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OZET

Reaktif oksijen tiirleri diisiik yogunlukta oldugu zaman, enfeksiyonlara karsi savunma,
kanser hiicrelerini Oldiirme gibi avantajlar1 vardir. Yaslanma, inflamasyon ve
radyasyon gibi dis etkenlere maruz kalma sonucunda oksidatif denge bozularak
Reaktif Oksijen Tiirleri (Serbest radikaller) artar ve DNA, proteinler, niikleik asitler
ve membran lipidlerinde oksidatif hasar meydana gelir. Bu hasarlar sonucunda kanser,
ateroskleroz, kalpte iskemi vb. ciddi hastaliklara yol agar.

Bu tez ¢aligmasinda, suda ¢oziinebilen ve hipoklorit iyonuna duyarl kemiliiminojenik
bir bilesigin 1 tasarimi ve sentezi gerceklestirilmistir. Tasarimi ve sentezi
gerceklestirilen bu yeni bilesigin yapisal karakterizasyonu, fotofiziksel 6zellikleri ve
floresans ve kemiliiminesans 1s1ma yapabilme yetenegi spektroskopik yontemler (‘H
NMR, 3C NMR, LCMS, absorbsiyon, emisyon ve kemiliiminesans spektroskopileri)
kullanilarak aydinlatilmistir. Belirteg, biinyesinde barindirdigi dihidrofitalizindion
tabanli linite ile kemiliiminesans yapma yetenegine ve hipoklorit gibi nemli bir reaktif
oksijen tiirline kars1 duyarlhilik gostermistir. Elde edilen belirte¢ 1 tamamen sulu
ortamda ¢oziinerek fizyolojik pH’da hipoklorite karsi ¢ift kanaldan (florojenik ve
kemiliiminojenik) duyarli olmasi bakimindan emsallerinden daha {istlindiir.

Anahtar Kelimeler: Sodyum Hipoklorit, Floresans, Dihidroftalazindion,
Kemiliiminesans.

Eyliil, 2021; 49 sayfa
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M.Sc. THESIS
A HIPOCLORIDE ION SENSITIVE CHEMILUMINOGENIC MARKER
Seyma OCAKCI

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology and Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Fatih ALGI

ABSTRACT

Low concentration of reactive oxygen species (ROS) can be useful in immune deffence
against infections or treatment of cancer cells. As a result of exposure to external
factors such as aging, inflammation and radiation, oxidative balance is disrupted,
which results in increased ROS levels. This may cause oxidative damage in DNA,
proteins, nucleic acids and membrane lipids. Concequently, some pathological
conditions including cancer, atherosclerosis, ischemia in the heart etc. may arise.

In this thesis, the design and synthesis of a new water soluble chemiluminogenic probe
was carried out. Structural characterization and photophysical properties including,
absorption, fluorescence and chemiluminescence, were elucidated using spectroscopic
methods (‘H NMR, *C NMR, LCMS, absorption, emission and chemiluminescence
spectra). It was shown that compound 1 was highly selective and sensitive to
hypochlorite ion among many other species since it contains dihydrophthalazinedione
unit. Furthermore, it can give dual-channel (fluorogenic and chemilumiogenic)
response to hypochlorite, which render 1 highly versatile compared to precedent
analogues.

Keywords: Sodium Hypochlorite, Fluorescence, Dihydrophthalazinedione,
Chemiluminescence.

September, 2021; 49 pages
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spektrumu (0.01 M PBS, pH=7,4, Aex= 270 nm kemiliiminesans
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1. GIRIS

Elektronik olarak uyarilmis tiirlerin; UV — VIS veya kizilotes1 foton yaymasi
“liiminesans” olarak adlandirilir. Isim latince “liimen = 151k kelimesinden gelmekte
ve ilk olarak fizik¢i bilim adamlar1 tarafindan “liiminescenz” olarak tanimlanmistir
[1]. Ayrica liiminesans, elektromanyetik 151k yaymasi nedeni ile 1sildama olarakta
bilinir ve diger elektromanyetik 151k yayan sistemlerden ayirt edici Ozelligi ise
kaynagin 1sisinda bir degisme meydana gelmeden 1sin yaymasidir. “Soguk 1s1k”

olarakta bilinen liiminesans bu yoniiyle siyah cisim 1gimasindan ayrilir.

Liiminesans herhangi bir maddenin dis bir uyaric1 kaynaktan aldigi enerjinin, bir

boliimiinii elektromanyetik 1s1nim olarak yaymasidir [2].

Uyarma islemi 151k ile yapilirsa fotoliiminesans, 1s1 kaynakli uyarici ile yapilirsa
termoliiminesans, kimyasal bir tepkime kaynakli uyarici ile yapilirsa kemiliiminesans,
elektrik kaynakli uyarici ise elektroliiminesans, biyolojik bir molekiil kaynakli uyarici
ise biyoliiminesans olarak adlandirilir. Liiminesans c¢esitleri siniflandirilmistir (Sekil

1.1).

Luminesans Turleri

Fotoliiminesas I\cmlllu.lcsun\ Iermoliiminesas Flektroliiminesss Biyoliiminesans
Ui':rm} kllslk Uyarlc;( ]ﬁlmyasal [{(}"anc'tlklISl Uviition, slektiiic Uyanr biyolojik
ynakh reaksiyon aynakl 7 1 Lol
Pt kaynakh molekiil kaynakh

1. Floresans HylaKi

2. Fosforesans

Sekil 1.1 Uyarici kaynakli liiminesan 1s1ma cesitleri

Uyarma ile olusan yiiksek enerjiden kaynakli 1s1ma sirasinda Si’den So’a doniiyorsa

emisyon, uyartlmis Ti’den So’a doniiyorsa fosforesans ortaya c¢ikar sz konusu



liiminesans ¢esitleri ve enerji transferleri Jablonski diyagraminda gosterilmistir. (Sekil
1.2).

S Uyarilmis titresimsel haller
n

A= Absorpsiyon

F= Floresans (emisyon)
S, P= Fosforesans

S= Singlet hal

IC T= Triplet hal

IC=I¢g donusum

ISC= Sistemler arasi gegis

VAN

ISC

Enerji

LP

Sekil 1.2 Jablonski diyagramu.

Liiminesans, UV (mor 6tesi), Vis (goriiniir 151k) ve IR (kizilotesi) isinlar gibi

elektromanyetik spektrumunun farkli yerlerinde foton emisyonu yayabilir. (Sekil 1.3).



ELEKTROMANYETIK SPEKTAUM

Bil =& w) o
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Sekil 1.3 Elektromanyetik spektrum (URL1).

1.1 Kemiliiminesans (KL)

Uyarmanin ger¢eklesmesi i¢in uyaricinin 1s1k, 1s1, elektrik vb. yerine bir kimyasal
tepkimenin veya kimyasal reaksiyon sonucunda gergeklesmesine kimyasal 151l 151ma
(KL) denir. Organik bilesikler sinifinda olan kimyasal 151l 151ma yetenegine sahip olan
bilesikler, 1,2-dioksetanlar, okzalat esterleri ve luminol, luminol benzeri bilesikler
seklinde tanimlanir. Kimyasal 1511 1s1ma yetenegine sahip bilesikler, analitik
uygulamalarda [3-5], klinikte, [6,7], metal analizleri [8-10], peroksit analizleri [11-13]
ve gen caligsmalarinda [14] gibi bircok alanda kullanilabilmektedir. Giinliik hayatta
elektirigin olmadig1 yerlerde veya durumlarda light stick olarak kullanilirlar, light stick
soguk 151k kaynagi oldugundan dolayi 1s1 agiga ¢ikmasi durumu s6z konusu olmaz. Bu
yapilarin en 6nemli ve en ¢ok bilinenleri, 1,2-dioksetan, dihidrofitalazindion ve

okzalat esteridir [15,16].
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1,2-dioksetan luminol okzalat esteri

Sekil 1.4 Luminol tiirevi bilesiklerin kimyasal yapilari.

