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OZET

Kumarin ve tiirevleri iyi fotofiziksel 6zelliklere ve diisiik toksisite degerlerine sahip olan ve
biyolojik aktivite gosteren bilesiklerdir. Kumarin temelli kemosensorler hedef analitler ile
etkilestiginde absorpsiyon ve floresans sinyallerinde azalma/artma goriiliirken, renk ve
floresan Ozelliklerinde ortam 1s18inda ve UV 15181 altinda belirgin renk degisimleri
gostermektedir. Bu nedenle kumarin temelli boyar maddelerin floresan algilayici olarak
kullanim potansiyelleri oldukca yiiksektir. Bu tez kapsaminda sistein, homosistein ve
glutatyon biyotiyolleri ile farkli mekanizmalar tizerinden etkilesebilecek bir seri kumarin
temelli floresan kemosensér sentezlenmis ve yapilari FT-IR, *H-NMR, 13C-NMR ve HRMS
spektroskopik yontemleri ile aydilatilmistir. Biyotiyollerle etkilesim ¢alismalari fizyolojik
pH degeri olan pH = 7,4 ve biyotiyollerin anyonik forma gecebilecegi pH = 9,2 degerlerinde
UV-GB absorpsiyon ve florimetri yontemleri kullanilarak yapilmistir. Ayrica etkilesim
mekanizmalarinin aciklanmasinda H-NMR spektroskopi yontemi kullanilmistir. Etkilesim
sonuglar1 teorik yontemler kullanilarak da agiklanmaya ¢aligilmistir.
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ABSTRACT

Coumarin and its derivatives have good photophysical properties and low toxicity values
and exhibit biological activity. When coumarin-based chemosensors interact with target
analytes, there is a decrease/increase in absorption and fluorescence signals, while color and
fluorescence properties exhibit significant color changes under ambient light and UV light.
Therefore, the potential for use of coumarin-based dyes as fluorescent sensors is quite high.
In this thesis, a series of coumarin based fluorescent chemosensors that can interact with
cysteine, homocysteine and glutathione biothiols have been synthesized and their structures
have been determined by FT-IR, H-NMR, **C-NMR and HRMS spectroscopic methods.
Interaction studies with biothiols were carried out using UV-GB absorption and fluorimetry
methods at pH = 7.4, which is the physiological pH value, and pH = 9.2, where biothiols can
be converted to anionic form. In addition, *H-NMR spectroscopy method was used to explain
the interaction mechanisms. Interaction results were also explained by using theoretical
methods.
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1. GIRIS

Biyolojik sistemlerde rol alan yapilarin izlenmesi insan metabolizmasini anlagilmasinda ve
cesitli hastaliklarin tedavisinde oldukc¢a onemlidir. Sistein (Cys), homosistein (Hcy) ve
glutatyon (GSH) insan metabolizmasinda Onemli goérevleri olan biyotiyollerdir [1].
Biyotiyoller insan metabolizmasinda belirli bir seviyede bulunmakta ve bu seviye
azaldiginda veya arttiginda, kanser, otoimmiin bozukluklar ve kardiyovaskiiler gibi ¢esitli
patolojik sorunlara neden olmaktadirlar [2]. Bu nedenle biyotiyollerin belirlenmesi olduk¢a

Onemlidir.

Biyotiyollerin belirlenmesi i¢in pek ¢ok yontem mevcuttur. Fakat bu yontemlerin
uygulanmasi gerek hiz gerekse maliyet bakimindan dezavantajlara sahiptirler. Bundan
dolay1 daha kolay uygulanabilir, hizli ve diisiik maliyetli yontemlerin gelistirilmesi

gerekmektedir.

Kemosensorler belirli analitler karsisinda belirli sinyaller iireten kimyasal yapilardir [3].
Kemosensorlerin tirettigi sinyaller kolay ve hizli yontemlerle saptanabilmektedir. Bu da bize
biyotiyollerin segici olarak belirlenmesi i¢in bir yontem sunmaktadir. Kemosensorler ¢esitli
alt birimlerden olusur ve bir kemosensoriin sinyal iireten birimi hedef analitlerin nitel ve
nicel olarak belirlenmesini saglarken algilayict u¢ birimi analitlere karsi secicilik

gostermesini saglar [4].

Bircok farkli alanlarda kullanimlari olan boyar maddeler énemli fotofiziksel ozelliklere
sahip olduklarindan dolayr kemosensorlerin sinyal tireten birimi i¢in segilirler. Boyar
maddelerin fotofiziksel 6zelliklerini ortaya koyan yapilara kromofor ve florofor denir.

Floroforlar kromoforlardan farkli olarak floresans 6zellige sahip olan yapilardir [5].

Iyi bir boyar madde olan kumarin aym zamanda kuvvetli floresans 6zelligine sahiptir.
Onemli fotofiziksel dzelliklere sahip olan kumarinler ayn1 zamanda diisiik toksisiteye sahip
olduklar i¢in biyolojik sistemlerde de goriintiileme ve analitlerin nitel ve nicel olarak
belirlenmesi amaciyla kemosensor olarak kullanilmaktadirlar [6]. Son yillarda, ticari olarak
kullanilan kemosensorlerin pahali ve segiciliklerinin diisiikk olmalar1 (diger analitler ile
girisim yapmasi, ortam pH’inda ¢alismamalari ve ¢oziiniirliik sorunlar1 vb.) nedeni ile bu

alanda yeni kemosensorlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.



Sunulan tez kapsaminda g¢esitli fizyolojik ve patolojik siirecte Onemli rol oynayan
biyotiyollerin hizl1 ve diisiik maliyetle belirlenmesi i¢in 7-siibstitiickumarin temelli yeni bir
seri kemosensor sentezlenmistir. Kemosensorlerin yapilart FT-IR, *H-NMR, *C-NMR ve
HR-MS spektroskopik yontemleri ile aydinlatilmistir. Sentezlenen kemosensorlerin
fizyolojik pH=7,4’te ve biyotiyollerin anyonik formda bulunabilcegi pH=9,2 seviyelerinde
etkilesim calismalar1 yapilmistir. Etkilesimler spektrofotometrik ve florimetrik yontemlerle
incelenmistir. Etkilesim mekanizmasinin belirlenmesi icin *H-NMR spektroskopisi

kullanilmistir. Deneysel sonuglar teorik olarak da agiklanmaya ¢alisilmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemosensorler

Kemosensorler, analitler karsisinda belirli  sinyaller iiretebilen yapilardir [3].
Kemosensorlerin tanimi olarak bilinen “Cambridge tanimina” gore kemosensorler, karmagsik
orneklerde bile belirli bilesiklerin veya iyonlarin varligi hakkinda gergek zamanli ve
cevrimigi bilgi saglayabilen minyatiir cihazlardir [7]. Kemosensorler, sinyal iireten yapi,
analit ile etkilesime giren algilayici ug ve bu ikisini birbirine baglayan bir koprii olmak iizere

ti¢c temel kisimdan olusur (Bkz. Sekil 2.1) [4].

SINYALURETEN YAPI KOPRU ALGILAYICIUG ANALIT

Sekil 2.1. Bir kemosensdriin alt birimlerini ve analite baglanmasini gosteren diyagram.

Etkilesim sonucunda kemosensorler optik veya elektronik olarak yararli sinyaller iiretir [8].
1980 yillarinda kemosensorlerin ilk tamimi yapilirken, aliiminyum iyonunun (Al*®)
belirlenmesi i¢in bir yontem gelistiren Friedrich Goppelsroder ilk floresans kemosensorii
literatiire kazandirmistir [9]. Bu gelismeyi takip eden yillarda bir¢ok metal iyonu i¢in
kemosensorler gelistirildi. Glinlimiize kadar olan siire¢te kemosensorler uygulanabilirlik ve
kapsam olarak yogun bir sekilde gelistirildi. Ozellikle belirli metal anyonunu belirleyen
kemosensorler disinda ¢evresel ve biyolojik olarak 6nemli katyonlar, anyonlar, notr yapilar

ve biyomolekiilleri belirleyen kemosensorler gelistirilmistir [1].

Kimyada analitleri belirlemek i¢in elektrokimya, X-Ray, atomik absorpsiyon spektroskopisi,
atomik emisyon spektroskopisi, indiiktif eslesmis plazma emisyonu, kiitle spektroskopisi
gibi bir ¢ok metot olsa da analitlerin ¢iplak goz ile tespiti ve spektroskopik metotlardan UV-
GB absorpsiyon spektroskopisi ile florimetre spektroskopisi kolay uygulanabilir olmasi,
diisiik maliyet ve cihaz kullaniminin kolay olmasindan dolay1 daha ¢ok tercih edilmektedir.

Kemosensorlerin iirettikleri sinyaller bu noktada 6nem kazanmaktadir.



Kemosensorler iiretikleri sinyale gore elektronik ve optik sensorler olmak iizere iki baslik
altinda incelenir. Elektronik sensorler: biyosensorler, elektroaktif sensorler, alan etkili
transistorler, mikroelektrotlar ve iyon secici elektrotlardir. Optik sensorler ise kromojenik
kemosensorler ve florojenik kemosensorlerdir. Kromojenik kemosensorler hedef analit ile
etkilesim sonucunda verdigi sinyal renk degisimidir ve ¢iplak géz ve UV-GB absorpsiyon
spektroskopisi ile kolaylikla gozlemlenebilir. Florojenik kemosensorler ise analit ile
etkilestiginde floresans sinyal verir, ¢iplak goz ve florimetre ile kolaylikla gézlemlenebilir
[10].

Etkilesim sonucunda kemosensoriin irettigi sinyal, sinyal iireten yapinin yani boyar
maddenin fotofiziksel Gzelliklerinde meydana gelen degisimlerden kaynaklanmaktadir.
Boyar maddenin fotofiziksel 6zelliginde meydana gelen degisim, yani absorpsiyon ve
emisyon maksimum dalga boylarinin uzun/kisa dalga boyuna kaymasi ya da siddetlerinin
artmasi/azalmasi ¢iplak gozle goriilebildigi gibi UV-GB absorpsiyon spektroskopisi ve
florimetre ile de kolaylikla 6lgiilebilmektedir [11].

2.2. Boyar Maddeler

Boyar maddeler goriiniir 151k bolgesinde kuvvetli absorpsiyon yapan maddelerdir. Boyar
maddeler dogal olabilecegi gibi sentetik olarak da elde edilebilirler. indigo boyas: yaklasik
1500 y1l 6ncesi indigofera bitkisinden elde edilirken [12] Adolf Baeyer ve Viggo Drewsen
tarafidan 1882 yilinda sentetik olarak elde dilmistir [13].

Sekil 2.2. indigo boyasnin elde edildigi indigofra bitkisi (sol) ve Indigo boyasinin kimyasal

yapisi (sag).
o )?\ o o
Sol-Messes
N N
NO, H H

Sekil 2.3. Sentetik olarak elde edilen indigo boyar maddesinin sentez semasi.
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Ik sentetik boyar madde 1856’da William Henry Perkin tarafindan sitma ilac1 alismalar:

sirasinda sentezlenen Muaveine’dir [14].

o™ oo lt
+ + —_— H

Sekil 2.4. Muaveine A bilesiginin sentez semasi.

Boyar maddelerin renklerinden sorumlu yapiya kromofor denir [5]. Kromofor yapi, icerdigi
7 baglarindaki elektronlar sayesinde boyar madde lizerine diisen 15181 belirli bir dalga
boyunda absorplar ve bir kismini geri yansitir, boylece renklenme olusur. Olusan renk,

absorplanan rengin tamamlayici rengidir.

NH,

C
QI
QO

Sekil 2.5. Trifenilamin kromofor grubuna sahip boyar maddenin kimyasal yapisi (sol) ve
kloroform igerisinde ki ¢6zeltisinin rengi (sag) [15].

Kromofor yapinin absorpsiyon yaptig1 bolgeye gore cesitli renkler olusur. Ornegin 435-480
nm’de absorpsiyon yapan kromofor mavi renkli 15181 absorplarken sar1 rengin, 500-560
nm’de absorpsiyon yapan kromofor ise yesil renkli 15181 absorplarken pembe rengin

olusmasini saglar (Bkz. Sekil 2.6) [16].



Absorplanan Renkler
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Sekil 2.6. Kromoforlarin yaptig1 absorpsiyona gore sahip olduklar1 renklerin sematik
gosterimi.

Her renkli madde boyar madde degildir. Bir maddenin boyar madde olabilmesi i¢in, sabit ve
kuvvetli bir renge sahip olmasi, kolayca yapisal degisiklige ugramamasi ve uygulandigi

ylizeyde sabit kalabilmesi gerekir [17].

Kromoforun yaptig1 absorpsiyon sonucunda yapida bulunan m baglarindaki bir elektron
uyarilarak HOMO orbitalinden LUMO orbitaline gecer. Uyarilmis elektron tekrar temel hali
olan HOMO orbitaline geri donerken bir 151k yayar. Bu olaya floresans denir. Boyar
maddelerin yapisinda bulunan ve floresans yapan gruplara florofor gruplar denir. Florofor
gruplarin kromofor gruplardan farki floresans olaymi gerceklestirebilmeleridir. Floresans
boyar maddeler genellikle konjuge © baglari igeren, diizlemsel bir yapiya sahip ve halkal

yapilar iceren molekiillerdir [18].

Florofor grup igeren boyar maddeler sayesinde floresans kemosensorlerin kullanim ve
uygulama alanlar1 olduk¢a gelismektedir. Ciinkii bir kemosensor, bir analit ile etkilesime
girdiginde {rettigi sinyal Olctlebilir bir sinyal olmalidir ve floresans sinyali diger
spektrofotometrik yontemlere gore kolay algilanabilir ve hassas bir sinyaldir. Ayrica
floresans sinyali uM diizeyinde tespit edilebilir. Bu durum floresans kemosensorlerin
analitlere kars1 daha duyarli olmasin1 saglamaktadir [19]. Floresans kemosensorler kimya,
biyoloji, cevre bilimleri ve farmakoloji gibi alanlarda iyonlar ve ndétiir yapilarin

belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir [1].



a) 0 b)
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Sekil 2.7. Kumarin temelli floresans kemosensoriin yapist (a), UV 15181 altindaki fotografi
(b, sol) ve proton ile etkilesim sonras1 UV 15181 altindaki fotografi (b, sag) [20].

