeri 300 mW’a kadar
ulasabildiginden, niimerik simiilasyonlardaki I, deger
aralig1 0.06 - 3.62 kW/cm? olarak belirlenmis ve bu

aralikta  farkli I, degerleri  simiilasyonlarda
kullanilmistir.
2.3. Zamana  Bagh  Elektronik  Durum

Popiilasyonlar: ile Normalize Floresans Sinyalinin
Numerik Simulasyonu

Lazer, mikroskop ve cip parametrelerini ky; hizim
hesaplamak amaciyla belirledikten sonra karanlik
durumlari igeren floresan sinyallerinin simiile edilmesi
i¢in kullanilacak hesaplamali yontem bu baslikta FMN
molekiiliiniin fotofiziksel modeli i¢in 6rneklenmistir.
Sekil 2(a)’da FMN i¢in verilen 5 temel elektronik
durum ve bu durumlar arasi gegis hizlar1 1. mertebeden
lineer diferansiyel denklem sistemi olarak ele alinip,
aynt yontem FAD molekiiliine uyarlanarak sayisal
¢Oziimler yapilmigtir. Diferansiyel denklem sisteminin
¢Oziimi Ozdeger ve Ozvektor problemi olarak ele
alinmis olup elektronik durum popiilasyonlarini

gosteren  S(t)  vektdrii  asagidaki  ifade ile
yazilabilmektedir [35]:
dg(t) = M- S(t) (7)
™7
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[So(t)] [—ko1 k1o
d i‘l((tt)) | k01 —kq0 _li(isc
0 isc

Al pd | l 0 Kooy
lBpl L o 0

Denklem 7’de yer alan S(t) zamana bagh elektronik
durum poptlasyon vektoriint temsil etmektedir, M ise
bu durumlar arasindaki elektronik gecis hizlari
kapsayan Dbir birlestirme matrisidir. FMN’nin
fotofiziksel modeli baz alinarak M matrisi agik bir
sekilde Denklem 8’deki gibi yazilmaktadir. FMN

molekiillerinin  elektronik durum popiilasyonlari
olasilik degeri olarak g6z Oniine alindiginda
So(D+S; (H+T(H)+R()+B(t)=1 Vit kosulunun

saglanmast gerekir. FMN molekiilleri, t = 0 aninda
henliz uyarim alanindan ge¢medikleri ve lazerle
uyaritlmamig olduklart igin elektronlarin tamamen
taban durumunda (S,) oldugu varsayilir [6] ve S, degeri
bu durumda 1 olarak alinir. Elektronik durum vektorii
icin niimerik olarak ¢oziilecek olan 6zdeger-6zvektor
probleminde bu nedenle baslangic kosulu vektor
formunda asagidaki gibi ifade edilebilmektedir:

So(t)

ol [4

70 |=o ©
R(t

O] Lol

t = 0°da baslatilan sabit bir uyarim sonrasinda FMN
molekdillerinin herhangi bir t aninda floresan 1sima
yapan S; durumunda bulunma olasiligi asagida verilen
denklem ile hesaplanmaktadir [19]:

Ko1
ko1 + Kqo

p
- Z(Ai — Aje7hit)
i=1

Bu denklemde yer alan p, S, ve S; disindaki karanlik
durum sayisini, Ay, Ve A; 6zdegerleri ve A; ise kararlt
durumdaki elektronik durum popiilasyonlarinin genlik
degerlerini  gdstermektedir. Lazer 1sinlarindaki
fotonlarin  diizensiz dagiliminin singlet Sy,- S
durumlart arasindaki denge siiresi (anti-bunching)
Tap = 1/A4, ile elde edilmektedir [44]. Bu ifade A, =
1/(kos + ki) seklinde tamimlanmaktadir [45-47].
So(t = 0) = 1 baslangi¢ kosulunu kullanarak A; ve A;
degerleri, Sekil 2(a)’da goriilen Sy, S;, T, R ve B
popiilasyonlari, Denklem 8’de verilen elektronik gecis
parametreleri cinsinden analitik olarak ¢oziilmiistiir.
Denklem 10°da zamana bagl olan kgy,(t) hizt
molekiillerde floresan 1gimanin  gorildiga S, (t)

Sl (t) = 1-—- e_labt

(10)

- kred
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kq Kox 0] [So(t)

0 0 o| IS (t)}

—k, 0 0| 'I%(t) (8)
0 _kox - kb OJ R(t)

0 Ky, 0 B(t)

popilasyonunu etkileyen en 6nemli parametredir.
Mikroakiskan c¢ipte uyarilan floroforlarn 151ma
yapmas1 ve karanlik durumlara ge¢mesi durumunda
S;(t) popiilasyonu  dogrudan etkilenmektedir.
Molekiiller uyarim alam iizerinde hareket ederken
simiile edilen/kaydedilen goriintiilerde ¢ip uzunlugu ve
genisligi boyunca yer alan her piksel farkli 1(x,y)
degerine sahip olacagindan Denklem 10’da verilen
ko1 (t) hizt her I(x,y) i¢in farkli ancak birbirine yakin
degerler almaktadir. Floresans sinyal siddetinin zamana
bagli simiilasyonunda ilk olarak toplam 512 piksel
degerine sahip ¢ip uzunlugu boyunca, I(t = x/v,0)
sinyali y = 0 i¢in Denklem 4 ile elde edildikten sonra
bulunan I(t, 0) degeri Denklem 1 iginde kullanilarak
ko1 (t) degerleri zamana bagli olarak hesaplanmustir.
Ayn1 simiilasyon ¢ip genisligi boyunca yer alan 233
piksel icin bir dongii algoritmasi iginde tekrar edilerek
K1 (t) degerleri y = L =100.19 um’ye ulagana dek
elde edilmistir. Her piksel i¢in hesaplanan kg, hizlari
Denklem 10 iginde kullanilarak 512 x 233 piksel?
boyutunda olusturulan baska bir 2 boyutlu grid i¢inde
S, (t) populasyonlar1 elde edilmistir. Sekil 3(c) ve
3(d)’deki goriintiilerde kameranin grid i¢indeki her bir
piksel i¢in 6lgebilecegi, zamana bagli ortalama floresan
sinyali  (Fore(t)) asagidaki  denklemle  elde
edilmektedir:

