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OZET

Siklofosfazenler, tekrar eden [N=PX5] birimlerini i¢eren inorganik heterohalkali
bilesiklerdir. Kumarinler ise 1,2-benzopirandan tiiremis bilesiklerdir. Siklofosfazenler
ve kumarinler farkli reaktiflerle yeni tiirde ve Ozellikte bilesiklerin sentezlenmesine
olanak saglamalari bakimindan oldukca fazla arastirmanin yapildigi bilesik siniflart
arasinda yer almaktadir.

flag gelistirme siirecinde, kaynaklarin etkili, verimli kullanilmasimi saglayacak
yeni teknolojilere olan ihtiya¢ her gegen giin artmaktadir. Son yillarda biyosensorler,
kanser arastirmalarinda; timoriin mikro ortamda izlenmesi, tiimor-ilag etkilesiminin
karakterizasyonu, kanserin dogru tespiti gibi uygulamalarda son derece hassas, hizli ve
giivenilir olarak kullanilmaktadirlar. MiSens cihazi, mikro akigkan sistemini kullanan
bir biyosensor cihazidir. Cihazin sinyal doniistiiriicii kismi elektrokimyasal esasly,
biyoaktif tabaka kism1 ise DNA ve Enzim temelli ¢alismaktadir. MiSens biyosensor
cihazi; laboratuvarda sentezlenmis olan kimyasal bilesiklerin, DNA ile etkilesim
diizeylerinin belirlenmesine olanak saglayacak bir 6n tarama cihazidir.

Bu ¢alismada, difonksiyonlu aromatik reaktifler olan 1,1°-metilen-di-2-naftol ve
2,2’-dihidroksifenilmetan ile trimerin ayr1 ayr1 reaksiyonundan mono-spiro ve di-spiro
yapidaki baglangic maddeleri elde edildi (1-8). Elde edilen bu bilesikler ile 4-
hidroksikumarin,  4-hidroksi-6-metilkumarin ~ ve  4-hidroksi-6,7-dimetilkumarin
bilesiklerinin ayr1 ayri reaksiyonlar1 gergeklestirildi (9-16). Sentezlenen ve izole edilen
tim driinler (1-16) uygun yontemlerle saflastirildiktan sonra {irlinlerin yapilart kiitle
(MALDI-TOF), *'P, *H NMR spektroskopisi ve tek kristal X-1sin1 kirmimi teknigi (1,
2, 4, 6, 7) ile aydinlatildi. Sentezleri gercgeklestirilen siklofosfazen bilesiklerinin
fotofiziksel Ozelliklerini arastirmak i¢in UV-Vis ve fluoresans spektrofotometresi
cithazlar kullanildi. Ayrica sentezlenen bilesiklerin MiSens biyosensor cihazinda DNA

etkilesim analizleri gerceklestirildi.

Anahtar Kelimeler: Siklofosfazen, Kumarin, MiSens biyosensér cihazi, DNA
Etkilesim Analizi, 1,1°-Metilen-di-2-naftol, 2,2’-dihidroksi-difenilmetan.



SUMMARY

Cyclophosphazenes are inorganic heterocyclic compounds containing repeating
[N=PX,] units. The coumarins are 1,2-benzopyran-derived compounds.
Cyclophosphazenes and coumarins allow the synthesis of new species and specific
compounds with different reagents so that they are among the compound classes
which much research has been done.

In the drug development process, the need for new technologies to provide
efficient and effective of resources is increasing day by day. In recent years, biosensors
have been used in cancer research; especially such as monitoring of the tumor in micro
environment, characterization of tumor-drug interaction, accurate detection of cancer
in applications very precisely, quickly and reliable in applications. The MiSens device
is a biosensor device that uses the microfluidic system. The transducer part of the
device is based on electrochemically, bioactive layer is based on DNA and Enzyme.
MiSens biosensor device; is a pre-screening device that allows determining the levels
of interaction of chemical compounds synthesized in the laboratory with DNA.

In this work, the reaction of the trimer with 1,1'-methylene-di-2-naphthol and
2,2'-dihydroxyphenylmethane, which are difunctional aromatic reagents were carried
out and synthesized compounds which monospiro and dispiro (1-8). In this work
synthesized compounds with 4-hydroxycoumarin, 4-hydroxy-6-methylcoumarin and 4-
hydroxy-6,7-dimethylcoumarin compounds were performed reactions and separately
(9-16).All synthesized and isolated products (1-16) were purified by suitable methods.
The structures of all synthesized compounds were identified by *H, P NMR and mass
(MALDI-TOF) spectroscopy techniques and single crystal X-ray measurements (1, 2,
4, 6, 7) obtained from suitable crystals. The UV-Vis and fluorescence spectroscopies
were used to investigate the photophysical and fluorescence properties of these
cyclophosphazene compounds. Besides, DNA interaction analyzes of the synthesized

compounds were performed on the MiSens biosensor device.

