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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

FLORESANS OZELLIK GOSTEREN PERILEN TUREVLERININ SENTEZIi
VE SENSOR UYGULAMALARININ ARASTIRILMASI

ibrahim Berk GUNAY

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Ana Bilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Ibrahim YILMAZ
Eyliil, 2019, 61 sayfa

Bu tez ¢alismasi genel olarak 4 asamadan olusmaktadir. Ik asamada, floresans dzellik
gosteren bir perilen tiirevi prob sentezlenmis ve FT-IR, 'H NMR ve kiitle spektroskopisi
gibi spektroskopik yontemler kullanilarak karakterizasyonu gergeklestirilmistir.
Calismamin ikinci asamasinda, sentezlenen molekiiliin metal iyonlarina kars1 segicilik ve
duyarliligi, floresans spektroskopisi kullanilarak incelenmistir. Sentezlenen perilen
tiirevi probun ng+ iyonuna duyarli oldugu gézlenmistir. Ayrica probun cevap siiresi,
tayin limiti ve segicilik ¢alismalar1 yapilmistir.

Calismamn iigiincii kisminda ise sentezlenen molekiil ve Hg®* iyonu ile yapmis oldugu
kompleksin teorik hesaplamalar1 yapilmistir. Hesaplamalarda Gaussian 09W programi
ve yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT) yonteminin B3LYP fonksiyonu ile 6-31G(d) ve
LANL2DZ baz seti kullanilarak molekiillerin geometrik optimize yapilarinin yaninda
HOMO ve LUMO orbitalleri ve enerjileri hesaplanmustir.

Calismanin son asamasinda ise gelistirilen floresans probun HepG2 karaciger kanser
hiicrelerinde goriintiileme calismasi gergeklestirilmistir.

Sonug olarak, sentezlenen perilen tiirevli prob, Hg”* metal iyonuna karsi yiiksek
secicilik ve duyarhilik gostermistir. Ayrica hiicre i¢i floresans goriintiileme
calismalarinda basarili sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Perilen, Civa, Floresans, Sensér, Canli hiicre goriintiileme



ABSTRACT

Master Thesis

SYNTHESIS OF
PERYLENE DERIVATIVES DEMOSTRATING FLUORESCENT PROPERTY
AND INVESTIGATION OF SENSOR APPLICATONS

ibrahim Berk GUNAY

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr. Ibrahim YILMAZ
September, 2019, 61 pages

This thesis consists of 4 stages. In the first stage, the perylene derivative probe which
showed fluorescence behaviour was synthesized and characterized by using FT-IR, 'H
NMR and mass spectroscopy.

In the second stage of these study, the selectivity and sensitivity of the synthesized
molecule against metal ions were investigated by using fluorescence spectroscopy. The
synthesized perylene derivative probe was observed to be sensitive to Hg?" ion. Besides,
response time, detection limit and selectivity studies of the probe were performed.

In the third part of the study, the theoretical calculations of the synthesized molecule and
its Hg®* ion complex were made. In the calculations, HOMO and LUMO orbitals and
were calculated by using Gaussian 09W program and density functional theory (DFT)
method with B3LYP function 6-31G (d) and LANL2DZ basis set.

In the last part, imaging studies of the developed fluorescence sensor in the liver cancer
cell HepG2 was performed.

As a result, the developed perylene derivative probe showed high selectivity and
sensitivity to Hg”“metal ion. Also, successful results have been obtained in intracellular
fluorescence imaging studies.

Keywords: Perylene, Mercury, Fluorescence, Sensor, Live cell imaging



ONSOZ

Bu tez, Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Kamil Ozdag Fen Fakiiltesi Kimya
Boliimii  6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Ibrahim YILMAZ damsmanliginda
tamamlanarak, Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii'ne
Yiiksek Lisans tezi olarak sunulmustur.

Yiiksek Lisans ¢aligmalarim sirasinda her tiirlii bilgi ve Onerilerisiyle tez ¢alismamin
yiiriitiilmesinde bana yol gosteren danismanim Prof. Dr. Ibrahim YILMAZ’a

Yiiksek Lisans ¢aligmalarimda bana her tiirlii bilgiyi ve kendi birikimini aktaran her
zaman yanimda olan Dog¢. Dr Oktay Talaz ve Ars. Gor. Dr. Siikriye Nihan KARUK
ELMAS hocalarima

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Kamil Ozdag Fen Fakiiltesi Kimya Béliimiiniin
sahip oldugu tiim imkanlarindan faydalanmami saglayan degerli hocalarima ve Biyoloji
boliimiinden Dog. Dr. Gékhan SADI ve Aykut BOSTANCI’ya

Hayatimin her asamasinda olduklar1 gibi egitimim boyunca benden desteklerini eksik
etmeyen annem, babam ve kardeslerime

Her zaman yammda olan hi¢bir zaman destegini benden esirgemeyen esim Tuba
GUNAY ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Hocalarim ve ailem iyi ki varsiniz.

Bu arastirma Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri
Komisyonunca kabul edilen 02—YL-19 nolu proje kapsaminda desteklenmistir.

ibrahim Berk GUNAY
Karaman-2019



ICINDEKILER

i Sayfa
OZET ...ttt e e e e et e e e e e e e e et e e e et e e e e et r e e e e nnraeeee e i
A B ST R A CT ittt i
ONSOZ ... i
ICINDEKILER............cooooiiiiiiieeee ettt iv
SEKILLER DIZINT ........oooiiiiie oottt Vi
| B 12 (TR 1
2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI...........occooeieiiiiinnn. 3
2.1. MoleKUler LUMINESANS ........cciiieeeiiiiiiiiiiiiieieee e e e e e e e e e e e e eeeeeeeas 3
2. L LFIOMESANS ...ttt 3
2.2.1. Katyonlarin Tayini igin Floresans Kemosensorler ................ccovvviverevnene, 8
2.1.3. Anyonlarin Tayini I¢in Floresans Kemosensorler ...............cccovveverennnns, 18
2.2, PN ..o 23
2.3. Teorik Hesaplama Y OntemIeri..........covviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnss e 24
2.4.1. Geometrik Optimizasyon ve HOMO-LUMO Enerji Diizeyleri............... 24
3. MATERYAL VE METOD ...ooiiiiiiiiiiiiee st 25
3.1, Kullanilan Cihazlar............coueiiiiiiiiiiiiiiiiiccee e 25
3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler..............ccoviiiiiiiiiiiiiiiicceee e 25
3.3, Kullanilan COZEIIET .......vvviiieeeiiiiiiiiiiiiie e 25
3.4, Sentez CalISMAlATT ......uveeiiiiiiiiiii e 26
Sekil 3. 1 PDI/TMA’NIN SENEEZI ..vvvvvvrrrrriiiiiisiiesieisieaeeeeeeeseseseassessesseesssssessenns 26
3.4.1. N,N°-Bis][tris-(2-aminoetil)amin]-3,4,9,10-perylentetrakarbosilik bisimid
(PBI-TRIS) SENLEZI.....cuveeeeiiiiiiie et e e araa e e e 26
3.4.2. N,N-Bis[(((bis-2-(tiyofen-2ylmetil)amino)etil)-amino)etil]-3,4,9,10-
perilen tetrakarbosilik bisimid (PDI/TMA) SeNntezi .........cccccvveevviiiveeeeiiiiieneennn 27
3.5. SensOr CalISMAalari...........cooeeeeiiiiiiii s 27
3.5.1. Sensériin Duyarliginin Incelenmesi............cc.cvcevveverieirieeirereeerereeennens 27
3.5.2. Sensoriin Cevap Siiresinin Belirlenmesi ............oovvvvvvvvviiiiiiiiiiiviiiiiiinnnnn. 27
3.5.3. Sensoriin Florimetri Titrasyonlart ............coocovvveeiiiiiiiiienniiiiiec e 27
3.5.4. Sensoriin Segiciliginin INCEIENMESi .......ccvevvevereiiieeee e, 28
3.5.5. Sensoriin Tayin Limiti ve Caligma Araliginin Belirlenmesi.................... 28
4. BULGULAR VE TARTISMA ...ttt 29



4.1. PDI/TRIS ve PDI/TMA’nin Karakterizasyonu..........c.occvvvveeiiiiiiiieiiiiinnnennnn, 29

4.2. Sensoriin Parametrelerinin Belirlenmesi ...........oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeen 34
4.2.1. Sensériin Metal Tyonlarma Duyarlili@l .........cccvoveerviviiriiieieesseen, 34

4.2.3. Sensoriin Cevap Siiresi CaliSmast ........vvvvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiinnen e 36

4.2.4. Sensoriin Hg” Floresans TIraSyOnU ..............o.vrveiereeressenssssenessensnes 37

4.2.5. Sensoriin Tayin Limiti ve Calisma AraliZl........ccccoevvviiiiieeiiiiiiiiee i, 38

4.2.6. Sensoriin Benesi Hildebrand Baglanma Sabiti ............ccccccoviiiiiiciniinnn. 39

4.2.7. PDI/TMA-Hg* Kompleksinin Job’s Grafigi ...ooevevviiiiiiiiiiiiiee e 40

4.2.8. Sensoriliniin Secicilik CaliSmast ...........eeeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 41

4.3. Teorik Hesaplama Calismalart ............c..uveviiiiiiiiiiiiiiiiieeccceee e 42
4.3.1.PDI/TMA ve PDI/TMA-Hg’ nin Geometrik Optimize Yapilari ............... 42
4.3.2.PDI/TMA Molekiil Orbitalleri ve Enerji Seviyeleri ..........ccooevvveeeininnnnn. 43

4.4, HUCTE CalISMAST ....cceeeeieieeiiiiieiieee et s s e e s e e e e e e e aaaeaas 46