Fort(t) = K109¢qpS: (D) (11)
Denklem 11°de verilen g¢ ve qp sirasiyla floresans
kuantum verimi ve kameranin floresans algilama
kuantum verimi olarak bilinen sabit terimlerdir.
Flavinler icin normalize floresan sinyalleri (Form (1) =
Fore(t) / Forepa, (D) simile edilecegi igin qr Ve qp
terimleri birbirini yok etmektedir ve bu terimlerin
simiile edilen egrilere bir katkis1 bulunmamaktadir. Bu
calismada FMN ve FAD molekiilleri i¢in simiile edilen
gOrlintii verileri lizerinden molekiillerin akis yonii
boyunca Fpomm(t) sinyalleri hesaplanarak analizler
yapilmistir. Elde edilen normalize floresans sinyali
Frorm(t) Sekil 3(e)’de orneklenmistir. Fpopm (1)
sinyalinin zamana bagli degisim grafiginin lazerin
uyarim profilinden farkli oldugu durumlarda, bu
degisimlerin fiziksel sebeplerinin hangi karanlik
durumlara gecislerden kaynaklandigi bulgular ve
tartisma kisminda detaylica agiklanmustir.



Int. J. Adv. Eng. Pure Sci. 2025, 37(1): <73-91>

Flavin Fotofizigi

III. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. FMN Molekiilii i¢in Simiilasyon Sonuclar

488 nm dalga boylu, diiz tepeli lazer uyarimi alanindan
farkli akig hizlarinda gegen FMN molekillerinin
normalize floresans sinyalleri Sekil 2(a)’da verilen
fotofiziksel model kullanilarak ve Denklem 11
normalize edilerek farkli kosullar igin simiile
edilmigtir. Tornmalm ve Widengren tarafindan TRAST
kullanilarak belirlenmis fotofiziksel gecis hizlari,
onerilen mikroakiskan temelli floresans mikroskop
sistemine uyarlanarak hangi elektronik gecislerin net
bir sekilde gozlemlenebilecegi test edilmistir. TRAST
yoéntemi ile elde edilen tiim 6l¢lim parametreleri Tablo
1, 2, 3 ve 4’te listelenmistir [35]. FMN floroforu icin

ilk olarak I, etkisi arastirilmis olup 20 pL/dk ve 2000
puL/dk akis hizlar1 igin simiile edilen normalize
floresans sinyali egrilerinde kullanilan parametreler
Tablo 1’de, simiilasyon sonuglari ise sirasiyla Sekil
4(a) ve (c)’de verilmistir. 20 pL/dk akis hiziyla uyarim
alanindan gecen FMN floroforuna ait normalize
floresans sinyal egrisinin lazer uyarim alani boyunca I,
siddetinin artmasiyla kademeli olarak azaldig
gozlemlenmistir. Lazerin konumlandigi  bolgede
normalize sinyal genligindeki zamana bagli azalmanin
sebebinin floresan 1g1ma yapan S;  durumundan
karanhk T, R ve B durumlarina gegislerden
kaynaklandig1 aciktir. 20 pL/dk gibi bir akis hizinda
lazer uyarim siddetine olduk¢a hassas olan FMN
molekiilii lazer uyarim alanindan ortalama 1500 ps gibi

Tablo 1. FMN molekiiliiniin elektronik durumlarina I, degerinin etkisinin arastirilmasinda kullanilan molekiil
akis hizlar1 ve fotofiziksel parametreler.

Akis hizlart ey Kisc k¢ Kred Kox ky,
-1 -1 -1 -1 -1
(nL/dK) (ns) (us™) (ms™) (s™) (rs™) (rs™)
20-2000 4.7 82 0.81 0.017 0.020 0.0016
Cip uzunlugu (pum) Cip uzunlugu (um)
0 25 50 75100 125 150 175 200 0 25 50 75 100 125 150 175 200
'a' 1 1 | 1 1 1 1 1 = 1 1 1 1 1 | 1 |
4 S g N —
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‘@ — 0.06 g
> )
£ 0.8+ a 012 % 08
s 0.24 = i \
& — 036 5 I \ — S
mO 0.6 0.48 £,0.6 Lazer | \ S1
()60 4 T
?\6 4 \ 121 g | Uyarnm — JL'L —_ 111
g o4 \ 151 g 04 alam 1 B
= = p
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N 0.2 \ =02+ ! 1
= \ c | ! kb
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0 500 1000 1500 2000 2500 3000 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Piksel gegis stiresi (us) Piksel gegis siiresi (us)
Cip uzunlugu (um) Cip uzunlugu (um)
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E 1 1 1 L 1 1 1 1 = L L 1 1 1 1 1 1
2 1.0 X o Wiem?) | = L
= o //em [=}
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@ \ I
= 0.8 \ 0.12 Zo.
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— f \ — .60 =]
e 2
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Z T T T T T T m T T T T T T
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Piksel gegis siiresi (us)

Piksel gegcis siiresi (p1s)

Sekil 4. (a) Akis hiz1 20 pL/dk olan FMN molekiiliiniin normalize floresans sinyalinin farkli lazer uyarim
siddetlerinde incelenmesi, (b) ayni akis hizinda FMN molekiiliiniin elektronik durum popiilasyonlarinin 3.62
kW/cm? uyarim siddeti altinda zamana gére degisimi. (¢) Akis hiz1 2000 pL/dk olan FMN molekilinin
normalize floresans sinyalinin farkli lazer uyarim siddetlerinde incelenmesi, (d) ayni akis hizinda FMN
molekiiliiniin elektronik durum popiilasyonlarinin 3.62 kW/cm? uyarim siddeti altinda zamana gore degisimi. 4
grafikte de yer alan gri kesikli ¢izgi karanlik durumlarin olmadig, lazerin kendi uyarim profilini gdstermektedir.
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bir stirede gegisini tamamlamaktadir ve bu siire i¢inde
1isikla agararak foto-bozunuma ugrayip B durumuna
geegis yapmasi beklenmektedir. Sekil 4(c)’de 2000
uL/dk akis hizi igin simiile edilen normalize
sinyallerdeki zamana bagli bu diisiis daha zayiftir.