Keywords: Cyclophosphazene, Coumarin, MiSens Biosensor Device, DNA
Interaction Analysis, 1,1’-methylenedi-2-naphthol, 2,2°-Dihydroxydiphenyl-

methane
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1.GIRIS

Bilim ve teknolojide yasanan gelismelere bagl olarak, insanoglunun yasamini
kolaylastirict unsurlara her gecen giin bir yenisi eklenmektedir. Bununla birlikte,
insan sagliginin korunmasina, hastaliklarin 6nlenmesine ve tedavi edilmesine yonelik
calismalarin tarihi insanlik tarihi kadar eskidir. Cagimizin en ciddi hastaliklarindan
birisi, hi¢ siiphesiz kanserdir. Kanser, her yil milyonlarca insan1 etkileyen yikici bir
hastaliktir. Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii, 2024 yilinda 19 milyondan fazla
insanin kanser hastaligi ile miicadele ederek yasamini devam ettirmek zorunda
kalacagini 6ngérmektedir [1]. T.C. Saglik Bakanligina bagli Halk Sagligi Kurumu
Kanser Daire Bagkanliinin GLOBOCAN 2012 sitesinden derledigi diinya kanser
istatistik verilerine gore, 2012 yilinda kanser vakalarina bagli olarak diinyada toplam
8.2 milyon oliim gerceklesmistir. Bu sekilde kanser artis hizinin devam etmesi ve
tedbir alinmamasi durumunda 2025 yilinda 10 milyonun iizerinde insanin kansere
bagl olarak yagsamini yitirecegi soylenebilir [2]. Buradan anlasilacag: lizere, yeni
ilaglarin kesfedilmesi ve insanligin kullanimina sunulmasi son derece Onemlidir.
Yeni ilaglarin kesfedilmesi, olduk¢a uzun zaman alan ve ¢ok ciddi ekonomik kaynak
gerektiren bir ugrastir. Amerika Birlesik Devletleri, FDA (Gida ve Ilag Dairesi)
kayitlarina gore, laboratuvardaki ilag olmaya aday 1000 bilesikten sadece bir tanesi
klinik ¢alismalara girebilmektedir. Klinik calismaya giren bes ilag adayindan ise
sadece bir tanesi tedavi uygulamalari ic¢in onaylanmaktadir [3]. Bir ilacin
gelistirilebilmesi i¢in, 15 yillik zaman dilimi ve yaklagik olarak 802 milyon dolarlik
bir maliyet gerekmektedir [4]. ilag gelistirme siireci, ilag etken maddenin kesfi, klinik
oncesi testleri ve klinik arastirmalan icermektedir. Klinik oncesi testler, ilag adayi
bilesigin in-vitro ve in-vivo testlerindeki performansini igerir. Bu asamada, klinik
uygulamalara ge¢ilmeden Once, aday bilesigin potansiyel yan etkileri ve sitotoksik
Ozellikleri incelenir [5]. Karmasik, uzun siireli ve maliyetli olan, ilag gelistirme
siireci degerlendirildiginde; potansiyel ila¢ adayi olabilecek bilesiklerin hizli, verimli,
etkin ve ekonomik olarak On taramadan gecirilmesine olanak saglayacak yeni
yontemlere ihtiyag duyuldugu anlasilmaktadir [6-7]. Son yillarda biyosensorler,
kanser aragtirmalarinda; tlimoriin mikro ortamda izlenmesi, timor-ilag etkilesiminin

karakterizasyonu, kanserin dogru tespiti gibi uygulamalarda son derece hassas, hizli



ve gilivenilir olarak kullanilmaktadirlar. Bilindigi {izere, geleneksel kanser tarama ve
tanimlama yOntemleri, biyopsi alinarak mikroskopik boyama ve tanimlama
islemlerine dayanmaktadir. Bu yontemlerin uygulamalarinda karsilasilan giicliikler,
yeni alternatif yontemlere ihtiyag duyulmasina neden olmaktadir. Mikro akigkan
sistemi ile ¢alisan biyosensorlerin popularitesinin gittikge arttigi goriilmektedir [1].
MiSens cihazi, mikro akiskan sistemini kullanan bir biyosensor cihazidir. Cihazin
sinyal doniistiirticii kism1 elektrokimyasal esasli, biyoaktif tabaka kismi ise DNA ve
Enzim temelli ¢aligmaktadir. MiSens biyosensor cihazi; laboratuvarda sentezlenmis
olan kimyasal bilesiklerin, DNA ile etkilesim diizeylerinin belirlenmesine olanak
saglayacak bir 6n tarama cihazidir. DNA etkilesim analizi sonucu elde edilen veriler
1s1g¢inda, potansiyel ilag adayr olabilecek bilesiklerin hizli ve ekonomik olarak
belirlenebilmesi mumkiindir. Yeni nesil biyosensor smifinda yer alan MiSens
biyosensor cihazinin, bu alandaki ciddi bir boslugu dolduracag: diisiiniilmektedir.
Siklofosfazenler, tekrar eden [N=PX] birimlerini igeren inorganik
heterohalkal1 bilesiklerdir. Bu bilesik sinifi arasinda klorofosfazenler, N3P3Clg
(trimer) ve N4P4Clg (tetramer), oldukca fazla calisiimaktadir (Sekil 1.1). Geleneksel