Sekil 1.5 light stick (URL2).

Luminol benzeri bilesikler, sicaklik, 1sikk ve olumsuz ¢evre kosullarinda bile

kararliliginmi korur.

Luminol ve luminol bazli bilesikler icin gerceklesen kemiliiminojenik 1s1ma

mekanizmasi [17] Sekil 1.6” da gosterilmistir.



Luminol NH, IO NH, OH NH, O

NH N N N
. 1 _— | 1 + H
bire NH N N
oksidasyonu I - -
o} OH OH
) o 02 R Keto-enol tautomerizmi ve luminoliin iyonizasyonu
Luminol Radikali 02-
NH, O NH, O
3
N ON
Luminol Endoperoksit /N N
OH OH
Luminol Radikali Luminol Endoperoksit
(uyarilmis hal)
\/ Foton (hv)
Aminofitalat

Aminofitalat
(temel hal)

Sekil 1.6 Luminol ile luminol tabanli bilesiklerin kemiliiminesans 1s1ma mekanizmasi.

Isima mekanizmasinda, luminol elektron oksidasyonu sonucunda oksijen agiga
¢ikararak luminol radikaline doniislir. Ag¢iga ¢ikan oksijen ile reaksiyona girerek
luminol radikali, luminol endoperoksite doniismektedir. Luminol endoperoksit
uyarilarak, foton agiga ¢ikararak aminofitalat hale doniisiir. Foton agiga ¢iktiktan sonra

aminofitalat temel hale doniisiir.

1.2 Luminol Bazli Kemiliiminesans Bilesikler

Kimyasal 1511 151ma yetenegine sahip olan luminol, kemiliiminojenik 1s1ma sayesinde
oldukca duyarli bir bigimde kimyevi ve biyolojik cinsteki bilesiklerin tayini ve
incelemesinde kullanilir. Luminol bilesiginin yapisinda bulunan dihidrofitalazindion
halkas1 hidrojen peroksite karsi hassasiyet gosterdiginden dolayr hidrojen peroksit

tespitinde kullanilmaktadir [18].

Diger yandan, glikoz [19], adenin [20], folik asit [21], laktik asit [21], dopamin [22]
gibi baz1 6nemli biyolojik bilesikleri tespit etmek ve analiz etmek i¢in kullanilir. En
onemli uygulama alanlarindan biri adli tipta kan bulgusu analizidir. Hizli, hassas ve
secici Ozelligi nedeniyle [23-30] olay mahallinde kan kesif arastirmalarinda yaygin

olarak kullanilmaktadir.



Onemli bir bilesik olmasina ragmen, dezavantajlari da vardir;

" Coziiciilerde tamamen ¢6ziinmemesi

. diisiik emisyon kuantum verimi,

- ortamda cesitli interferanslar varsa yaniltici [26] sonuglar vermesi,
. biyolojik bilesiklere geridoniisiimsiiz sekilde deforme etmesidir.

1.3 Hipoklorit

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), cesitli kardiyovaskiiler hastaliklar, serebrovaskiiler
hastaliklar, metabolik hastaliklar ve diger 6nemli insan akut ve kronik hastaliklarda
dahil olmak {izere patofizyolojik siire¢lerde rol oynarlar. Hipoklorit (C1O), patalojik
ve biyolojik siireclerde anahtar rol oynayan reaktif oksijen tiiriidiir. Endojen kaynakli
hipoklorit, bakterileri ve patojenleri ortadan kaldirma yetenegine sahip olan
miyeloperoksidaz enzimi tarafindan katalize edilir. Insan vucudunda asir1 miktarda
bulunan hipoklorit, protein, niikleik asitler ve diger énemli biyolojik molekiilleri
oksitleyerek; doku hasarlarina, bobrek hastaliklarina, kardiyovaskiiler hastaliklarina,

inflamasyona, ndrolojik hastaliklara, ateroskleroza ve kansere yol agmaktadir [31].

Hipoklorit, istenmeyen ksenobiyotikleri ortadan kaldirmak igin elektron tasima zinciri
sirasinda esas olarak oksijenden iiretildikleri iyi bilinmektedir [32]. Bununla birlikte,
asirt Reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminin oksidatif stresi arttirdigi ve bunun da
Alzheimer ve ndron dejenerasyonunun yani sira kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
artrit gibi bazi norodejeneratif hastaliklara yol agabilmektedir. Reaktif oksijen
tiirlerinden biri olan hipoklorit, Miyeloperoksidaz enzimi varliginda kloriir iyonlarinin

H>0:; ile reaksiyonundan olusur [33,34].
1.4 Calismanin Amaci

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismada, literatiirlerde mevcut olmayan bilesik 1, bilesik
36 ve luminoliin birlesimi ile sentezlendi. Daha sonra bilesik 1’in karakterizasyonlar1
(NMR, kiitle spektrumu, absorpsiyon spektrumu, emisyon spektrumu,

kemiliiminesans spektrumu) tamamlanarak yap1 dogrulandi.
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Sekil 1.7 Hedef Bilesik 1 i¢in genel sentez semasi.



2. LITERATUR CALISMALARI

2.1 Luminol ve Luminol Bazh Bilesikler

Geiselhart vd. (2019) Guanidin bazl siiper baz 1,5,7-triaza-bisiklo- [4.4.0] dek-5-enli
(TBD-Bilesik 2), luminole dayali kemiliiminesans (KL) i¢in iki bilesenli sistem olarak
etkinlestirmiglerdir [35].

NH, O NH, O NH, O NH, O
NH 171@ OH/O, o hv o
NH NH DMSO - O
(0] (0]
Luminol Mono-anion 2

Sekil 2.1 H>O; tarafindan tetiklenen bir baz (ve katalizér) varliginda luminoliin
kemiliiminesans reaksiyonu.

Deepa vd. (2018) civaya duyarli, luminol tabanli bir belirte¢ tasarlamiglardir. Civa

(Hg™) derisimin artisina bagl olarak kemiliiminesans siddetinin de arttifin1 ve bu

belirteg ile hiicre goriintiilemesi yaptiklarini bildirmislerdir [36].

0 0
NH NH
NH N
Hg*? A
N O — N O-)

Il 1] ’H +2

N O N 0 M9
]
NH N
NH NH

o) o)

Sekil 2.2 Luminol tabanli Hg* belirteci.

Yang vd. (2020) hidrojen peroksite (H202) kars1 duyarli kemiliiminojenik bir belirte¢
(bilesik 4) sentezlemislerdir. Hiicrelerde ve hayvanlarda hidrojen peroksiti gerck

zamanli olarak izlemislerdir [37].



H
OHC N O/ .
0 0
HOOC X

Sekil 2.3 Dioksetan tabanli hidrojen peroksit belirteci.