Her iki akis hizinda da hangi spesifik karanlik duruma
gecisin  sinyal genliginde diisiise sebep oldugunu
anlamak  amaciyla  bitin  elektronik  durum
popiilasyonlarinin zamana baglh degisim grafikleri
kapsamli bir sekilde incelenmigtir. 3.62 kW/cm?
uyarim siddeti altinda uyarilan FMN molekiilii i¢in 20
pL/dk ve 2000 pL/dk akis hizindaki Sy (t), S;(t), T(t),
R(t) ve B(t) popiilasyonlar1 S$ekil 4(b) ve (d)’de
sirastyla  verilmistir. Her iki akis hizinda FMN
molekiillerinin lazer uyarim alanina girmeden Once
molekillerin tamamen S, durumunda oldugu agik¢a
gorulmektedir. 20 pL/dk akis hizinda (Sekil 4(b)) bu
molekiiller uyarim alanina girmeye bagladigi andan
itibaren Sy, durumundaki FMN molekiilleri 1s1kla

uyarilarak S; durumuna ve hemen akabinde karanlik T,
R ve B durumlarina da geg¢is yapmaya baglamistir.
Diisiik akis hizinda bile molekiillerin R durumuna
gecmeden once T durumuna gegtikleri agikca
goriilmektedir. Bu sonu¢ olduk¢a anlamlidir ¢linkii T
durumuna gecisler yalnizca birkag ps surerken, redoks
radikallerinin olusumu ms’ler icinde
gergeklesmektedir. Molekiiller uyarim alaninin en diiz
tepeli kismina ulastiginda ise geri doniisii olmayan B
durumuna gecislerin yiiksek oranda artis1 acik bir
sekilde ortaya ¢ikmistir. FMN molekiillerinin bir kismi
lazer uyarim alanindan uyarilarak ¢iktiklar: bolgede B
durumuna gecerek foto-bozunuma ugradiklari igin S,
popiilasyonunda baslangica gore yaklasik %10
oraninda diislis gozlemlenmistir. Diger yandan T, R ve
B popiilasyonlarina kiyasla S; popiilasyonu uyarim
alan1 bolgesinde oldukca diisiiktiir ancak popiilasyon
degeri 0’a esit degildir, bu sebeple diger
popiilasyonlara kiyasla sinyal egrisi diiz ¢izgi olarak
gbzlemlenmistir. Bu davranis fiziksel olarak oldukca

Tablo 2. FMN molekiiliiniin elektronik durumlarina farkli konsantrasyonlarda eklenen etanol, askorbat ve
triptofan molekiillerinin etkisinin arastirilmasinda kullanilan molekiil akis hizlar1 ve fotofiziksel parametreler.

Eklenen  C* Akis hizlart  tpyy Kisc k Kred Kox kp
Molekll  (%v/iv-mM) (uL/dk) (ns) (us™1)  (us™H  (us7Y) (us™1) (us™1)
0.0 0.81 0.030
0.1 1 0.025
0.3 1.20 0.021
Etanol 0.65 20-2000 4.7 82 1.52 0.017 0.018 0.0016
0.71 1.98 0.015
0.82 2.48 0.013
0.9 3.04 0.011
0.95 3.62 0.009

0.0 0.027
0.05 0.077
0.1 0.127
0.2 0.227
Askorbat .3 20-2000 4.7 82 0.72 0.327 0.019 0.0018
0.4 0.427
0.5 0.527
0.7 0.727
1.0 1.027
0.0 0.035
0.05 0.085
0.1 0.135
0.2 0.235
Triptofan .3 20-2000 4.7 82 0.76 0.335 0.028 0.0016
0.4 0.435
0.5 0.535
0.6 0.635
0.7 0.735
1.0 1.035

*C eklenen molekiiliin konsantrasyon degerini temsil etmektedir.
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Sekil 5. (a) 20 uL/dk ve (b) 2000 pL/dk akis hiziyla 3.62 kW/cm? uyarim siddeti altinda lazer uyarim alanindan
gecen FMN molekiillerinin normalize sinyal egrilerine triplet (T), radikal (R) ve 1s1kla agarma (B) durumlarinin
tekil etkisi. Gri kesikli ¢izgi karanlik durumlarin olmadigi, lazerin kendi uyarim profilini géstermektedir.
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Sekil 6. Maksimum lazer uyarim siddeti (3.62 kW/cm?) altinda 2000 uL/dk akis hiztyla lazer uyarim alanindan

gecen FMN molekiillerinin normalize floresans sinyallerine farkl kiitle fraksiyonlarinda (a) etanol, (b) triptofan

ve (c) askorbat molekdllerinin etkisi. (d) Ayn1 uyarim siddeti altinda askorbat etkisinin 500 puL/dk akis hizinda
incelenmesi. Gri kesikli ¢izgi karanlik durumlarin olmadig, lazerin kendi uyarim profilini géstermektedir.

anlamlidir ve FMN molekiiliiniin neden zayif 1s1ma  uyarim alanindan yalnizca birkag ps iginde gectikleri
yaptigini agik bir sekilde gostermektedir. Sekil 4(d)’de  ig¢in ms zaman skalasinda gerceklesen foto-bozunum
FMN molekulleri i¢cin 2000 pL/dk akis hizinda simiile ~ veya redoks reaksiyonlarina girecek siireye sahip
edilen elektronik durum popiilasyonlarina bakildiginda  degillerdir. Bu sebeple simiile edilen R ve B
ise T durumuna gegislerin diger karanlik durumlara  popiilasyonlarinin T popiilasyonuna gore ¢ok daha
gore cok daha belirgin bir sekilde goriildiigli ortaya  diisiik seviyede oldugu gézlemlenmistir. 2000 pL/dk
ctkmustir. Yiiksek hizda hareket eden FMN molekiilleri  akis hizi  igin  yapilan elektronik popiilasyon
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simiilasyonlarinda S, popilasyonunun 20 pL/dk akis
hizinda elde edilene gore bir miktar daha yiiksek
oldugu goriilmiistir. Bu nedenle Sekil 4(c)’deki
normalize floresans sinyallerinin genlik degerlerindeki
zayiflamanin Sekil 4(a)’da simiile edilen egrilere gore
daha az oldugu anlasilmistir.