5. SONUCQ . ..ottt ettt et 54
6. KAYNAKLAR .ottt e e sttt e e e et e e e e e ntb e e e e s neaees 56
(0773 1 03\ 1 1T 60



SEKILLER DiZiNi

Sekil Sayfa
Sekil 2.1 Jablonski enerji diagrami...........uueeviiiiieeiiiiiiiiiiiiie e 4
Sekil 2.2 Absorpsiyon ve emisyon SPEKIIUM.........cccvvieiiiieeiiiee e e siiee e 5
Sekil 2.3 Floresans molekiiler sensorlerde 1i¢ Strate]i..........uuvveeieeeeriiiiiiiiiiiiiiiieeeeeenennns 7
Sekil 2.4 Floresans KemoOSENSOT 1-3..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e e 9
Sekil 2.5 Floresans kemosensoOrler 4-O..........covvvvviiiiiiiiiiiiiicsis e 11
Sekil 2.6 Floresans kemosensor 10 ve mitokondri i¢cindeki pH tayini mekanizmasi..... 12
Sekil 2.7 Floresans KemMOSENSOT 12 .........uuiuiiiiiiiieiaiiiiiiiiiiiiie e e e 14
Sekil 2.8 Floresans kemosSensoOr 13 .. ......iiiiiiiiiiiiiie e 15
Sekil 2.9 Floresans KemoSENSOT 14 ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e 16
Sekil 2.10 Floresans KEmOSENSOT 16 ..........cuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e e e e e eeeas 17
Sekil 2.11 Floresans kemosensor 17-19 .........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee e 17
Sekil 2.12 Floresans KemosSenSOr 20-22 ...........uvuuvuuuuiiiriiiiiiiiiiiiiiinsnnssnaaeaaaaaeeas 19
Sekil 2.13 Floresans Kemosensor 23 Ve 24 ........uuuiiiiiiiiiiiiiiii e 19
Sekil 2.14 Floresans KemMOSENSOT .........ccuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinniini e aeeeaeeees 20
Sekil 2.15 Floresans KemoSenSOr 27 VE 28 ........vvvivvuvuriiiiiiiiiiiiiiinniesniesssesseaeeeaeaaaaeees 22
Sekil 2.16 Perilendimid moleKGIINiN yapist........ccoovvvviiiiiiiiiiiieniiiceeiecee i 23
Sekil 2.17 Perilen diimit moleKGIiNTin YapISi........ccoviiiiviiiiiriiieeee e ee e 23
Sekil 3. 1 PDI/TMA NIN SENEZI ...ccevieiiiiiiiiiiieee e e e e e ettt e e s e e e e e e e e e 26
Sekil 4.1 PDI/TRIS FT-IR SPEKIUMUMU. .....ccoiiiiiiieeeiiiiiie e 29
Sekil 4.2 PDUTMA’ nin™H NMR SPEKIUIUMU .......c.vvvoieeieieeseeeee s 30
Sekil 4.3 PDI/TMA FT-IR SPEKtUIUMU ........ooiiiiiiiiiiieiiicee e 31
Sekil 4. 4 PDI/TMA kiitle SPEKtUITMU ......ccoiiviiiiiiiiiiiiiees e 32
Sekil 4. 5 PDI/TMA ve PDI/TMA-Hg(1l) kompleksinin FT-IR spekturumlarinin
KarSHASTITTIMAST ..vvvvvviiiiiiie e 32
Sekil 4. 6 PDI/TMA-Hg2+ KompleKSINin yapiSt.......oovveerieiiiiiiice e 33
Sekil 4.7 PDI/TMA nin katyonlara olan duyarliligi (DMSO, HEPES, v/v :5/95),
(Aeks:355 NM, Aem:B44 NM) oviiiieeccee e 34
Sekil 4. 8PDI/TMA nin metal katyonlar varliginda floresans cevabi (DMSO, HEPES,
VIV : 5/95), (Aeks:355 NM, Aem:B44 NM)..ovvrieeiiiiiiie e 34
Sekil 4. 9 PDI/TMA ve PDI/TMA-HgZJr icin pH ¢alig$mast .......cooeeriiiiiiiiiiiiiiieeee, 35

Vi



Sekil 4.10 PDI/TMA’nin Hg2+ varliginda cevap stiresi grafigi(DMSO, HEPES, v/v :

5/95), (Aeks:355 NM, Aem:544 NM) covviiiiie e 36
Sekil 4.11 Farkli derisimlerdeki Hg2+ varliginda PDI/TMA ¢ozeltisinin floresans

titrasyon grafigi (DMSO, HEPES, v/v : 5/95), (Aeks:355 nm, Aem:544 nm) ... 37
Sekil 4.12PDI/TMA’nin 544 nm’deki floresans siddetine karsi Hg2+ grafii............... 38
Sekil 4.13 PDI/TMA’nin Hg2+ varliginda Benesi Hildebrand grafigi............cccccoeenee 39
Sekil 4.14 PDI/TMA-Hg*" arasindaki kompleks sitokiyometrisinin i¢in Job’s grafigi .40
Sekil 4.15 PDI/TMA’nin diger metaller varliginda Hg2+ iyonuna floresans cevabi

(DMSO, HEPES, Vv/v : 5/95), (Aeks:355 NM, Aem:544 NM) oooevviviieeeiiiiinen, 41
€ . nin geometrik OPtIMIZE YaAPISL ...vuvvvnivniiiiiiiiiiinie i
kil 4.16 PDI/TMA’nin g ik optimize yap 42
ekKxil 4. - nin geometrik OptimIZE YaPIS1 cuvvvvivvviiriiiienieieiirrereneann
kil 4.17 PDI/TMA-Hg’ nin g ik optimize yap 42
€ . nin OrDIALICTT ..cvviniii
Sekil 4.18 PDI/TMA’min HOMO orbitalleri 43
ekil 4.19 PDI/TMA’ nin LUMO 0rbitalleri.........cooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee i 43
S
Sekil 4.20 PDI/TMA-Hg nin HOMO orbitalleri ........c..ceeeiiiiieieeiiiiiiiiee i 44
Sekil 4.21 PDI/TMA-Hg nin LUMO orbitalleri..........cccooiviiiieiiiiiiiieiieeciee e 44
Sekil 4.22 PDI/TMA ve PDI/TMA-Hg’ nin enerji seviyeleri..........ccccuovreiiiiiennnnnennn. 45
Sekil 4.23 PDI/TMA’nin 12.5 uM Hg2+ varliginda floresans goriintiisti (30dk)........... 46
Sekil 4.24 PDI/TMA’nin 25 uM Hg2+ varliginda floresans goriintiisii (30dk).............. 47
Sekil 4.25 PDI/TMA’nin 50 uM Hg2+ varliginda floresans goriintiisti (30dk).............. 47
Sekil 4.26 PDI/TMA’nin 100 uM Hg2+ varliginda floresans goriintiisii (30dk)............ 48
Sekil 4.27 PDI/TMA’nin 12.5 uM Hg2+ varliginda floresans goriintiisti (60dk)........... 48
Sekil 4.28 PDI/TMA’nin 25 uM Hg2+ varliginda floresans goriintiisii (60dk).............. 49
Sekil 4.29 PDI/TMA’nin 50 uM Hg2+ varliginda floresans goriintiisti (60dk).............. 49
Sekil 4.30 PDI/TMA’nin 100 uM ng+ varliginda floresans goriintiisii (60dk)............ 50
Sekil 4.31 PDI/TMA’nin 12.5 ve 50 uM Hg2+ ile NEM varliginda floresans goriintiisii
(BOOK) .ttt 51
Sekil 4.32 PDI/TMA’nin 50 ve 100 uM Hg2+ ile NEM varliginda floresans goriintiisii
(BOOK) .ot 52
Sekil 4.33 PDI/TMA’nin 12.5 ve 25 uM Hg2+ ile NEM varliginda floresans goriintiisii
(BOTK) ...ttt 52
Sekil 4.34 PDI/TMA’nin 50 ve 100 uM Hg2+ ile NEM varliginda floresans goriintiisii
(BOAK) ...ttt 53

Vil



Kisaltmalar

PBS
PDI
TRIS
ACN
AIE
BODIPY
DMSO
HOMO
ISC

IR
LUMO
MS
NCL
NMR
TMA

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZIiNi

Aciklama

Absorbans
Floresans siddeti
Baglanma sabiti
Temel hal
Uyartlmis hal
Referans ve 6rnek
Triplet

Kuartet

Aciklama

Fosfat tamponu
Perilen-3,4,9,10-tetrakarboksilik dianhidrit
N,N°-Bis[tris-(2-aminoetil)amin]
Asetonitril

Agregasyon ile emisyon azalmasi
Boron-dipirometen

Dimetil siilfoksit

Yiiksek enerjili dolu orbital

I¢ doniisiimii

Infrared spektroskopisi

Diisiik enerjili bos orbital

Kiitle spektroskopisi

Dogal kimyasal ligasyon
Niikleer manyetik rezonans
N,N°-Bis[(((bis-2-(tiyofen-2yl-
metil)amino)etil)-amino)etil]

viii



1. GIRIS

Sensorler maddenin enerjiyle etkilesimini 6lgmeye yarayan cihazlardir. Sensorler ilk
kullanildigr zamanlarda biiyiik6lgekli makro aygitlar olarak diistiniilmekteydi, fakat
gliniimiizde nanoteknoloji alaninda bile kullamlabilen sensorler gelistirilmektedir. Son
donemde tasarlanan uygun kimyasal sensorler, hedef analiti spesifik tanimakta ve basitce
sinyal mekanizmasindan olugmaktadir. Bu sensor stratejileri UV-GB, floresans gibi
spektroskopik tekniklerle olgiilmektedir. 1980°li yillarin bagindan itibaren kullanilmaya
baslanan floresans sensorler giiniimiizdede birgok alanda kendine uygulama alani
bulmustur. Floresans sensorler biyokimyasal ve biyomedikal caligmalardan klinik
analizlere ve gevresel atiklara kadar bir ¢ok alanda kullanilmaktadir (Bakker ve ark.,
1997).Floresans kemosensorlerle yapilan optik goriintiilemeler olduk¢a avantajhidir.
Floresans kemosensorler, belirli kosullar altinda sinyal verebilirler ya da var olan optik
ozelliklerini hedef yapr ile etkilestiginde kaybederek tayin islemi gerceklestirebilirler. Bu
yontem ile diger sinyal girisimleri engellenerek, diisilk konsantrasyonlardaki analitlerin
tespiti miimkiin olmaktadir. Ayrica florimetrik olarak yapilan tayinler hizli, pratik, ucuz ve
diistik limitlerde analit tayini i¢in oldukga avantajlidir. Son donemde, 6zellikle dogaya ve
insan sagliga oldukca zararli olan Hg”* iyonunun tayini yonelik floresans sensorler

gelistirilmektedir.

Civa agir metalinin insan viicudunda sebep oldugu baz1 hastaliklara bakacak olursak; beyin
fonksiyonlarinda, bobrek, sinir sistemi ve DNA iizerinde bozulmalara, akcigerde tahrige,
bebeklerde ishal vb gibi bir¢ok hastaliga sebep olmaktadir. Civanin insan viiciiduna oldugu
kadar cevreyede bircok zarari bulunmaktadir. Bu etkilere ek olarak, ¢evreye atilan
atiklardan havaya, topraga, suya karigsan civa hayvanlara ulastifinda ise metil civaya
doniismektedir. Dolayli yoldan hayvanlardan da yine insanlara gecmektedir. Insanlar ii¢
degisik civa formuyla etkilesebilirler, bunlar elemental civa, inorganik civa ve organik
civadir (Clarkson, 1998). Insanlarin inorganik civa ile etkilesiminin en onemli sebebi
amalgam dis dolgularidir (Davidson ve ark, 2004). Metil civa ile temas ise civa ile
kirlenmis sularda yasayan biiyiik baliklar tiiketilmesiyle ger¢eklesmektedir (WHO, 2000).
Organik Hg bilesikleri yagda ¢oziinebilir ve kisa hidrokarbon zinciri olmasi sebebiyle

gastrointestinal kolaylikla emilirler.



Bu calismada Hg®* metal iyonuna segici perilen dimid tiirevi esasli floresans sensdr
gelistirilmistir. Calismanin ilk asamasinda boyar malzemelerde siklikla tercih edilenperilen
diimid molekiilii kullamlarak N,N°-Bis[(((bis-2-(tiyofen-2-il-metil)amino)etil)-amino)etil]-
3,4,9,10-perilen tetrakarbosilik bisimid (PDI/TMA) sentezlenip, karakterizasyon islemleri
gergeklestirilmistir.  Ardindan gelistirilen probun metal iyonlarina karst segicilik
veduyarliligini floresans spektroskopisi kullanilarak incelenmistir. Caligmanin devaminda,
PDI/TMA ile PDI/TMA-Hg*"’min geometrik optimize yapilari ve HOMO ile LUMO
orbitalleriyle bunlarin enerji degerleri hesaplanmistir. Ayrica HepG2 kanser hiicreleri
kullanilarak ~ hiicre  goriintiilemesi  gerceklestirilmistir.  Elde  ettigimiz  sonuglar
dogrultusunda gelistirmis oldugumuz prob (PDI/TMA) ile insan viicudunda hastaliklara

sebep olan Hg®* metali tayin edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Molekiiler Liiminesans

2.1.1.Floresans

Fotonlart soguran bir molekiildeki elektron, temel halden uyarilarak yiiksek enerjili
seviyelere ge¢is yapar. Bu uyarilmis elektronun temel hale geri donmesi igin bir¢ok proses
mevcuttur. Bu prosesler, Sekil 2.1.’de Jablonski diyagrami ile ifade edilmistir. Bu
diyagramdaki dolgun yatay hatlar, singlet (So, Si.) ve triplet (T1) elektronik enerji
seviyelerini ifade etmektedir. ince yatay cizgiler ise elektronik enerji seviyelerindeki
titresim seviyelerini ifade etmektedir. Sade siyah hatlar, foton ve elektron enerjisi
arasindaki gegisleri, dalgali ¢izgiler ise 1s1masiz gegisleri ifade eder(Jablonski Diagram,
2013). Uyarilmis molekiil icerisindeki en siiratli gecisler, farkli titresim seviyeleri
arasindaki gegcislerdir. Bu 1s1masiz gegisler, benzer enerji seviyelerindeki ii¢ titresim
seviyesi arasindaki titresimsel durulma ve farkli enerjili titresim seviyeleri arasindaki i¢

doéniistim diye isimlendirilir (Kuzu B., 2016).