2.3. Kumarin Temelli Kemosensorler

Floresans kemosensorler ile ilgili yapilan ¢alismalar son yillarda 6énemli bir konu haline
gelmistir [21]. Bunun nedeni floresans kemosensorlerin katyonlar, anyonlar ve ndtr analitler
icin yiiksek secicilik ve hassasiyet gostermeleridir. Floresans kemosensorlerin florofor

gruplar1 cogunlukla kumarin, floresein, rodamin ve BODIPY tiirevi bilesiklerden olusur.

Kumarin ilk olarak Tonka bitkisinden izole edilmistir, daha sonra yapilan ¢calismalarda 1868
yilinda ilk defa Perkin tarafindan sentezlenmistir [22]. Kumarinin yapist benzen ve piron
halkalarindan olusan benzo-a-pirondur [23]. Boyar madde 6zelliklerinin iyi olmasi, yiiksek
floresans, biiyiikk Stokes kaymasi ve diisiik toksisite gibi 6zellikler gostermesi nedeni ile
kumarinler kimya, biyoloji, tip ve farmakoloji alanlarinda sik¢a kullanilmaktadirlar. Ayrica,
kumarin temelli kemosensorler floresans pH problari [24], biyotiyoller, amino asitler, DNA

ve RNA [25] ve iyonlarin belirlenmesi amaci ile kullanilirlar [6].

(a)

Et,N 0

Sekil 2.8. Kumarin temelli floresans pH kemosensoriiniin yapisi (a), farkli pH degerleri ile
giin 15181 altindaki fotografi (b) ve farkli pH degerleri ile UV 15181 altinda ki
fotografi (c) [21].

Literatiirde metal iyonlarinin belirlenmesinde kromofor olarak kumarinlerin yer aldigi pek
cok calisma vardir. Metal iyonlari, homeostaz, norofizyoloji, gen transkripsiyonu ve
enzimatik reaksiyonlar gibi ¢esitli kimyasal ve biyolojik siire¢ igerisinde onemli rol
almaktadir ve insan viicudunda bulunan metal iyonlarinin miktarlarindaki azalma ya da

artma patolojik durumlara yol agmaktadir [26]. Fu ve arkadaslarinin yaptig1 calismada



sentezlenen 1 ve 2 numarali kemosensérler pH=7,4 olan bir ortamda Zn?* katyonuna diger
metal iyonlarina gore secicilik gostermistir ve kemosensoriin verdigi sinyal ¢iplak gozle

gbzlemlenmistir (Bkz. Sekil 2.9) [27].

(a) (o) (b) (o)
/N—N N /N—N
HO
oH (1) OH (2)

—]
(s)
~—|
8
~
—
Q.

Mn2+, Ni2+, Cr3+, Al “d2+, Ca2+
Ph2+, Hg2+, Co2+, Fe3+, Fe2+, Cul+

Mg+

Fluorescence Intensity(a.u.)
Fluorescence Intensity(a.u.) s=|

Sekil 2.9. Fu ve arkadaglarinin sentezledigi 1 (a) ve 2 (b) numarali kemosensdrlerin yapist,
1 numarali kemosensoriin gesitli metal katyonlar ile titrasyonunun floresans
grafigi ve verdgi floresans sinyalin UV 15181 altinda ki fotografi (c) ve 2 numarali
kemosensoriin ¢esitli metal katyonlari ile titrasyonunun floresans grafigi ve
verdigi floresans sinyalin UV 15181 altinda ki fotografi (d).

Warrier ve arkadaslarinin sentezledikleri 3 numarali kemosensor ise sulu ortamda Cu?*
katyonu 1ile etkilesime girerek diger metal iyonlarindan farkli olarak floresansin
soniimlenmesini saglamistir. Ayrica gelistirilen bu kemosensor hiicre goriintiilemede de

kullanilmistir (Bkz. Sekil 2.10) [28].

N (0
(3)

0]
H
0.0 o N

Sekil 2.10. Warrier ve arkadaslarimin sentezledigi 3 numarali kemosensoriin yapisi,
kemosensor uygulanmadan Onceki hiicrelerin goriintiisii (a), kemosensor
uygulandiktan sonraki hiicrelerin UV 15181 altinda ki floresans goriintiisii (b) ve
kemosensor uygulanan hiicrelere Cu?* katyonu uygulandiktan sonraki UV 15181
altindaki fotografi (c).



Sarkar ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada ise 4 numaral bilesik sentezlenmis ve

I3

kemosensoriin Al** Kkatyonu ile etkilesimi sonucunda sulu ortamda floresansin arttigi

goriilmiistiir. Hiicre goriintiileme ¢alismalarinda ise hiicre igerisindeki AI¥*

belirlenmistir (Bkz. Sekil 2.11) [29].

katyonun varlig

(a) HO

I
N
OH N°

CLO

A

oo (4)

Sekil 2.11. Sarkar ve arkadaslarinin sentezledigi 4 numarali kemosensoriin yapisi (a),
kemosensor uygulanan hiicrelerin UV 15181 altinda ki fotografi (b) ve

kemosensdr uygulanan hiicrelere Al®* katyonu uygulandiktan sonraki UV 15181
altindaki fotografi (c).

Literatiirde anyonlarin belirlenmesi ig¢in kumarin temelli kemosensorlerin ¢ok sayida
calismas1 yer almaktadir. Anyonlar, Ozellikle florlir ve siyaniir anyonlar1 canlilarin
metobalizmasinda 6nemli siireclerde rol oynamaktadir. Bu anyonlarin viicutta belirli bir
miktarin istiinde bulunmasi patolojik durumlara yol acar, 6zellikle siyaniir anyonu zehir

olarak bile kullanilmaktadir [30].

Chemchem ve arkadaglarinin yaptig1 calismada sentezlenen 5 numarali kumarin temelli
kemosensér musluk suyunda CN- anyonunu belirlemede segicilik gostermistir.
Kemosensoriin CN- ile etkilesimi sonucunda absorpsiyon maksimumunda batokromik bir

kayma, floresans siddetinde ise belirgin bir artma gortilmistiir (Bkz. Sekil 2.12) [31].
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Sekil 2.12. Chemchem ve arkadaslarinin sentezledigi 5 numarali kemosensoriin yapisi (sol)
ve kemosensoriin ¢esitli anyonlar ile titrasyonunun floresans grafigi (sag).

Yahaya ve arkadaglarinin yaptig1 calismada 6 numarali bilesik sentezlenmistir. Bilesigin OH
anyonuna karst duyarlilifi hem absorpsiyon spektrumunda maksimum dalga boyunun
batokromik kaymasiyla hem de ciplak gozle gozlemlenmistir. Sentezlenen bilesigin OH”
anyonuna duyarli olmast kemosensorin pH sensorii olarak kullanilabilecegini

gostermektedir (Bkz. Sekil 2.13) [32].

HO os
0 Xo CN e

Sekil 2.13. Yahaya ve arkadaslarinin sentezledigi 6 numarali kemosensoriin yapisi (Sol) ve
kemosensoriin ¢esitli OH™ anyonu ile titrasyonunun absorpsiyon grafigi ve ortam
15181 altindaki fotograflari (sag).

Absorbance
e
P
edy )
B

Yal¢in ve arkadaslarinin sentezledigi 7 numarali bilesik F~ anyonuna karsi segicilik
gostermistir. Kumarin temelli floresans kemosensor F~ anyonu ile etkilesime girdikten sonra
floresansin soniimlendigi gozlemlenmistir. Floresans sinyalindeki bu degisim hem

spektroskopik yontemlerle hem de ¢iplak gozle gozlemlenmistir (Bkz. Sekil 2.14) [33].
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EtzN O r I A0 CN H,PO; HSO; ClO,

Sekil 2.14. Yal¢in ve arkadaslarinin sentezledigi 7 numarali kemosensoriin yapisi (sol) ve
kemosensoriin F~ anyonu ile etkilesimi sonrasi floransinin soniimlenmesinin
fotografi (sag).

Yang ve arkadaglarinin yaptig1 calismada sentezlenen 8 numarali bilesik sulu ortamda H»>S
yapisina kars1 secici bir kemosensor olarak calismaktadir. Sulu ortam igerisinde
kemosensoriin etkilesim sonrasi floresansi sonlimlenmistir. pH 4-11 arasinda c¢alisan

kemosensor hiicre goriintiileme ¢alismalarinda kullanilmistir (Bkz. Sekil 2.15) [34].

0
=
Et2NOH

Sekil 2.15. Yagn ve arkadaslarinin sentezledigi 8 numarali kemosensdriin yapisi (listte),
kemosensoriin hiicre i¢i uygulamasinin (a), kemosensor uygulanmis hiicrenin 5
uM (b), 25 uM (c), 50 uM (d) H2S uygulanmasinin fotograflari.

(C) ) (c) (d)

Fang ve arkadaslarmin yaptiklari ¢alismada 9 numarali kemosensor sentezlenmistir.
Kemosensor sulu ortamda H2S ile etkilesime girerek floresans bir sinyal iiretmistir. Uretilen
bu sinyal hem spektroskopik yontemler ile hem de ¢iplak goz ile gdzlemlenmistir. Yapilan
canli caligmalarinda ise kemosensoriin zebra baliginda bulunan H2S’i belirleyebildigi
gozlemlenmistir (Bkz. Sekil 2.16) [35].

N; O F - b
XY H LS ‘
Et,N 07 Yo J ﬁ

Sekil 2.16. Fang ve arkadaslarinin sentezledigi 9 numarali kemosensdriin yapist (sol) ve
kemosensoriin zebra baligi uygulamasi (sag). Sol kolon zebra baligina UV
lambasi altindaki, orta kolon giin 15181 altindaki fotografi ve sag kolon iki resmin
birlestirilmesi. Ust siitun kemosensoriin zebra baligina uygulanmasmin ve alt
stitun NazS uygulanmasinin fotografi.
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2.4. Biyotiyoller

Biyolojik sistemlerde tiyol grubu iceren yapilar 6nemli roller almaktadirlar. Cys, Hyc ve
GSH (Bkz. Sekil 2.17) insan metabolizmasinda galisan, ti¢ ana tiyol grubu igeren yapidir.
Bu yapilar biyolojik sistemlere dahil olduklari i¢in biyotiyoller olarak adlandirilirlar [1].
Biyotiyoller insan metabolizmasinda c¢esitli gorevler aldiklari ic¢in hiicre ve plazma

ortamindaki miktarlar1 insan sagligi i¢in ¢esitli durumlara isaret eder.

(o} 0 SH
o} [} o)
HS N \)J\
HS OH oH| |"° th on
NH; o]
NH, NH, Glutamat Sistein Glisin
Sistein Homosistein Glutatyon

Sekil 2.17. Biyolojik sistemlerde tiyol grubu i¢eren 6nemli biyomolekiiller.

Biyotiyoller sahip olduklar niikleofilik ve yiikseltgenme indirgenme &zelliklerinden dolayi
antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii olarak gorev yaparlar. Boylece hiicrelerin oksidatif
stresi korunmus olur [36]. Metabolik siiregler sonunda meydana gelen reaktif oksijen
radikalleri gibi tiriinler biyotiyoller tarafindan indirgenir. Diger taraftan biyotiyoller bu islem
sonunda yiikk dengesini korumak i¢in kendiliginden disiilfiirleserek nétralize olurlar [37].
Oksidatif stres, yaslanma, katarakt, kanser, otoimmiin bozukluklar ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir [2]. Bu yiizden

biyotiyol seviyelerinin belirlenmesi insan saglig1 i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Sistein, —CH>-SH grubu igeren bir amino asittir. Hiicre igi serbest Cys miktar1 30-200 uM
seviyelerindedir [38]. Hiicre igerisinde serbest tiyol formunda bulunurken, hiicre disinda
distilfiir baglar1 olusturur [39]. Proteinlerin yapisinda yer alirlar [40], proteinlerin kuarterner
yapilarini olusturmalarini saglarlar [41] ve proteinlerin hiicre disinda kararli kalmalarini
saglarlar. Cys eksikliginde ¢ocuklarda yavas biiyiime, saglarda pigment kaybi, 6dem,
karaciger hasari, cilt lezyonlari, uyuklama, halsizlik, kas ve yag kaybi gibi rahatsizliklar
goriilmektedir [42]. Ayrica Cys civa, kursun gibi ¢esitli metal iyonlar ile baglanarak
detoksifikasyon da saglamaktadir [43].
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Homosistein, -CH2-CH2-SH grubu igeren, protein olmayan baska bir amino asittir. Hiicre
icinde 5-15 uM seviyelerindedir [44]. Antioksidan aktivite [45] gostermesinin yani sira
plazmada yiiksek seviyelerde bulunmasinin Alzheimer [46], iltihapli bagirsak sendromu ve
osteoporozla [47] iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica Down Sendromu gibi kalitsal
hastaliklarin varligi [48], B12 ve B6 vitamin eksiklikleri [49, 50] ve bobrek yetmezligi [51]

icin bir isaret olacagi hakkinda raporlar vardir.

Glutatyon bir tripeptittir ve hiicrede 0,1-10 mM seviyelerinde bulunur [52]. Hiicre i¢i redoks
tepkimelerinin onarimi, gen aktarimi ve gen dizilimi [53] gibi siireclerde gorev yapar.
GSH’un o6zellikle DNA ve RNA’ya zarar veren serbest radikalleri yakalayarak hiicreyi
oksidatif etkiye karst korudugu tespit edilmistir. [54, 55]. Kanser hiicrelerinde GSH
seviyesinin yiiksek olmasi kemoterapi etkinligini azaltmaktadir. Diyabet ve cesitli kanser

rahatsizliklari i¢in de 6nemli bir belirtegtir [56].