Bu bulgulart dogrulamak amaciyla Sekil 2(a)’da
sunulan fotofiziksel modeldeki her bir karanlik
durumun iki farkli akis hizindaki tekil etkisi ayrica
arastirilmustir ve 3.62 kW/cm? uyarim siddeti altinda
simiile edilen normalize floresans sinyalleri Sekil 5(a)
ve (b)’de 20 pL/dk ve 2000 pL/dk akis hizlar igin
sirastyla verilmistir. Her iki grafikte de F sinyali (mavi
cizgi) tim karanlikk durumlarin ihmal edildigi
normalize floresans sinyalini, F ve T sinyali (turuncu
cizgi) F ile tek karanhik durum olarak tripletin var
oldugu sinyali, F, T ve R sinyali (yesil ¢izgi) F ile
birlikte triplet ve radikal durumlarin var oldugu sinyali,
F, T, R ve B (kirmiz1 ¢izgi) ise floresans sinyali dahil
diger tim karanlik durumlarin var oldugu sinyali
gostermektedir. Sekil 5(a)’da sunuldugu gibi 20 pL/dk
akis hiz1 boyunca simiile edilen normalize sinyaldeki
genligin azalmasinin temel sebebi FMN molekiillerinin
geri doniisii olmayan B durumuna gegisleridir ve bu
analiz 6nceki simiilasyon sonuglarini dogrulamaktadir
[48]. B durumuna gecisin ihmal edilip yalmizca T
ve/veya R durumlar1 kullanilarak simiile edilen
sinyaller (turuncu ve yesil sinyaller) molekiiliin
yalnizca F sinyaliyle (mavi sinyal) kiyaslandiginda
aralarinda biyik bir fark olmadigi anlasilmistir.
Yalnizca siirekli lazer uyarmmimin oldugu, redoks
reaksiyonuna sebep olan ek ajan molekdillerinin
eklenmedigi bir deney ortaminda R durum
popilasyonunun  6nemli  derecede  degismesi
beklenmemektedir, dolayisiyla bu bulgular oldukga
anlamlidir. FMN molekiillerinin 2000 pL/dk akis
hizinda F ile yalmizca T durumunun dahil edilerek
simile edildigi egriden T durumuna gegisler Sekil
5(b)’de net bir bicimde ayirt edilebilmektedir. Bu tiir
yiiksek akis hizinda molekiiller birkag ps i¢inde uyarim
alaninda gectiklerinden dolayt T durumuna gegislerin
¢coziimlenebilmesi beklenmektedir. R ve B durumlarina
gecislerin var oldugu sinyal egrileri yalnizca tripletin
oldugu (turuncu) egri ile birbirine yakindir. Yalnizca B
durumunun ihmal edildigi simiilasyon egrisi (yesil) ile
B durumunun dahil edildigi simiilasyon egrisinin
(kirmizi) st {iste binmesi, B durumunun bu akis
hizinda etkisiz oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu hiz
degerinde molekiiliin uyarim alanindan gecis siiresi
floroforlarin 1g1kla agarmasi igin yeterli degildir ve
foto-bozunum 6nlenmektedir. Bu ¢aligma sonuglari
onerilen yontemin FMN gibi 1s18a duyarli olan
otofloresan koenzimlere ait karanlik elektronik durum
popiilasyonlarinin hangi akis hizlarinda
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Olgiilebilecegini ve hangi deneysel parametrelerle
manuel sekilde kontrol edilebilecegini ispatlamustir.

FMN molekullerinde T popiilasyonu ortamdaki oksijen
konsantrasyonuna dogrudan baglidir ve molekiiler
oksijen T popilasyonunu soniimleyebilme (triplet
quenching) 6zelligine sahiptir [49]. FMN ¢ozeltisine
farkli hacim fraksiyonlarinda etanol eklendiginde
oksijen  ¢oziniirliglinin  kontrol  edilebilecegi
tartistlmaktadir. FMN ¢d6zeltisine eklenen etanoliin T
durumuna etkisi TRAST ile aragtirtlmig olup bu
yontemle elde edilen fotofiziksel parametreler Tablo
2’de verilmistir. Bu ¢alismada sunulan spektroskopik
yontem kullanilarak FMN molekiiliindeki karanlik T
durumunun ¢ozeltiye eklenen etanol miktari ile kontrol
edilip edilemeyecegini ortaya c¢ikarmak amaciyla
niimerik simiilasyonlar yapilmistir ve sonuglar Sekil
6(a)’da sunulmustur. 3.62 kW/cm? lazer uyarim siddeti
altinda ve 2000 pL/dk akis hizinda FMN ¢6zeltisindeki
etanol miktarmim artirilmasiyla ortamda oksijen
konsantrasyonu artmistir. Bu artisa bagli olarak T
popiilasyonunun giderek azaldigi ve 95 %v/v etanol
kiitle fraksiyonuna ulasildiginda ise T durumunun
neredeyse tamamen soniimlendigi agikca
gozlemlenmistir. Bu bulgular 6nerilen yontemin FMN
molekiliniin T populasyonunu kontrol edebilme
kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir.