Kong vd. (2021) Fe® ve trimesik asitten (H;BTC) olusan metal organik jelin (MIL-
100(Fe) bilesik 5), reaktif oksijen tiirlerini artirarak, kemiliiminesans 1s1ma siddetini
artirdig1 ve bu jelin luminol katalizorii olarak kullanilabilecegini rapor etmislerdir. Bu
jel yapisindaki bilesigin, iirik asit varliginda kemiliiminesans 1sima siddetinin
sonlimlendigini ve buna bagl olarak kemiliiminojenik iirik asit sensorii oldugunu

bildirmislerdir [38].

O -OH
: strong UA Weak
120°C, 1 h Luminol _ - 1 emiluminescence — chemiluminescence
FeCl3.6H0 + yoo _OH S
¢ ¢ MIL-100(Fe) gel
0 0

5

Sekil 2.4 Urik asit sensorii.

Hu vd. (2021) 6 numarali bilesik spesifik olarak Ce (IV) iyonuna duyarl ¢ikmistir. Ce
(IV)’n fosfotaz aktivetesini kemiliiminesans siddetindeki degisiklik i¢in test etmisler

ve Ce (IV)’1n kemiliiminesans siddetini arttirdigini bildirmislerdir [39].

0 Ce(V)
—_—

Sekil 2.5 Ce (IV)’a duyarli kemiliiminojenik sensorti.

Hananya vd. (2017) reaktif oksijen tiirlerinden biri olan singlet oksijeni ('O.) tespit
eden dioksetan tabanli kemiliiminojenik bir belirtec (bilesik 7) sentezlemislerdir. Daha
sonra bu belirteci, hiicre gegirgenligini artirmak i¢in bilesik 8, arjinin, glisin ve sistein
tabanli bir peptid baglanmistir ve hiicre igindeki singlet oksijeni goriintiilemislerdir
[40].



/
c o~ Clg o

HO 0
HO N 0,
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H,N__NH o) H

Sekil 2.6 Dioksetan tabanli singlet oksijen belirteci.

Sun vd. (2018) biyotiyol grubundan olan sisteine karsi duyarli dioksetan tabanli
kemiliiminojenik bir bilesik (bilesik 9) tasarlamiglardir. Fare iizerinde endojen

kaynakli sisteinin kemiliiminesans goriintiilemesini yapmislardir [41].

OEt

Sekil 2.7 Dioksetan tabanli sistein belirteci.
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Sekil 2.8 Kemiliiminojenlerin 10-17 kimyasal yapisi.

Bilesik 10 hidrojen peroksit varliginda kimyasal 1s1ma yapmaktadir. Metal iyonlar
arasinda ise Fe"> iyonuna kars1 hassas ve spesifik olarak duyarli ¢ikmustir [42]. Bilesik
14’{in noétr ortamda SRA’ya kars1 kemiliiminojenik olarak duyarli oldugu edilmistir
[43]. Bilesik 11 ve bilesik 12 kimyasal 1s1ma 6zelliginden dolay1 ppm diizeyde demir-
hemin vb. tespit edilebilecegi not edilmistir [44]. Bilesik 15 ve bilesik 16 i¢in 1s1ma ve
enerji transfer etkinlikleri incelernmistir [45]. Bilesik 13’iin elektro-kimyasal 151l 151ma
yetenegine sahip oldugu belirtilmistir [46]. Bilesik 17°nin H>O» ve Fe (II) varliginda

goriiniir bolgede kemiliiminesans spektrumu verdigi ortaya ¢ikmustir [47].

11



2.2 Hipoklorit Sensorleri

Gangopadhyay vd. (2018) sentezlemis olduklar1 hidroksibenzotiyazolil dihidropirazol
konjugatinin (bilesik 18) oransal olarak hipoklorit sensorii oldugunu rapor etmisleridir
[48].

PET-off

N
0 ocr

—

HO
N CN
\

PET-on

Sekil 2.9 Hipoklorit sensorii.

Zeng vd. (2020) Floresans algilama i¢in suda ¢oziinebilen yeni bir kinolin igeren nitron
tiirevi bir sensor gelistirmislerdir (bilesik 19). Bu sensoriin canli hiicrelerde hem

eksojen hem de endojen ClO 'yu izleyebildigini rapor etmislerdir [49].

Strong Fluorescence Weak Fluorescence Cancer cells
N\ B N+J< ClO N\ 0 /
|
~N Pz o} ~N Pz T~ Plants
I

| 19

Sekil 2.10 Floresan CIO™ sensériiniin kimyasal yapisi.

Jin vd. (2016) Hipokloritin diger iyonlara gore oldukca hassas ve segici floresan bir
prob gelistirmislerdir (bilesik 20). Prob, su orneklerinde ve tatmin edici sonuglarla

sigir plazmasinda hipokloritin kantitatif tespiti i¢in uygulandigini rapor etmislerdir
[50].

12
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Sekil 2.11 Hipokloritin kantitatif tespiti i¢in uygulanan floresan sensor.

Jiang vd. (2020) hipokloriti florojenik ve kolorimetrik olarak tespit edebilen sensor

gelistirmiglerdir [51].

I CHO

Sekil 2.12 Hipokloriti kolorimetrik ve florojenik olarak tespit eden sensor.

Alg1 (2016), diger reaktif oksijen tiirleri arasinda hipokloriti spesifik bir sekilde tespit

edebilen florojenik ve kolorimetrik bir fenantrolin tabanli sensor gelistirmistir [52].

e LY
O COoOr

Sekil 2.13 Hipokloriti spesifik bir sekilde kolorimetrik ve florojenik olarak tespit
edebilen sensor.

Cheng vd. (2021) hem HCIO (hipokloréz asit) hem de H>S’i (Hidrojen siilfit) tayin ve
tespit eden florojenik sensor 23 numarali bilesigi sentezlemislerdir. Bu sensdr, canli
hiicrelerde endojen ve eksojen kaynaklt HCIO ve H>S’1 hizli, hassas ve spesifik olarak

cift kanalli (kirmiz1 ve yesil kanal) bir sekilde tespit ettigini rapor etmislerdir [53].

13
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Sekil 2.14 Hipoklordz asit ve hidrojen siilfiti tespit eden florojenik sensoriin yapisi.

Liang vd. (2021) fenotiyazin ve hemisiyanin bazli bir sensér bilesik 24’ i
sentezlemiglerdir. Bu sensor, reaktif oksijen tiirleri arasindan hipoklorite (C1O") kars1
hassas ve spesifik olarak duyarli oldugunu bildirmislerdir. Hipoklorit varhiginda, 24
numarali bilesik hem absorpsiyon hem de emisyon spektrumlarindaki siddetlerde ciddi
oranda degisiklikler kaydetmislerdir. Sentezlemis olduklari bu sensorii hiicreler

tizerinde de deneyerek hipoklorite karsi duyarli oldugunu dogrulamislardir [54].

N N
/® @ \ 1l
ST A :

Sekil 2.15 fenotiyazin ve hemisiyanin tabanli hipoklorit sensorti.

Wang vd. (2020) piren tabanli bir kolorimetrik ve florojenik olarak hipoklorite karsi
duyarl1 bir sensor sentezlemislerdir (bilesik 25). Bu hipoklorit sensoriinii, atardadamar
iltihab1 olan fareler tizerinde test etmislerdir. Elde edilen sonuglar sensoriin iltihapl
damar hastalifi olan kisilerde de erken tan1 ve teshis i¢in kullanilabilecegini

bildirmislerdir [55].