Floresans, 151ma olmaksizin diger durulma proseslerine gore daha yavas oldugundan dolay1
foton sogurmali molekiillerin genelinde floresans yoktur. Bunun yaninda, kimi floresans ile
ilk uyarilmis halden temel enerji seviyesine ulasir. Floresans kimi molekiillerde fazla etkili
olmasa da bazi molekiillerde sogurulan fotonlarin neredeyse hepsi floresansa sebep
olabilir. Bu floresans verimi, sogurulan fotonlarin sayisina karsi yayilan (emisyon)
fotonlarin Sayisinin oranidir ve bu oran floresans kuantum verimi (®r veya ®s) olarak
isimlendirilir (Valeur, 2001). Floresans kuantum verimi aym anda temel singlet halden
floresansla donme oraninin biitiin doniis zamanlarinin oram arasindaki iliski diye de ifade
edilebilir. Bir elektronun singlet enerjili seviyesinden triplet enerji seviyesine gegmesi
yasakli olmasina ragmen bazi istisnalar gerceklesmektedir. Sistemler arasi1 gecis(ISC) ismi
verilen bu durum daha yavas gergeklesmektedir ancak bazi durumlarda bu siire¢ degisiklik
gosterebilir. Elektronun triplet uyarilmig halden temel singlet hale gegisiyle meydana gelen
isimaya fosforesans adi verilir. Triplet halden singlet uyarilmis hale ve daha sonrasinda

temel singlet hale gegise ise gecikmeli floresans denilir (Skoog ve ark., 2004).
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Sekil 2.1 Jablonski enerji diagrami

Molekiildeki elektron UV-Vis fotonlarini absorbe ettiginde, yiiksek titresim enerji
seviyesine ulagir. Elektron uyarilmig enerji seviyesinde, sahip oldugu fazla titresim
enerjisini yok etmeye calisir. Bu fazla enerji, ¢arpisma ya da durulma prosesleriyle
kaybedilebilir. Molekiil enerjisini, uyarilmis halden en diisiik titresim enerji seviyesine
ulasana kadar kaybedebilir. Bu enerji seviyesine ulastiginda molekiil, enerjisini floresans
bigiminde yayabilir. Bu enerjiyi yayan molekiil, temel enerji seviyesindeki rastgele bir
titresim enerji seviyesine inebilir. Sayet 15181 soguran biitiin molekiiller bu prosesi
geceklestirirse kuantum verimleri en yliksek degere ulasacaktir. Farkli proseslerin takip
edilmesi sonucu ise kuantum verimleri daha diisiik olabilmektedir. Bu durumda kuantum
verimi bazen sifir bile olabilir. Temel haldeki en diigiik titresim bandi ile ilk uyarilmig
enerji seviyesi arasindaki gegise, 0-0 gecis diye isimlendirilir (Sekil 2.2.). Floresans
emisyonundaki rastgele bir ge¢is, diger biitiin absorpsiyon gecislerinden daha diisiik
enerjiye ihtiya¢ duyar.
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Sekil 2.2 Absorpsiyon ve emisyon spektrum
2.2.Floresans Molekiiler Sensorler

Son doénemlerde analitik kimyada, klinik biyokimya, tip ve ¢evre uygulamarinda
floresansin kullanimi artmistir. Cagimizda floresans, biyoteknoloji (Morrison ve Stols,
1993), akis sitometrisi (Gardner ve Hewlett, 2003), tibbi tanm1 (Morrison ve Stols,1993),
DNA dizilisi (Morrison ve Stols, 1993), adli tip (Gardner ve Hewlett, 2003) ve genetik
analiz (Gambetta ve Lagarias, 2001) uygulamalarinda ¢okca kullanilan bir teknik
durumuna gelmistir. Floresans teknikler ile es zamanli olarak sayisiz kimyasal ve
biyokimyasal analit saptanabilmektedir (Katyonlar, anyonlar, nétr molekiiller ve gazlar).
Floresans teknigi yiiksek segicilige sahip olmasimn yani sira 6nemli bir diger konu
biyokimyasal dl¢timlerde pahali ve radyoaktif maddelere gerek olmamasidir. Cagimizda
hiicresel ve molekiiler floresans goriintiileme uygulamalarinin gerceklestirilmesiyle,

kimyasal analizlerde floresans uygulamalarinda artis izlenmistir.

Bilinen ilk florofor olan kinin (Heller ve ark., 1974) 1950'lerde icat edilen ilk
spektroflorometrelerin gelismesine katki saglamustir. Avrupa’daki Ikinci Diinya Savasi
sirasinda, Kinini geren antimalaria ilaglar hizli tam koymak icin kullanilmistir. Buhizli ilag
denemeleri, Ulusal Saglik Enstitiisii programinda ilk kullanish spektroflorometre deneyleri

olarak kabul edilmektedir.

Floresans emisyonspektrumu floresans siddetine karsi ¢izilen dalga boyu (nanometre)
degerlerinden elde edilen grafiktir. Floresans emisyon spekturumu floroforun kimyasal

yapisina ve ¢oziindiigii ¢oziicliyle bagh olarak degisiklik gosterebilir. Bazi bilesiklerin



spektrumlart (Klonis ve ark., 2001) temel ve uyarilmis durumdaki karakteristik titresim
enerjisinden dolay1 onemlidir. Bagka bilesikler, 6rnegin kinin gibi (Chen, 1967) titresim
yapisindan yoksun spektrumlar gosterirler. Floresansin diger 6nemli karakteristigi, yiiksek
duyarliligidir. 1877'de floresans duyarliligi, Tuna ve Ren nehirlerinin yeralti iligkisini
ispatlamak amaciyla kullanilmigtir(Axelrod wve ark., 1992). Nehirlerin birbiriyle
baglantisim floresein boyasinin (yiiksek derecede floresans boya) Tuna nehrine
uygulanmastyla kanitlanmistir. Floresans boyanin nehre uygulanmasindan altmig saat

sonra, ufak nehir kolunda tespit edilmistir.

Floresans molekiiler sensorlerin florofor kismi sinyalizasyonu saglamaktadir, analitten

gelen optik sinyali bilgiye doniistiirerek nitel ve nicel analiz gergeklestirilir.
Floresans molekiiler sensorlerin etkilesim mekanizmalar ti¢ prosesle gergeklesmektedir.

1-Floroforun analit ile rastgele bir ¢arpigmasi, floresansin soniimlemesine sebep olabilir

(Gaz partikiillerinin ¢arpigsmasi gibi)

2-Bir analitin tersinir bigimde floroforla baglandig1 durumda iki ihtimal séz konusudur. ilki
analitile floroforun baglanmasiyla floresans siddeti soniimlenebilir, bu komplekslesme ile
soniimlenmedir. Analit ile birlestirmesi sonucu floresans siddeti artis gosterirse, bu hal

kompleklesme ile floresans artis1 diye adlandirilir.

3-Floroforlar reseptorlere aralikliyada araliksiz baglanabilir. Floroforun analitle etkilesime
girmesi esnasindaki fotofiziksel degisikligi, Kimi optik proseslerin sonucudur (Elektron
transferi, yiik transferi, enerji transferi, eksimer olusumu gibi). Bunun yaminda analit ile
koordinasyon halindeki kompleks ile floresans soniimlenebilir yada floresans artabilir.
Yeniden floresans sondiiriiliir (CEQ) yada analit koordinasyonunu takiben floresans artar
(CEF).
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Sekil 2.3 Floresans molekiiler sensorlerde ii¢ strateji

Bir baglama bolgesi, bir florofor ve bu ikili arasindaki etkilesim mekanizmasina sahip
bilesiklere floresans kemosensorler denir (Czarnik,1994). Baglanma bolgeleri geri
doniisiimlii olmayan kimyasal reaksiyonlar ile gerceklesiyor ise bunlar floresans
kemodosimetreler olarak tanimlanmaktadir. Bu iki tanim ve "floresans prob" terimi, son
yillarda birbirinin yerine ¢ok¢a kullamlmaktadir. Ilk floresans kemosensér, 1867'de F.
Goppelsroder tarafindan rapor edilmistir ve AI(IIl) iyonu ile kuvvetli bir floresans morin
selati olusturarak aliminyum tayini i¢in kullamilmistt (Czarnik,1993). Bu c¢alismayla
baslayip ilerleyen donemde diger birgok metal iyonunun tayini i¢in ¢ok sayida floresans
kemosensor gelistirilmistir. Aslinda erken floresans kemosensorleri, esas olarak anyonlarin
veya notr tiirlerin tespiti yerine metal iyonlarinin tespitine yogunlagmigtir. Bunun nedeni,
sudaki metal iyonlarinin seg¢ici baglanmasi, anyonlardan veya notr tiirlerden daha kolay
olmasidir. Bununla birlikte, 1980'den bu yana, modern kemosensdrlerin gelismesine
onciiliik eden Silva ve Czarnik tarafindan ilham verici ve Oncli ¢aligmalarla katalizlenen

alan, son yillarda ciddi bir biiyiime ve gelisme gostermistir (Silva ve ark., 1997) .

Son yillarda ¢ok sayida farkli floresans kemosensor gelistirildi ve uygulanabilirlik kapsami

biyolojik olarak énemli bircok analiti icerecek sekilde genisletildi. Ozellikle, biyolojik ve



cevresel olarak 6nemli katyonlar, anyonlar, kii¢iik notr molekiiller ve biyomakromolekiiller
(proteinler ve  DNA gibi) icin floresans kemosensorleri, mikroskopik goriintiileme

teknolojileriyle ile birlikte hizl1 bir ilerleme gostermistir.

Bir floresans kemosensoriin analit tespiti, genellikle (1) sellatlanma ile indiiklenmis
floresans (CHEF), (2) molekiil i¢i yiik transferi (ICT), (3) foto-indiiklenmis elektron
transferi (PET), (4) agregasyonla indiiklenen emisyon (AIE) dahil olmak {izere bir veya
daha fazla yaygin fotofiziksel mekanizma yoluyla saglanmaktadir ve yaklagimlarin sayisi

giin gectikce artmaktadir.