T’nin yani sira enzimatik reaksiyonlarda aktif olarak rol
alan FMN molekiilleri i¢in radikal durumlarin
olusumlar1 test edilmistir. Tornmalm ve Widengren,
FMN ¢ozeltisine farkli konsantrasyonlarda triptofan ile
askorbat ekleyerek FMN molekiliinde radikal
durumlarin  nasil  etkilendigini arastirmigtir  ve
bulduklar1 fotofiziksel ge¢is hizlari Tablo 2’de
raporlanmigtir. Redoks ajanlarinin varliginda tekrar
belirlenen gecis hizlari, bu c¢alismada Onerilen
mikroskop sisteminde kullanilarak normalize sinyal
egrileri simiile edilmistir. Sekil 6(b) ve (c)’de
goriildiigiic gibi FMN ¢ozeltisindeki triptofan ve
askorbat miktar1 sistematik olarak artirildiginda
karanlik R durumuna olan gegislerin artmasi sebebiyle
normalize sinyal egrilerinde 6nemli miktarda zayiflama
gbzlemlenmistir. Bu sonuglar TRAST ydntemiyle elde
edilen deneysel bulgularla oldukga uyumludur [35].
Genlik degerindeki bu azalmanin temel sebebi statik
sontimleme olup bu fiziksel fenomen simiile edilen
floresans sinyalinde siddetli zayiflama olarak ortaya
cikmigtir [50]. Triptofan ve askorbat eklendiginde T
durumundan R durumuna elektron transferine bagh
olarak  foto-indirgenmis  radikallerin  olustugu
diistiniilmektedir ve bu radikallerin olusmasi 2000
pL/dk gibi yiiksek akis hizinda bile normalize floresans
sinyal genliginde diigsiise sebep olmustur. Askorbat
konsantrasyonuna bagli bu etkinin daha diisiik bir
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Sekil 7. (a) Akis hiz1 20 pL/dk olan FAD molekiiliiniin normalize floresans sinyalinin farkli lazer uyarim
siddetlerinde incelenmesi, (b) ayni akis hizinda FAD molekiiliiniin elektronik durum popiilasyonlarimin 3.62
kW/cm? uyarim siddeti altinda zamana gére degisimi. (€) Akis hizi1 2000 pL/dk olan FAD molekiiltnin
normalize floresans sinyalinin farkli lazer uyarim siddetlerinde incelenmesi, (d) ayni akis hizinda FAD
molekiiliiniin elektronik durum popiilasyonlarinin 3.62 kW/cm? uyarim siddeti altinda zamana gore degisimi. 4
grafikte de yer alan gri kesikli ¢izgi karanlik durumlarin olmadig, lazerin kendi uyarim profilini

molekiil akis hizinda da (500 pL/dk) gézlemlenebildigi
Sekil 6(d)’de ayrica arastirtlmigtir. Bu akis hizinda
FMN molekiilleri uyarim alanindan daha uzun siirede
gectikleri  icin  foto-indirgenmis  radikal R
popllasyonlarimin daha fazla elektron kazanarak
artmas1 ve floresans 1s1ma degerini daha yiiksek oranda
diigiirmesi olduk¢a anlamli bir sonugtur.

3.2. FAD Molekiilii i¢in Simiilasyon Sonuclar:

FMN koenzimlerinde fotofiziksel gecisler kapsamli bir
bi¢imde incelendikten sonra farkli bir flavin tiirevi olan
FAD molekiilii i¢in benzer simiilasyonlar yapilmistir.
FAD koenzimi i¢in yapilan simiilasyonlarda Sekil
2(b)’deki fotofiziksel model referans alinarak, her bir
elektronik durum populasyonu igin Denklem 7 ve 9
niimerik olarak Python ortaminda ¢ozdirilmiistiir.

Analizlerde ilk adim olarak I, etkisi arastirilmig olup 20
uL/dk ve 2000 pL/dk akis hizlari i¢in simiile edilen
normalize floresans sinyali egrilerinde kullanilan
parametreler Tablo 3’te, grafik veriler ise sirasiyla
Sekil 7(a) ve (c¢)’de verilmistir. FMN’ye benzer sekilde,
20 pL/dk akis hiziyla uyarim alanindan gegen FAD
molekillerine ait normalize floresans sinyal egrilerinin
lazer uyarim alani boyunca I, siddetinin artmasiyla
kademeli olarak azaldig: ortaya ¢ikmistir. Ayni trend
2000 pL/dk akis hizi i¢in de gozlemlenmigtir. FAD
molekiilleri bu yiiksek akis hizinda karanlik durumlara
gegebilmek igin yeterli zamana sahip olmadigi igin
genlikteki azalim daha diisiik ¢ikmistir. Ancak bu iki
akis hizinda da elde edilen normalize genlik
degerindeki azalimm FMN molekiiliine kiyasla (Sekil
4(a) ve (c)) ¢ok daha diisiik oldugu gézlemlenmistir. Bu

Tablo 3. FAD molekiiliiniin elektronik durumlarina I, degerinin etkisinin aragtirilmasinda kullanilan molekiil
akis hizlar1 ve fotofiziksel parametreler.

Akis hizlar TFAD Kisc k¢ Kreq Kox Ky, Kstack Kun—stack
(nL/dK) (ns) (us™")  (us7™h) (us™) (us™) (us™) (us™) (us™)
20-2000 2.7 82 0.81 0.010 0.0081 0.0011 62 33
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Sekil 8. (a) Maksimum lazer uyarim siddeti (3.62 kW/cm?) altinda 20 pL/dk akis hiziyla lazer uyarim alanindan
gecen FAD molekiillerinin normalize floresans sinyallerine farkl: kiitle fraksiyonlarinda etanol etkisi. (b) Foto-
oksidasyon hizinin etanol konsantrasyonuna gére degisimi. (C) Maksimum lazer uyarim siddeti (3.62 kW/cm?)
altinda 2000 pL/dKk akis hiztyla lazer uyarim alanindan gegen FAD molekiillerinin normalize floresans
sinyallerine farkl kiitle fraksiyonlarinda etanol etkisi. (d) Farkli etanol fraksiyonlarinda S, ve P
popiilasyonlarinin degisimi. (a) ve (c)’de gri kesikli ¢izgi ile gosterilen sinyal karanlik durumlarin olusmadigi,
lazer uyariminin normalize sinyalini géstermektedir.