olarak siklofosfazenler kimyasi, iki ana tema iizerinde yogunlagmustir:

e Halojenosiklofosfazenlerin niikleofilik substitiisyon reaksiyonlari.

e N3P3Clg’nin lineer polidiklorofosfazen [N=PCl;],’e halka-agilma polimeri-
zasyonu. Bu iki ana tema disinda siklofosfazenlerin, koordinasyon bilesiklerinde ve
organometalik kimyada ligant olarak kullanilabilmeleri de arastirmacilarin ilgisini

cekmektedir [8].

c cl RR
ol NN REP=NTR
o al N N
a” >N R—BP—N=P—R
R R
) (b)

Sekil 1.1: Fosfazen bilesikleri: a) trimer, b) tetramer.

Kumarin bilesikleri 1,2-benzopirandan tiiremis bilesiklerdir. Kumarinler,

Tonka fasulyesi, Bael meyvesi, Yaban mersini gibi bir¢ok farkli bitkiden izole
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edilebilmelerinin yan1 sira laboratuvar ortaminda da sentezlenebilmektedirler.
Literatiir incelendiginde, kumarin bilesikleri ile ilgili olduk¢a fazla calismanin
gergeklestirildigi  goriilmektedir. Kumarin bilesiklerinin - kullanim alanlarina,
kemoterapik ajan, nikotin bagimlilig: tedavisi, gida katki maddeleri, esans yapimi,
biyolojik aktif madde gibi oldukca fazla 6rnek verilebilir. Bunlara ek olarak kumarin
bilesiklerinin ilag yapiminda veya ilag etken madde olarak kullanilabilme
potansiyelleri oldukga yiksektir. Antioksidan, antikoagilan, antitumér vb. alanlarda
etkili ozellikler sergilemeleri nedeniyle kumarinler, birgok bilim insaninin ilgisini
cekmektedir [9].

Bu c¢alismada, kumarin siibstitue siklotrifosfazen bilesiklerinin sentezi,
sentezlenen bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasi ve MiSens Biyosensor cihazi ile
DNA etkilesim analizlerinin yapilarak biyolojik aktivite 6zelliklerinin incelenmesi
amaglanmistir. Caligmada, kumarin bilesikleri farmakolojik olarak 6nemli kimyasal
yapilardan birisi olmalar1 nedeniyle segilmistir. Bilindigi tlzere, siklotrifosfazen
bilesikleri yapiya baglanan gruplara gore farkli 6zellikler sergileyebilmektedir.

Tez kapsaminda, hekzaklorosiklotrifosfazen (trimer) ile difonksiyonlu
reaktifler olan 2,2'-dihidroksidifenilmetan ve 1,1’-metilendi-2-naftol’un reaksiyonlari
ayri ayr1 gergeklestirildi. Trimer ile 2,2'-dihidroksidifenilmetan’in reaksiyonundan
1-5 bilesikleri; 1,1-metilendi-2-naftol ile reaksiyonundan ise 6-8 Bilesikleri elde
edildi. 2, 4, 6, 7 Bilesikleri ile 4-hidroksikumarin’in reaksiyonundan 9, 10, 11 ve 12
Bilesikleri elde edildi. Benzer sekilde 6, 7 Bilesiklerinin 4-hidroksi-6-metil kumarin
ve 4-hidroksi-6,7-dimetilkumarin ile ayr1 ayri reaksiyonlarindan 13, 14, 15 ve 16
Bilesikleri elde edildi.

Reaksiyonlar sonucu olusan iirlinlere (1-16) uygun ayirma ve saflastirma
islemleri uygulandiktan sonra, Urtinlerin yapilar kiitle (MALDI-TOF), *!P, *H-NMR
spektroskopisi ile aydinlatildi. 1, 2, 4, 6 ve 7 bilesiklerinin yapilar1 tek kristal X-151m
kirmimi teknigi ile de aydinlatildi. Daha sonra, tez kapsaminda sentezlenen kumarin
siibstitue siklotrifosfazen bilesiklerinin floresans ozellikleri incelendi ve DNA

etkilesim analizleri de yapilarak DNA’ya baglanma 6zellikleri arastirildi.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Fosfazenler