14
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Sekil 2.16 Bilesik 25 HCIO sensoriiniin yapisi.

Huang vd. (2020) benzotiyazol tabanli, yakin kizilotesi (NIR) bolgede florojenik
olarak hipokloréz asite karst duyarli, mitokondriyal hedefli bilesik 27’yi
sentezlemislerdir. Sentezlemis olduklar1 bu boyanin, hipoklor6z asiti canli hiicrelerde

tespit ettigini ve goriintiilendigini rapor etmislerdir [56].

Q{“ o S@ HCIO Q{“ oH
N N ) ’ CHO

26
CH3 CH3

Sekil 2.17 Yakin kizilotesi (NIR) bolgede, mitokondriyal hedefli floresan hipoklordz
asit sensordl.

Liu vd. (2019) suda ¢oziinebilen, hipokloroz asite florojenik olarak duyarli bir sensor

BODIPY tabanli 27 numarali bilesigi sentezlemislerdir. Sentezlemis olduklar1 bilesik

27’nin, hipokloréz asit varliginda kirmizidan turuncuya dogru bir renk degisimi

gozlemlenmistir. Floresan goriintiilemelerde, 27 numarali bilesigin, hiicre

membranindan gectigini, diisiik toksisite gosterdigini ve endojen ve eksojen kaynakli

hipoklordz asiti goriintiilediklerini rapor etmislerdir [57].

15



NHCOCH; NHCOCHj;

Sekil 2.18 BODIPY tabanli 27 numarali bilesigin yapisi.

Ding vd. (2021) kumarin ve tenoilhidrazini reaksiyona sokarak 28 numaral1 bilesigi
elde etmislerdir. Bu bilesik HC1O’ya kars1 hassas ve spesifik olarak duyarli ¢ikmustir.

Bilesik 28, HCIO tespiti i¢in canli hiicreler {izerinde denenmis ve rapor edilmistir [58].

N “ij b
LN e 0 0 o N (@) (@]
K 28 N

Sekil 2.19 Bilesik 28 kimyasal yapisi.

Wang vd. (2020) hipoklorite duyarl floresan prob sentezlemislerdir. Hipoklorit probu,

mitokondri ve makrofaj hiicrelerindeki hipokloriti tespit etmistir [59].

</ _\>
oo N
O N—N?—I_/

ANO
ST~
.

Sekil 2. 20 Mitokondriyal hipoklorit sensorii.

Luo vd. (2021) 30 numarali bilesigi sentezlemislerdir. Bu bilesik HC1O’yu 8 saniyede
150 kat floresans artis1 ile tespit ettigini ve hiicre goriintiilemesi yaptiklarini

bildirmislerdir [60].
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30

Sekil 2.21 HCIO sensorti.

Wang vd. (2021) dioksetan tabanli HCIO’ya kars1 duyarli kemiliiminesan bir sensor
31 numaral bilesigi gelistirmislerdir. Bu kemiliiminesans sensorle, canli hiicrelerde

ve fareler tizerinde HOCI’nin kemiliiminesans goriintiilemesi yapilmistir [61].

Sekil 2.22 HCIO duyarli kemiliiminesan sensor.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

Kullanilan biitiin kimyasal malzemeler ve ¢oziiciiler Aldrich ve Merck markalarindan
satin alinmigtir. Coziiciiler i¢in uygulanan saflastirma iglemi i¢in genellikle literatiirde

bilinen yontemler kullanilmigtir [62].
3.2 Hedef Bilesik 1 Genel Sentez Semasi

Genel sentez semasi 5 basamak altinda gerceklesmektedir. Hedef bilesik (1) i¢in

genel sentez semast Sekil 3.1°de gosterilmistir.

o _S_/_/

/i
ree OO0y 2 M
_— =
Cog 10°C.2h Ar \ CH4CH,0H, 78°C, 12 h, Ar

(¢} /\
NH HN
NH HN
,ovm 5_/_/ KI CeHysN _§_/_/
HSO,CI, 0°c 481, Ar CeHsCHs , 110 °C, 96 h, Ar
\ NH HN
NzH5OH - —
C4Hg0,-CoHsOH, OO NH
100 °C, 24 h, Ar |
\ o]

NH N

(

NH HN
—

Sekil 3.1 Hedef bilesik 1 genel sentez semasi.

3.3 Bilesik 33 Sentezi

fe
“:OO COH  (cH,c0),0 OO g
COzH 1100C,2h, Ar \
o
32 33

Sekil 3.2 Bilesik 33 sentezi.

32 (4 g, 18,5 mmol) iizerine asetik anhidrit (16 ml) ilave edildi. Reaksiyon 120 dk
boyunca geri sogutucu altinda kaynatildiktan sonra oda sicakligina getirildi (Sekil 3.2).

Kati kisim vakum ile siiziildii ve eser miktarda toluen ile yikandiktan sonra vakum
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etiiviinde kurutuldu. (Kahverengi-sar1 kati, %87 verim, e.n: 248-254 °C.) 'H NMR
(600 MHz, CDCl3) & 8.56 (s, 2H), 8.17-8.14 (m, 2H), 7.85-7.81 (m, 2H); '*C NMR
(75 MHz, DMSO) 6 169.15, 163.81, 135.98, 133.22, 130.90, 130.72.

3.4 Bilesik 34 Sentezi

(0]
o _§_/—/ /
HoN .
o) - N
CH5CH,OH, 78°C, 12 h, Ar (
(0]

\
0]
33 34

Sekil 3.3 Bilesik 34 sentezi.

33 (0.4 g, 2 mmol) etil alkolde (40 ml) ¢6ziildii, argon gazi ile muamele edilmis etil
alkolde (10 ml) ¢oziilmiis 2-Etil hekzilamin (0.4 ml) yavas yavas ilave edildi. Geri
sogutucu altinda bir gece kaynatildi (Sekil 3.3). ITK (1:1 Hekzan:Diklorometan ) ile
takip edilen reaksiyon oda sicakligima sogutuldu. Coken kisim vakum ile kat1 kisim
alind1 ve soguk etil alkol ile yikandi, elde edilen kat1 vakum yardimi ile kurutuldu.
(Beyaz kat1, %60 verim, e.n=120-126 °C, 'H NMR (600 MHz, CDCl;) & 8.25 (s, 2H),
7.99 (s, 2H), 7.64 (s, 2H), 3.60 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 1.86 (bs, 1H), 1.33-1.27 (m, 8H),
0.90-0.85 (m, 6H); '*C NMR (75 MHz, CDCl;) & 168.38, 135.42, 130.23, 129.03,
127.85, 124.46, 42.16, 38.25, 30.56, 28.52, 23.90, 22.99, 14.06, 10.44. LC-MS kiitle
spektrumu C20H23NO; i¢in hesaplanan [M]": 309,17 6lgiilen [M]": 309,98.

3.5 Bilesik 35 Sentezi

“:é HSO4CI, 0°C, 48 h, Ar ”:Z

Sekil 3.4 Bilesik 35 sentezi.