durumun bir sebebi FAD molekiiliiniin floresan 1sima
Omrinin (tpap = 2.7 ns) FMN molekiiliiniin 1s1ma
omrinden (tppmy = 4.7 ns) ¢ok daha kisa olmasidir. Bir
diger sebebi ise FAD molekiilinde yer alan adenin
grubunun izoalloksazin halkasina ¢arparak olusturdugu
katlanmig yapida (P durumunda) bulunma olasiligidir.
FAD molekilleri farkli akig hizlarinda lazer uyarim
alaninin diginda da S, ve P durumunda bulunma
olasiligmma  sahiptir.  Bu  elektronik  durum
popiilasyonlarinin zamana gore degisim grafikleri 20
uL/dk ve 2000 pL/dk akis hizlar ig¢in Sekil 7(b) ve
(d)’de swrastyla verilmistir. Elde edilen grafiklerde
goriildiigii gibi FAD molekiillerinin iki akis hizinda da
P durumunda bulunma olasiligt Sy, S;, T, R ve B
durumlarinda bulunma olasiliklarma gore ¢ok daha
yuksektir.  FMN  molekiiline  kiyasla ~FAD
koenzimlerinde ¢ok daha diisiik oranda olusan floresan
S; durumundan T, R ve B durumlarma gegisler daha
zayiftir ve bu durum Sekil 7(a) ve (c)’deki zayif genlik
kaybina sebebiyet vermektedir. Sekil 7(b)’de
gorildigii tizere 20 pL/dk gibi yavas akig hizlarinda
FAD molekild icin T, R ve B popiilasyonlarinin artigi
acikca gozlemlenmistir. 2000 pL/dk gibi daha yiksek
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akig hizlarinda ise T gegisleri olduk¢a net bir sekilde
ortaya ¢ikmistir. Bu sonug ile FMN’e gore ¢ok daha
zayif olan FAD gibi koenzimlerin karanlik durumlara
gecislerinin  farkli  akis  hizlarinda ayr1  ayn
¢oziimlenebilecegi ispatlanmistir. Lazer uyarim alanina
girmeden 6nce, katlanmis durumda olan FAD molekiil
popilasyonunun (P) katlanmamis agik yapidaki
molekul popilasyonuna (S,) orami 65:35 olarak
bulunmus olup bu sonu¢ TRAST ydntemi ve farkli
deneysel yontemler ile elde edilen oranlara oldukca
yakindir [35, 51, 52]. Bu sonuca ek olarak 2000 pL/dk
akig hizinda uyarim alanina giren FAD’lerde P durum
popilasyonunun 20 upL/dk akis hizina gore arttigt
gbzlemlenmistir. Yiiksek akis hizlarinda FAD molekiil
yapisinda bulunan adenin grubunun izoalloksazin
halkasina ¢arpma olasilig1 ¢ok daha yiiksek oldugu igin
P populasyonundaki artig fiziksel olarak oldukca
anlamlidir. FAD molekiiliiniin katlanma kinetiginin
kontrol edilebilirligini tespit etmek ve karanlik durum
popiilasyonlarinin  nasil  etkilendigini  arastirmak
amaciyla farkli konsantrasyonlarda etanol, sulu FAD
¢ozeltisine eklenmis olup TRAST yontemi ile deneysel
olarak calisilmistir. Bu deneylerden elde edilen
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Sekil 9. Maksimum lazer uyarim siddeti (3.62 kW/cm?) altinda 20 pL/dk akis hiziyla lazer uyarim alanindan
gecen FAD molekillerinin (a) normalize floresans sinyallerine ve (b) R ile B popiilasyonlarina askorbat etkisi.
Ayni lazer uyarim siddeti altinda 2000 pL/dk akis hiziyla lazer uyarim alanindan gecen FAD molekiillerinin (b)
normalize floresans sinyallerine ve (c) R ile B popiilasyonlaria askorbat etkisi. Gri kesikli ¢izgi ile gdsterilen
sinyal karanlik durumlarin olusmadigi, lazer uyariminin normalize sinyalini gostermektedir. (b) ve (d)’de
verilen egrilerde askorbat konsantrasyonunun 0 mM’den 1 mM’ye artisi, renklerin agiktan koyuya dogru
kademeli degisimi ile gdsterilmistir.

parametreler Tablo 4’te listelenmistir. Sekil 8(a)’da
gosterildigi gibi 20 pL/dk akis hizinda hareket eden
FAD molekiillerine 0.7 %v/v oranma kadar farkli
konsantrasyonlarda etanol eklendiginde egrilerdeki
degisimlerde diizenli azalim veya diizenli artig elde
edilmemistir. Normalize floresan sinyal genliginde
sistematik olmayan bu degisimin Sekil 8(b)’de sunulan
ve TRAST yontemiyle elde edilmis olan k., degerleri
ile paralel olarak degistigi anlasilmistir. Kademeli
olarak etanoliin eklenmesi ve ortamdaki oksijen
seviyesinin artmasi ile FAD molekiillerinde triplet
durumun séniimlenmesi beklenmektedir. Bu fenomeni
aragtirmak amaciyla, ayni parametreler kullanilarak
2000 pL/dk akis hiziyla uyarim alanindan gegen FAD
molekiilleri icin normalize floresans sinyalleri simiile
edilmis ve bulgular Sekil 8(c)’de verilmistir. 0 ile 0.3
%v/v arasindaki etanol konsantrasyonlart i¢in
normalize floresans sinyal genliginde artis goriilmiis
olup 0.3 %v/v ve flizeri etanol konsantrasyonlarinda
genlik kademeli olarak azalmaya baglamistir. 0 ile 0.3
%v/v etanol deger araliginda genlikte azalma yerine
artisin  goriilme sebebi, ¢oOziicii ortaminda triplet
popilasyonunu azaltmak igin yeterli miktarda oksijenin
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coziinememesi ile agiklanabilir. C6zlcl olarak suya

gore daha polar olan etanol kademeli olarak
eklendiginde FAD  molekiillerindeki  katlanmis
yapilarin olusma olasiliginin  azalmasi, yani P

popiilasyonunda diisiis beklenmektedir. Sekil 8(d)’de
2000 pL/dk akis hizi igin simiile edilen P ve S,
popiilasyonlarinin ortalama degerlerinin artan etanol
konsantrasyonuna karsi nasil degistigi grafik veri ile
sunulmustur. Ortalama P degeri etanol
konsantrasyonunun artmasi ile azalmig olup katlanmis
durumdaki FAD molekiillerinin  floresan 1g1ma
yapabilen agik yapilar haline doniistigii ortaya
cikmigtir [53]. Boylelikle artan S, durumu ile FAD
koenzimleri dogrudan karanlik P durumuna ge¢cmek
yerine S; durumuna gecerek floresan sinyalinde artisa
sebebiyet vermistir.