2.5. Kemosensor-Biyotiyol Etkilesimleri

Biyotiyollerin saptanmasinda Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi [57], Kapiler
Elektroforez [58], Voltametri [59], ve Kiitle Spektrometrisi [60] gibi yontemler kullanilsa
da bunlar hiz ve maliyet olarak dezavantajlar1 olan yontemlerdir. Daha hizli ve diisiik
maliyetli yontemlerin gelistirilmesi i¢in kimyasal sensorlere ihtiya¢ vardir. Biyotiyollerin
saptanmasinda bir¢ok kimyasal sensor literatiirde yer alsa da [61] se¢icilik agisindan bircogu
uygun yapilar degildir. Bugiine kadar yapilan pek ¢ok ¢alisma kimyasal sensorlerin segicilik

ve sinyalizasyon alanina yogunlagmustir.

Biyotiyollerin saptanmasina yonelik ¢aligmalarda genellikle —SH grubunun verecegi
tepkimeler dikkate alinarak buna yonelik sensor tasarimlari yapilmaktadir [62]. Michael
katilmas1 ve niikleofilik yerdegistirme veya katilma sensor tasariminda en ¢ok kullanilan
etkilesim mekanizmalaridir. —SH grubunun verdigi bu tepkimeler sonucu tiyo-eterler

olusmaktadir (Bkz. Sekil 2.18).
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(o]
R'CH,X + R"SH —— R'CH,-SR" + XH 5 R'—N + R"SH —R'—N
veya haloasetamit Tiyo-eter E SR"
y . 4 2
Maleimit Tiyo-eter

Sekil 2.18. -SH grubunun tiyoetere doniigiimii.

Chen ve arkadaglar1 2018 yilinda indol tabanli 10 numarali bilesigi sentezlemislerdir. Cys
ve/veya Hcy yapi tizerinde bulunan ikili baga Michael katilmasi ile baglanir. Daha sonra
yapida bulunan Klor atomu ile Cys’nin yapisinda bulunan amino grubunun yer degistirmesi
sonucu floresans 6zellik gdsteren yeni bir bilesik olan 11 numarali bilesigi elde etmislerdir.
Bu yer degistirme tepkimesi Cys ve Hcy’ye 6zgii iken GSH bu tepkimeye girmemis ve yapi
floresans Ozellik kazanmamistir. Boylece elde edilen bilesigin (10) Cys ve Hcy igin
florimetrik ve kolorimetrik sensor olarak kullanilabilecegini gostermislerdir. Bilesik 10, giin
15181 ve floresans 151k altinda ve DMSO/PBS (%30; h/h, pH 7,4) karisiminda renksiz iken
Cys ve Hcy eklendikten sonra UV ve giin 15181 altinda sar1 renkli olmaktadir (Bkz. Sekil
2.19) [62].

o)
OH
i o sth
HSWLQH NH
NH, , =
n=12 X CN O °\CH3
o~CHs
(11) o)
CH,

1 | 1+ 11 1+ 11+
Cys Hcey GSH
- = —_ s —]

Sekil 2.19. Michael katilmasi ve niikleofilik yerdegistirme mekanizmasi ile ¢alisan Cys ve
Hcy sensorti.

Literatiirde bulunan bagka bir ¢aligmada ise Xia ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptiklari
caligmada yer degistirme mekanizmasi iizerinden ilerleyen baska bir biyotiyol sensorii, 12

numaral1 bilesigi sentezlemislerdir. BODIPY temelli bu sensorde bulunan klor atomu ve
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—SH grubunun reaksiyonu sonucunda GSH’a duyarli bir florimetrik sensor elde edilmistir
(Bkz. Sekil 2.20) [63].

Sekil 2.20. Niikleofilik yerdegistirme mekanizmasi ile GSH belirlenmesi.

Literatiirde yapilan calismalarin yani sira ticari olarak da satilan biyotiyol sensdrlerin
arasinda (Bkz. Sekil 2.20) niikleofilik yer degistirme mekanizmast ile ¢alisan sensorler de

mevcuttur.

H

N
CH, O \(r)l/\l CH, !

AN X \n/\n
O m (o]
(CH,CHg),N ) (CH3),N )

DCIA DACIA

Sekil 2.21. Thermofisher tarafindan saglanan kumarin temelli iyodoasetamit sensorlerinin
yapilart.

Literatiirde lizerinde calisilan ve Michael katilmasi ile biyotiyoller ile etkilesime giren diger
yapilar ise maleimit, akriloil grubu ve doymamis baglar iceren yapilardir. Xiang-Mei ve
arkadaglarinin 2012 yilinda yaptiklari ¢alismada sentezlenen naftalin temelli 13 numarali
bilesik Cys ile 6nce Michael katilmasi ile akriloil ucu etkilesmektedir. Daha sonra bilesik ile
Cys tekrar yapidaki n-kopriisii ile Michael katilmasi ile etkilesip yapiya baglanmaktadir ve
yapiya floresans Ozellik kazandirmaktadir. Yapilan bu c¢alismada bilesik Cys’ye kars
oldukgea segicidir (Bkz. Sekil 2.22) [64].
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Sekil 2.22. Akriloil siibstitiienti iceren Cys’ye kars1 se¢ici sensoriin etki mekanizmasi.

Chen ve arkadaglar1 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada kumarin temelli akriloil grubu igeren

14 numaral bilesigi sentezlemislerdir ve yapilan ¢alismalar sonucunda bilesigin diger amino

asit ve biyomolekiillere kiyasla Cys’ye kars1 oldukga segici oldugu goriilmiistiir. Cys bilesik

ile akriloil grubundaki ¢ift bagdan Michael katilmasi ile etkilesmekte, grup yapidan ayirarak

halkal1 bir yap1 olusturmakta ve floresans 6zelligini arttirmaktadir (Bkz. Sekil 2.23) [65].

Sekil 2.23. Akriloil siibstitiienti igeren Cys’ye kars1 segici sensor.

Babiir ve arkadaglarinin 2016 yaptig1 ¢aligmada ise sentezlenen kumarin temelli 15 numarali

bilesigin yapisindaki n-kopriisii, —SH ile Michael katilmas1 mekanizmasi ile etkileserek

GHS’a ve Cys’ye kars1 segici bir sensor sentezlemislerdir. Bilesik giin 1s18inda DMSO/H,0

(%20; h/h) kirmiz1 renkli ve floresansi yok iken Cys ile etkilestikten sonra floresans 1s1k

altinda sar1 renkli olmaktadir (Bkz. Sekil 2.24) [66].



17

Sekil 2.24. Michael katilmas1 mekanizmasi ile Cys biyotiyoliiniin belirlenmesi.

Literatiirdeki bilgiler dogrultusunda, 7-konumunda elektron veren —OCHs ve —NEt;
gruplarini igeren, kumarin temelli florofor yapiya 3-konumundan tiyofen kopriisii ile bagli
maleimit, akrilamit, iyodoasetamit ve serbest aldehit i¢eren Schiff bazi tiirevlerinin sentezi
amaclanmistir. Hedeflenen Schiff bazi, maleimit ve akrilamit yapilarinin Cys, Hyc ve GSH
ile etkilesiminin Michael katilmasi, iyodo ve kloro asetamit tiirevlerinin ise niikleofilik yer
degistirme mekanizmasi ile etkilesebilecegi diisiiniilmistiir. Bu etkilesim sonucunda
ozellikle akrilamit tlirevlerinin Cys ile secgici olarak etkilesmesi beklenmektedir. Tim
etkilesim calismalar1 ve kemosensoriin fotofiziksel Ozelliklerinin  belirlenmesinde

spektroskopik yontemler kullanilacaktir.
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3. CALISMANIN AMACI

Sunulan tez kapsaminda ilk durumda baslangi¢ bilesigi olarak 7-konumunda kuvvetli
elektron dondr grubu olarak —NEt> ve —OMe grubu 3-konumunda akseptor grup olarak
amino-tiyofen halkasi igeren 2-amino-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-3-
karbonitril ve 2-amino-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-3-karbonitril
bilesiklerinin literatiirdeki sentez yontemleri kullanilarak sentezlenmesi planlanmistir. (Alt
Béliim 5.2.1. ve 5.2.2.) [67, 68].

Ikinci asamada ise serbest amino grubu iizerinden tiirevlendirme sonucunda bir seri yeni

bilesiklerin sentezi ve spektroskopik yontemlerle yapilarinin aydinlatilmasi amaglanmaistir.

Son yillarda biyotiyollerin g¢esitli ortamlarda belirlenmesi i¢in basarili floresan
kemosensorler gelistirilmesine ragmen, yeni kemosensorlerin 6zellikle segicilikleri yiiksek

ve fizyolojik ortamda ¢aligabilen yeni kemosensorlerin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Bu amagla tez kapsaminda biyotiyollerle etkilesime girebilecek floresan kemosensorler
tasarlanmigtir. Kemosensorlerin fizyolojik pH=7,4 degerinde ve biyotiyoller ile amino
asitlerin iyonik forma gegebilecekleri pH=9,2 degerinde spektrofotometrik etkilesim
caligmalar1 yapilacaktir. Spektrofotometrik etkilesim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar
temel alinarak teorik hesaplama ve *H-NMR spektroskopisi ile kemosensérlerin biyotiyoller

ile etkilesim mekanizmalarinin agiklanmasi da hedeflenmistir.
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4. DENEYSEL KISIM

4.1. Materyal ve Araclar

Hedef bilesiklerin sentezi i¢in kullanilacak kiymasallar Merck ve Aldrich firmalarindan

yiiksek saflikta temin edilmistir.

4.2. Deneylerde Kullamilan Cihazlar

Bilesiklerin mikrodalga 1stmasi (MDI) yontemi ile sentezleri icin Milestone Start mikrodalga
cihaz1 kullamlmistir. *H NMR (300 MHz) ve C NMR (75 mHz) spektrumlar1 Bruker
Ultrashield NMR spektrofotometresi ile ¢cekilmistir. Elde edilen bilesiklerin erime noktalar1
Elektrotermal 9200 erime noktasi cihazi ile Olgiilmiistiir. Sentezlenen bilesiklerin kiitle
spektrumlar1 Waters 2695 Alliance Micromass ZQ LC/MS cihazi ile alinmistir. UV-GB
absorpsiyon spektrumlari Shimadzu UV-1800 UV-VIS spektrofotometresi, emisyon
spektrumlar1 HITACHI F-7000 FL ile Ol¢iilmiistiir. Sentezlenen bilesiklerin FT-IR
spektrumlar1 Therma Scientific Nicolet iS5 ATR cihazi ile ¢ekilmistir.

4.3. Yontem

4.3.1. Deneysel yontem

Sekil 4.1°de gosterilen bilesikler literatiirde bilinen bilesiklerdir ve sentezi literatiirdeki

yontemler kullanilarak yapilmistir.

o NC CN S
| | )—NH,
A CH3 AN CH3 X
CN
Et;N o o Et,N 0" Yo Et,N 0~ Yo

(C-1) (CY-1) (CT-1)
o NC CN S
| l 4/ —NH,
A CH; N CH,3 A
CN
H,;CO (o) o H,CO (o) o) H,CO O o
(C-2) (CY-2) (CT-2)

Sekil 4.1. Tez kapsaminda kullanilan ve literatiirde bilinen bilesiklerin yapilar
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Tez kapsaminda sentezlenmesi hedeflenen bilesiklerin genel sentez semasi Sekil 4.2°de

verilmistir.
OO - A g
cHo HsC OCH,CH
R: -NEt,, -OMe
R: NEtz(c1)
R: -OMe (C-2)
NC CN
R O o
R: -NEt, (CY-1)
R: OMe(CYZ)
| CI\)LCI ’ / NH, C'
M . Sl
R O (o] R: NEtz(CT1) 0o (o)
R: -NEt, (CTCA-1) R: -OMe (CT-2) R: -NEt, (CTVA-1
R: -OMe (CTCA-2) KI i
0 | *(_7‘ H
s o
l / NH I F@%
N
X ¢ H
’ / N CN
R: NEtz(CTIA 1) R o 0
R: -OMe (CTIA-2) R: -NEt, (CTSB-1)
R: -OMe (CTSB-2)
R: NEtz (CTMA 1)
R: -OMe (CTMA-2)

Sekil 4.2. Hedef bilesiklerin genel sentez semasi.

4.3.2. Hesaplamal yontem

Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin, taban durum geometrileri Yogunluk Fonksiyonel
Teorisi (DFT) kapsaminda B3LYP metodu ile 6-31G(d) ve LANL2DZ temel setleri
kullanilarak belirlendi [69]. Elde edilen geometrilerin dogru taban durum geometrileri
oldugu analitik frekans hesaplamalari ile dogrulandi. Hesaplamalarda, Gaussain 09 paket

programi [70] kullanildi.
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5. HEDEF BILESIKLERIN SENTEZi

5.1. Kumarin Bilesiklerinin Sentezi

Tez kapsamindaki hedef bilesiklerin sentezinde kullanilan kumarin temelli bilesikler (C-1
ve 2,CY-1ve 2, CT- 1 ve 2, Sekil 4.1) literatiirde bilinen bilesiklerdir ve literatiirdeki sentez

yontemleri kullanilarak sentezlenmistir [67, 68].

5.1.1. 3-Asetil-7-(dietilamino)-2H-kromen-2-on (C-1)’un sentezi

(o)
CHO (o) (o)
Etanol, A \ CH
oGRS S S-S o G
Et,N OH H,;C OCH,CH; Piperidin Et,N o Yo
C-1

Sekil 5.1. C-1 bilesiginin sentez semasi.