34 (0,204 g, 0,66 mmol) Kloro (metoksi) metan (1,2 ml) ile muamele edildi. Ardindan

argon gazi gecirildi. Reaksiyon 0°C” ye getirildi. Daha sonra karigima HSO3Cl (1 ml)

yavas yavas ilave edildi (Sekil 3.4). Reaksiyon ITK (15:1 hekzan:etil asetat) ile iiriine
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doniisiip donlismedigine bakildi. Karigima diklorometan ve saf su ilave edilerek work-
up yapildi. Organik faz sodyum bikarbonat ile yikandi, magnezyum siilfat ile
kurutulup, stiziildii ve ¢oziicli doner buharlastirict ile uzaklastirildi. Kalan kat1 kisim

kolon kromotografisi yontemi ile saflagtirildi.

35: beyaz kat1, %68 verim, e.n=80-84 °C. '"H NMR (300 MHz, CDCls) § 8.67 (d, J =
8.3 Hz, 1H), 8.36 (s, 1H), 8.06 (d, /= 8.3 Hz, 1H), 7.74-7.62 (m, 2H), 5.08 (d,/="7.0
Hz, 2H), 3.67 (d, J=7.0 Hz, 2H), 1.91 (m, 1H) 1.97 - 1.84 (m, 1H), 1.58 (s, 2H), 1.39-
1.32 (m, 8H), 0.96-0.89 (m, 6H); '3*C NMR (151 MHz, CDCl;) § 168.25, 168.13,
136.13, 135.77, 133.42, 131.65, 130.63, 128.53, 128.48, 127.98, 125.15, 120.26,
43.73,42.21,38.20, 30.48, 28.47,23.81, 23.01, 14.11, 10.42. LC-MS kiitle spektrumu
C21H24CINO3 i¢in hesaplanan [M]": 357,15 dlgiilen [M]": 357,94.

3.6 Bilesik 37 Sentezi
NH HN
o]
_§_/—/ NH HN K CGH15N / _§_/—/
- O
CgH5CH3 , 110 °C, 96 h, Ar \
NH N

NH HN
—
Sekil 3.5 Bilesik 37 sentezi.

36 (0,4 g, 2,272 mmol) ve KI (0,05 g, 0,284 mmol) bir balona alind1 ve 30-35 ml kuru
toluen eklenerek ortamdan azot gazi gecirildi. Karisim manyetik olarak karistirilirken
tizerine kuru NEt3 (0,085 ml, 0,62 mmol) damla damla eklendi. Ardindan 35 (0,2 g,
0,585 mmol) minimum miktarda kuru toluen ile ¢oziiliip ortama eklendi ve karigim 72
saat geri sogutucu altinda kaynatild: (Sekil 3.5). ITK ile takip edilen tepkimede ¢dken
katz siiziilerek alind1; sar1-kahverengi kat1. %83 verim, e.n.: 170-175 °C. "H NMR (600
MHz, CDCl;) 8 8.73 (s, 1H), 8.30 (s, 1H), 8.02 — 7.95 (m, 1H), 7.65 (d, J = 4.8 Hz,
1H), 7.61 (d, J=4.8 Hz, 1H), 4.24 (s, 2H), 3.60 (d, /= 7.9 Hz, 2H), 3.26 (s, 1H), 3.03
(s,2H),2.98 (d,J=4.1 Hz, 2H), 2.92 (s, 2H), 2.81 (s, 1H), 2.63 (s, 10H), 1.82 (s, 1H),
1.26 (t,J=26.5 Hz, 18H), 0.89 (t, /= 7.3 Hz, 4H), 0.85 (t, J= 6.3 Hz, 6H). *C NMR
(151 MHz, CDCls) 6 168.80, 168.09, 137.06, 136.07, 134.54, 131.03, 130.79, 128.79,
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125.18, 121.38, 52.24, 48.34, 46.88, 45.21, 42.22, 38.27, 30.58, 28.53, 23.83, 22.96,
14.02, 10.38. LC-MS kiitle spektrumu i¢in C29H43NsO; igin hesaplanan: 493.34 [M]"
olgiilen: 520.10 [M+Na+H]".

3.7 Bilesik 1 Sentezi

g 2
(L 0w
N > 1

4 C4HgO,-CoH50H, NH
—\ O 100°C, 24 h, Ar o
NH N NH N
(od (o
NH HN NH HN
— —

Sekil 3.6 Bilesik 1 sentezi.

37 (0,01 g, 0,23 mmol) 1-4,dioksan:etil alkol (30 ml, 1:1) karisimi ile ¢oziildi ve
tizerine hidrazin hidrat (1 ml, 0,69 mmol) ilave edildi. Karisim 48 saat geri sogutucu
altinda kaynatildi ve tepkime ITK ile takip edildi (Sekil 3.6). Oda sicakligina getirilen
karisimdan ¢oziicii doner buharlastirici ile uzaklastirildi. %86 verim, sar1 kati. e.n.:
142-145 °C. "H NMR (600 MHz, CDs0D) § 8.96 (s, 1H), 8.71 (s, 1H), 8.17 (d, J= 8.1
Hz, 1H), 7.80 (d, /= 6.8 Hz, 1H), 7.75 - 7.70 (m, 1H), 4.38 (s, 2H), 3.30 (s, 3H), 3.13
(s, 4H), 2.98 (s, 9H), 2.91 (s, SH). '*C NMR (151 MHz, CD;0D) § 157.84, 155.42,
135.61, 134.13, 132.98, 131.39, 129.93, 128.29, 127.42, 124.47, 123.53, 122.31,
57.29, 49.63, 44.94, 4298, 42.31. LC-MS kiitle spektrumu C>1H2sN¢O> igin
hesaplanan: 396.23 [M]" 6lgiilen: 397.04 [M+H]".
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Luminol ile 1,4,7,10- Tetraazasiklododekan olusan iki iinitenin bir araya gelmesi ile
olusan hipoklorit sensoriiniin (bilesik 1) tasarimi, sentezi ve karakterizasyonu
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda bilesik 1 sentezlenip, karakterize edilmistir.
Bilesik 1 fizyolojik kosullarda (0.01M, pH; 7.4 PBS ortami) reaktif oksijen tiirleri
arasinda sadece hipoklorit iyonuna hassas, spesifik ve kemiliiminojenik olarak duyarh

oldugu belirlenmistir.
4.1 Hedef Bilesigin 1 Sentezi

[Ik basamakta bilesik 32 uygun kosullar altinda reaksiyona sokularak bilesik 33
sentezlenmistir. Bilesik 33 'H ve 1*C NMR ile karakterize edilmistir (Sekil 4.1 ve 4.2).

0O
/
QO s OO
COzH 110 OC, 2 h, Ar \
O
32 33
z 3 o}
1 /]
oo
\
(0]
33
“s0 85 80 75 70 €5 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 o0

Sekil 4.1 Bilesik 33 icin '"H-NMR spektrumu (DMSO-ds).
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Sekil 4.2 Bilesik 33 icin '*C-NMR spektrumu (DMSO-dg).

Bilesik 33, geri sogutucu altinda 2-etil hekzilamin ile bilesik 34 %60 verim ile
sentezlendi. Bilesik 33 '"H NMR, 'C NMR ve LC-MS ile karakterize edilmistir (Sekil
43,44 ve 4d.)).

o Yl 5
HoN -
@) - N
( CH3CH50H, 78°C, 12 h, Ar 4
(0]

33 34
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Sekil 4.3 Bilesik 34 bilesiginin "H-NMR spektrumu (CDCl3).

g ¥ A[8gs t 3 g &8 3

$ 5 8%53 o) s 3 #3E% 3

| Y2 / Y2
N
\
0

34
Vi VN
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Sekil 4.4 Bilesik 34 i¢in *C-NMR spektrumu (CDCl5).
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Sekil 4.5 Bilesik 34 icin LC-MS kiitle analizi.