Fosfazen bilesiklerinin literatiire ilk kez girisi; 1834 wyilinda Liebig ve
Wohler’in ¢alismalar1 sayesinde olmustur. Her iki bilim insani da fosforpentakloriir
ile amonyagin reaksiyonunun sonucunda kararli, beyaz kristal bir bilesik elde edildigi
sonucuna ulagsmistir [10]. 1850 yilinda Gerhardt ve Laurent 6nerilen formiiliin yanlis
oldugunu, ampirik formiilin NPCl, oldugunu ifade etmislerdir. 1864 yilinda
Gladstone, Holmes ve Wichelhnus saflastirilmis iiriiniin buhar yogunlugunu 6l¢miis
ve molekil formalinid N3PsClg olarak belirlemistir [11-12]. Stokes’un, 1899°da
hekzaklorosiklotrifosfazen’in halkali yapisini Onermesiyle fosfazen kimyasinin
temelleri olusmustur [13]. 1800’lii yillarin ortalarinda fosfazen bilesikleri kesfedilmis
olsa da; yaklasik 100 y1l sonra deneysel ve spektroskopi alanindaki gelismelere bagh
olarak bu alandaki ¢alismalar hiz kazanmastir.

Fosfazenler; 3 degerlikli azot, 5 degerlikli fosfor atomlarmin -[N=PRj]-
birimleri seklinde tekrarindan olusan ve anorganik kimyada en c¢ok calisilan bilesik
smiflarindan birisidir [14]. Yapida bulunan —R sibstitlientinin her ikisi de fosfor
atomlar1 tlizerinde bulunmaktadir. Fosfazenler P=N c¢ifte bagi bulundurduklarindan
dolay1 anorganik karakter tagirlar.

1900’li yillarin basindan itibaren klorofosfazenlerin sentezleri igin birgok
metod gelistirilmis ve gelistirilen yontemler bugiin bile, bu maddelerin ticari

tiretiminin temeli olarak kullanilmaktadir (2.1).

diklorbenzen

(NPCL), + 4nHCl (21)
120-150°C

nNH,CI + nPClg

Bu reaksiyon sonucunda olusan drinler, genel olarak halkali ve lineer
fosfazenlerin karisimidir. Halkali fosfazenler; (PNCI,)s (% 37), (PNCl,)4 (% 28) ve
(PNCIy), (% 35)’dir. Lineer polimerik maddeler, organik solventlerde (eter vb.)

¢oziinmemelerinden dolay1, halkali bilesiklerden kolayca ayristirilabilirler [15].



Halkali yapidaki trimer (Sekil 2.1a), halkali yapidaki tetramer (Sekil 2.1b), ve
yiiksek molekiil agirlikli polimerler (Sekil 2.1¢), (R= halojen, alkil, ariloksi vb.) en

fazla caligma alan1 bulunan fosfazen bilesikleri arasinda yer almaktadir.

R R R R
N/ | | R
_PQ R—P=N—P—R |
N N | || N=P
R\,L' ||:/R 'l‘f T | In
an'd R—P—N—=P—R R
R R | | (n=1500)
@ R (b) R ©

Sekil 2.1: a) Halkali yapidaki trimer, b) Halkali yapidaki tetramer,
c) Polimer.

Halkali yapida bulunan trimer, tetramer ve bir¢ok fosfazen bilesigi beyaz renkli
kristal kat1 formundadir ve organik solventlerde ¢oziiniir. Yiiksek molekiil agirligina
sahip duz zincirli polimerler, elastomerik veya termoplastik 6zellik gosterirler. Bu
tirevlerin biiyiik cogunlugu atmosferik oksijene ve neme karsi kararli yapidadirlar
[16].

Gilinlimiizde; fosfazenler, siibstitiisyona olanakli olmalar1 ve siibstitlie edilen
grubun yapisina gore farkli Ozellikler sergilemeleri nedeniyle popiiler c¢alisma
alanlarindan birisi olmuglardir. Fosfazen tiirevi bilesikler, yapida bulunan anorganik,
organik ve organometalik gruplara baglh olarak farkl fiziksel ve kimyasal 6zelliklere
sahip olabilmektedir. Bu ozellikleri, fosfazen bilesiklerinin 6nemli teknolojik ve

medikal uygulamalarda kullanilabilmelerine imkan saglamaktadir [17].

2.2. Fosfazenlerin Geometrik ve Elektronik Yapilari

2.2.1. DUz Zincirli Fosfazenler

Duz zincirli fosfazen molekdllerinin genel formilleri RsP=NR’ seklindedir.
Yapida bulunan fosfor ve azot atomlar1 ardisik olarak yerlesmislerdir. Fosfor
atomlari sp3 hibritlesmesi yaparken azot atomlari sp2 hibritlesmesi yapar. Fosfor
atomlari, hibrit orbitallerinde bulunan elektronlardan dort tanesini diger atomlar ile
sigma bag1 yapmak i¢in kullanir. Diger bir elektron ise 3d orbitallerinde kalir. sp2

hibritlesmesi yapan azot atomu hibrit orbitallerinde bulunan elektronlardan 2 tanesini



fosfor atomlar ile sigma bagi yapmak lizere kullanir. Hibrit orbitalleri lizerinde
bulunan ortaklanmamis bir ¢ift elektronu vardir. Diger tek elektronu ise p, orbitalinde
bulundurmaktadir. Fosfor atomunun d orbitallerindeki bir elektron ile Azot atomunun

p; orbitalindeki bir elektron oOrtiiserek n baglarini olusturmaktadir [18].