Yiiksek hassasiyet oOzellikleri ile zamansal ve mekansal Ornekleme i¢in kullanilma
kabiliyetleri nedeniyle, floresans kemosensorleri biyoloji, fizyoloji, farmakoloji ve gevre
bilimleri gibi cesitli alanlarda yaygin olarak uygulanmaktadir. iki veya ¢ok fotonlu
uyarma, yiiksek ve siiper ¢oziiniirliiklii floresans mikroskopisinin ortaya ¢ikmasiyla, hiicre
ici biyolojik uygulamalarda oldukca hassas ve segici kemosensorlere olan ihtiyag¢ giin

gectikce artmaktadir.
2.2.1. Katyonlarm Tayini icin Floresans Kemosensorler

Giinliik fizyolojik yasamimizda hayati role sahip bir dizi metal iyonu vardir. Bunlara
sodyum (Na*) potasyum (K*), kalsiyum (Ca?"), bakir (Cu® ve Cu®*ve ¢inko (Zn?*)’da
dahildir. Bununla birlikte, kursun (Pb*"), kadmiyum (Cd**) ve civa (Hg*") gibi bazi metal

iyonlart toksiktir ve ciddi saglik ve ¢evre sorunlarina neden olmaktadirlar.
2.2.1.1 Alkali Ve Toprak Alkali Metal Iyonlar1 i¢in Floresans Kemosensérler

Yukarida da bahsedildigi gibi, katyonlar i¢in ilk kaydedilen floresans kemosensorii
1867°de Goppelsro“der tarafindan, morinin Al tayini i¢in kullandig1 kemosensordiir.
Baslangicta cogu floresans kemosensor katyonlar ile koordinasyon etkilesimleriyle
gerceklesiyordu. Ornegin, Sousa ve ark. alkali metal iyonlarinin tespiti i¢in iki tane
naftalen bazli kemosensor 1 ve 2 rapor etmislerdir (Sekil 2. 4). Bu, floresans kemosensor
tasariminda supramolekiiler kimyanm kullamlmasiyla gergeklestirilmistir (Larson ve ark.,
1977). 1 nolu bilesik floresans kuantum veriminde bir diisiis, ayrica fosforesans kuantum
veriminde bir artis ve de 77 K'de % 95 etanol igerisinde alkali metal kloriir tuzlari ile bir

kompleks olusturdugunda fosforesans dmriinde hafif bir azalma sergilemistir. Aksine, 2'nin



potasyum (K*), rubidyum (Rb") ve sezyum (Cs") kloriir tuzlartyla komplekslestirilmesi,
floresans kuantum veriminde gozle goriiliir bir artisa, ayrica fosforesans kuantum
veriminde bir diisiise ve de fosforesans dmriinde dnemli bir azalmaya neden olmustur. Bu
gozlenen degisiklikler, agir atom etkisine (Rb* ve Cs' igin), temel ve uyarilmis singlet
haldeki enerjilerine gore tiglii triplet halden diisiik bir komplekslesmeye, ayrica katilagsma

ve konformasyonel etkilerine bagli olarak degisebilir.

coC RS
NP NP

Sekil 2.4 Floresans kemosensor 1-3

Potasyum iyonlar1 (K*) canli organizmalardaki en onemli katyonlardan biridir, ciinkii
birgok biyolojik siiregte 6nemli rol oynamaktadirlar. Memelilerde, K" igindeki hiicrelerin
konsantrasyonu yaklasik 150 mM'dir, bu konsantrasyon hiicre dig1 ortamdan yaklasik 30
kat daha yiiksektir. Potasyum dengesizlikleri, Alzheimer hastaligi (AD), anoreksiya, kalp
hastahig1 ve diyabet gibi bircok hastahikla yakindan ilgilidir. K" tayini icin bir takim
floresans kemosensor gelistirilmistir. Halen, K™ min diger fizyolojik olarak ilgili metal
iyonlar1 varliginda tespit edilmesinde, ¢ok yiiksek segicilik sergileyen 2-triazakriptand
[2,2,3] -1- (2-metoksietoksi) benzen (TAC) grubu kullanilmaktadir. TAC grubu ilk defa He
ve ark. tarafindan 2003 yilinda literatiire kazandirilmustir (Leiner ve ark., 2003).

PET mekanizmasina dayali hiicre disinda (serum veya tam kan) potasyum tayini i¢in
kemosensor 3'li, TAC grubunu bir etilen grubu araciligiyla 4-aminonaftalimidbazli bir

polimere  baglamistir. Bu kemosensér, tam kan numunelerinde potasyum



konsantrasyonlarindaki degisiklikleri hizli ve geri doniisiimlii olarak tespit etmektedir.
Dahasi, klinik konsantrasyonlardaki Ca®"’nin tayininde, pH’ nin ve girisim yaptig1 bilinen
Na”mn 160 mM'ik konsantrasyonlarina kadar herhangi bir etkisinin olmadig
belirtilmistir. Ek olarak, bu kemosensor ticari olarak temin edilebilen bir tam kan analiz
cihazi olan Roche OPTI CCA'da kullanilmigtir ve bu sistem Silva ile igbirligi iginde
gelistirilmistir. TAC bazli kemosensorler K™ igin yiiksek secicilik ve hassasiyet gosterse de
bunlarin sentezleri genellikle uzun sentetik yollar ve sert reaksiyon kosullar
gerektirmektedir. Dolayisiyla, TAC ile benzer 6zellikler gosterebilen daha kolay temin

edilebilir ligandlarin gelistirilmesi i¢in 6nemli talepler vardir.

Bir enzim kofaktorii, DNA’nin konformasyonunun dengeleyicisi ve bir transmembran iyon
tasinmasini kolaylastirict role sahip olan magnezyum iyonu (Mg2+), hiicrelerde en bol
bulunan iki degerlikli katyondur. Normal olmayan seviyelerdeki Mg®* iyon
konsantrasyonlar1 migren, diyabet, hipertansiyon ve Parkinson hastaligi gibi birgok
hastalikla iligkilidir. Hiicresel magnezyum iyonlarim tespit etmek icin, Farruggia ve ark.
Mgz+'mn tespiti i¢in iki adet 8-hidroksikinolin bazli floresans kemosensoér 4 ve 5°i
gelistirmistir(Wolf ve ark., 2006). Baslangigta bu iki kemosensor, molekiiller arasi foto-
kaynakli proton transferi (PPT) ve PET mekanizmalar1 sebebiyle ¢ok zayif floresans
gosterirler. Bununla birlikte, Mg2+ ile baglandiktan sonra, PPT ve PET islemi bloke olur ve

bu durum floresans siddetinde belirgin bir artisa neden olur.

Sirastyla Kd'si 44 ve 73 uM olan 4 ve 5 kemosensdrleri, Ca®* dahil diger katyonlar
varliginda Mg2+'ya kars1 yiiksek secicilik ve hassasiyet gostermistir. Bu iki kemosensor
canli hiicrelerde Mg2+'y1 gorlintiilemek i¢in kullanilmigtir. Bununla birlikte, bu iki
kemosensoriin pratik uygulamalar icin kullanilabilirligini engelleyen durumu, UV

bolgesinde uyarilmalarinin gereksinimidir.

Kalsiyum iyonlarmin (Ca®"), bir baska 6nemi toprak alkali metal iyonu olmasidir. Ca?*
insan viicudunda en bol bulunan elementtir ve bir¢ok biyolojik siiregte onemli rolleri
vardir. Hiicre i¢i serbest Ca®"'nin izlenmesi 6nemlidir, ciinkii Ca®"nin dengesizlikleri,
norodejenerasyon, kalp hastaligi ve iskelet kas1 defektleri gibi bir dizi hastalikla iliskilidir.
ca®t icin baglangicta bildirilen floresans kemosensorleri (1) yarismali katyonlara karsi
diisiik secicilik dzellikle H* ve Mg?, (2) Ca?* ile kompleks stokiyometrisi, (3) molekiiler

tasarimin esnek olmamasi veya farki floroforlar ile sellatlama 6zelliginin ayarlanmasindan
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rasyonel ve yinelemenin zorlugu gibi bir¢ok sorun yasanmaktadir(Tsien ve ark., 1980). Bu
problemler ancak Nobel Odiillii Roger Y. Tsien, 1980 yilinda Ca?* i¢in 6 ve 7 nolu iki 1,2-
bis (2-aminofenoksi) etan-N, N, NO, NO-tetraasetik asit (BAPTA) bazli floresans
kemosensorlerini gelistirdiginde ¢oziilmistir (7). (Sekil 2. 5) (Tsien ve ark., 1980). Bu
kemosensorlerin her ikisi de MgZJr varliginda Ca2+'ya kars1 iyi segicilik ve duyarlilik
gostermistir. Bu c¢alisma hiicre i¢i uygulamalart sirasinda hiicresel fonksiyonun ve

hiicrelerdeki biyokimyasal prosesler anlagilmasinda devrim yaratmistir.

Floresans boyalarin ve mikroskobik goriintiileme teknolojilerindeki gelismeler ile birlikte,
bir dizi BAPTA ve Ca®" i¢in iiretilmis floresans kemosensor rapor edilmistir. 2010 yilinda
Kim, Cho ve arkadaslari, iki adet iki foton (TP) floresans kemosensor 8’i literatiire
kazandirmistir; burada 2-(20-morfolino-20-oksoetoksi) -N, N-bis (hidroksikarbonilmetil)
anilin (MOBHA) Ca®" reseptorii olarak ve 6- (benzo [d] oksazol-20-il) -2- (N, N-

dimetilamino) naftalen florofor olarak kullanilmistir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Floresans kemosensorler 4-9

Chemosensor 8, Ca*" icin yiiksek segicilik gostermistir ve biyolojik pH’lara kars: duyarh

oldugu saptanmustir. Ca®* homeostazi icin hayati oneme sahip olan Na*/Ca®* degisim
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prosesini anlamak i¢in, Ca® kemosensorii 8 ve Na' kemosensorii 9, HeLa hiicrelerinin
o + + o e e
hiicre zarmin yakinina uygulanarak, Ca® ve Na™nmin eszamanli olarak tayinini

gerceklestirmistir.

Proton (H") (veya hidronyum iyonu (H3O")), en 6nemli yiiklii tiirlerden biridir ve reseptor
aracili sinyal iletimi, iyon nakli, endositoz, homeostaz, proliferasyon ve apoptoz, ¢oklu ilag
direnci ve kas kasilmasi dahil olmak iizere birgok fizyolojik ve patolojik siiregte dnemli bir
role sahiptir.  Onemli bir organel olan mitokondri enerji {iretimi, sinyal, hiicre
farklilasmasi, hiicre biiylimesi ve oliimii gibi hiicresel metabolizmada kritik bir role
sahiptir. Mitokondrinin benzersiz islevi pH'ya baghdir. Bu nedenle, mitokondriyal pH'nin
ve Ozellikle mitofajiye bagli degisikliklerin izlenmesi, fizyolojik ve patolojik kosullar
altinda mitokondriyal fonksiyona iliskin i¢gorii saglayabilmektedir. Sessler ve arkadaslari,
pH'y1 6lgmek i¢in mitokondriye immobilize edilmis bir floresans kemosensor olan 10
numarali probu gelistirmislerdir (Sekil 2. 6)(Lee ve ark., 2014). Kemosensor, PET prosesi
nedeniyle notral formda floresans degildir. Bununla birlikte, PET prosesi asidik pH'da
inhibe edilir ve floresans artis1 saglar. Kemosensor 10°’un mitokondride pH’min nicel
Ol¢iimiine ve hiicrelerde mitofajinin gergek zamanli izlenmesi i¢in kullanilabilecegi
belirtilmistir. Bu sonuclar, kemosensor 10'un biyolojik sistemlerde uygulanarak 6nemli
potansiyele sahip oldugunu ve kurulu bir PET pH sensoriiniin basit yapisal

modifikasyonlartyla ortaya ¢ikan biyoteknolojilere yonelik yeni rotalar olusturabilecegini
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Sekil 2.6 Floresans kemosensor 10 ve mitokondri igindeki pH tayini mekanizmasi
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2.1.2.2. d-blok Metal iyonlar i¢in Floresans Kemosensorler

Alkali ve toprak alkali metal iyonlar1 i¢in yukarida tarif edilen floresans kemosensorlerin
hepsinin koordinasyon etkilesimi iizerine kurulu olmasinin aksine, d-blok metal iyonlar
spesifik reaksiyonlar1 tetikleyebildiginden gecis metal iyonlart i¢in bazi kimyasal
reaksiyon bazli floresans kemosensorleri gelistirilmistir. Analitleri algilamak i¢in bu tiir
reaksiyonlar1 kullanma stratejileri, kemosensorlerin gelismesi alaninda Onemli Slciide
avantaj saglamistir. Bakir (Cu), insan viicudunda en bol bulunan ii¢ilincii ge¢is metalidir ve
cesitli fizyolojik ve patolojik siireclerde rol oynamasindan dolay1 canli organizmalar i¢in
onemlidir. Bakir homeostazi kaybi, Menkes (bakir eksikligi), Wilson (bakir asiri
yiklenmesi), Alzheimer hastaligi, prion bozukluklari, nérodejenerasyon ve kanser gibi

hastaliklarla baglantilidir.