Bilesik 34 klorometil metil eter ile bilesik 35 elde edilmistir. Kolon kromotografisi

yontemi ile bilesik 35 saflastirilmistir. Bilesik 35 '"H NMR, '3C NMR ve LC-MS ile
karakterize edilmistir (Sekil 4.6, 4.7 ve 4.8).

0]
/ A0 C /
O O \ HSO,CI, 0 °C, 48 h, Ar \
o 0
4 Cl
3 35
tHE-ER T g3 REz 33 EEEEEE T H
VN N N V il T SRS
o_$_/_/
/
o
O
Cl 35
‘ l’
“ I
M | ‘ |
' } | } \1 | \‘ W‘ ‘ ‘ ‘
Jw‘vl L lw 4 . S\ e b\--__.»J"L&.
g8 5 8 3 2 2 £ 55 38
8 § 8 3 8 2 8 52 3
9.0 85 8.0 75 70 65 60 5.5 S.0 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 00
f1 (ppm)

Sekil 4.6 Bilesik 35 i¢in 'H-NMR spektrumu (CDCI;).,
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Sekil 4.7 Bilesik 35 igin *C-NMR spektrumu (CDCl5).

2200

Sekil 4.8 Bilesik 35 i¢cin LC-MS kiitle analizi.

Sonraki kademede bilesik 35 ve 36 ile reaksiyona sokularak bilesik 37 %83 verim ile
elde edilmistir. Bilesik 37 '"H NMR, '3C NMR ve LC-MS ile karakterize edilmistir

(Sekil 4.9, 4.10 ve 4.11).
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Sekil 4.9 Bilesik 37 igin '"H-NMR spektrumu (CDCl5).
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Sekil 4.10 Bilesik 37 i¢in '*C-NMR spektrumu (CDCl5).
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Sekil 4.11 Bilesik 37 i¢in LC-MS kiitle analizi.

Hedef bilesigin 1 elde edilmesi i¢in bilesik 37 dioksan:etanol (1:1) ile ¢oziildii ve
{izerine hidrazin hidrat damla damla ilave edildi. Bilesik 1, 'H NMR (Sekil 4.12), 1*C
NMR (Sekil 4.13) ve LCMS-MS (Sekil 4.14) ile yap1 dogrulanmistir.
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N s OOk
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Sekil 4.12 Bilesik 1 icin 'H NMR spektrumu (CD;OD).
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Sekil 4.13 Bilesik 1 igin '3*C NMR spektrumu (CD;OD).
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Sekil 4.14 Bilesik 1 icin LC-MS kiitle analizi.

4.2 Hedef Bilesigin 1 Fotofiziksel Ozellikleri

Bilesik 1 fizyolojik kosullarda (0.01M pH=7.4 PBS) absorpsiyon (Sekil 4.15),

emisyon (Sekil 4.16) ve kemiliiminesans emisyon spektrumlari incelendi.

0.20

= =
- -
(= 3))

Absorbans (a.u.)
S
o
($)}

0.00 L L L L L ' LI I D D B BN B B ) I LI
300 400 500

A (nm)

Sekil 4.15 Bilesik 1 (33 uM) sogurma spektrumu (H2O, Amax= 230 nm).
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Sekil 4.16 Bilesik 1 (3.3 uM) floresans spektrumu. (H20, Aex = 270 nm, Amax= 341
nm).

Hedef bilesigin 1 florojenik ozellikleri g¢esitli Reaktif Oksijen Tirleri (ROT) ve
analitler varhiginda incelenmistir. Bilesigin 1 test edilen analitlerden CIO™ disinda
hicbiri ile etkilesime girmedigi ancak ortama ClO™ eklenmesi durumunda floresans
siddetinde onemli derecede artis oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.17). Bu durum
bilesigin 1 oldukga se¢ici bir CIO™ belirteci olduguna isaret etmektedir. Bilesik 1,
sodyum hipoklorit derisiminin artisina bagl olarak floresans emisyon siddeti de dogru
orantilt olarak artmaktadir (Sekil 4.18). Bilesik 1 i¢in kemiliiminesans spektrumunun
3 boyutlu grafigi Sekil 4.19° da ¢izgi grafigi Sekil 4.20.’de, BAR grafigi ise Sekil
4.21°de gosterilmistir.
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10,, H,0,, tBuOOH, KO,, OH-, tBuO-, ONOO", OH-,
Na,S, KCN, Bu,NBr, Bu,NOH, Bu,NI, Bu,NCI, Bu,PFg,
Bu,NF, K,HPO,, NaN;, Bu,NOAc, Bu,NH,PO,, NaNO,,
sodyum sitrat tribazik-CTB, NaSH, KIO;, Bu,NCIO,,

K;PO,4, Na,CO;, Buy,NBF,, Na,SO,, NaNO,;, NaHSO,,
NaHCO;, KH,PO,, ADP, AMP, ATP, GDP, GMP, GTP, PPi,
GSH, pirolin, histidin, serin, homosistein, lizin, izolosin,
tirozin, fenil alanin, sistein, glisin

600 — 14CIO"
I —_— 1
- !
400+
>
2 j
c -
3 2004 /
E -
0 | | | I ] | | | I | | | | ] I | | | | I
320 360 400 440
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Sekil 4.17 Bilesik 1 (3,3 uM) i¢in cesitli reaktif oksijen tiirleri (33 pM, 02, H2O,,
ClO7, tBuOOH, KO,, OH", tBuO, ONOO", OH", Na;S, KCN, BusNBr,
BusNOH, BusNI, BusNCl, BusPFs, BusNF, K;HPO4, NaN3, BusNOAc,
BusNHoPO4, NaNO;, sodyum sitrat tribazik-CTB, NaSH, KIOs,
BwNCIO4, K3POs4, NaxCOs, BusNBF4, NaxSO4, NaNOsz, NaHSOs,
NaHCOs3, KH,PO4, ADP, AMP, ATP, GDP, GMP, GTP, PPi, GSH,
pirolin, histidin, serin, homosistein, lizin, izoldsin, tirozin, fenil alanin,
sistein, glisin) varliginda floresans emisyon spektrumu (0.01 M PBS,
pH=7,4, hex=270 nm, Amax= 341 nm).
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Sekil 4.18 Bilesik 1 (3,3 uM) i¢in CIO™ (0, 1.5, 1.75, 2, 2.25, 3, 3.5, 3.75 ve 4 eq)
derisimine bagli olarak floresans siddetinin artisi.
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Sekil 4.19 Bilesik 1 (3,3 uM) i¢in CIO- (0, 1.5, 1.75, 2, 2.25, 3, 3.5, 3.75 ve 4 eq)
derisimine bagli olarak floresans siddetinin artisinin 3 boyutlu grafigi.
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Sekil 4.20 Bilesik 1 (3,3 uM) igin CIO™ (0, 1.5, 1.75, 2, 2.25, 3, 3.5, 3.75 ve 4 eq)
derisimine bagl olarak elde edilen floresans siddeti artisinin ¢izgi grafigi.