2.2.2. Halkah Fosfazenler

Fosfazenin ilk X-1sin1 kirinimi incelemesi 1936 yilinda Meyer, Lotmar ve
Pankow tarafindan yapilmistir [19]. 1943°de Brockway ve Bright trimerin yapisini
yeniden incelediginde [20], yapida azot ve fosfor atomlarmin birbirini takip ettigini,
yapinin benzen halkasina benzer alt1 iiyeli oldugunu, halka duzleminde ve her bir

fosfor atomuna iki klor atomunun bagli oldugunu agiklamislardir(Sekil 2.2).

Sekil 2.2: Siklotrifosfazenin tek kristal X-1s1n1 kirinimi
teknigi ile ¢Ozulmiis yapist.

Onerilen yapilar ve toplanan veriler halkada goklu P-N baglarinin bulundugunu
desteklemektedir. Halkadaki fosfor atomlar1 yaklasik tetrahedral yapidadir ve P-N
bag uzunluklar1 birbirine esittir. P-N bag uzunluklar1 normal tekli baga gore 20 pm
daha kisadir ve yaklasik olarak 1,58 A  dur. N-P-N atomlar1 arasindaki bag agist
118,8°, P-N-P atomlar1 arasindaki bag acist 120,9° iken ve CI-P-Cl atomlar
arasindaki dig bag acisi ise 101,8° dir. Fosfor atomlarna baglanan gruplarin
elektronegatiflikleri arttikga bu bag uzunluklart kisalir. Fosfor atomlarina farkli
atomlar ya da gruplarin bagli olmasi durumunda, halkada farkli uzunlukta P-N

baglarina ve diizlemsellikten sapmig halka yapisina rastlanabilir [21].



Trimer, erime noktas1 114,6 °C, kaynama noktas1 256 °C, yogunlugu 1,98
g/cm® olan beyaz kristal yapida bir bilesiktir. Petrol eteri ve hekzan gibi ¢oziicilerde
kristallenen trimer, rombik kristal yapidadir. Belirli sicaklik ve basingta (55 °C, 0,1
mm Hg) siiblimlesebilmektedir. Trimer, nemsiz hava ortaminda kararlidir ve ¢ozelti
ortaminda su bulunmasi durumunda hidroliz olmaktadir.

Trimerin elektronik yapisini agiklamak {izere farkli teoriler one siiriilmiis olsa
da; 1960 yilinda Dewar, Lucken ve Whitehead tarafindan 6ne siiriilen ve ada modeli
olarak da bilinen model uzun yillar kabul gormiistiir. dn-pr modeli olarak da
adlandirilan bu modele gore; Fosfor atomuna ait dy, ve dy, orbitallerinin her bir gifti
azot atomunun p; orbitali ile etkin bir sekilde etkileserek 3 merkezli n- bagli P-N-P

sistemini olusturur (Sekil 2.3).

Sekil 2.3: Trimerdeki fosforun dy, ve dy, orbitallerinin azotun p, orbitali ile
ortlismesi.

Dewar ve arkadaslari tarafindan yapilan hesaplamalar teoriyi kuvvetlendirmis
ve uzun bir siire kabul gérmiistiir [22].

2005 yilinda Chaplin, Harrison ve Dyson tarafindan yapilan baska bir
calismada; o giine kadar diisiiniilenin aksine d orbitallerinin baga katkisinin ¢ok fazla
olmadigr  belirtilmistir.  Calismada; farkli  programlar kullanilarak  bazi
siklotrifosfazen bilesiklerinin ve fosfor atomu igeren bilesiklerin bag uzunluklar1 ve
delokalizasyon gostergeleri incelenmistir. Yapilan hesaplamalar sonucunda bu
molekiillerin sahip oldugu en diisiik enerjili geometrik yapilar agiklanmistir. Bu
calisma kapsaminda; P atomundan N atomuna dogru yik transferi gerceklesirken, P-
N bagmin genellikle iyonik karakter tagidigi, P-X (X=Cl, F) baginin ise genellikle
kovalent karakter tasidigi belirtilmistir. Olgtimlerin ve hesaplamalarin yapilmasinda

dogal bag orbitalleri ve elektron yogunlugu analizleri kullanilmistir. Analiz sonuglari,



P-N bagi olusumuna negatif hiperkonjugasyonun katkisinin 6nemli olmasinin
yaninda P-N bagmin iyonik bag karakteri tasidigini desteklemistir. Fosfazen
halkasina sadece elektron ¢ekici gruplarin (-F, -Cl, -OC,CgH,4 vb.) bagli olmasi
durumunda yapilan Sl¢iimler, siklotrifosfazen halkasinda delokalizasyonun varligini
desteklemistir. Bu nedenle, trimer halkasmin anorganik benzen halkas1 adayi

olabilecegi ifade edilmistir [23].