FMN gibi enzimatik reaksiyonlarda koenzim olarak rol
alan FAD molekiilleri i¢in radikal gruplarin olusumu
ayrica  arastirilmigtir. ' FAD  ¢ozeltisine  farkh
konsantrasyonlarda  askorbat  eklenerek  FAD
koenzimlerinde radikal durumlarin nasil etkilendigi
TRAST spektroskopisi ile arastirilmis olup dlgiilen
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Tablo 4. FAD molekiiliiniin elektronik durumlarina farkli konsantrasyonlarda eklenen etanol ve askorbat
molekiillerinin etkisinin aragtirilmasinda kullanilan molekiil akis hizlar1 ve fotofiziksel parametreler. Bu
parametreler kullanilarak 20 pL/dk ve 2000 uL/dk akis hizlari i¢in karsilastirmali simiilasyonlar yapilmistir.

Eklenen c* TFAD kisc kt kred kox kb kstack kun—stack
Molekul  (%v/v- (ns) (us™)  (s™h) (us™Y)  (wsTH  (usTH) (us™)  (us™)
mM)
0.0 2.7 0.62 0.0098 62 33
0.1 3.0 0.66 0.0050 56.3 40.7
0.2 3.1 0.72 0.0048 50.6 48.4
Etanol 0.3 3.4 82 0.82 0.011 0.0051 0.00077 44.9 56.1
0.4 3.5 1.12 0.0054 39.2 63.8
0.5 3.8 1.32 0.0047 33.5 715
0.6 4.0 1.44 0.0043 27.8 79.2
0.7 4.2 1.78 0.0034 22.1 86.9
0.0 0.017
0.1 0.057
0.3 0.137
Askorbat 0.35 2.7 82 0.81 0.157 0.011 0.0012 52 33
0.4 0.177
05 0.217
1.0 0.417
yeni fotofiziksel gecis hizlar1 Tablo 4’te listelenmistir. ~ Karanlik durum popiilasyonlarindaki degisimlerin

Bu gegis hizlar1 kullanilarak o6nerilen mikroskop
sistemi i¢in normalize floresans sinyal egrileri ve
elektronik durum popiilasyonlar1 20 pL/dk ve 2000
uL/dk akis hizlari igin ayr1 ayri simiile edilmistir. Sekil
9(a)’da goruldigi gibi FAD ¢ozeltisindeki askorbat
miktar1 0 mM’den 1 mM’ye kademeli olarak
artirtldiginda karanlik R durumuna olan gegislerin artigi
sebebiyle normalize sinyal egrilerinde 6nemli miktarda
zayiflama gozlemlenmistir. Bu zayiflamanin R ve B
popiilasyonlarindaki artigtan kaynaklandigr  Sekil
9(b)’de simiile edilen popilasyon egrileri ile
ispatlanmistir. Bu akis hizinda yiiksek konsantrasyonda
eklenen askorbat molekillerinin  Gzellikle B
populasyonundaki artig1 tetikleyerek foto-bozunuma
sebebiyet verdigi agikga ortaya ¢ikmustir. Bu akis
hizinda FAD molekiilleri uyarim alanindan ms’ler
icinde  gectikleri icin  foto-indirgenmis R
popiilasyonlarinin  daha fazla elektron kazanarak
artmas1 ve floresans 1s1ma degerinin diismesi oldukca
anlaml bir sonugtur. Askorbat konsantrasyonuna baglh
bu etkinin 2000 pL/dk akis hizinda nasil degistigi
ayrica arastirilmis ve sonuglar Sekil 9(c) ve 9(d)’de
Ozetlenmistir. Bu akis hizinda B durumuna gegisler
tamamen  Onlenmigs olup normalize  floresan
sinyalindeki azalimin sebebinin temel olarak R
durumuna olan gecislerden kaynaklandigi tespit
edilmistir (Sekil 9(d)). Bu sonuglar FMN i¢in elde
edilen simiilasyon sonuglar1 ve TRAST yontemiyle
elde edilen dlgtim verileriyle olduk¢a uyumludur [35].
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temel sebebi statik sonumleme (static quenching)
mekanizmasi olup bu fiziksel fenomen simiile edilen
floresans sinyalinde siddetli zayiflama olarak ortaya
cikmustir. Florofor ¢dzeltisine askorbat kademeli olarak
eklendiginde, T durumundan R durumuna gegislerde
elektron transferine bagli olarak foto-indirgenmis
radikallerin olustugu diigiiniilmektedir ve Sekil 9(c)’de
de goriildiigii gibi bu radikallerin olusmasi yiiksek akis
hizinda bile normalize floresans sinyalinde
zayiflamaya sebep olmustur.

3.3. sCMOS Kamera Goriintii Verilerinin Is1
Haritalar1 Yontemi ile Karsilastiriimasi

Mikroakigkan ¢ip iginde uyarim alanindan gegen FMN
ve FAD molekiilleri igin farkli deneysel kosullarda elde
edilen normalize floresan sinyalleri sSCMOS kamera
gorintu verisinden (Uretilmektedir. Deneysel 6lgiim
esnasinda mikroskop sistemine entegre edilmis bir
kamera ile bu koenzimlere veya farkli floroforlara ait
karanlik durum gegislerinin kaydedilerek bilgisayar
ekranindan canli olarak takip edilmesi miimkiindiir
[19]. sCMOS kamera goriintii boyutlar1 akig alanina dik
yonde 233 piksel ve akis yonii boyunca 512 piksel
olarak belirlenmis olup bu goriintiiler lizerinde analizler
yapilmustir. 3.62 kW/cm? altinda 20 pL/dk akis hiziyla
lazer uyarim alanindan gegen FAD molekiillerine
askorbat etkisi Sekil 10(a)’da goriintii verisi olarak
sunulmustur. Burada ilk goriintii verisi karanlik
durumlarin olusmadigi, yalnizca lazerin uyarim alanin
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Sekil 10. 3.62 kW/cm? altinda 20 pL/dk akis hiziyla lazer uyarim alanindan gegen FAD molekiillerine farkli
kiitle fraksiyonlarinda askorbat eklendiginde olusmasi beklenen kamera goriintiilerinin ve normalize floresans
sinyallerinin degisimleri. Simiile edilen goriintii verisinin (a) 2 renk ile (standart SCMOS kamera renk paleti) ve
(b) 3 renkli 1s1 haritas1 yontemleri ile gosterimi. Her goriintii verisinde yer alan kirmiz1 kesikli ¢izgi karanlik
durumlarm olusmadigi, lazerin kendi sinyalini gdstermektedir.