1997 yilinda Czarnik ve arkadaslari, bir rodamin-B tiirevi ve bakir iyonunu (Cu2+) tayini
icin halka ac¢ilma reaksiyonunu kullanarak oncii ¢calismalar yapmuslardir (Dujols ve ark.,
1997). Sekil 2. 7'de gosterildigi gibi floresans kemosensor 11, Cu®" ile segici bir hidroliz
reaksiyonuna girmis ve iiriin olarak floresans rodamin B elde edilmistir. Bu calisma,
floresans kemosensorlerde rodamin tiirevlerinin halka agilmasi islemlerinden otiirii biiyiik

dikkat ¢ekmistir.

Ayni reaksiyona dayanarak, Li ve grubu Cu? icin bir NIR floresans kemosensor 12’yi
gelistirmislerdir (Sekil 2. 7) (Liu ve ark., 2016). Kemosensor 12, diger ilgili metal
iyonlarina gore Cu2+'ya kars1 yiiksek duyarlilik ve segicilik gostermistir. Bu kemosensoriin
benzersiz tek foton frekansli yukar1 doniisiim liiminesans1 (FUCL) sergilemesi, 6zellikle
dikkat c¢ekicidir. Boylece kemosensor 12'nin Cu? ile reaksiyonu ile olusan iiriin hem 670
nm’de hem de 808 nm’de 1s1kla uyarilabilmistir. NIR uyarma (808 nm) ve NIR emisyonu
(730 nm) ile iliskili diisiik arka plan sinyali nedeniyle, sulu ¢ozeltide kemosensdriin tayin
limiti 3.2 ppb olarak belirlenmistir. 670 nm'de uyarma ile Stokes floresans yontemi
kullanilarak hesaplanan tayin limiti yaklasik 6,5 ppb’dir ve bu kullanilan yontemde elde
edilen tayin limiti ¢ok daha diistiktiir. Ayrica, bu kemosensér Wilson hastaligina sahip
canl farelerde teshis amaciyla kullanilmigtir ve bu durum tanisal algilama i¢in umut vaad

etmekte oldugu belirtilmistir.
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Sekil 2.7 Floresans kemosensor 12

Fizyolojik kosullar altinda, bakir kararli oksitlenmis Cu® ve indirgenmis Cu" durumlarinda
bulunur. Cu® tespiti Cu? tespiti kadar énemlidir, ancak Cu® i¢cin Cu*'dan ¢ok daha az
sayida floresans kemosensor gelistirilmistir. Chang ve grubu tarafindan gelistirilen
floresans kemosensor 13, baglanma ve reaksiyon alam olarak bir tris [(2-piridil)-
metillamin (TPA) ve bir biyoliiminesans olan D-luciferi kullanarak elde edilmistir (Sekil 2.
8). Genel olarak bilinen florofor bazli kemosensdrler ile bu biyoliiminesans raportor tabanl
algilama platformlarim karsilagtiracak olursak biyoliiminesans tabanli kemosensorler
diisiik arka plana ve yliksek sinyal cevabina sahiptir. Kemosensor 13, diger tiirlerin i¢inde

sadece serbest Co?* (100 mM) diginda Cu*'ya karsi hassasiyeti ve seciciligi gdsterir.
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Bununla birlikte, Co**(100 mM) konsantrasyonu fizyolojik olarak uygun bir konsantrasyon
kabul edilmez, ¢linkii ¢ogu Co?* proteinlere sikica baglanmistir. Kemosensor 13, farelerde
alkolsiiz yagh karaciger hastaliginin degisken bakir konsantrasyonlarinda goriintiileme
islemi i¢in kullanilmistir. Sonuglar hepatik bakir eksikliginin ve degismis bakir homeostaz
proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin, glukoz intoleransit ve kilo alimina eslik ettigini

gostermektedir.
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Sekil 2.8 Floresans kemosensor 13

Cinko (Zn), insan viicudunda siklikla viicudun belirli dokularinda, hareketli iyon
havuzlarinda bulunan ikinci en bol d blok metalidir. Serbest ¢inko iyonlarinin
homeostazindaki basarisizlik norolojik hastaliklar ile yakindan iliskilidir ve serbest ¢inko
iyonlari (Zn2+)’da apoptozda (programlanmis hiicre 6liimii) rol oynarlar. Hareketli (mobil)
¢inko iyonlar1 i¢in kiiciik molekiillii floresans kemosensorlerin ¢ogu, bir florofor ve
ticlinciil aminler igeren bir selatlama iinitesinden olusur. Bununla birlikte, asidik pH bu
sistemlerde Zn®* iyonunun tayininde engel olusturabilmektedir. Bu problemin iistesinden
gelmek icin, Lippard ve grubu Zn®* igin spirobenzopiran bazli iki fotonlu floresans
kemosensor 1471 gelistirmistir (Sekil 2. 9).(Rivera ve ark., 2015). Kemosensor 14, 3 ile 7
arasinda genis bir pH skalasinda diger ilgili metal iyonlarinin varliginda Zn2+'y1 secici

olarak tespit edebilmistir.
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Sekil 2.9 Floresans kemosensor 14

Civa altin tretiminde, komiir santrallerinde, termometreler, barometreler ve civa lambalar
gibi bircok kaynaktan elde edilebilen diinyadaki en yaygin 6liimciil toksik maddelerden
biridir. Gegtigimiz yillarda Hg2+ 'min tespiti i¢in ¢ok sayida floresans kemosensor
gelistirilmistir. Czarnik ve arkadaslar1 kiikiirt giderme reaksiyonundaki c¢aligmalarim
ng+’mn tiyofilik karakterini kullanarak gerceklestirmistir(Chae ve ark., 1992). Ilk olarak,
floresans kemosensdr 15 PET prosesi nedeniyle floresans degildir. Hg®" ilavesi floresansta
bir artisa neden olurken, Ag” disindaki diger metal iyonlar1 herhangi bir girisime neden

olmamustir (Sekil 2. 10).

Tae, Shin ve arkadaslan Hg2+ tayini i¢in rodamin bazli floresans kemosensor 16’y1
gelistirdiler; bu kemosensér Hg®* varliginda semikarbazid yapisindan 1,3,4-oksadiazole
elde edilmesine neden olmustur (Sekil 2.10) (Yang ve ark.2006). Kiikiirt giderme
reaksiyonlarinda da kullanilabilen kemosensor 16, Ag* ve Pb**dahil diger metal iyonlar
varliginda bile Hg2+ iyonuna kars1 yiiksek duyarlilik ve secicilik gdstermistir. Ayrica
kemosensor, C2C12 hiicrelerinde ve zebra baliklarinda ekzojen Hg2+ alimmm gercek
zamanda algilamak ve zebra baliklarinin organlarinda birikmis Hg2+ tespit etmek ig¢in

kullanlmustir.
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Sekil 2.10 Floresans kemosensor 16

"Kemosensor" ve "molekiiler mantik" alanlarimin arasindaki yakin iliski nedeniyle,
molekiiler mantik geg¢idini olusturmak icin iki veya daha fazla baglanma (reaksiyon) yerine
sahip bir miktar floresans kemosensor kullamlmistir. Ornegin, Akkaya ve arkadaslari,
Hg*, Zn*" ve Ca®" kullanarak ii¢ stiril-Bodipy bazli molekiiler mantik gecidi 17, 18 ve 19
kemosensorlerini gelistirmistir (Sekil 2. 11) (Bozdemir ve ark., 2010). Kemosensor 19°da,
dithiaazatag etergrubu bir Hg?* baglama bolgesi olarak kullanilirken, di-2-pikolamin
(DPA\) bir Zn* baglama bélgesi olarak ve aza-tag eter ligandi Ca®* baglama bdlgesi olarak

kullanilmustir.

Sekil 2.11 Floresans kemosensor 17-19
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2.1.3. Anyonlarin Tayini icin Floresans Kemosensorler

Anyon secici kemosensorlerin gelisimi, anyonlarin kuvvetli hidratasyonu nedeniyle katyon
kemosensorlerinin gerisinde kalmigtir. Bununla birlikte, giinlimiizde anyonlarin tespiti
katyon algilama caligmalariyla uyumlu olarak daha gelismistir. Biyolojik ve endiistriyel
siireglerde anyonlarin oynadigi 6nemli rollerin yam sira, ¢evrede anyonik kirleticilerin
tayinine yonelik yeni yontemlere ihtiyag artmaktadir. Literatiirde sahip-konuk (host-guest)
etkilesimi ya da kimyasal reaksiyonlar kullanilarak anyonlarin tespiti i¢in gelistirilen bir

dizi floresans kemosensor bulunmaktadir.

2.1.3.1 Anyonlarin Tayini i¢cin Sahip-Konuk (Host-Guest) Etkilesimi Stratejiini

Kullanan Floresans Kemosensorler

1994 yilinda Czarnik ve arkadaslari, polyazaalkan gruplari i¢eren pirofosfat (PPi) tayini
icin bir antrasen tiirevi floresans kemosensor 20’yi gelistirmistir (Sekil 2. 12) (Vance ve
ark., 1994). Sekil 2.9’da da goriildiigi tizere PPi'ye benzer bir yapiya sahip olan fosfat (Pi)

dahil olmak iizere diger anyonlara varliginda PPi'ye kars1 iyi secicilik gostermistir.

Zn* ile olusturulan kemosensor komplekslerinin metal bdlge ile PPi arasinda kuvvetli bir
baglanma bolgesi olarak kullanilmasinin nedeni Zn*" ve PPi arasindaki giiclii baglanma
afinitesidir. Bu afinitenin kullanilmas1 PPi tayini i¢in olduk¢a basarili bir strateji
oldugunun anlasiimasim saglamistir. Ozellikle, Hong ve grubu bu kemosensdr gelisimi
alanini kapsamli bir sekilde arastirmistir. Grubun g¢alismalarinin bir kismu Sekil 2.12'da
gosterildigi gibi bir naftalen tiirevi bazh Zn*t kompleksi olan kemosensor 21°dir.
Kemosensor 21, PPi tayini icin Ka degeri 2,9 108M oldugu hesaplanmistir ve bu durum
kemosensor 21'in PPi'yi sudaki nanomolar konsantrasyonlarinda tespit edebilecegi
anlamina geldigi belirtilmistir. Ayrica kemosensor 21, 50 ile 250 kat ATP varliginda 1
esdeger PPi tespit edebildigi belirtilmistir. Bu sensor PPi'yi sulu ¢ozeltide ATP'den ayirt

edebilen 1lk kemosensor ornegidir.

Smith ve arkadaslari, timorlerin ve hiicre 6liimii olaylarmin hiicre i¢i optik goriintiilleme
i¢in siyanin anyonunun tayinine olanak saglayan Zn®* ile komplekslesebilen kemosensor
22’yi gelistirmislerdir (Sekil 2. 12) (Smith ve ark., 2010). Cinko ile komplekslesebilen

kemosensor 22, iki farkli ksenogreft hayvan modelinde prostat ve meme tiimdrlerinde
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secici olarak birikebildigi ve giliniimiizde ticari olarak temin edilebildigi belirtilmistir. Bu
durum gercek hayatta pratik uygulamalar i¢in uygulanabilen bir floresans kemosensore

miikemmel bir ornektir.
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Sekil 2.12 Floresans kemosensor 20-22

Sessler ve arkadaslari iki anyon kaynakli genisletilmis porfirin 23 ve 24 supramolekiiler
sensorleri rapor etmislerdir (Sekil 2.13) (Zhang ve ark., 2015). Porfirinler 23 ve 24, hem
anyonlar hem de organik ¢oziiciiler i¢in kemosensor olarak kullanilabilecek birkag diasit

grup igeren supramolekiiler polimerler olduklari belirtilmistir.