2.3. Fosfazenlerin Stereokimyasi

Klor atomlarinin ikinci bir siibstitiient ile yerdegistirmesi durumunda trimer
halkasinin miimkiin olabilen izomerleri Sekil 2.4’de goriilmektedir. Fosfor
atomlarinin nokta ile gosterildigi trimerin yapis1 hekzagonal olarak gorilmektedir.
Yapinin daha kolay anlagilabilmesi ig¢in klor atomlar1 gosterilmemistir. Trimere
ikinci stbstitientin katilmasi durumunda, ikinci siibstitiientin konumlar1 diiz veya
noktali ¢izgi ile belirtilmistir. Yildiz isareti bulunan yapilarda, simetri elemanlari
bulunmazken, optik izomerligin mimkiin oldugu gorulmektedir. Cis-trans izomerleri

ve izomerlesme durumlari birbirinden ayirt edilebilir [24].

Sekil 2.4: Hekzaklorosiklotrifosfazenin stereokimyas.

Trimerde klor atomlarinin yer degisimini gosteren iki farkli reaksiyon
mekanizmasi vardir. Bu farklilik, birinci siibstitiisyondan sonra bir klor atomu i¢eren
fosforda meydana gelmesi (geminal degisme) (Sekil 2.5a ) veya iki klor atomu igeren

fosforda (geminal olmayan degisme) meydana gelmesine baglidir (Sekil 2.5b) [25].
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Sekil 2.5: a) Trimer’de geminal yer degistirme, b) Trimer’de geminal olmayan yer
degistirme.

Trimerin reaksiyon mekanizmasinin ilerleyisinin polarliga ve sterik etkilere
bagl oldugu diistiniiliir. Her iki yer degistirme mekanizmasi1 da miimkUndir, fakat
birinci yer degistirme yolu daha baskindir. Klorun polar etkisi oldugunda ve benzer
gruplar yer degistirdiginde, yer degistirme pozisyonu bagil biiylikliige baglidir. Eger
yer degistiren grup klordan daha kiigiik ise; geminal yer degistirme meydana gelir.
Fakat yer degistiren grup klordan daha biiylik ise, yer degistirme farkli fosfor
atomunda (geminal olmayan) meydana gelebilir. Yer degistiren grup benzer
blytikliikte oldugunda, baglandig1 fosfor atomuna yiiksek elektron yogunlugu saglar
ve sonu¢ olarak ayni fosfor atomuna niikleofilik saldir1 olamadigi i¢in, geminal
olmayan yer degistirme tercih edilebilir. Eger, fosfordaki elektron yogunlugu, yer
degistiren grup tarafindan azaltilirsa, o zaman ayn1 fosfor atomunda yani geminal yer

degistirme meydana gelebilir.

4.Fosfazenlerin Alkoksitler ve Fenoksitler ile
Reaksiyonlari

Fosfazenlerin hidroksil grubu iceren nukleofiller (alkol, fenol vb.) ile
reaksiyonlari, reaksiyon esnasinda ¢ok az yan iiriin olugmasi ve iriinlerin kolay
saflagtirilarak izole edilebilmeleri nedeniyle fosfazen kimyasinda populer olarak
tercih edilen reaksiyon tirlerindendir. Alkoksi ve ariloksi fosfazenler; fosfazenlerin
organik bir solvent icerisinde, (i) alkol veya fenollerin piridin, trietilamin gibi tuz
tutucu varhiginda etkilestirilmesi ile, (ii) alkol veya fenollerin sodyum tuzlari ile

etkilestirilmesinden sentezlenebilmektedir [26]. Reaksiyonlar genel olarak asagida



gosterildigi gibi formiile edilir (Sekil 2.6). Bu yontemle sentezlenmis olan bircok

fosfazen tlrevi literaturde goze carpmaktadir [15].

2n ROH + (NPX;), — 3= [NP(OR)], + 2nHX

2n RONa+ (NPX;), — 3= [NP(OR,)], + 2nNaX

Sekil 2.6: Fosfazenlerin alkoller ve sodyum alkolatlarla reaksiyonlari.