ClO-
600
500
400
300
F
E— 4 E— =T - - == D
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pe=—d =g -— p==d pe—d p=—d A
0
1 2 3 4 5 6

Sekil 4.21 PBS ortaminda, Bilesik 1 (3,3 uM) floresansi i¢in 1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 2A,
2B, 2C, 2D, 2E, 3A, 3B, 3C, 3D, 3E, 4A, 4B, 4C, 4D, 4E, 5A, 5B, 5C, 5D,
5E, 6A, 6B, 6C, 6D, 6E (H20,, !0,, KO, tBuO., tBuOOH, Na>S, KCN,
BwNBr, BusNOH, BusNI, BusNCl, BusPFs, Bu4NF, K,HPO4, NaNj,
BwNOAc, BusNH2PO4, NaNO», sodium citrate tribazik-CTB, NaSH,
KIO3, BusNClO4, K3PO4, Na2CO3, BusNBF4, NaxSO4, NaNO3z, NaHSO4,
NaHCOs3, KH2POj4) 6F ClO- Bar grafigi.
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Hedef bilesigin 1 ¢esme suyunda florojenik 6zellikleri ¢esitli Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROT) ve analitler varliginda incelenmistir. Cesme suyunda bir¢ok analit (iyon, anyon,
katyon vb.) bulunmasina ragmen Bilesik 1 test edilen analitlerden CIO™ disinda higbiri
ile etkilesime girmedigi ancak ortama ClO™ eklenmesi durumunda floresans siddetinde
onemli derecede artis oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.22). Bu durum bilesigin 1
oldukca segici bir ClO™ belirteci olduguna isaret etmektedir. Bilesik 1, hipoklorit
derisiminin artisina bagl olarak floresans emisyon siddeti de dogru orantili olarak

artmaktadir (Sekil 4.23) Cizgi grafigi Sekil 4.24°de, BAR grafigi ise Sekil 4.25°de

verilmigtir.
10,, H,0,, tBuOOH, KO,, OH-, tBuO-, ONOO-, OH-,
Na,S, KCN, Bu,NBr, Bu,NOH, Bu,NI, Bu,NCI, Bu,PFg,
Bu,NF, K,HPO,, NaN;, Bu,NOAc, Bu,NH,PO,, NaNO,,
sodyum sitrat tribazik-CTB, NaSH, KIO;, Buy,NCIO,,
K;PO,, Na,CO;, Bu,NBF,, Na,SO,, NaNO;, NaHSO,,
NaHCO;, KH,PO,, ADP, AMP, ATP, GDP, GMP, GTP, PPi,
GSH, pirolin, histidin, serin, homosistein, lizin, izolosin,
tirozin, fenil alanin, sistein, glisin
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Sekil 4.22 Bilesik 1 (3,3 uM) igin cesitli reaktif oksijen tiirleri (33 pM, 02, H2O,,
CIO", tBuOOH, KO,, OH", tBuO;, ONOO", OH", Na,S, KCN, BusNBr,
BusNOH, BusNI, BusNCl, BusPFs, BusNF, KoHPO4, NaN3, BuuNOAc,
BusNH2PO4, NaNO;, sodyum sitrat tribazik-CTB, NaSH, KIOs,
BwNCIO4, K3POs4, NaxCOs, BusNBF4, NaxSOs4, NaNOsz, NaHSOs,
NaHCOs;, KH,PO4, ADP, AMP, ATP, GDP, GMP, GTP, PPi, GSH,
pirolin, histidin, serin, homosistein, lizin, izoldsin, tirozin, fenil alanin,
sistein, glisin) varliginda floresans emisyon spektrumu (Cesme Suyu, Aex=
270 nm, Amax= 341 nm).
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Sekil 4.23 Bilesik 1 (3,3 uM) i¢in Cl1O™ (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 eq) derisimine bagl

olarak floresans emisyon siddetinin artisi (Cesme suyu, Aex=270 nm, Amax=
341 nm).
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Sekil 4.24 Cesme suyunda Bilesik 1 (3,3 uM) i¢in CIO™ (0, 1, 2, 3,4, 5, 6 ve 7 eq)
derisimine bagli olarak artan floresans emisyon siddetinin ¢izgi grafigi.
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Sekil 4.25 Cesme Suyunda, Bilesik 1 (3,3 uM) floresansi i¢in 1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 2A,
2B, 2C, 2D, 2E, 3A, 3B, 3C, 3D, 3E, 4A, 4B, 4C, 4D, 4E, 5A, 5B, 5C, 5D,
5E, 6A, 6B, 6C, 6D, 6E (H202, !0, KOs, tBuO., tBuOOH, Na,S, KCN,
BwNBr, BuuNOH, BusNI, BusNCI, BusPFs, Bu4NF, KoHPO4, NaNs,
BusNOAc, BusNH,PO4, NaNO», sodium citrate tribazik-CTB, NaSH,
KIO3, BusNClO4, K3PO4, NaxCO3, BusNBF4, NaxSO4, NaNO3z, NaHSOa,
NaHCOs3, KH2PO4) 6F ClO- Bar grafigi.

Hedef bilesigin 1 kemiliiminojenik 6zellikleri ¢esitli Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) ve

analitler varliginda incelenmistir. Bilesigin 1 test edilen analitlerden ClO™ disinda

hicbiri ile etkilesime girmedigi ancak ortama ClO™ eklenmesi durumunda

kemiliiminesans siddetinde 6nemli derecede artis oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.26-

4.27). Bu durum bilesigin 1 oldukca secici bir CIO™ belirteci olduguna isaret

etmektedir. Bilesik 1, sodyum hipoklorit derisiminin artigina bagli olarak

kemiliiminesans emisyon siddeti de dogru orantili olarak artmaktadir (Sekil 4.28-

4.29). BAR grafigi ise Sekil 4.30°da verilmistir.

37



10,, H,0,, tBuOOH, KO,, OH-, tBuO-, ONOO-, OH-,

Na,S, KCN, Bu,NBr, Bu,NOH, Bu,NI, Bu,NCIl, Bu,PF,
BU4NF, KQHPO4, NaNa, BU4NOAC, BU4NH2PO4, NaN02,
sodyum sitrat tribazik-CTB, NaSH, KIO;, Bu,NCIO,,
K3P°4, Na2C03, BU4NBF4, Nast4, NaNO3, NaHSO4,
NaHCO;, KH,PO,, ADP, AMP, ATP, GDP, GMP, GTP, PPi,
GSH, pirolin, histidin, serin, homosistein, lizin, izolosin,
tirozin, fenil alanin, sistein, glisin

Kemiluminesans

300 350 400 450 500
A (nm)