Sekil 2.13 Floresans kemosensor 23 ve 24
19



Fabbrizzi ve Amendola grubu, bir florofor olarak ve iireyi baglayici 6zelligini olan piren
grubu kullanilarak bir floresans kemosensor (25) gelistirmistir. Chemosensor 25, Fiyonuna
kars1 "on-off-on" floresans yamt: gdstermistir (Sekil 2.14) (Amendola ve ark., 2013). ilk
olarak, kemosensor 25, MeCN iginde tipik piren emisyonunu 394 nm'de (onl) gostermistir.
Ardindan, F'nin eklenmesi iizerine floresans, lokal olarak uyarilmig kompleks i¢inde
meydana gelen bir elektron transfer isleminden ve lokal olarak uyarilmis kompleksin zayif
emisyonlu uyarilmig tautomere donistiiriilmesinden dolay1 azalir (off2). F'nin ilave
edilmesinin ardindan floresans tekrar elde edilir ve 500 nm'de (on2) yeni bir emisyon band1
ortaya cikar. Bu da deprotonlanmis reseptdr tarafindan bir yilik transfer emisyonuna

baglanmistir.

Gale ve arkadaslari, lire veya tiyolire reseptorlerini igceren naftalimid floroforlarindan
olusan bir dizi floresans anyon sensorii kemosensor 26a-f’yi tasarlayip ve sentezlemistir
(Sekil 2.14) (Berry ve ark., 2016). Bu sensorler hiicre i¢inde iki farkli lokalizasyon modu
gosterir. Aromatik siibstitiie edilmis tasiyicilar sitoplazma i¢inde lokalize olur ve daha az
lipofilik alkil siibstitiie edilmis tasiyicilar zaman igerisinde spesifik vezikiillerde lokalize
olurlar. Dahasi, aromatik susitiyeli 26¢-f"nin hepsi, kanser hiicresi hatlarinda sitotoksisiteyi
azaltmistir, 26f A549 hiicrelerinin apoptozunu azaltirken, alkil gruplar1 igeren 26a ve 26b,
kanser hiicreleri i¢in toksik degildir. Bu sonuglar, toksik etkilerin, plazma zarindan ziyade
hiicre i¢i zarlar boyunca iyonik veya pH gradyanlarindaki degisikliklere ilgili olabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 2.14 Floresans kemosensor

2.1.3.2 Kimyasal Reaksiyonlara Dayali Anyon Floresans Kemosensorleri

Yukarida tartisilan anyonlarin tespiti igin sahip-konuk (host-guest) etkilesimi bazli
floresans kemosensorleri yam sira, anyonlar i¢in bir dizi kimyasal reaksiyon bazli floresan
kemosensorii gelistirilmistir. Bunlar, reaktif anyonlarin (reaktif oksijen (ROS) ve azot

(RNYS) tiirlerinin) tespitini igerir. Siiperoksit radikali (O2) molekiiler oksijenin bir elektron
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indirgemesi ile iretilir. ROS ve RNS diger belirticilerdir. Bu nedenle, O ile hastaliklar
arasindaki iliskinin aydinlatilmas1 biiyiilk oneme sahiptir. Yang ve grubu, ROS/RNS
tayinine yonelik bir dizi yeni floresans kemosensor gelistirmistir. 2015 yilinda, O tayini
icin floresein bazli kemosensorleri gelistirmislerdir (Sekil 2.15) (Hu ve ark., 2015).
Triflorometil grubunun bu kemosensorlerde 6nemli bir rol oynadigim belirtmek gerekir.
Giigli bir elektron ¢eken grup olan siilfonat esteri O tarafindan niikleofilik atak yapar ve
aktive olur ve boylelikle serbest floroforlar elde edilir. Triflorometil grubu, sistein (Cys) ve
glutatyon (Gsh) gibi hiicresel indirgeyicilerin de girisimini Onleyebilir. Tiim bu ii¢
fliioresans kemosensori, diger ROS / RNS ve tiyoller varliginda O2'yi spesifik olarak tespit
edebilir. Ayrica, 27¢, mitokondride O degisimlerini izlemek i¢in kullanmlmasina izin veren

bir trifenilfosfonyum grubu igerir.

Yoon, Kim ve arkadaslari, imidazolin-2-trion bazli iki foton floresans kemosensor 28’1
rapor etmislerdir (Sekil 2.12). Ilk olarak, kemosensér 28 PBS tamponunda floresans
degildir. ClO4 ilave edildiginde imidazolyumun olusumu nedeniyle 505 nm'de ¢arpici bir
sekilde floresans artist gozlenir. ROS/RNS varligi kemosensoriin CIO'ya karsi {istiin
seciciligini etkilememektedir. Chemosensor 28 ayrica ClO'i 0.071 mM tayin limiti ile
yliksek hassasiyetle saptamistir. Ayrica canli hiicrelerde ve dokularda C1O goriintiilemeye

uygulanmistir.
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Sekil 2.15 Floresans kemosensor 27 ve 28
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2.2. Perilen

Perilen bisanhidrit molekiil formiilii ile polisiklik aromatik hidrokarbon sinifindadir.
Perilen bisanhidrit ilk olarak 1913 tarihinde Kardos sentezlemesini yapmis olup,ytiksek
foto-kararlilik dolay1 boyar madde sinifinda kullanilmistir (Lee ve ark., 1999). Perilenin
sentez tiirevlerinde renk kirmizidan yesile, kahverengi mora, mordan siyaha genis aralikli

bir boyama 6zelligine sahiptirler.
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Sekil 2.16 Perilendimid molekiiliiniin yapisi

Perilen sentezlerinin tiirevlerindeki boyar madde oOzelliklerine ek bilgi olarak, optik,
elektronik ve fotokimyasal 6zellikler sebebiyle organik fotovoltaik hiicreler boya lazerleri,
giines pilleri vb bir¢ok alanda ¢aligmalarda bulunmaktadir. Perilen diimit tiirevlerini renk
skalalar1 olduk¢a genistir. Pigment kirmizi 149 sar1 renkte oldugu goriiliirken, pigment

kirmizi 178 ve pigment 179 mavi-golgeli kirmizi renge sahiptirler (Sekil 2-17).
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Sekil 2.17 Perilen diimit molekiilliniin yapisi
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2.3. Teorik Hesaplama Y ontemleri

Giinlimiizde kimya iizerinde yapilan ¢aligmalar; molekiil yapisi, enerji seviyeleri vb.
ozelliklerinin incelenmesi reaksiyona gerek duymadan teorik olarak hesaplamasi yapilip
onceden bir tam1 koyulabilmektedir. Teorik hesaplama yapilan kimyasal calismalarda;
molekiiliin modellemesi, {ighoyutlu olarak molekiillerin goriintiisiinii elde edebilmesi gibi
bir¢ok caligma yapilabilmektedir. Bir deneyle molekiin yapisin elektron yogunlugunu nmr
spektrumu uv spekturumu gibi birgok karakterizasyonu yapilmasi imkansizdir. Teorik
hesaplamali kimyada isebu verilerin hepsini tek bir islemle ve daha hizli, daha pratik, daha
az maliyetli olarak yapilmaktadir. En O6nemli calismalardan biriside ilag¢ sektoriinde
yasanmaktadir. Insan iizerinde yeni yapilmis bir ilact denemeden insan viicudundaki
aminoasitleri hiicreleri vb etkenleri teorik hesaplamali kimyada alip insan iizerinde
denemeden ilacin etkisi ongoriilebilmektedir (Hargittai, 2001; Yarligan, 2001; Canavar,
2012).

Teorik hesaplamali kimyanin programlarindaki hesaplanabilen 6zellikler ise sirasi ile;

Molekiiler Geometri: Sentezlenecek molekiiliin bag agist ve uzunlugu, elektron gegisi

sirasinda enerji seviyeri ve HOMO LUMO orbitalleri.

Kimyasal Reaktif Bolgeleri: Molekiilde elektron yogunlugunun tespit edilmesi ve

niikleofilik ile elektrofilik bolgelerininden tespit edilmesi.

Enzim ile Substrat Etkilesimi: Yeni yapilan bir ilacin enzimler baglanmast uyumlu olup

olmamasinin iliski (Yarligan, 2001).

2.4.1. Geometrik Optimizasyon ve HOMO-LUMO Enerji Diizeyleri

Hesaplamasi yapilan molekiiler yapilarin, belirli bir diizende ve geometrik yapida olmasi
gerekmektedir. Molekiiliin i¢indeki en kiiciik farklilik molekiiliin enerjisini ve bircok
ozelligininde degismesine neden olmaktadir. Optimizasyon hesaplamalarinda molekiili
ifade eden koordinatlarla (bag agilar1 ve uzunluklar1 gibi) yaklasik olarak bir geometrisi
ongoriliir ve bu durumda enerjisi minimum diizeye indirilir. Molekiiliin geometrisi enerjisi
degismedigi zamana kadar degistirilir ve geometrik optimizasyon islemi gerceklestirilmis

olur.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Cihazlar

Sentezlenen molekiillerin karekterizasyonlarinda 'H NMR spektrumu Bruker 400 MHz
spektrofotometre ile, IR spektrumlari Perkin Elmer FT-IR Spektrofotometre-spectrum 100
ile alimmugtir. Floresans spektroskopisi uygulamalarindan Agilent Cary Eclipse Floresans

Spektrometre cihazlari kullanilmigtir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sentez ve floresans olgiimleri sirasinda kullamlan kimyasal madde ve ¢oziiciiler; Merck,
Sigma-Aldrich, Acros organics firmalarindan temin edilmis, farkli bir saflastirma islemine

gerek duyulmamustir.

3.3. Kullanilan Cozeltiler
Floresans 6l¢iimlerinde PDI/TMA’nin 10 mM’lik stok ¢6zeltisi hazirlanmustr. AI3+, Fe2+,

Fe**, cu®*, Hg*, Pb*, K*, Mg*, Cd*, Ag*, zn?*, Ca**, Ba*" ve Sr** metallerinin stok

¢oOzeltileri 10 mM olacak sekilde hazirlanmistir.
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3.4. Sentez Cahsmalari
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Sekil 3. 1 PDI/TMA’nin sentezi

3.4.1. N,N°-Bis[tris-(2-aminoetil)amin]-3,4,9,10-perylentetrakarbosilik bisimid
(PBI-TRIS) Sentezi

PDI/TRIS, perilen 3,4,9,10-tetrakarboksianhidritin (0.27 g, 0.7 mmol) ve tris-(2-
aminoetil)amin (5 mL, 33.85 mmol) i¢inde refliikks edilmesiyle, literatiire uygun olarak
sentezlenmistir (Pearson RG., 1963). Reaksiyon sonrasinda elde edilen ¢okelek 1-

butanol/eter (1:4) karisimi ile yikanarak safsizliklardan uzaklastirilmastir.
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3.4.2. N,N°-Bis[(((bis-2-(tiyofen-2ylmetil)amino)etil)-amino)etil]-3,4,9, 10-
perilen tetrakarbosilik bisimid (PDI/TMA) Sentezi
PDI/TRIS (0,10 g, 0,144 mmol) CHCIs/MeOH (1:1, 15 mL) ¢ozeltisinde ¢oziillmiis ve
tizerine 3-metil-tiyofen-2-karbaldehit (0,90 g, 5,76 mmol) damla damla ilave edilmistir.
50°C’de 48 saat devam ettirildikten sonra ¢éziiciisii ucurulmustur. 3-metil-tiyofen-2-
karbaldehitin asiris1t MeOH ile yikama islemi ile uzaklastirilmistir. PDI/TMA
molekiiliiniin karakterizasyon islemi IR, 'H NMR ve kiitle spektroskopisi ile

gergeklestirilmistir.