C-1 bilesiginin sentezi literatiirde bilinen Knoevenagel kondenzasyonu yontemine gore
yapilmistir. 2,00 mmol 4-N,N-dietilamino-2-hidroksibenzaldehit, 2,40 mmol etilasetoasetat
ve 20,00 mL etanol karisimina katalitik miktarda piperidin ilave edilerek, buz banyosunda
karistirildi. Ince tabaka kromatografisi (ITK) ile reaksiyon takip edilerek 24 Sa sonra
sonlandirildi. Olusan sar1 renkli ¢oOkelek siiziilerek kurutuldu, etanol kullanilarak

kristallendirildi, verim: % 89, e.n.: 152-153 °C, lit. e.n.: 152-154 °C [67].

FT-IR (ATR, vmaks, cm™): 3120 (aromatik C—H gerilmesi), 2966 (alifatik C—H gerilmesi),
1713 (C=0 gerilmesi), 1661 (C-O gerilmesi), 1566 (aromatik C=C gerilmesi), 1274 (C-O

gerilmesi).

"H NMR (DMSO-ds, 8): 8,50 (t, 1H), 7,70 (i, J = 9,0 Hz, 1H), 6,75 (ii, J1= 9,0 Hz, J2 = 2,0
Hz, 1H), 6,58 (i, J = 2,0 Hz, 1H), 3,46 (d, J = 7,0 Hz 4H), 2,50 (t, 3H), 1,14 (i, J = 7,0 Hz,
6H).
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5.1.2. 2-(1-(7-Dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)etiliden)malononitril (CY-1)’in

sentezi
NC._ _CN
7 I
XY~ “CH,3 ~ NH,Ac / CH;COOH, D Ny~ “CHj
+ NC CN >
Et,N 0" Yo Et,N 0 Yo
c1 CY-1

Sekil 5.2. CY-1 bilesiginin sentez semasi.

CY-1 bilesiginin sentezi literatiirde bilinen yontemlere gore yapilmistir. 2,00 mmol 3-asetil-
7-(dietilamino)-2H-kromen-2-on, 2,0 mmol malononitril ve 5,00 mL CH;COOH/NH,Ac
(1:4 esdeger) ¢ozeltisi geri sogutucu altinda kaynatildi. ITK ile reaksiyon takip edilerek 4,00
Sa sonra sonlandirildi. Olusan kirmizi renkli kat1 siiziilerek kurutuldu, etanol kullanilarak

kristallendirildi, verim: % 82, e.n.: 166-167 °C, lit e.n.: 166-168 °C [67].

FT-IR (ATR, vmaks, cm™): 3093 (aromatik C—H gerilmesi), 2978 (alifatik C—H gerilmesi),
2230 (C=N gerilmesi), 1714 (C=0 geirlmesi), 1605 (C-O gerilmesi), 1557 (aromatik C=C

gerilmesi).

'"H NMR (DMSO-ds, 8): 8,30 (t, 1H), 7,64 (i, J = 9,0 Hz, 1H), 6,75 (ii, J1= 9,0 Hz, Jo= 2,3
Hz, 1H), 6,58 (i, J = 2,3 Hz, 1H), 3,46 (d, J = 7,0 Hz, 4H), 2,60 (t, 3H), 1,14 (ii, J = 7,0 Hz,
6H).

5.1.3. 3-Asetil-7-metoksi-2H-kromen-2-on (C-2)’un sentezi

(o]
CHO (o) (o)
¥ J\/U\ Etanol, A N CH,
H.CO OH H,C OCH,CH; Piperidin
3 H,CO o” Yo
C-2

Sekil 5.3. C-2 bilesiginin sentez semasi.

C-2 bilesiginin sentezi literatiirde bilinen Knoevenagel kondenzasyonu yontemine gore
yapilmustir. 2,00 mmol 2-hidroksi-4-metoksi benzaldehit, 2,40 mmol etilasetoasetat ve 20,00
mL etanol karisimina katalitik miktarda piperidin ilave edilerek buz banyosunda karistirildi.

ITK ile reaksiyon takip edilerek 24 Sa sonra sonlandirildi. Olusan sar1 renkli ¢okelek
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siiziilerek kurutuldu, etanol kullanilarak Kristallendirildi, verim: % 87, e.n.: 172-173 °C, lit.
e.n.: 173-175 °C [68].

FT-IR (ATR, vmaks, cm™): 3039 (aromatik C—H gerilmesi), 2980 (alifatik C—H gerilmesi),
1723 (C=0 gerilmesi), 1546 (C-O gerilmesi).

'"H NMR (DMSO-ds, 6): 8,70 (t, 1H), 7,78 (i, J = 8,7 Hz 1H), 7,08 (i, J = 2,3 Hz, 1H,), 7,01
(i, J1=8,7 Hz, J2= 2,3 Hz, 1H), 3,89 (t, 3H), 2,60 (t, 3H).

5.1.4. 2-(1-(7-Metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)etiliden)malononitril (CY-2)’in sentezi

NC._CN
o |
X
+ NC” "CN >
Hco oo H,CO o~ ~o
- cY-2

Sekil 5.4. CY-2 Bilesiginin sentez gemast.

CY-2 bilesiginin sentezi literatiirde bilinen Knoevenagel kondenzasyonu yontemine gore
yapilmistir. 2,00 mmol 3-asetil-7-metoksi-2H-kromen-2-on, 2,00 mmol malonitril ve 5,00
mL CH3COOH/NHAc (1:4 esdeger) ¢dzeltisi geri sogutucu altinda kaynatildi. ITK ile
reaksiyon takip edilerek 4 Sa sonra sonlandirildi. Olusan sar1 renkli ¢okelek siiziilerek
kurutuldu, etanol kullanilarak kristallendirildi, verim: % 79, e.n.: 187-188 °C lit. e.n.: 187-
189 °C [68].

FT-IR (ATR, vmaks, cm™): 3093 (aromatik C—H gerilmesi), 2978 (alifatik C—H gerilmesi),
2230 (C=N gerilmesi), 1714 (C=0 gerilmesi).

'"H NMR (DMSO-ds, 8): 8,47 (t, 1H), 7,78 (i, J = 8,7 Hz, 1H), 7,13 (i, J = 2,3 Hz, 1H), 7,06
(ii, J1= 8,7 Hz, J2= 2,3 Hz, 1H), 3,90 (t, 3H), 2,60 (t, 3H).

5.2. Kumarin-Tiyofen Bilesiklerinin Sentezi

Kumarin-Tiyofen bilesikleri literatiirde bilinen bilesiklerdir ve literatiirdeki sentez

yontemleri kullanilarak sentezlenmistir [67, 68].
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5.2.1. 2-Amino-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-3-karbonitril (CT-

1)’in sentezi

S
I 4/ —NH;
Ss, Etanol, A R
CN
Et,N NEt3 Et,N o~ o
CY-1 CT

Sekil 5.5. CT-1 bilesiginin sentez semasi.

CT-1 bilesiginin sentezi literatiirde bilinen Gewald reaksiyonu yontemine gore yapilmaistir.
2,00 mmol 2-(1-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il) etiliden) malononitril (CY-1),
2,40 mmol kiikiirt ve 10,00 mL etanol karisimina 1-2 damla trietilamin eklenerek geri
sogutucu altinda kaynatildi. ITK ile reaksiyon takip edilerek 4 Sa sonra sonlandirildi. Olusan
koyu sar1 renkli ¢okelek siiziilerek kurutuldu, etanol kullanilarak kristallendirildi, verim: %
81, e.n.: 213-214 °C, lit. e.n.: 211-214 [67].

FT-IR (ATR, vmaks, cm™): 3406 (N-H. gerilmesi), 3325 (N-H: gerilmesi), 3221 (aromatik C—
H gerilmesi), 2968 (alifatik C—H gerilmesi), 2190 (C=N gerilmesi), 1695 (C=0 gerilmesi),
1522 (aromatik C=C gerilmesi), 1247(C-O gerilmesi), 540 (C-S gerilmesi).

'"H NMR (DMSO-ds, 8): 8,0 (1H, t), 7,5 (1H, i, J=8,9 Hz), 7,2 (2H, 1), 6,8 (1H, ii, J1=2,3 Hz,
J,=8,9 Hz), 6,7 (1H, 1), 6,6 (1H, i, J=2,3 Hz), 3,5 (4H, d, J=7,0 Hz), 1,1 (6H, ii, J=7,0 Hz).

5.2.2. 2-Amino-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-3-karbonitril (CT-2)’in

sentezi
’ S
N Ss, Etanol, A N 4/ —NH;
NEt3 CN
H;CO H;CO o~ Yo
cY-2 CT-2

Sekil 5.6. CT-2 bilesiginin sentez semasi

CT-2 bilesiginin sentezi literatiirde bilinen Gewald reaksiyonu yontemine gore yapilmistir.

2,00 mmol 2-(1-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)etiliden)malononitril (CY-2), 2,40
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mmol kiikiirt ve 10,00 ml etanol ¢ozeltisine 1-2 damla trietilamin eklenerek geri sogutucu
altinda kaynatildi. ITK ile reaksiyon takip edilerek 4 Sa sonra sonlandirildi. Olusan agik sar1
renkli ¢okelek stiziilerek kurutuldu, etanol kullanilarak kristallendirildi, verim: % 84, e.n.:
305-306 °C, lit. e.n.: 304-306 [68].

FT-IR (ATR, Vmaks, cm™): 3292 (N-H gerilmesi), 3196 (N-H: gerilmesi), 3139(aromatik C—
H gerilmesi), 3080 (alifatik C—H gerilmesi), 2209 (C=N gerilmesi), 1704 (C=0 gerilmesi),
1561 (aromatik C=C gerilmesi), 1265 (C-O gerilmesi), 586 (C-S gerilmesi).

'"H NMR (DMSO-ds, 8): 8,13 (1H, 1), 7,69 (1H, i, J=8,7 Hz), 7,25 (2H, 1), 7,25 (2H, t), 7,04
(1H, i, J=2,4 Hz), 6,99 (1H, ii, J1=8,7 Hz, J,=2,4 Hz), 6,74 (1H, 1), 3,90 (3H, t).

5.3. Kumarin Temelli Floresans Kemosensorlerin Sentezi

5.3.1. N-(3-siyano-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)akrilamit (CTVA-

2)’nin sentezi

(0]
| > NH (0] Piperidin kat S /
X 7 2 4 v]\ > N | ,/—NH
CN Cl N
MeO O 0] MeO o o
CT-2 CTVA-2

Sekil 5.7. CTVA-2 bilesiginin sentez gemasi.

1,00 mmol 2-amino-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-3-karbonitril, 50,00 mL
aseton igerisinde ¢ozildii. Bu ¢ozeltiye katalitik miktarda (3 damla) piperidin ilave edildi.
Karisim 15 dk oda sicakliginda karistirildi ve sonra 1,50 mmol akriloil kloriir karigima ilave
edildi. Karisim 6 Sa oda sicakliginda karistirildi. Deney ince tabaka kromografisiyle (ITK)
kontrol edilerek sonlandirildi. Coken kat1 siiziildii ve deney ortamindan alindi. Daha sonra

elde edilen kat1 etil asetat kullanilarak kristallendirildi, verim: % 67, e.n.: 219-220 °C.

FT-IR (KB, Vmaks, cm™): 3261 (N-H gerilmesi), 3076 (aromatik veya vinilik C—H gerilmesi),
2995 (aromatik C—H gerilmesi), 2213 (C=N gerilmesi), 1710 (C=0O gerilmesi), 1607
(aromatik C=C gerilmesi), 1577 (Amit C=0 gerilmesi), 1562 (Amit C—H gerilmesi).
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IH-NMR (DMSO-ds, &): 11.94 (t, 1H), 8.22 (t, 1H), 7.72 (i, J = 8.7 Hz, 1H), 7.44 (t, 1H),
7.08 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 7.02 (ii, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H), 6.79 (ii, J = 17.0, 10.2 Hz, 1H), 6.41
(i, J = 17.1, 1.4 Hz, 1H), 5.98 — 5.90 (t, 1H), 3.89 (s, 3H).

13C-NMR (DMSO-ds, §): CTVA-2 kodlu bilesigin ¢odziiniirliigiiniin diisik olmasmdan

dolay1 iyi bir spektrum elde edilememistir.

HRMS (m/z), (M-H)": C1gH13N20.S, hesaplanan: 353.0596; bulunan: 353.0591.

5.3.2. 2-Kloro-N-(3-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-
il)asetamit (CTCA-1)’in sentezi

o cl
S N s, 7
’/ NH, (o] Piperidin kat. ’
A + ool PR N 4/ —NH
N Cl N
Et,N O (o] Et,N o)
CT-1 CTCA-1

Sekil 5.8. CTCA-1 bilesiginin sentez semasi.

1,00 mmol  2-amino-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-3-karbonitril,
100,00 mL asetonitril igerisinde ¢oziildi. Bu ¢ozeltiye 3,00 mmol piperidin ilave edildi.
Karigim 15 dk oda sicakliginda karigtirildi sonra 3,00 mmol kloroasetil kloriir karigima ilave
edildi. Karisim 12 Sa oda sicakliginda karistirildi. Deney ince tabaka kromografisiyle (ITK)
kontrol edilerek sonlandirildi. Coken kati siiziildii ve deney ortamindan alindi. Daha sonra

elde edilen kat1 etil asetat kullanilarak kristallendirildi, verim: % 69; e.n.: 202-204 °C.

FT-IR (KBr, Vmaks, cm™): 3232 (N-H gerilmesi), 2948 (aromatik C—H gerilmesi), 2839
(alifatik C—H gerilmesi), 2216 (C=N gerilmesi), 1704 (C=0 gerilmesi), 1617 (aromatik C=C
gerilmesi), 1591(amit C=0 gerilmesi), 1560 (amit C-H gerilmesi).

IH-NMR (DMSO-de, 8): 12.07 (t, 1H), 8.04 (t, 1H), 7.50 (i, J = 8.9 Hz, 1H), 7.37 (t, 1H),
6.75 (i, = 8.9, 2.4 Hz, 1H), 6.58 (i, J = 2.2 Hz, 1H), 4.52 (t, 2H), 3.46 (d, J = 13.9, 6.9 Hz,
4H), 1.14 (i, = 7.0 Hz, 6H).