2.5. Alkoliz ve Fenoliz Reaksiyonlarimi Etkileyen Faktorler

2.5.1. Nukleofil Cinsi

Alkoksi gruplarinda dallanmanin bulunmamasi, dallanmanin bulundugu
alkoksi gruplarma ve fenoksi gruplarina gore reaksiyonu kolaylastirict etki yaratir.
Ornegin, trimer, tetramer veya poli(dikloro)fosfazen ile metoksit, etoksit ve n-
propoksit cok kolay reaksiyon verirken, fenoksit ile oldukga etkin sartlarda reaksiyon
verir. Bununla beraber eger stokiyometri dogru secilirse ve reaksiyon sartlart iliml
olursa kismi siibstiiie tiirevler hazirlanabilmektedir. Niikleofilin sterik biiyiikligi

halojenin yer degistirmesinde etkilidir.
2.5.2. Substittientlerin Etkisi

Substitue olmus gruplarn tiirii, alkoliz ve fenoliz reaksiyonlari lizerinde farkli
etkiler yaratir. Ornegin, geminal-N3P3Cl4Ph; ve geminal-N3PsCloPhy bilesikleri,
metoksit, etoksit ve n-propoksit ile reaksiyonlart incelendiginde; substitlisyon
derecesinin N3P3Clg (trimer)’de en yiiksek oldugu, N3P3Cl,Phy’de ise en diisiik
oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar, fenil gruplarinin komsu fosfor atomlarinin

reaksiyon verme giiciinii azalttigini desteklemektedir [26].
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2.5.3. Cozlcu Etkisi

Bu tir slibstitiisyon reaksiyonlarinda birgok susuz ¢6ziicti kullanilabilir. Bunlar,
dietileter, dioksan, benzen, toluen, ksilen, tetrahidrofuran, piridin vb. veya
siibstitiisyon i¢in kullanilan alkoliin fazlas1 da olabilir. Fosfor-halojen baglarinin
hidroliz olmamasi1 i¢in olduk¢a kuru ortam gereklidir. Bu acidan 06zellikle
tetrahidrofuran, dioksan gibi hidrofilik ¢o6ziiciilerin kullanilmast durumunda
¢oziicliler iyice kurutulmalidir. Coziiciilerin se¢imindeki diger Onemli noktalar
¢oziiciiniin polaritesi ve ortamdaki sodyum tuzlarinin ¢oziiniirliigiidiir. Genellikle
¢Oziiclinlin alkoksit veya ariloksiti ¢6zmesi ve olusan tuzlart ¢ozmemesi istenir.
Eterler bu amag i¢in uygun ¢oziiciilerdir. Ayrica ¢oziiciiniin polaritesi de reaksiyon
hiz1 ve mekanizmasi iizerinde etkilidir. Bu etki reaksiyona gore degisir. Fakat polar
coziicliler alkoksit veya ariloksit iyonlarinin iyonlagsmasini kolaylastirdigi icin
reaksiyon hizim1 arttirir.  SObstitisyon derecesi  dimetilformamit>  diglim>
tetrahidrofuran> benzen> dietileter seklinde azalmaktadir. Bu egilim Na® iyonunun

beklenen solvatasyon azalmasi ile paralellik gosterir.

2.5.4. Fosfazen Halkasi ya da Zincir Biiyiikliigiiniin Etkisi

Trimer, tetramer, diger oligomerler ve polimerlerin, siibstitiientlerle olan
reaksiyon yatkinliklari incelendiginde, trimerin siibstitiientlerle olan reaksiyonlarinin
en fazla oldugu goriiliir. Ornek vermek gerekirse, trimer ile katekoliin bazik ortamda
reaksiyonundan spiro siklotrifosfazen bilesigi kolay elde edilebilirken, tetramer
kullanildiginda daha zor sartlarda izole edilebilmis, polimerin reaksiyonu gergekles-

tirildiginde ise par¢alanmanin oldugu ifade edilmistir [15].

2.5.5. Baz Etkisi

Reaksiyonlarin biiyiikk ¢ogunlugunda bir baz veya sodyum tuzu, alkol yada
fenol ile bir klorofosfazen etkilesime girmeden 6nce ortamda bulunmalidir. Yalnizca
yiiksek sicakliklarda ¢apraz bagli polifosfazenlerin olustugu reaksiyonlarda bir baz

bulunmaz. Alkol, fenol veya tiyollerin sodyum tuzlar1 eter veya tetrahidrofuran
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solventleri ile hazirlanan ¢o6zeltilerine metalik  sodyum ilave edilerek
hazirlanabilmektedir. Kuvvetli asidik yapidaki alkol veya fenoller kullanildiginda,
tuz olusumunu kolaylastirmak i¢in potasyum hidrosit veya sodyum hidroksit gibi
bazlar kullanilabilir. Fakat bu yontem yan reaksiyonlarin gergeklestigi reaksiyonlar
icin pek uygun degildir. Bu durumda en uygun kosullar, tuz tutucu olarak sodyum

karbonat, piridin ve trietilamin kullanilarak olusturulabilmektedir.