Sekil 4.26 Bilesik 1 (3,3 uM) i¢in gesitli reaktif oksijen tiirleri (33 puM, 02, H20,
CIO7, tBuOOH, KO, OH", tBuO, ONOO", OH", Na;S, KCN, BusNBr,
BusNOH, BusNI, BusNCl, BusPFs, BusNF, KoHPO4, NaN3, BuuNOAc,
BusNH>PO4, NaNO;, sodyum sitrat tribazik-CTB, NaSH, KIOs,
BwNCIO4, K3POs4, NaxCOs, BusNBF4, NaxSO4, NaNOsz, NaHSOs,
NaHCOs3, KH,POs4, ADP, AMP, ATP, GDP, GMP, GTP, PPi, GSH,
pirolin, histidin, serin, homosistein, lizin, izoldsin, tirozin, fenil alanin,
sistein, glisin) varliginda kemiliiminesans spektrumu (0.01 M PBS,
pH=7,4, Amax= 370 nm).
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Sekil 4.27 Bilesik 1 (3,3 uM) igin cesitli reaktif oksijen tiirleri (33 pM, 02, H2O,,
ClO’, tBuOOH, KO,, OH", tBuO, ONOO", OH", Na;S, KCN, BusNBr,
BusNOH, BusNI, BusNCl, BusPFs, BusNF, K;HPO4, NaN3, BusNOAc,
BusNH2PO4, NaNO;, sodyum sitrat tribazik-CTB, NaSH, KIOs,
BwNCIO4, K3POs4, NaxCOs, BusNBF4, NaxSOs4, NaNOsz, NaHSOs,
NaHCOs3, KH,PO4, ADP, AMP, ATP, GDP, GMP, GTP, PPi, GSH,
pirolin, histidin, serin, homosistein, lizin, izoldsin, tirozin, fenil alanin,
sistein, glisin) varliginda kemiliiminesans spektrumunun 3 boyutlu grafigi
(001 M PBS, pH=7,4, Amax= 370 nm).

Kemiliminesans

300 350 400 450 500
A (nm)

Sekil 4.28 Bilesik 1 (3,3 uM) i¢in C1O0™ (0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 ve 1 eq)
derisimine bagl olarak kemiliiminesans siddetinin artisi.
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Sekil 4.29 Bilesik 1 (3,3 uM) i¢in C1O" (0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 ve 1 eq)
derisimine bagl olarak kemiliiminesans siddetinin artisinin 3 boyutlu

grafigi.
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Sekil 4.30 Bilesik 1 (3,3 uM) kemiliiminesans spektrumu icin 1A, 1B, 1C, 1D, 1E,
2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 3A, 3B, 3C, 3D, 3E, 4A, 4B, 4C, 4D, 4E, 5A, 5B, 5C,
5D, 5E, 6A, 6B, 6C, 6D, 6E (H20,, '0,, KO, tBuO., tBuOOH, NasS,
KCN, BwNBr, BuuNOH, BusNI, BusuNCl, BusPFs, Bu4NF, KoHPOs,
NaN3, BusuNOAc, BusNH>PO4, NaNO,, sodium citrate tribazik-CTB,
NaSH, KIOsz, BusNCIO4, K3PO4, Na,CO3, BusNBF4, NaxSO4, NaNOs,
NaHSO4, NaHCO3, KH>PO4) 6F C1O- Bar grafigi.
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5.SONUC VE ONERILER

Hedef bilesigin 1 genel sentez semas1 Sekil 5.1° de gosterilmistir. Genel sentez semasi
5 basamak altinda ger¢eklemistir. Bilesik 32, asetik anhidrit ile muamele edilerek
bilesik 33 elde edilmistir. Bilesik 33 ise 2-etilhekzilamin katalizorliiglinde bilesik 34
sentezlenmistir. Klorometil metil eter ile bilesik 34’den, bilesik 35 elde edilmistir.
Bilesik 35, 1,4,7,10-tetraazasiklododekan (bilesik 36), potasyum iyodiir ve trietilamin
varliginda bilesik 37 sentezlenmistir. Hidrazin hidrat katalizorliiglinde bilesik 37°den
hedef bilesik 1 elde edilmistir. Tiim bilesikler, 'H NMR, '*C NMR ve LCMS-MS ile
karakterize edilmistir. Hedef bilesigin 1, fotofiziksel 6zellikleri (absorbsiyon, emisyon
ve kemilliminesans spektrumlari) fizyolojik ortamda (PBS, 0.01 M, pH:7.4)
incelenmistir. Reaktif Oksijen Tiirleri varhginda ('O2, H,02, ClO", tBuOOH, KO,
OH’, tBuO', ONOO", OH") fotofiziksel 6zellikler incelendiginde, sadece floresans ve
kemiliiminesans spektrumunda CIO™ ‘ya (0,6545 M) kars1 artis meydana gelmistir ve
kemiliiminesans spektrumunun siddeti hipoklorit (ClO") derisimine bagli olarak
artmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinden biri olan hipokloritin, insan viicudunda fazla
miktarda bulunmasi durumunda, proteinler ve diger biyolojik olarak ©6nemli
molekiillerin yapisin1 veya islevini bozarak c¢esitli hastaliklara (kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser, norolojik hastaliklar, vb.) yol agmaktadir. Sentezlemis oldugumuz
hedef bilesik 1, hem tamamen sulu ortamda (organik ¢6ziicii eklenmeksizin)
¢oziinmesi hem de fizyolojik ortamda spesifik bir sekilde hipoklorite kars1 ¢ift kanall
olarak (hem kemiliminojenik hem de florojenik) duyarli olmasi yoOniinden

avantajhdir. (Sekil 5.2)

o _§_/—/ o
COH  (CHyCO),0 OO HoN .~ OO .
—_—
o 110°C,2h Ar O CH4CH,OH, 78°C, 12 h, Ar

5
NH HN 36
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.
HSO;CI, 0°C, 48 h, Ar \ CgHsCH3 , 110 °C, 96 h, Ar
NH N
NH HN
NyHsOH NH —
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(e}
NH N
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NH HN
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Sekil 5.1 Hedef bilesik 1 genel sentez semasi.
41



Hedef bilesik 1, daha da gelistirilerek visible bolgeden kirmizi bolgeye dogru
kaydirilarak, biyolojik olarak 6nemli biyomolekiillere zarar vermeden hipokloritin

tespiti ve tayini yapilabilir.

10,, H,0,, tBUOOH, KO,, OH, tBuO-, ONOO", OH",

Na,S, KCN, Bu,NBr, Bu,;NOH, Bu,NI, Bu,NCI, Bu,PFg,
Bu,NF, K,HPO,, NaN;, Bu,NOAc, Bu,;NH,PO,, NaNO,,
sodyum sitrat tribazik-CTB, NaSH, KIO;, Bu,;NCIO,,
K;PO,, Na,CO;, Bu,;NBF,, Na,SO,, NaNO;, NaHSO,,
NaHCO,, KH,PO,, ADP, AMP, ATP, GDP, GMP, GTP, PPi,
GSH, pirolin, histidin, serin, homosistein, lizin, izolosin,
tirozin, fenil alanin, sistein, glisin

10;, H,0,, tBuOOH, KO,, OH", tBuO-, ONOO", OH",
Na,S, KCN, Bu,NBr, Bu,NOH, Bu NI, Bu,NCI, Bu,PF;,

Bu,NF, K;HPO,, NaN,, Bu,NOAc, Bu,;NH,PO,, NaNO,,

sodyum sitrat tribazik-CTB, NaSH, KIO;, Buy,NCIO,,
K;PO,, Na,CO;, Bu,NBF,, Na,SO,, NaNO;, NaHSO,,
NaHCO,, KH,PO,, ADP, AMP, ATP, GDP, GMP, GTP, PPi,
GSH, pirolin, histidin, serin, homosistein, lizin, izolsin,
tirozin, fenil alanin, sistein, glisin
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Sekil 5.2 Bilesik 1 (3,3 uM) i¢in ¢esitli analitler varliginda A) floresans spektrumu
(0.01 M PBS, pH=7,4, Lex= 270 nm) B) kemiliiminesans spektrumu (0.01
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