13C-NMR (DMSO-ds, 8): 165.2, 159.7, 156.0, 150.9, 149.0, 142.6, 132.6, 129.9, 118.2,
114.1, 112.6, 109.4, 107.5, 96.3, 44.2, 42.4, 12.3.

HRMS (m/z), (M-H)™: C20H1sCIN3OsS, hesaplanan: 417.0728; bulunan: 417.0862.



29

5.3.3. 2-Kloro-N-(3-siyano-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)acetamit
(CTCA-2)’nin sentezi

(o]
S Cl
| /) —NH, (o] Piperidin | S S
CN cl
CN
MeO 0~ O Me o X0
CT-2 CTCA-2

Sekil 5.9. CTCA-2 Bilesiginin sentez semasi.

1,00 mmol 2-amino-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofene-3-karbonitrile, 50,00
mL aseton igerisinde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 3,00 mmol piperidin ilave edildi. Karisim 15 dk
oda sicakliginda karistirildi sonra 3,00 mmol akriloil kloriir karisima ilave edildi. Karigim 6
Sa oda sicakhiginda karistirildi. Deney ince tabaka kromografisiyle (ITK) kontrol edilerek
sonlandirildi. Coken kat1 siiziiliir ve deney ortamindan alindi. Daha sonra elde edilen kati

etil asetat kullanilarak kristallendirildi, verim: 63 %, e.n.: 196-198 °C.

FT-IR (KBr, Vmaks, cm™): 3233 (N-H gerilmesi), 3128 (aromatik C-H gerilmesi), 2989
(alifatik C—H gerilmesi), 2212 (C=N gerilmesi), 1707 (C=0 gerilmesi), 1617 (aromatik C=C
gerilmesi), 1606 (amit C=0 gerilmesi), 1557 (amit C—H gerilmesi).

IH-NMR (DMSO-ds, 8): 12.14 (t, 1H), 8.22 (¢, 1H), 7.71 (i, J=8.7 Hz, 1H), 7.45 (t, 1H), 7.08
(i, J=2.2 Hz, 1H), 7.01 (ii, J=8.6, 2.4 Hz, 1H), 4.53 (t, 2H), 3.89 (t, 3H).

13C-NMR (DMSO-ds, 8): 165.3, 163.0, 159.1, 155.1, 149.3, 142.4, 131.8, 130.0, 119.2,
117.1, 113.9, 113.0, 112.3, 100.5, 56.1, 42.3.

HRMS (m/z), (M-H)™: C17H11CIN204S, hesaplanan: 376.0099; bulunan: 376.0238.
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5.3.4. N-(5-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)-2-
iyodoasetamit (CTIA-1)’in sentezi

Q cl ? '
I s >\/ I s >\\/
Nal
/ NH / NH
AN Aseton AN
CN CN
Et,N o~ Yo Et,N o~ Yo
CTCA-1 CTIA-1

Sekil 5.7. CTIA-1 bilesiginin sentez semast.

0,50 mmol  2-kloro-N-(5-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-
il)asetamit, 150,00 mL aseton igerisinde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 0,55 mmol sodyum iyodiir
ilave edildi. Karisim 12 Sa oda sicakliginda karistirildi. Deney ince tabaka kromografisiyle
(ITK) kontrol edilerek sonlandirildi. CSken kat siiziiliir ve ¢ozeltiden ayrild1. Cozelti doner
buharlastirici ile ¢ektirildi ve elde edilen kat1 etil asetat kullanilarak kristallendirildi, verim:
87%, e.n.: 236-237 °C.

FT-IR (KBr, Vmaks, cm™): 3263 (N-H gerilmesi), 3126 (aromatik C-H gerilmesi), 2972
(alifatik C—H gerilmesi), 2208 (C=N gerilmesi), 1689 (C=0 gerilmesi), 1631 (aromatik C=C
gerilmesi), 1585 (amit C=0 gerilmesi), 1549 (amit C—H gerilmesi).

IH-NMR (DMSO-de, 8): 12.04 (t, 1H), 8.04 (t, 1H,), 7.50 (i, J=8.7 Hz, 1H), 7.34 (t, 1H),
6.74 (ii, J=2.1 Hz, 1H), 6.58 (i, J=2.1 Hz, 1H), 4.07 (t, 2H,), 3.45 (d, J=6.58 Hz, 4H), 1.14
(ii, J=6.89 Hz, 6H).

13C-NMR (DMSO-ds, 8): 167.3, 159.7, 156.0, 150.9, 149.4, 142.5, 132.6, 129.8, 118.0,
114.2, 112.7, 109.4, 107.6, 96.3, 93.9, 44.2, 12.3.

HRMS (m/z), (M-H)*": C20H1sIN303S, hesaplanan: 508.0147; bulunan: 508.0190.
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5.3.5. N-(5-siyano-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)-2-iyodoasetamit
(CTIA-2)’nin sentezi

Q |

S
Nal
R | _)—NH
Aseton X

CN

MeO O (o]
CTCI-2

Sekil 5.8. CTIA-2 bilesiginin sentez semast.

0,50 mmol 2-kloro-N-(5-siyano-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)asetamit,
150,00 mL aseton igerisinde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 0,55 mmol sodyum iyodiir ilave edildi.
Karisim 12 Sa oda sicakliginda karistirildi. Deney ince tabaka kromografisiyle (ITK) kontrol
edilerek sonlandirildi. Coken kat siiziildii ve ¢6zeltiden ayrildi. Cozelti doner buharlastirict
ile gektirildi ve elde edilen kat1 etil asetat kullanilarak kristallendirildi, verim: % 83, e.n.:
226-227 °C.

FT-IR (KBr, vmaks, cm™): 3265 (N-H gerilmesi), 3071 (aromatik C—H gerilmesi), 2999
(alifatik C—H gerilmesi), 2210 (C=N gerilmesi), 1709 (C=0 gerilmesi), 1698 (aromatik C=C
gerilmesi), 1615 (amit C=0 gerilmesi), 1552 (amit C—H gerilmesi).

IH-NMR (DMSO-ds, 8): 12.09 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 7.71 (d, J=8.7 Hz, 1H), 7.43 (s, 1H),
7.07 (d, J=2.1 Hz, 1H), 7.01 (d, J=8.6, 2.1 Hz, 1H), 4.07 (s, 2H), 3.89 (s, 4H).

13C-NMR (DMSO-ds, 5): 167.4, 162.9, 159.1, 155.1, 149.7, 142.3, 131.8, 130.0, 119.1,
117.1, 114.0, 112.9, 112.3, 100.5, 93.7, 56.1.

HRMS (m/z), (M-H)*": C17H11IN204S, hesaplanan: 466.9518; bulunan: 466.9556.
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5.3.6. 4-(7-(Dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)-2-((4-formilbenziliden)amino)
tiyofen-3-karbonitrile (CTSB-1)’in sentezi

s 2 s )
/m([/g\ N HZ H)‘\©\'r m[%\ /
N + — B H
H
N CN
Et,N o S Et,N (¢} (o}
CcTA1

CTsSB-1

Sekil 5.9. CTSB-1 bilesiginin sentez semasi.

1,00 mmol 2-amino-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-3-karbonitril ve
2,10 mmol tereftalaldehit 10 mL etanol igerisinde ¢oziildi. 4 dk 300 W 80 °C mikrodalga
isinlama yapildi. Elde edilen kati siiziilerek deney ortamindan ayrildi ve sicak etanol ile

yikandi. Verim: % 73, e.n.: 341-342 °C.

FT-IR (KBTI, Vmaks, cm™): 3122 (aromatik C—H gerilmesi), 2936 (alifatik C-H gerilmesi),
2842 (aldehit C—H gerilmesi), 2221 (C=N gerilmesi), 1717(C=0 gerilmesi), 1610 (aromatik
C=C gerilmesi).

IH NMR (DMSO-ds, 8): 10.11 (t, 1H), 8.93 (t, 1H), 8.18 (i, J=14.5 Hz, 1H), 8.09 (i, J=8.3
Hz, 2H), 7.79 (t, 2H), 7.53 (i, J=9.1 Hz, 2H), 6.77 (ii, J=9.0, 1.7 Hz, 2H), 6.61 (i, J=1.0 Hz,
1H), 3.47 (d, J=13.5, 6.8 Hz, 4H), 1.15 (ii, J=6.8 Hz, 6H).

13C-NMR (DMSO-ds, 8): CTSB-1 kodlu bilesigin ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasindan dolay

1y1 bir spektrum elde edilememistir.

HRMS (m/z), (M-H)": C26H22N303S, hesaplanan: 456.1382; bulunan: 456.1375.

5.3.7. 2-((4-Formilbenziliden)amino)-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il) tiyofen-3-
karbonitril (CTSB-2)’nin sentezi

s 2 s )
I / NH, H ’ / N 7
\ + H — A H
N N
MeO’ O o 5 MeO'
CT-2

(o]

CTSB-2

Sekil 5.10. CTSB-2 bilesiginin sentez semast.
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1,00 mmol 2-amino-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-3-karbonitril ve 2,10
mmol tereftalaldehit 10 mL etanol igerisinde ¢oziildii. 4 dk 300 W 80 °C mikrodalga 1sinlama
yapildi. Elde edilen kat1 siiziilerek deney ortamindan ayrildi ve sicak etanol ile yikandi.

Verim: % 73, e.n.: 341-342 °C.

FT-IR (KBr, Vmaks, cm™): 3230 (aromatik C—H gerilmesi), 3073 (alifatik C—H gerilmesi),
2988(aldehit C—H gerilmesi), 2839 (aldehit C—H gerilmesi), 2219 (C=N gerilmesi), 1713
(C=0 gerilmesi), 1611 (aromatik C=C gerilmesi).

IH-NMR (DMSO-ds, 5): 10.11 (¢, 1H), 8.97 (t, 1H), 8.33 (t, I H), 8.23 (i, J=8.0 Hz, 2H), 8.10
(i, J=8.1 Hz, 2H), 7.89 (t, 1H), 7.75 (i, J=8.7 Hz, 1H), 7.11 (i, J=2.1 Hz, 1H), 7.04 (ii, J=8.8,
2.0 Hz, 1H), 3.90 (t, 3H).

13C-NMR (DMSO-ds, 5): 192.9, 163.1, 161.8, 159.1, 155.2, 142.4, 139.5, 138.6, 134.4,
130.2, 130.0, 123.9, 116.7, 114.1, 113.1, 112.2, 100.6, 56.1.

HRMS (m/z), (M-H)™: C23H15sN204S, hesaplanan: 415,0753; bulunan: 415,0739.
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6. HEDEF BILESIKLERIN SENTEZLERI UZERINE ELDE EDILEN
SONUCLAR

Sentez ¢alismalarinda literatiirde bilinen kumarin tiirevleri (C-1, C-2, CY-1, CY-2, CT-1 ve
CT-2 bilesikleri) basar1 ile sentezlenip yapilar1 spektroskopik yontemler ile kontrol
edilmistir [67, 68].

Hedef bilesikler olan CTVA-2, CTCA-1, CTCA-2, CTIA-1, CTIA-2, CTSB-1 ve CTSB-2
bilesikleri bagariyla sentezlenmistir ve yapilar1 spektroskopik yontemler ile aydinlatilmstir.
CTSB-1 ve CTSB-2 bilesikleri literatiiriin aksine geleneksel metotlarda sentezlenemeyip

mikrodalga 1s1ma metodu (MDI) ile sentezlenmistir.

Hedef bilesiklerinden olan CTVA-1 bilesiginin sentezi geleneksel ve MDI yontemleri ile
cesitli ¢oziicliler ve katalizorler ile sentezi denemistir fakat hedef bilesik sentezlenemeyip
giris bilesigi olan CT-1 bilesigi reaksiyon sonucunda geri alinmistir. CTVA-1 bilesiginin

sentezi i¢in yapilan ¢aligmalar Cizelge 6.1.’da verilmistir.
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Cizelge 6.1. CTVA-1 hedef bilesiginin sentezine iligkin yapilan denemeler ve sonuglari.
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Hedef bilesiklerin arasinda yer alan CTMA-1 ve CTMA-2 bilesiklerinin geleneksel ve MDI
ile sentezleri denenmis olup istenilen yap1 elde edilememistir. Sentez ¢aligmalarinda {iriin
olarak maleik asit tiirevinin (Bkz. Sekil 6.1) elde edildigi *H-NMR spektroskopisi ile
gorilmiistir (Bkz. Sekil 6.2).

o OH o OH
s mo S M(o
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Sekil 6.1. CTMA-1a ve CTMA-2a bilesiklerinin yapisi.
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Sekil 6.2. CTMA-1a bilesigine ait tH-NMR spektrumu.

'H-NMR spekturumunda 6,65 (i, J = 12,0 Hz, 1H) ve 6,49 (i, J = 12,0 Hz, 1H) goriilen ikili
pikler maleik asit tiirevindeki vinilik hidrojenlere, 12,26 (t, 1H) goriilen pik ise azot atomuna
bagli hidrojene aittir. 12,26 ppm de goriilen -NH piki maleik anhidrit reaktifinin CT-2
bilesigi ile reaksiyona girip CT-2 yapisina baglandigini fakat halkanin kapanmadigi
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gostermektedir. Geleneksel yonteme gore daha verimli bir yontem olan MDI ile ayni
reaksiyonun gercgeklestirilmesi denendiginde yine asetik anhidrit igerisinde 1sinlama
yapildiginda ayni1 maleik asit tiirevinin elde edildigi *H-NMR spektroskopisi ile goriildii.
CTMA-1 ve CTMA-2 bilesiklerinin sentezi baz katalizorligiinde de geleneksel ve MDI
yontemleri ile denenmesine ragmen reaksiyon sonunda giris bilesikleri alinmistir. Elde
edilen maleik asit tiirevleri CTMA-1a ve CTMA-2a kullanilarak asit ve baz katalizorliiglinde
geleneksel ve MDI yontemleri ile maleimit halkasi kapatilmaya calisilmasina ragmen
istenilen yap1 elde edilememistir. Maleimit tiirevlerinin sentezine iliskin ¢alismalar ve

sonuclar1 Cizelge 6.2 ve Cizelge 6.3’de verilmistir.