gosterirken kirmizi  kesikli ¢izgi ise bu uyarim
alanindan akis yonii boyunca elde edilen normalize
uyarim  sinyalini  temsil  etmektedir. = Diger
goriintiilerdeki yesil ¢izgi ise akig yonii dogrultusunda
gorinti verisinden elde edilen normalize floresan
sinyalini temsil etmektedir. Kuvvetli redoks ajani olan
askorbatin kademeli olarak 0 mM’den 1’mM’ye
artirtlirken  simiile edilen goriintiilerin akis yonii
boyunca parlaklik degerlerinin giderek zayifladigi ve
normalize floresans sinyal egrilerinin lazerin kendi
uyarim profiline gore giderek azaldigi agik bir sekilde
gbzlemlenmistir. Lazer uyarim alan1 boyunca olusan bu
zayiflamay1 daha kapsamli incelemek amaciyla ayni
goriintii verileri 3 renkli 1s1 haritast yontemi ile Sekil
10(b)’de yeniden simiile edilmistir. Elde edilen 1s1
haritalarinda askorbat miktarinin artirilmasiyla olusan
goriintil alaninin giderek sol tarafa dogru kaydigi ve
goriinti  alaninin  genisledigi agik bir bicimde
gozlemlenmistir. Karanlik radikallerin  ve 1gikla
agarmis durumun olusumunun iiretilen 1s1 haritalarinda
kolaylikla gozlemlenebilmesi, bu ¢alismada onerilen
yontemin  karanlik  durum  dedektorii  olarak
kullanilabilecegini kanitlamistir.
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IV. SONUC

Bu makalede 1s18a ve ¢Oziicli ortamina duyarli, ¢ok
kiiciik uyarim kesit alanina sahip ve zayif floresan
1sima yapabilen FMN ve FAD koenzimlerinin
fotofiziksel gecislerini ¢6ziimleme kapasitesine sahip
mikroakigkan temelli bir floresans mikroskop sistemi
icin niimerik modelleme ¢aligmalar1 sunulmustur. FMN
ve FAD’nin molekiiler yapisi, fotofiziksel 6zellikleri ve
girdikleri reaksiyonlar g6z énunde bulundurularak her
iki molekiil ic¢in farkli elektronik durum modeli
kullanilmistir. Bu modellerde yer alan elektronik
durumlar 1. mertebeden lineer diferansiyel denklem
sistemi olarak ele alinmis olup her bir elektronik durum
popiilasyonu zamana bagli olarak  ¢6ziilmiis,
mikroakigkan ¢ip ile lazer uyarim alaninin geometrik
boyutlar1 ve mikroskop parametreleri kullanilarak
gOrintii ve sinyal verisi olarak elde edilmistir. 20 uL/dk
ve 2000 pL/dk akis degerleri i¢in farkli deneysel
kosullarda TRAST ydntemiyle 6l¢iilmiis fotofiziksel
gecis hizlart mevcut c¢aligmalardan toplanarak bu
calismada onerilen yonteme uyarlanmustir. Tki akis
hizinda da FMN ve FAD molekiillerinde lazer uyarim
siddetinin artirilmasiyla karanlik durumlara gegislerin
arttigit  gozlemlenmis olup normalize floresan
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sinyalinde  zayiflama  gozlemlenmistir. =~ FMN
molekiiliine farkli miktarlarda etanol eklenerek
ortamdaki oksijen miktarinin artmasi sebebiyle triplet
sontimlemesi 2000 plL/dk akis hizinda basarili bir
sekilde gozlemlenmigtir. Farkli akis hizlarinda FMN
molekiiliine askorbat ve triptofan gibi redoks ajanlari
eklendiginde simiile edilen sinyal egrilerinde zayiflama
gorilerek  foto-indirgenmis karanlik radikallerin
olustugu ortaya c¢ikmustir. Normalize floresan
sinyalindeki ayni zayiflama FAD molekiili i¢in de
gbzlemlenmis olup ozellikle 20 pL/dk akis hizinda
foto-indirgenmis karanlik radikallerin olusumuna ek
olarak bu molekullerin kuvvetli bir sekilde foto-
bozunuma ugradigi ortaya ¢ikmistir. FAD molekdiliine
kademeli olarak etanol eklenmesi sonucunda triplet
sonimlemesinin ancak yuksek etanol
konsantrasyonlarinda  gerceklesebildigi ve etanol
eklenmesi ile katlanmis yapidaki FAD molekil
popiilasyonunun giderek azaldigi ortaya c¢ikmustir.
Sinyal  analizlerine ek  olarak, sinyallerin
olusturulmasinda  kullanilan ~ goriintii  verilerinin
analizleri kapsamli bir sekilde gerceklestirilmistir.
FAD fotofizigine askorbat etkisi 2 renkli sCMOS
kamera goriintii verisi olarak simiile edilmis olup daha
sonrasinda 3 renkli 1s1 haritasina doniistiiriilerek
birbiriyle kiyaslanmistir. Uretilen 1s1 haritalarindan
FAD molekiillerinde olusan karanlik durumlar, lazer
uyarim alani {izerinde olusan goriintiide genisleme,
daralma ya da kayma gibi etkiler olarak ortaya
¢ikmistir. Farkli deneysel yontemlerle elde edilen
fotofiziksel parametreler kullanilarak yapilan niimerik
simiilasyonlar, bu aragtirmada 6nerilen yontemin flavin
gibi zayif molekiillerin fotofiziksel gecislerini basarilt
bir sekilde ¢oziimleyebildigini kanitlamigtir. Sunulan
yontem ve simiilasyonlar 1gima yapabilen farkli tip
floroforlara uyarlanabilecek olup hangi deneysel
kosullarda daha etkin bir sekilde Ol¢iimler
yapilabilecegi ile ilgili ngorii ve optimizasyon imkant
saglayacaktir.
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