3.5. Sensor Cahismalari
3.5.1. Sensériin Duyarhgmn incelenmesi

Calismanin bu kisminda, gelistirilen sensoriin katyonlarin hangisine duyarli oldugu,
hazirlanmis olan metal ¢ozeltileri kullanilarak incelenmistir (A|3+, Fez+, Fe3+, Cu2+, Hg2+,
Pb®*, K*, Mg*, Cd*, Ag®, zn**, Ca®, Ba’* ve Sr*").Hazirlanan sensor ile metal
cozeltilerin duyarliligini incelerken, ortamda bulunan metal iyonlariyla spesifik bir
etkilesim olusturulup, olusturmadigi incelenmistir. Floresans spektrumunda yaklasik 544

nm emisyon bandinda degisimler gézlenmistir.

3.5.2. Sensoriin Cevap Siiresinin Belirlenmesi

Sensor ¢alismalarinda sensoriin cevap siiresi olduk¢a 6nemli bir parametredir. Bu sebeple,
gelistirilen sensoriin, ortamdan bulunan ng+ metal ¢ozeltisine cevap siiresi ¢alismada ayri
olarak incelenmistir. 102 M Hg®*metal stok ¢ozeltisinden eklenerek floresans cihazinda

emisyon degisimi incelenmistir. Kararli hale geldigi siire cevap siiresi olarak belirlenmistir.

3.5.3. Sensoriin Florimetri Titrasyonlari

Floresans spektrofotometre cihazi kullanilarak, PDI/TMA ¢ozeltisine degisik
konsantrasyonlarda Hg*metal iyonunu eklenerek konstantrasyon farkliligina olan
duyarlhilik belirlenmistir. Bu amagla hazirlanan 5 puM ligand ¢ozeltisinin iizerine, ng+
metal ¢Ozeltisinin konstanrasyonu 125 puM olana dek ekleyerek emisyonda degisim

gbzlenmis ve grafige doniistiirilmistiir.
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3.5.4. Sensériin Seciciliginin incelenmesi

Calismanin bu kisminda, elde ettigimiz sensorii farkli metal ¢ozeltileri varliginda Hg*
metal iyonuna cevabi incelenmistir. Ligand ¢ézeltisine konsantrasyonu 10 M olan (AI**,
Fe?*, Fe*, cu®, Hg*, Pb*, K*, Mg¥, cd*, Ag®, zn*, Ca®*, Ba** ve Sr**) metal

cozeltiler eklenerek, ng+ emisyon siddetindeki degisiklik gozlemlenmistir.

3.5.5. Sensoriin Tayin Limiti ve Cahsma Araliginin Belirlenmesi

Calismanmin bu asamasinda ise ligand ¢ozeltisine artan konsantrasyonlarda ng+ metal
iyonu eklenerek emisyon olgiimii gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde
ng+ metal iyonu derisimine karst emisyon siddetleri kullamilarak kalibrasyon grafigi

cizilmisitir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. PDI/TRIS ve PDI/TMA’min Karakterizasyonu

335189

317468

2536.70
327088 283037

1686.51
143623 115561

23 124862

157528

Bl 158792 1340.16
1643.59
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Sekil 4.1 PDI/TRIS FT-IR spekturumu

FT-IR (solid, ATR) cm'* 3351, 3270, 2936, 2830, 1686, 1648, 1575
PDI/TRIS’in IR spektrumu incelendiginde,

3351 cm™deki pik N-H gerilmesine, 2936, 2830 cm™*deki pik alifatik veya aromatik CH
gerilmesine, 1686, 1648 cm > deki pik C=0 gerilmesine, 1648 cm™ —C=N gerilmesine ve
1600 cm ™ de gozlenen ¢oklu pikler C=C gerilmelerine isaret etmektedir.

Coziintirlik probleminden dolay1 karakterizasyon islemlerinde NMR spektroskopisi

kullanilmamustir.
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Sekil 4.2 PDI/TMA’min*H NMR spekturumu

'H NMR (400 MHz, CDCls) §; 8.65 (br, s, 4H, ArH), 8.45 (4H, s, ArH), 7.65 (m, 4H,
ArH), 7.08 (br, s, 4H, CH=N), 6.95 (br, s, 4H, ArH), 4.35 (br, s, 4H, CO-N-CH,), 3.67 (br,
S, 4H, CHN-CHy), 2.97 (br, s, 8H, N-CH), 2.21 (br, s, 8H, N-CH>), 1.22 (br, m, 12H, CHy,

PDI/TMA’ya ait NMR spektrumunda;

e 8.65°teki pik, 4 proton aromatik pik, (perilen); 8.45°teki pik, 4 proton aromatik piki
(perilen); 7.65‘daki pik, 4 proton piki (CH=N imin); 7.08°daki pik, 4 proton
aromatik ait piki (tiyofen); 6.95°deki pik, 4 proton aromatik piki (tiyofen);
4.35°daki pik, 4 proton CO-N-CH ait piki; 3.67°daki pik, 4 proton CHN-CHj ait
piki; 2.97°daki pik, 8 proton, N-CH; ait piki; 2.21°daki pik, 8 proton, N-CH; ait
piki; 1.25°deki pik, 12 proton —CH3 ait piktir.
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Sekil 4.3 PDI/TMA FT-IR spekturumu

1200

cm-1
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FT-IR (solid, ATR)em™, 3093, 2926, 2850, 1691, 1651, 1625, 1592, 1577, 1436

PDI/TMA’nin IR spektrumu incelendiginde,

e 3093 cm™deki pik aromatik C-H gerilmelerine, 2926, 2850 cm™deki pikler
alifatik C-H gerilmelerine, 1691cm™deki pik C=0 gerilmelerine ve 1651cm’
Ldeki pik, C=N gerilemelerine ve 1625-1592 cm™ deki aromatik pikler C=C

gerilmelerine isaret etmektedir.
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Sekil 4. 4 PDI/TMA Kkiitle spekturumu

MS-ESI (m/z) 6l¢limii sonucunda PDI/TMA ait kiitle [M—H+] — 1082.434 olarak

bulunmustur.

25224

11551411264

125188

1881.57

T

352311

2926 58

301772

1246 62
133764

143117

1882.04 1520.44

1358 31

164359

107219

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1200 1600 1400 1200 1000 00 6500
el

Sekil 4. 5 PDI/TMA ve PDI/TMA-Hg(ll) kompleksinin FT-IR spekturumlarinin karsilastirilmasi

PDI/TMA ile Hg* ’nin baglanma mekanizmasinin daha iyi anlasiimasi icin PDI/TMA ve
PDI/TMA-Hg’nin FT-IR spekturumlari karsilastirilmistir.  FTIR  spekturumlari
incelendiginde, 1345 cmdeki -C-S-C’ye ait pikin kompleks olusumuyla 1337 em e
kaydigi gozlenmistir. Ayrica 1625‘de —C=N ‘e ait pik 1590 ‘a, 1251 cmdeki -C-N-C piki
de 1246 cm™e kaymigtir. Biitiin bunlar kombine bir sekilde degerlendirildiginde
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komplekslesmenin imin azotu —S- ve -C-N-C azotu iizerinden gerceklestigi soylenebilir.

Ayrica MS-ESS spektrumunda 1082,43 teki pik, kompleksin Hg,L yapisinda oldugunu

gostermektedir.

Sekil 4. 6 PDI/TMA-Hg* kompleksinin yapist
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4.2. Sensoriin Parametrelerinin Belirlenmesi
4.2.1. Sensoriin Metal iyonlarina Duyarhlig

PDI/TMA ¢ozeltisine metal iyonlarinin stok ¢ozeltilerinden ekleyerek, sensoriin
duyarliligi  incelenmistir.  Sensoriin  emisyon siddetinde Hg®* metal iyonunun
varligindayaklagik 900 kat artis gozlenmistir. Diger metal iyonlarimin floresans
emisyonunda kayda deger bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4. 7). Bu durum sensoriin
ng+ iyonuna duyarl oldugunu gostermektedir. Ayrica kii¢iik resimde de goriildiigii gibi

sensor "turn on" olarak ¢calismaktadir.
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Sekil 4.7 PDI/TM A’nin katyonlara olan duyarliligt (DMSO, HEPES, V/v :5/95), (Aeks:355 nM, Aem:544 nm)
35 4

30+

25

Fa(ll) Fe(I) Cu(ll) Al{III) Cd{) Ba{llMg(ll} K(1) Sr(lly Zn{ll) Mn(ll) Pb{ll} Hg{ll)

Tum metaller

Sekil 4. 8 PDI/'TMA’nin metal katyonlar varliginda floresans cevabi (DMSO, HEPES, v/v : 5/95), (Aeks:355
nm, Aem:544 nm)
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4.2.2. Sensoriin pH Cahismasi

Gelistirilen sensoriin optimum pH degerini belirlemek i¢in pH 5-10 araliginda PDI/TMA
ve PDI/T MA-Hg2+ ¢ozeltilerinden hazirlanarak, floresans oOlglimleri alinmistir. Sekil
4.9’dan anlasildig1 iizere pH 6,5-7,5 araligi, sensor icin calisilabilir pH araligidir. Hiicre
uygulamalarinda herhangi bir problemle karsilasmamak i¢in 6lgiimler 0.01 M HEPES’de
pH 7.4 olan ¢ozeltilerde alinmistir (Sekil 4. 9).

® 9 .
m PDITMA
| ® PDITMA-Hg
@
—
S ° =
T
- ]
w
=
(1]
w
-4
=]
E n
]
E =
B T ] ] 10
pH

Sekil 4. 9 PDI/TMA ve PDI/TMA-Hg?* i¢in pH caligmast
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4.2.3. Sensoriin Cevap Siiresi Calismasi

PDI/TMA ¢ozeltisinde Hg2+ metal iyonuna karsi verdigi cevabin floresans degisimi
zamana kars1 degerlendirilmigtir. Sensoriin floresans siddetinin yaklasik olarak 2 dakika

icerisinde maksimum degere ulastig1 gézlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 PDI/TM A’ nin Hg2+ varliginda cevap siiresi grafigi(DMSO, HEPES, v/v : 5/95), (Aeks:355 nm,
Aem:544 nm)
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4.2.4. Sensériin Hg” Floresans Titrasyonu

PDI/TMA sensoriine degisik konsantrasyonlarda Hg®* metal iyonu ekleyerek,

v e es ae 2+ . e
sensOriimiiziin -~ Hg metal iyonuna karsi verdigi

konsatrasyonunu artirdikca PDI/TMA’nin floresans

arttigibelirlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Farkli derisimlerdeki Hg?* varhginda PDI/TMA ¢zeltisinin floresans titrasyon grafigi (DMSO,
HEPES, VIV : 5/95), (Aeks:355 nM, Aem:544 nm)

37



4.2.5. Sensoriin Tayin Limiti ve Cahisma Arahgi
Yapilan titrasyon ¢aligmasindan yararlanarak, sensoriin Hg2+iyonu icin kalibrasyon grafigi
elde edilmistir.

LOD = 30/S

o degeri 0.029 ve S degeri 2.81x10" olarak bulunmustur. Sekil 4. 12’den anlasildig1 gibi
Hg?* konsantrasyonundaki artisa bagl olarak floresans siddetinde dogrusal bir artis oldugu

gbzlemlenmistir. LOD degeri 10.3 nm olarak hesaplanmustir.