Calismalar sonunda maleik ait tiirevlerinin sentezi i¢in en verimli metot 1,00 mmol CT-1
veya 1,00 mmol CT-2 ve 2,00 mmol maleik anhidrit 10,00 mL asetik anhidrit igerisinde
¢oziiliip 15 dk 500 W 140 °C mikrodalga 1s1mas1 yapilmasi olarak belirlenmistir.

CTCA-1 bilesiginin *H-NMR spekturumu incelendiginde; CT-1 bilesiginde ~NH; yapisina
ait hidrojenler 7,20 (t, 2H) pikini vermektedirler. CTCA-1 bilesigi serbest amino grubundan
asetil kloriir ile tiirevlendirilmesi sonucu elde edilmistir. Amino grubuna daha elektronegatif
bir yap1 baglaninca CTCA-1 yapisindaki —NH hidrojeni diisiik alana kayarak 12,07 (t, 1H)
pikini vermektedir. CTIA-1 bilesiginde —NH hidrojeni 12,04 (t, 1H) ppm’de goriilmektedir.
8,04 (t, 1H) ppm’de goriilen pik kumarin halkasinin 4 numarali konumunda bulunan
hidrojene, 7,50 (t, 1H) ppm’de goriilen pik kumarin halkasinin 5 numarali konumunda
bulunan hidrojene, 7,37 (t, 1H) ppm’de goriilen pik tiyofen halkasinda bulunan hidrojene,
6,75 (ii,J = 8.9, 2,4 Hz, 1H) ppm’de goriilen pik kumarin halkasinin 6 numarali konumunda
bulunan hidrojene, 6,58 (i, J = 2,2 Hz, 1H) ppm’de goriilen pik kumarin halkasinin 8
numarali konumunda bulunan hidrojene ait piklerdir. Bu pikler diger 7-dietilamino kumarin-
tiyofen tiirevlerinde de yaklasik olarak ayni degerde goriiliir. 4,52 (t, 2H) piki azota bagh
metilen grubuna ait piktir. CTIA-1 tiirevinde metilen grubuna daha elektronegatif bir atom
olan iyot atomunun baglanmasi ile yiiksek alana kayarak 4,07 (t, 2H) pikini verir. 3,46 (d, J
= 13,9, 6,9 Hz, 4H) piki azota baglh dietil amino grubunda bulunan metilen gruplarina ait,
1,14 (i, J = 7,0 Hz, 6H ) piki azota bagh dietilamino grubunda bulunan metil gruplarina ait
piklerdir. Yapida bulunan iki metilen grubu ve iki metil grubu ayn1 kimyasal ¢evreye sahip
olduklar1 igin pikleri ayn1 ppm’de goriiliir. CTCA-1 bilesigine ait *H-NMR spektrumu ve

kumarin halkasinin numaralandirilmasi Sekil 6.3 ve Sekil 6.4’te gosterilmistir.
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Sekil 6. 3. CTCA-1 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 6. 4. Kumarin halkasinin numaralandirilmasi.
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Cizelge 6.3. Maleimit tlirevlerinin (CTMA-1 ve CTMA-2 bilesikleri) sentezine iliskin

yaplilan denemeler ve sonuglari.
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7. BIYOTiYOL DUYARLILIK VE SECICILIiK CALISMALARI

7.1. Spektrofotometrik Etkilesim Calismalar:

Etkilesim ¢alismalarinda fizyolojik pH degeri i¢in Polifosfat (PBS) tamponu (10 mM, pH
7,4) ve biyomolekiillerin anyonik form kazanmalari i¢in de Tris-HCI tamponu (50 mM pH

9,2) literatiir ile uyumlu olacak sekilde belirlenmistir [63].

PBS tambonu hazirlanirken 0,55 g KoHPO4, 0,22 g KH2PO4, 4,50 g NaCl alinip 500,00 mL
saf su icerisinde ¢oziiliip pH ayarlanmasi ise 0,10 M NaHCOs3 ile pH metre yardimi ile
yapilmustir. Tris-HCI tamponu hazilanirken 3,029 g tris(hidroksimetil)-aminometan alinip
500,00 mL saf su igerisinde ¢oziiliip pH ayarlamas1 0,10 M HCI ile pH metre yardimi ile
yapilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin Sekil 7.1°de gosterilen mekanizma iizerinden tiyol grubu

etkilesecegi Ongorilmiistiir.

OH
o
OH
Rz: OCH3
X:Cll Y

Sekil 7. 1. Sentezlenen kemosensorlerin tiyol grubu ile etkilesimlerinin 6nerilen
mekanizmalart.

Biyotiyol duyarlilik ¢aligmalari igin yapilan florimetre ¢calismalarinda CTCA-1 bilesigi igin
slit aralig1 ex.: 5,0 nm; em.: 5,0 nm, ex. wl.: 413 nm olarak ve PMT voltaji1 700 V, CTIA-1
bilesigi i¢in slit aralig1 ex.: 2,5 nm; em.: 2,5 nm, ex. wl.: 411 nm olarak ve PMT voltaji1 700
V ve CTIA-2 bilesigi i¢in slit araligi ex.: 10 nm; em.: 5,0 nm, ex. wl.: 343 nm olarak ve

PMT voltaj1 700 V olarak ayarlanmistir.
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Etkilesim g¢alismalar1 igin biyomolekiiller ile etkilesecek yapilarin polifosfat ve Tris-HCI

tampon ortamlarinda ¢aligma aralig1 ve molar absorpsiyon katsayist belirlenmistir.

Calisma araliklar1 belirlenirken bilesiklerin 1x10° M DMSO icindeki stok cozeltileri
hazirlanip, UV-GB spektroskopisi ile tampon i¢inde farkli konsantrasyonlarda maksimum
absorpsiyon dalga boyuna karsilik gelen absorpsiyon degerleri belirlenmis ve veriler grafige
gecirilmistir.  Yapilan ¢aligma araligi ve molar absorpsiyon katsayisi belirleme

caligmalarinin sonuglar1 Cizelge 7.1 — Cizelge 7.6 arasinda gosterilmistir.

CTSB-1, CTSB-2, CTCA-2 ve CTVA-2 bilesikleri DMSO igerisinde uygun stok ¢ozeltileri,
cozlntrliiklerinin az olmasi nedeni ile hazirlanamadigi i¢in bu bilesiklere biyotiyol

duyarlilik caligsmalar1 yapilamamustir.
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Cizelge 7.1. CTCA-1 bilesiginin PBS (pH 7,4) ortamindaki ¢oziiniirliik calismasi. Bilesigin
cesitli derisimlerdeki grafigi (sol-alt) ve Absorpsiyon-Derisim grafigi (sag-alt).
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Cizelge 7.2. CTCA-1 bilesiginin TRIS (pH 9,2) ortamindaki ¢oziintirliik ¢alismasi. Bilesigin
cesitli derisimlerdeki grafigi (sol-alt) ve Absorpsiyon-Derisim grafigi (sag-alt).
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Cizelge 7.3. CTIA-1 bilesiginin PBS (pH 7,4) ortamindaki ¢6ziiniirliik ¢alismasi. Bilesigin
cesitli derisimlerdeki grafigi (sol-alt) ve Absorpsiyon-Derisim grafigi (sag-alt).
|
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Cizelge 7.4. CTIA-1 bilesiginin TRIS (pH 9,2) ortamindaki ¢6ziiniirliik caligmasi. Bilesigin
cesitli derisimlerdeki grafigi (sol-alt) ve absorpsiyon-Derisim grafigi (sag-alt).
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Cizelge 7.5. CTIA-2 bilesiginin PBS (pH 7,4) ortamindaki ¢6ziiniirliik ¢alismasi. Bilesigin
cesitli derisimlerdeki grafigi (sol-alt) ve Absorpsiyon-Derisim grafigi (sag-alt).
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Cizelge 7.6. CTIA-2 bilesiginin TRIS (pH 9,2) ortamindaki ¢6ziiniirliik caligmasi. Bilesigin
cesitli derisimlerdeki grafigi (sol-alt) ve Absorpsiyon-Derisim grafigi (sag-alt).
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Etkilesim ¢alismalar1 yapilirken her bilesik igin 1x10° M DMSO igindeki stok ¢dzeltisinden
ve her biyomolekiil ¢ozeltisinin 1x10° M tampon ¢ozeltisi icindeki stok c¢ozeltisinden
eklenerek (200 puL, ¢ = 10*M) olusan toplam hacimde (2000 pL) bilesik konsantrasyonunun
UV-GB spektroskopisinde CTCA-1, CTIA-1 ve CTIA-2 igin 12,5x10° M, Emisyon
spektroskopisinde CTCA-1, CTIA-1 ve CTIA-2 icin 5x10° M olmasi1 saglanmistir. Her
Ol¢iim i¢in taze stok c¢ozeltiler hazirlanmigtir. Tiim Sl¢limler i¢in toplam hacim (2000 pL)
aymdir. Etkilesim ¢alismalart i¢in once inkiibasyon siiresi belirlenmesi amaci ile her 10
dk’da bir pH=7,4 ve pH=9,2’de Cys, Hcy ve GSH ile UV-GB spektroskopisi ile 6l¢iim
almmistir. Bu Olgiimlerin sonucunda bilesiklerin biyomolekiiller ile etkilesimini 30 dk
sonunda tamamladigr gorilmistir. 30 dk’lik inkiibasyon siiresi literatiirde de

biyomolekiillerin etkilesimi i¢in en uygun siire olarak belirtilmistir [63].

Belirlenen inkiibasyon siiresi goz oniine alinarak biyotiyoller ve diger amino asitler i¢in
etkilesim ¢alismalar1 yapilmistir. Etkilesim calismalarinin sonuglar1 Cizelge 7.7 - Cizelge

7.12 arasinda verilmistir.



51

Cizelge 7.7. CTCA-1 bilesiginin PBS (pH 7,4) ortamindaki etkilesim calismalari. Tiyol
iceren biyomolekiiller ile etkilesim absorpsiyon spektrumu (sol-iist), emisyon
spektrumu (sag-list). Biyomolekiiller ile etkilesim absorpsiyon ¢ubuk grafigi
(sol-alt) ve emisyon ¢ubuk grafigi (sag-alt).
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Cizelge 7.8. CTCA-1 bilesiginin TRIS (pH 9,2) ortamindaki etkilesim g¢alismalari. Tiyol
iceren biyomolekiiller ile etkilesim absorpsiyon spektrumu (sol-iist), emisyon
spektrumu (sag-iist). Biyomolekiiller ile etkilesim absorpsiyon ¢ubuk grafigi
(sol-alt) ve emisyon gubuk grafigi (sag-alt).
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CTCA-1 bilesiginin biyomolekiiller ile etkilesimi incelendiginde inkiibasyon siiresi
tamamlandiginda pH = 7,4’te absorpsiyon maksimum dalga boyu degerinde bir degisiklik
goriilmez iken absorpsiyon degerinde bir diisiis goriilmistiir. Tiyol grubu igeren
biyomolekiiller ve amino asitler i¢in ayni sonuglar alinmistir. pH = 7,4’teki emisyon
spekturumlar1 incelendiginde ise emisyon dalga boyu degismezken emisyon siddetinde
genel olarak bir artig goriilmiistiir. Emisyon siddetindeki bu artig 6zellikle GSH ve Hcy i¢in
oldukga belirleyicidir. Emisyon siddeti inkiibasyon siiresi sonunda CTCA-1 bilesigine gore
GHS’da yaklasik 3 kat, Hcy’de yaklasik 2 kat arttigi gorilmiistiir. Cys i¢in emisyon
siddetinde ayirt edici bir artis goriilmezken Cys benzeri bir amino asit olan Met’in emisyon
siddeti CTCA-1 bilesiginin emisyon siddetine gore azalmistir. pH = 9,2’de ki absorpsiyon
spekturumda tiyol grubu igeren biyomolekiillerin CTCA-1 bilesigine gore absorpsiyon
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siddetlerinin diger amino asitlerin aksine azaldig1 goriilmiistiir. Emisyon spekturumlarinda
ise tiyol grubu igeren biyomolekiillerin emisyon siddetleri diger amino asitlere gére oldukca

fazla bir sekilde artmistir.

Cizelge 7.9. CTIA-1 bilesiginin PBS (pH 7,4) ortamindaki etkilesim c¢aligsmalari. Tiyol
igeren biyomolekiiller ile etkilesim absorpsiyon spektrumu (sol-iist), emisyon
spektrumu (sag-iist). Biyomolekiiller ile etkilesim absorpsiyon ¢ubuk grafigi
(sol-alt) ve emisyon ¢ubuk grafigi (sag-alt).
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Cizelge 7.10. CTIA-1 bilesiginin TRIS (pH 9,2) ortamindaki etkilesim ¢alismalari. Tiyol
iceren biyomolekiiller ile etkilesim absorpsiyon spektrumu (sol-iist), emisyon
spektrumu (sag-iist). Biyomolekiiller ile etkilesim absorpsiyon ¢ubuk grafigi
(sol-alt) ve emisyon gubuk grafigi (sag-alt).
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CTIA-1 bilesiginin biyomolekiiller ile etkilesimi incelendiginde inkiibasyon siiresi
tamamlandiginda pH = 7,4’te absorpsiyon maksimum dalga boyunda bir degisiklik
goriilmez iken absorpsiyon degerinde bir diisiis goriilmiistiir. Tiyol gurubu igeren
biyomolekiiller ve amino asitler i¢in ayni sonuglar alinmistir. pH= 7,4’te ki emisyon
spekturumlar1 incelendiginde emisyon dalga boyu degismez iken emisyon siddetinde genel
olarak bir artiy durumu s6z konusudur. CTIA-1 bilesigi ile Cys ve GSH biyomolekiilleri
etkilestigi zaman emisyon siddeti artmaktadir. Bilesigin Hcy ve Met ile etkilesimi sonucunda
ise emisyon siddeti azalmaktadir. Emisyon siddetindeki bu azalis diger amino asitler ile
genel olarak ters bir etki gdsterdigi i¢in ayirt edici bir 6zelliktir. Etkilesim sonucu emisyon
siddetini azaltan diger amino asitler glisin, izoldsin ve valin’e kars1 kiyasladigimiz zaman

Hcy ve Met ile etkilesim sonucu emisyon siddeti daha fazla oranda azalmaktadir. pH = 9,2’



55

deki absorpsiyon spekturumu incelendiginde tiyol grubu igeren biyomolekiillere ait bir ayirt
edicilik goriillmemistir. Emisyon spekturumlarinda ise tiyol grubu igeren biyomolekiillerin

emisyon siddetleri diger amino asitlere gére oldukca fazla bir sekilde artmistir.

Cizelge 7.11. CTIA-2 bilesiginin PBS (pH 7,4) ortamindaki etkilesim calismalari. Tiyol
igeren biyomolekiiller ile etkilesim absorpsiyon spektrumu (sol-iist), emisyon
spektrumu (sag-iist). Biyomolekiiller ile etkilesim absorpsiyon ¢ubuk grafigi
(sol-alt) ve emisyon ¢ubuk grafigi (sag-alt).
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Cizelge 7.12. CTIA-2 ilesiginin PBS (pH 7,4) ortamindaki etkilesim ¢alismalari. Tiyol
iceren biyomolekiiller ile etkilesim absorpsiyon spektrumu (sol-iist), emisyon
spektrumu (sag-iist). Biyomolekiiller ile etkilesim absorpsiyon ¢ubuk grafigi
(sol-alt) ve emisyon ¢ubuk grafigi (sag-alt).
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CTIA-2 bilesiginin biyomolekiiller ile etkilesimi incelendiginde inkiibasyon siiresi sonuda
pH = 7,4’te absorpsiyon maksimum dalga boyunda bir degisiklik goriilmez iken absorpsiyon
degerinde bir genel olarak diisiis goriilmiistiir. Tiyol grubu iceren biyomolekiillerin aksine
Cys etkilesim sonucunda absorpsiyon degerini yiikseltmistir. Diger biyotiyoller ile
karsilastirildiginda absorpsiyonda ki bu yiikselis ayirt edicidir. pH = 7,4°te ki emisyon
spektrumlar1 incelendiginde ise emisyon dalga boyunda bir degisiklik goriilmez iken
emisyon siddetinde genel olarak bir azalma durumu s6z konusudur. Etkilesim sonunda tiyol
grubu iceren biyomolekiiller icin Hcy’nin emisyon siddetinde ki azalis ayirt edicidir. pH =
9,2’de ki absorpsiyon spekturumda genel olarak absoprsiyon siddetinde bir azalig

goriilmiistiir. Bu genel durumun aksine Cys’nin absorpsiyon siddeti artmistir. Emisyon
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spektrumunda ise emisyon siddetlerinde diisiis goriilmiistiir, Cys’deki diisiis ise dikkat

cekicidir.

7.2. 'TH-NMR Cahismalar

Biyotiyol duyarlilik ¢alismalarinda bilesiklerin Cys’nin disinda Met ve bazi1 amino asitler ile
de etkilestigi emisyon spektrumlarindaki belirgin degisikliklerden belirlenmistir. Bu
biyomolekiillerin etkilesim mekanizmalarini belirlemek i¢in CTIA-1 bilesigine Cys, Met ve
Arg eklenmesi ile *H-NMR spektrumlart almmustir. Calisma, 5:1 oraninda DMSO-ds:D20
¢oziici karisiminda (10 mM) 25 °C’da 1,0 esdeger mol biyomolekiil eklenmesi ile
gerceklestirilmistir. Yapilan ¢alismada 3 biyomolekiiliin de farkli mekanizmalar {izerinden
tepkime verdigi belirlenmistir. Elde edilen spektrumdan tepkimelerin tam gerceklesmedigi

gozlenmistir ancak yan iirlinlerin varligi izerinde mekanizmalar dnerilmektedir.

Bilesiklerin yap1 tasarimlarim1 yaparken Oncelikli olarak biyotiyoller ile etkilesecegi
diisiiniilen gruplar se¢ilmisti. Planlanan etkilesimlerden biri iyodoamit tiirevindeki iyotun
Cys’nin -SH grubu ile yer degistirme tepkimesi vermesidir. Bu sonu¢ H-NMR
spektrumdaki metilen grubunun yer degistirme tepkimesi sonucunda (I-CH2 - S-CH) daha
diisiik kimyasal kaymada gozlenmesi ile desteklenecekti. Ancak alinan ‘H-NMR
spektrumda iyodometilen sinyalinden daha yiiksek bir deger olan 4,45 ppm de yeni bir
sinyalin gozlenmesi tepkimenin farkli yonde ilerledigini gostermektedir. Literatiirde yapilan
bir calismada, 2-siyanobenzotiyazol bilesiginin Cys ile etkilesmesi sonucunda siyano
iizerinden halkalagsma tepkimesi verdigi ve 4,5-dihidrotiyazol grubunun olustugu
belirlenmistir [71]. Bu sonug tizerine, CTIA-1 bilesiginin yapisinda bulunan siyanotiyofen
tizerinden benzer bir halkalagsma tepkimesi verebilecegi goriilmektedir. Spektrum
incelediginde 4,45 ppm’de ¢ikan yeni sinyalin 4,5-dihidrotiyazol yapisindaki metilen
hidrojenlerine ait olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica spektrumda CTIA-1 bilesigine ait
spektruma kiyasla sadece tiyofen hidrojenin (Ha) yaninda diisiik siddette bir pik gozlenmesi
halkalasma tepkimesini desteklemektedir. Cilinkii olusacak tiyazol grubu sadece tiyofen

hidrojenin kimyasal kaymasini etkilemesi beklenmektedir.

Niiklofilik -SH icermeyen amino asit olan Met’in tepki vermemesi beklenmektedir ve
etkilesim mekanizmasinin kontrolii amaci ile segilmistir. CTIA-1 bilesigine Met ilavesi
sonrasinda bilesigin tepkime vermemesi beklenmesine ragmen 4,50 ppm de yeni bir sinyal

gozlenmektedir. Cys’ye benzer tepkime veremeyecek olan bu amino asitin spektrumu
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incelendiginde tepkimenin amino grubu iizerinde yiiridiiiine karar verilmistir. Amino
grubunun iyot ile yerdegistirme tepkimesi vermesi sonucunda metilen sinyalinin daha

yiiksek kimyasal kayma gostermektedir (azotun elektronegatifligi iyottan daha fazladir).

Met ile bir etkilesim gordiikten sonra amino grubunun etkilesim mekanizmasimin kontrol
edilmesi amaci ile Arg amino asiti se¢ilmistir. Arg ile yapilan ¢alismada beklenenden gok
farkli bir sonug ile karsilagilmistir. Met amino grubu tizerinden tepkimesi vermesi ile ayni
ortamda Arg’den de benzer bir tepime beklenilmekteydi. Met’de oldugu gibi metilenin daha
yiiksek kimyasal kaymaya sahip bir sinyal vermesi beklenirken daha diisiik kimyasal
kaymaya degeri olan 3,85 ppm’de yeni bir sinyal gdzlenmistir. Bu sonucun Arg yapisinda
bulunan guanidil grubunun iyodoamit tizerinden bir halkalagma tepkimesi ile ilerdigi ve 4H-
imidazol halkasinin olustugu goriilmektedir. Yeni olusan bu sinyalin imidazole ait metilen

sinyalleri oldugu diistiniilmektedir.

o imidazol-CHz

A M -
j M Et;N ooy e TiyazoI—CH;LJJ
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f1 (ppm)

Sekil 7.2. DMSO-dg i¢indeki (¢ = 10 mM) CTIA-1 ligant bilesigi lizerine 1,0 esdeger mol
sistein (cys), metiyonin (Met) ve arginin (Arg) eklenmesi ile alman H-NMR
spektrumu.
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Sekil 7.3. CTIA-1 bilesiginin sistein (cys), metiyonin (Met) ve arginin (Arg) eklenmesi ile
tepkimesi sonucu elde edilen olasi yapilar.

7.3. Teorik Hesaplamalar

Bolim 7.1’de, CTCA-1, CTIA-1 ve CTIA-2 bilesiklerinin tiyol gruplar ile Onerilen
etkilesim mekanizmalar1 Sekil 7.1.”de verilmektedir. Deneysel verilerin analizi sonucunda
onerilen bu mekanizmalarin dogrulugunun tespit edilmesi amaciyla bilesiklerin Cys grubu
ile etkilesimleri teorik c¢alismalar kapsaminda DFT hesaplamalar1 ile incelenmistir.
Hesaplamalarda, CTCA-1 bilesiginin optimizasyonu B3LYP/6-31G(d) seviyesinde, CTIA-
1 ve CTIA-2 bilesiklerinin optimizasyonlari, yapilarinda iyot (I) atomu igermelerinden
dolayl, B3LYP/LANL2DZ seviyesinde yapilmistir. S6z konusu molekiillerin Cys ile
etkilesmeleri sonucunda onerilen yapilarin (CTCA-1+Sistein, CTIA-1+Sistein ve CTIA-
2+Sistein) optimizasyonlar1 B3LYP/6-31G(d) seviyesinde gerceklestirilmistir.

Sekil 7.4’te CTCA-1 ve CTCA-1+Sistein molekiillerinin gaz fazinda elde edilen taban
durum geometrileri verilmektedir. CTCA-1 bilesiginde, C8-C11-C16-C17 dihedral agisi
149,79° ve kumarin ile tiyofen arasindaki biikiilme agis1 (C8-C11-C22-N23) -30,05° olarak
elde edilmistir. Bilesigin Cys ile etkilesimi sonucunda (CTCA-1+sistein), C8-C11-C16-C17
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dihedral ag1s1 149,36° ve kumarin ile tiyofen arasindaki biikiilme agisinin ise 30,36° oldugu
goriilmistlir. Buna gore, bilesigin Cys ile etkilesimi sonunda yapisal bir degisim olmadigi

goriilmektedir.

Cizelge 7.13’de TD-DFT metodu ile su ortaminda elde edilen elektronik absorpsiyon
spekturum hesaplamalarindan tespit edilen absorpsiyon maksimum (Amax), osilator kuvveti
(f), soz konusu maksimuma karsilik gelen gecisler ve yiizde olarak katki degerleri (w)
verilmektedir. CTCA-1 bilesiginin Cys ile etkilesmesi sonucunda Amax degerinde bir degisim

olmadigi (393 nm) goriilmektedir.

CTCA-1
CTCA-1+Sistein

“ g . p “ ,.‘,0
@ ‘
i o o= 5 SN wd 29y,
*‘** {f %o 4 Jf. I ‘34: o T 29
o ° ? o .

Sekil 7.4. CTCA-1 ve CTCA-1+Sistein i¢in gaz fazinda taban durum geometrileri.

Cizelge 7.13. CTCA-1, CTIA-1 ve CTIA-2 bilesikleri ve Cys ile etkilesim sonrasi yapilari
(CTCA-1+Sistein, CTIA-1+Sistein ve CTIA-2+Sistein) i¢in su ortaminda
TD-DFT metodu ile hesaplanan Amax, osilator kuvveti (f), ilgili gecisler ve

katkilart (w).

hmax f Gegisler, w hmax f Gegisler, w

(nm) ’ (nm) ’
CTCA-1 393 09083 H—L, 925  cTCA-1+Sistein 393 0,405 H—L,92.7
Ho1+1,57 H—1+1,55
CTIA-1 410 0,7906 H—L,86,3  CTIA-1+Sistein 393 0,405 H—L, 92,7
H—L+1,11,8 H—L+1,5,5
H—L1,86,8 H—-L, 92.4
CTIA2 363 03%49 41,74 CTIA-2+Sistein 357 06892 p .\ 3¢
H-1-L, 3,3 H-1-L, 2,3

CTIA-1 ve CTIA-2 bilesikleri ve etkilesim sonrasinda CTIA-1+Sistein ve CTIA-2+Sistein
yapilarimin  B3LYP/ LANL2DZ seviyesinde gaz fazinda elde edilen taban durum
geometrileri Sekil 7.5’te verilmektedir. CTIA-1 bilesigi i¢in, C8-C11-C16-C17 dihedral
agis1 145,46° ve kumarin ile tiyofen arasindaki biikiilme agis1 (C8-C11-C22-N23) -34,38°
olarak elde edilmistir. CTIA-2 bilesiginde ise C8-C11-C16-C17 dihedral agis1 ve C8-C11-
C22-N23 biikiilme agisi, sirasityla, 143,26° ve -35,71°dir. CTIA-1+Sistein ve CTIA-
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2+Sistein igin, C8-C11-C16-C17 dihedral agisi, sirasiyla, 149,36° ve 148,28° ve kumarin ile
tiyofen arasindaki biikiilme agisi ise, sirasiyla, 30,36° ve -30,98%dir. Sonug olarak, CTIA-
1 ve CTIA-2 bilesiklerinin Cys ile etkilesmeleri sonucunda anlamli yapisal degisimler
olusmamaktadir. Hesaplanan Amax degerleri CTIA-1 bilesigi i¢in 398 nm, CTIA-1+Sistein
icin 399 nm olarak tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 7.13) Benzer sekilde, CTIA-2 bilesiginin

sistein ile etkilesiminden sonra Amax degerinde anlamli bir degisim goriilmemektedir.

CTIA-1+Sistein

e r;j bt T 0%

CTIA-2 . ’ CTIA-2+Sistein
A N { @ u o ] QJ “ } e
@ j { 9 9 Siste Jj @ 99 J, #""J
Q’f{{‘w T TR T
2

Sekil 7.5. CTIA-1, CTIA-1+Sistein ve CTIA-2, CTIA-2+Sistein igin gaz fazinda taban
durum geometrileri.