300
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250 Weight No Weighting
Residual Sum 1423,00642

of Squares

Pearson’s r 0,98011

Ad]. R-Square 0,85275 |
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kil 4.12 PDUTMA nin 544 nm’deki fl iddetine kars1 Hg?" grafigi
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4.2.6. Sensoriin Benesi Hildebrand Baglanma Sabiti

PDI/TMA-Hg kompleksin baglanma sabiti 1/(I-l;) = 1/{K(lmaxlo) [M]n} + U/[lmax-lo]

esitliginden yararlanarak hesaplanmistir. K sabiti =3.69x 10* M olarak bulunmustur.

0,000
-0,005
-0,010
— 0,015
— Equation y=a+b'x
b 4 Weight No Weighting
Residual Sum 6,29492E-6
of Squares
'0,020 — Pearson's r -0,99558
Adj. R-Square 0,99064
i Value Standard Error
e
-0,025 - : :
-0,030 L —, ; : : : : : : : :
0 200000 400000 600000 800000
1/[Hg*]

Sekil 4.13 PDI/TMA’nin Hg?* varliginda Benesi Hildebrand grafigi
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4.2.7. PDI/TMA-Hg®* Kompleksinin Job’s Grafigi

PDI/TMA’nin mol oran degeri kullanilarak c¢izilen Job’s grafiginden faydamlarak
kompleks yapisinin stokiyometrisi hakkinda bilgi edinilmistir. Grafigin maksimum noktasi
0,33 degerine karsilik gelmistir. Bu durum kompleksin 1:2 stokiyometrisinde
gerceklestigini gostermektedir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 PDI/TMA-Hg®* arasindaki kompleks sitokiyometrisinin igin Job’s grafigi
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4.2.8. Sensoriiniin Secicilik Calismasi

Sensoriin segiciligini belirlemek amaciyla PDI/TMA ¢ozeltisi tizerine metal ¢6zeltileri
ayri ayri eklenerek Olglimler alinmistir. Daha sonra metal ¢ozeltileri eklenmis prob
cozeltileri lizerine, Hg2+ metal iyonu c¢ozeltileri eklenerek secicilik ¢aligmasi
gergeklestirilmistir. Sekil 4.15°de de goriildiigl lizere diger metaller varliginda Hg2+ iyonu
belirgin bir floresans artisina sebep olmustur ve sensoriin ¢ok iyi bir segicilige sahip

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.15 PDI/TM A’nin diger metaller varliginda Hg? iyonuna floresans cevabi (DMSO, HEPES, v/v :
5/95), (Aeks:355 NM, Aem:544 nm)
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4.3. Teorik Hesaplama Cahsmalari
4.3.1.PDI/TMA ve PDI/TMA-Hg’nin Geometrik Optimize Yapilar

PDI/TMA ve PDI/TMA-Hg kompleksinin minimum enerjili kararli hallerini elde etmek
icin, Gaussian 09W programi ile yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT) yOnteminin
B3LYP/6-31G(d) fonksiyonu ile LANL2DZ seti kullanilmistir. Kemosensoriin ve

komplekslerin minimum enerjili optimize yapilar1 elde edilmistir (Sekil 4.16-17).

Sekil 4.17 PDI/TMA-Hg’nin geometrik optimize yapist
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4.3.2.PDI/TMA Molekiil Orbitalleri ve Enerji Seviyeleri

DFT7B3LYP ile yapilan hesaplamalar sonucunda PDI/TMA igin en disiik enerjili bos
molekiiler orbital LUMO ve en yiiksek enerjili molekiil orbital HOMO i¢in enerji degerleri -
4.95 eV ve -3.77 eV olarak hesaplanmistir. HOMO ve LUMO enerji fark: ise 1.18 eV olarak
hesaplanmistir. PDI/TMA-Hg i¢in HOMO -3.02 eV ye LUMO -258 eV olarak
hesaplanmistir. HOMO ve LUMO enerji fark: ise 0.44 eV oldugu saptanmistir. Bu sonuglara

gore kompleks yapisinin liganda gore daha kararli oldugu sdylenebilir.

i
a5

Sekil 4.18 PDI/TMA’nin HOMO orbitalleri

Sekil 4.19 PDI/TMA’nin LUMO orbitalleri
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Sekil 4.20 PDI/TMA-Hg’nin HOMO orbitalleri

Sekil 4.21 PDI/TMA-Hg’nin LUMO orbitalleri
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Sekil 4.22 PDI/TMA ve PDI/TMA-Hg’ nin enerji seviyeleri
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4.4. Hiicre Calismasi
PDI/TMA sensorii HepG2 kanser hiicrelerine uygulanarak inkiibasyon islemi
gergeklestirilmistir. Ardindan farkli derisimlerde Hg2+ ¢oOzeltileri eklenerek tekrar inkiibe
edilmistir. PDI/TMA probu ve PDI/TMA probu iizerine Hg*" uygulanarak elde edilen
hiicrelerde floresans goriintiisii saptanmustir.

30 dakika-PDI/TMA Hg(1l)
12.5uM

Kontrol PDI/TMA

‘

Sekil 4.23 PD/TMA’min 12.5 pM Hg?* varhginda floresans goriintiisii (30dk)
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30 dakika-PDI/TMA Hg(l1)

25 uM

Kontrol PDI/TMA

Sekil 4.24 PDUTMA’min 25 uM Hg?* varliginda floresans goriintiisii (30dk)

30 dakika-PDI/TMA Hg(11)

Kontrol PDI/TMA 50 uM

Sekil 4.25 PDI/TMA’nin 50 uM Hg2+ varliginda floresans goriintiisii (30dk)
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30 dakika-PDI/TMA Hg(I1)

Kontrol PDI/TMA 100 uM

Sekil 4.26 PDUVTMA’min 100 pM Hg®" varliginda floresans goriintiisii (30dk)

30 dakika-PDI/TMA Hg(11)

Kontrol PDI/TMA 12.5 uM

Sekil 4.27 PDI/TMA’min 12.5 pM Hg?** varhiginda floresans goriintiisii (60dk)
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60 dakika-PDI/TMA Hg(l1)
Kontrol PDI/TMA

25uM

Sekil 4.28 PDUTMA’nin 25 uM Hg?* varliginda floresans goriintiisii (60dk)

Hg(11)
50 pM

60 dakika-PDI/TMA
Kontrol PDI/TMA

Sekil 4.29 PDI/TMA’min 50 uM Hg?** varliginda floresans goriintiisii (60dk)
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60 dakika-PDI/TMA Hg(l1)
Kontrol PDI/TMA 100 uM

Sekil 4.30 PDVTMA’min 100 pM Hg?" varliginda floresans goriintiisii (60dk)
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Bagska bir mikroplakada kanser hiicresinde bulunan biyolojik tiyoller, NEM ile kapatilmis
ve PDI/TMA’nin floresans goriintiileri alinmistir. PDI/TMA’nin varliginda hiicre iginde
floresans goriintii elde edilememistir. Ortama Hg** eklendiginde ise biyolojik tiyoller Hg®*
ile etkilestiginden dolay1 hiicre i¢inde floresans goriintii elde edilememistir. Kanser
hiicrelerinde bulunan —SH grubu NEM ile kapatildiginda ise PDI/TMA probu Hg2+

varliginda emisyon gergeklesmistir.

NEM 100 uM 30 dk
Hg(11)

Sekil 4.31 PDUTMA’min 12.5 ve 50 uM Hg?* ile NEM varliginda floresans goriintiisii (30dk)
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NEM 100 pM 30 dk
Hg(I)

Kontrol 100 uM

Sekil 4.32 PDI/TMA’nin 50 ve 100 pM Hg?" ile NEM varliginda floresans goriintiisii (30dk)

50 uM

NEM 100 pM 60 dakika

Hg(11)

Kontrol 25 uM 12.5 uM

Sekil 4.33 PDI/TMA’min 12.5 ve 25 uM Hg? ile NEM varhiginda floresans goriintiisii (60dk)
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NEM 100 pM 60 dakika

Hg(l1)

Kontrol 100 uM 50 uM

Sekil 4.34 PDI/TMA’nin 50 ve 100 pM Hg?" ile NEM varliginda floresans goriintiisii (60dk)
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5. SONUC

Sunulan tez caligsmasi; perilen iceren floresan bir sensOriin sentezlenmesi, elde edilen
kemosensoriin ¢esitli metaller ile duyarliliginin incelenmesi, teorik hesaplama ve biyolojik
uygulamalar olmak iizere baslica dort kisimdan olusmaktadir. Hg?* iyonu gevreye ve insan
sagligina zarar veren en toksik agir metal iyonlarindan biridir. Civa kirliligi baglica komiir
santralleri, altin iretimi, barometreler, termometreler, civa lambalar1 ve kostik soda
iiretiminden kaynaklanmaktadir. Hg2+ metalinin diisiik konsantrasyonlar bile canlilar igin
oldukg¢a zararlidir. Diisiik konsantrasyonlardaki civa, insanlarin beyin fonksiyonlarinda
tahribata yol agmakta ayrica akcigerlerde tahrise, bdobrek ve sinir sistemlerinde
bozulmalara neden olmaktadir. Tiim bu etkiler diisiiniildiigiinde civa iyonunun tespiti ve
hizli bir sekilde analizi olduk¢a 6nemlidir. Civa gibi agir metal iyonlarinin analizi i¢in
ornegin atomik absorpsiyon spektroskopisi gibi ¢esitli geleneksel yontemler kullanilmakta,
fakat bu metotlar olduk¢a pahali, karisik ve zaman alic1 oldugu i¢in son yillarda hizli cevap
verme siiresi ve uygulanabilme kolayligindan dolay1 fluoresans sensorler yaygin bir sekilde

tercih edilmektedir.

Calismanin i1lk asamasinda, ng+ agir metal iyonuna secici ve duyarli olarak cevap veren
perilen tiirevi floresans sensor PDI/TMA gelistirilmistir. Gelistirmis oldugumuz probun
karekterizasyon islemleri 'H-NMR, infrared ve Kiitle spektroskopisi  yontemleri
kullanilarak karakterize edilmistir. Karakterizasyon islemleri tamamlandiktan sonra,
calisgmsnin ikinci asamasi, floresans spektroskopisi cihazi kullamlarak PDI/TMA’nin,
AP¥, Fe?*, Fe**, cu®, Hg®, Pb*, K*, Mg®, Cd**, Ag®, Zn*, Ca®, Ba*" ve Sr** metal
iyonlarina karsi segicilik ve duyarlilik galismasi ile gergeklestirilmistir. PDI/TMA’min
Hg*" metal katyonuna kars1 yiiksek segicilik gdsterdigi ve komplekslesmenin floresans
siddetinde artiga sebep oldugu belirlenmistir. Calismanin diger asamasinda, gelistirdigimiz
probun ve kompleksin geometrik optimize yapilar1t HOMO ve LUMO orbitalleriyle enerji
degerleri hesaplanmistir. Calismanin son kisimda ise HepG2 kanser hiicreleri kullanilarak

hiicre goriintiilemesi islemi basariyla gerceklestirilmistir.

Sonug olarak, gelistirmis oldugumuz kimyasal sensoriin civa (Hg?") iyonlarina kars: elde
ettigimiz floresans cevaplari, ileri donemlerde bir¢cok hastaligin biyo-belirteci olarak erken
tam ve tedavisi swrasinda kullamlabilmesine imkan saglayacaktir. Ilave olarak teorik

hesaplamalar, gelistirilmesi planlanan kimyasal sensorlerin deneysel prosediirleri
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uygulamadan Once yapilarin incelenmesine ve yeni mekanizmalarinin 6ngdriilmesine

imkan saglamugtir.
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