Cizelge 7.13’de verildigi lizere, bilesiklerin ve Cys ile etkilesim sonrast yapilar igin
hesaplanan maksimum absorbsiyon dalgaboyuna karsi gelen gecislerden en yiiksek katkiya
sahip gecisin H— L gecisleri oldugu goriilmektedir. (en yiiksek dolu orbital, HOMO:H; en
diisitk bos orbital, LUMO:L). Sekil 7.7’7da HOMO ve LUMO vyapilar1 verilmektedir.
Orbitaller tizerinde, elektron yogunlugunun kumarin ve tiyofen {iizerinde oldugu ve

etkilesimden sonra bu dagilimin degismedigi goriilmektedir.
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HOMO LUMO

CTIA-2+Sistein 2 ~'
%ma &

Sekil 7. 6. CTCA-1, CTIA-1 ve CTIA-2 bilesikleri ve Cys ile etkilesim sonras1 yapilari
(CTCA-1+Sistein, CTIA-1+Sistein ve CTIA-2+Sistein) i¢in molekiil orbitalleri.

«
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8. SONUCLAR

Tez kapsaminda bir seri kumarin temelli floresans kemosensorler sentezlendi. Sentez
caligmalar1 sirasinda Shiff bazi tiirevi olan CTSB-1 ve CTSB-2 bilesikleri geleneksel
yontemlerle elde edilemedi. Fakat mikro dalga 1stma yontemi kullanilarak sentezlendi.
Hedeflenen Maleimit tiirevleri olan CTMI-1 ve CTMI-2 bilesiklerinin sentezi geleneksel ve
MDI yontemleri ile yapilmig fakat bu bilesikler elde edilememistir. Yapilan sentez
caligmalarinda {irlin olarak maleimit tlirevleri yerine maleik asit tiirevlerinin elde edildigi
'H-NMR spekturumu ile gozlemlendi. Sentezlenen CTVA-2, CTCA-1, CTCA-2, CTIA-1,
CTIA-2, CTSB-1 ve CTSB-2 bilesiklerinin yapilar1 spektroskopik yontemler ile aydinlatildi.

Elde edilen bilesiklerin biyotiyollere karst etkilesim calismalar1 spektrofotometrik
yontemler, *H-NMR spektroskopisi ve teorik ¢alismalarla arastirilda.

Biyomolekiillere karsi yapilan duyarlilik ¢aligmalari fizyolojik pH i¢in PBS (pH 7,4) ve
yapilarin anyonik form kazanmalari igin TRIS-HCI (pH 9,2) ortamlarinda yapildi.

Elde edilen sonuglara gore CTCA-1 bilesiginin PBS ortaminda GSH ve Hcy’ne karsi
etkilesiminin emisyon siddetini diger amino asit ve biyotiyollere karsi olduk¢a fazla
arttirdigr gorildii. CTCA-1 bilesiginin emisyonu, Cys, Hcy ve Met biyomolekiillerine
kiyasla GSH biyomolekiilii ile etkilesiminde floresans siddeti olduk¢a artti. TRIS-HCI
ortaminda tekrarlanan etkilesim c¢aligmalarinda ise CTCA-1 bilesiginin emisyon
siddetindeki artis diger amino asitler géz Oniine alindiginda biyotiyoller i¢cin oldukca
belirleyici oldu. CTIA-1 bilesiginde ise PBS ortaminda Hcy ile etkilesiminde ayirt edici
olarak emisyon siddeti diger amino asit ve biyotiyollere gore ters bir etki gostererek azaldig:
goriildii. TRIS-HCI ortaminda ise biyomolekiiller ile etkilesim sonucunda emisyon siddeti
diger amino asitler ile etkilesimine kiyasla ayirt edici sekilde artti. CTIA-2 bilesiginin PBS
ortaminda etkilesim sonucu absorpsiyon degerlerinde genel olarak diisiis goriildii. Bu
diististin  aksine Cys ile etkilesim sonucunda Ozellikle diger tiyol grubu igren
biyomolekiillerle kiyaslandiginda farkli bir etki gostererek absorpsiyon degerini arttigi
gorliidii. TRIS-HCI ortaminda etkilesim sonucunda elde edilen absorpsiyon degerleri ile

PBS ortaminda elde edilen degerler benzerlik gostermektedir. Cys ile etkilesim sonucunda
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elde edilen CTIA-2 bilesigine ait emisyon degerinde ise diger amino asit ve biyomolekiillere

gore ayirt edici bir sekilde azaldi.

Yapilan deneysel ¢alismalarin sonuglari teorik hesaplamalar ve *H-NMR etkilesim sonuglari
ile karsilastirildi ve etkilesim mekanizmalar1 belirlendi. Anyon ve tiyol grubu igeren
biyomolekiil etkilesim mekanizmas1 ¢alismalar1 icin yapilan teorik hesaplama ve 'H-NMR

etkilesim sonuglarnin birbirini destekledigi goriildii.

CTCA-1 bilesigi ise fizyolojik ortamda GSH biyomolekiiliiniin tayini i¢in, CTIA-2 bilesigi
ise pH = 9,2 ortaminda Cys biyomolekiiliiniin tayini i¢in iyi bir floresan kemosensor 6zelligi

gostermektedir.
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bilesiginin DMSO-ds icinde elde edilen tH-NMR spektrumu.
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2) bilesiginin FT-IR spektrumu.
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1 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

m

Elements Used: -
Mass [ Calc.Mass [ mDa [ PPM [ DBE [ Formula [i-Fr [i-Amom) [ € [ H [N[o]s]
3530581 3530596 05 14 135 CIB HI3 N2 O4 § 1036 00 B 13 2 4 1

CTVAZ 356 (5.094) Cm (353:360)
1. TOF M3 ES+

100 353.0501 32504004
4310723
%
157 0282
1420230 394.0586 4320730 7081191
N |199.0244 298.0431 750376 Via3q 0713 5511073 708.1224
| 2TaTe 1. - L 497.9832 560.2358 | " 783.1333 8171666 g5, ggq 9091124 .

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 &75 900 925 950 975

Sekil 3.4. N-(3-siyano-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)akrilamit (CTVA-
2) bilesiginin HR-MS spektrumu.

CTVA-2 bilesiginin ¢oziiniirliik probleminden dolay1 diizgiin *C-NMR sinyalleri elde
edilememistir.
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Sekil 4.1. 2-kloro-N-(3-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-
il)asetamit (CTCA-1) bilesiginin FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.2. 2-kloro-N-(3-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-
il)asetamit (CTCA-1) bilesiginin DMSO-ds i¢inde elde edilen *H-NMR
spektrumu.
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EK-4. (devam) CTCA-1 bilesigi
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Sekil 4.3. 2-kloro-N-(3-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-
il)asetamit (CTCA-1) bilesiginin DMSO-ds icinde elde edilen *C-NMR
spektrumu.

Fiesponse (5)

x10 5 |C20 H18 CI N3 03 S: +ESI Scan (rt: 6.923 min) Frag=400.0v CTCA1.d
438.0655

2
151

1
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.4. 2-kloro-N-(3-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-
il)asetamit (CTCA-1) bilesiginin HR-MS spektrumu.
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EK-5. CTCA-2 bilesigi
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Sekil 5.1. 2-kloro-N-(3-siyano-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)acetamit
(CTCA-2) bilesiginin FT-IR spektrumu.
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Sekil 5.2. 2-kloro-N-(3-siyano-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)acetamit
(CTCA-2) bilesiginin DMSO-ds icinde elde edilen *H-NMR spektrumu.
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Sekil 5.3. 2-kloro-N-(3-siyano-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)acetamit

(CTCA-2) bilesiginin DMSO-ds icinde elde edilen *C-NMR spektrumu.
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Sekil 5.4. 2-kloro-N-(3-siyano-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)acetamit
(CTCA-2) bilesiginin HR-MS spektrumu.



80

EK-6. CTIA-1 bilesigi

.
<+
=
2
2
o
5
s
g
3
N B
. B o g 5 E
3 | o @ < @
g 2 & - ] &
& & - & 4 2 a ol
80 © @ e
£ o = o
g S e ®
c o - ~|
& = - =
c 75 15 g, -
- @
# 5| - glls | ¥ & 3
o - o @ - 9o
5 o © s | 8 5 ®
& e
704 -3 ~ b =
2 = _ =
- & S0 =
- o o o~
65 = I T © @
o o -
2 =
| 2 & o
< a3 8
60+ -
1 o
| S — ey ey
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 6.1. N-(5-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)-2-
iyodoasetamit (CTIA-1) bilesiginin FT-IR spektrumu.
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Sekil 6.2. N-(5-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)-2-
iyodoasetamit (CTIA-1) bilesiginin DMSO-ds icinde elde edilen *H-NMR

spektrumu.
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Sekil 6.3. N-(5-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)-2-
iyodoasetamit (CTIA-1) bilesiginin DMSO-ds icinde elde edilen *C-NMR
spektrumu.

55 7 e ]
Fiesponse (%2} s Acauisition Tirme (min)

x10 6 |C20 H18 I N3 O3 S: +ESI Scan (rt: 7.198 min) Frag=400.0V CTIA1d
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Sekil 6.4. N-(5-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)-2-
iyodoasetamit (CTIA-1) bilesiginin HR-MS spektrumu.
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Sekil 7.1. N-(5-siyano-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)-2-iyodoasetamit
(CTIA-2) bilesiginin FT-IR spektrumu.
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Sekil 7.2. N-(5-siyano-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)-2-iyodoasetamit
(CTIA-2) bilesiginin DMSO-ds i¢inde elde edilen *H-NMR spektrumu.
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Sekil 7.3. N-(5-siyano-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)-2-iyodoasetamit
(CTIA-2) bilesiginin DMSO-ds icinde elde edilen 3C-NMR spektrumu.
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Sekil 7.4. N-(5-siyano-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)-2-iyodoasetamit
(CTIA-2) bilesiginin HR-MS spektrumu.
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Sekil 8.1. 4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)-2-((4-
formilbenziliden)amino)tiyofen-3-karbonitril (CTSB-1) bilesiginin FT-IR
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Sekil 8.2. 4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)-2-((4-
formilbenziliden)amino)tiyofen-3-karbonitril (CTSB-1) bilesiginin DMSO-ds

icinde elde edilen *H-NMR spektrumu.
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Sekil 8.3. 4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)-2-((4-
formilbenziliden)amino)tiyofen-3-karbonitril (CTSB-1) bilesiginin DMSO-ds
icinde elde edilen 3C-NMR spektrumu.

Single Mass Analysis

Tolerance = 20.0 PPM / DBE® min =-15, max =500

Element prediction: Off

MNumber of isotope peaks used for i-FIT = 3

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

1 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

m

Elements Used -

Mass [ Calc. Mass | mDa | PPM [ DBE | Formula [i-pm [irmmoerm) [ ¢ [ H [N]o]s]
4561375 4561382 07 15 175 CHH2Z M3 03§ 4534 00 % 2 3 3 1

CTSB1417 (5.981) Cm (417:424)
1. TOF WS ES+

3.606+005
o0 456.1375
%
14571395
smn1ng (121590 530 1534
9112819
1570281 180.0246 5714549 299.9800 3912787 & |.5261530 6340807 6842113 7371638 7932351811 2477 " §37-2949§E°-3”;
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Sekil 8.4. 4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)-2-((4-
formilbenziliden)amino)tiyofen-3-karbonitril (CTSB-1) bilesiginin HR-MS
spektrumu.

CTSB-1 bilesiginin ¢dziiniirlik probleminden dolay1 diizgiin *C-NMR sinyalleri elde
edilememistir.
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Sekil 9.1. 2-((4-formilbenziliden)amino)-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-yl)tiyofen-3-
karbonitril (CTSB-2) bilesiginin FT-IR spektrumu.
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Sekil 9.2. 2-((4-formilbenziliden)amino)-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-yl)tiyofen-3-
karbonitril (CTSB-2) bilesiginin DMSO-ds iginde elde edilen *H-NMR

spektrumu.
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Sekil 9.3. 2-((4-formilbenziliden)amino)-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-yl)tiyofen-3-
karbonitril (CTSB-2) bilesiginin DMSO-ds i¢inde elde edilen *C-NMR
spektrumu.

Single Mass Analysis

Tolerance =50 PPM / DBE: min =-1.5, max = 50.0

Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for i-FIT =3

Menoisotopic Mass, Even Electron lons

1 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

Elements Used: -

m

Mass [ Calc. Mass | mDa [ PPM [ DEE [ Formula [i-Fr JiFTMom) | ¢ [ H [n[o]s]
4150739 4150753 14 34 175 CB HIS N2 04 § 1900 00 B 15 2 4 1
CTSB2 371 (5.313) Cm (361:371)
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3.56e+004

100 157.0209 3
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Sekil 9.4. 2-((4-formilbenziliden)amino)-4-(7-metoksi-2-okso-2H-kromen-3-yl)tiyofen-3-
karbonitril (CTSB-2) bilesiginin HR-MS spektrumu.
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EK-10. CTIA-1 ve amino asit *H-NMR etkilesim spektrumlar1
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Sekil 10.1. N-(5-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)-2-
iyodoasetamit (CTIA-1) bilesigi ve 1 es deger mol Sistein eklenmesiyle
DMSO-ds iginde elde edilen *H-NMR spektrumu.
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Sekil 10.2. N-(5-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)-2-
iyodoasetamit (CTIA-1) bilesigi ve 1 es deger mol Metiyonin eklenmesiyle
DMSO-ds iginde elde edilen *H-NMR spektrumu.
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EK-10. (devam) CTIA-1 ve amino asit *H-NMR etkilesim spektrumlari
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Sekil 10.2. N-(5-siyano-4-(7-(dietilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)tiyofen-2-il)-2-
Iyodoasetamit (CTI1A-1) bilesigi ve 1 es deger mol Arginin eklenmesiyle
DMSO-ds iginde elde edilen *H-NMR spektrumu.
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