2.6. Alkoliz ve Fenoliz Reaksiyonlarimin Mekanizmasi

Alkoliz veya fenoliz reaksiyonlarinin mekanizmalari, hidroliz, aminoliz ve
bozunma reaksiyon mekanizmalari ile benzerlik gostermektedir. Bu mekanizmalar ile
ilgili baz1 deneysel bulgular asagida verilmistir.

Bir halofosfazen ile alkol veya fenol arasinda herhangi bir bazin bulunmadigi
direkt reaksiyon yavas gergeklesir ve reaksiyon sonucunda sibstitie fosfazenden cok,
yan lriinler veya bozunma iirtinleri olusur. Alkol veya fenol ile birlikte kuvvetli bir
bazin bulundugu reaksiyonlar ise hizlidir. Bu durum reaksiyon sirasinda reaktif
tirlerin alkoksit veya ariloksitlerin oldugunu gosterir. Reaktif tiirtin EtONa degil,
EtOoldugu, N3P3Clg ve N3P3Cly(OBu),’nin sodyum etoksit ile reaksiyonlarinin
kinetik incelenmesi sirasinda tespit edilmistir [15], [21]. Etoksit iyonuna iyonlasma
polar ¢oziiciilerde daha hizli olmakta ve bu da siibstitlisyon hizini artirmaktadir.

Stibstitiisyonun derecesi ve mekanizmasi, niikleofilin sterik karakterine de
baghdir. Dallanmis tiirlerin siibstitiisyonu zor gergeklesir. Bu ylizden fenoksitlerin
siibstitiisyonu genellikle geminal olmayan yoldan gerceklesir.

Fenoksit ve bazi alkoksitlerde fosfora elektron verilmesi ile CI-P-OR biriminin
aktifliginin, CI-P-CI biriminin aktifliginin altina diismesi sonucu geminal olmayan
degisim mekanizmasinin gdzlenmesi miimkiindiir. Polarografik deneylerin
sonuclarindan bu etkinin fenil gruplarmmin rezonans etkisinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir [27]. Bununla beraber oksijen tizerindeki eslesmemis elektronlarin
fosfora dogru verilmesi de miimkiindiir.

Alkiltiyolat iyonlarinin elektronegatiflikleri klor gruplarina gore diisiik
olmasima ragmen daha ¢ok geminal olmayan siibstitiisyon verir. Bu davranis, CI-P-

SR gruplarinin C1-P-Cl gruplarindan daha fazla kutuplanabilir olmasina baghidir.
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Difonksiyonlu gruplar ile spiro siklofosfazenlerin olusumunda geminal
halkalagma, fosforda bes, alt1 veya yedi iiyeli halkalar oldugu zaman kolayca olur. Bu
durum geminal siibstitiisyonda sterik etkiler harig, elektronik etkilerin bulunmadigini
gosterir.

Hekzaklorosiklotrifostazen’de klorlar bir alkil oksit olan biitoksit iyonu ile yer
degistirdiginde, reaksiyon hizi (NPCly)3 > N3P3Cls(OBu) > N3P3Cly(OBu), >
N3P3Cl3(OBuy3 sirasinda azalirken, aktivasyon enerjileri sirastyla 10.0, 11.3, 14.5 ve
17.2 kcal/mol seklinde artar. Hizdaki bu azalma, biitoksit gruplarindan halkaya
elektron verilmesinin bir sonucu ise, Sy' tipi mekanizma olanaksizlasir. Ciinkii
elektron sunulmasi P-CI bagiin iyonlasmasini zorlastirir ve bunun sonucu hiz azalir.
Eger reaksiyon SN’ tipi bir mekanizma iizerinden yiiriirse gegis haline ulasmak i¢in
iki yol vardir. Birinci yol Sekil 2.7°de gorildiigii gibi halka diizlemindeki fosfor
atomu lizerine niikleofilin saldirisini igerir. S6z konusu konfigiirasyonun ¢evrilmesi
ayrilan grubun karakterine baglidir. Biitoksit iyonu i¢in aktivasyon entropisinin diisiik

olmasi mekanizmanin bu tip olduguna kanit olarak gosterilir.

—N ‘ —NCl —N
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Sekil 2.7: Halka diizleminde fosfor iizerine bir yan grubun saldirmasi.

Ikinci ve daha mantikli diger yol ise, trigonal bipramidal gecis haline arkadan
bir saldir1 ile inversiyonun gerceklesmesidir (Sekil 2.8). Bu tip bir mekanizmanin
gecerli olduguna delil olarak; OH" ya da MeO™ gibi nukleofiller ile spirosiklik ariloksi

fosfazenlerin reaksiyonlari verilebilir.
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Sekil 2.8: Trigonal bipiramidal ara hal olusumu i¢in bir geri saldir1
mekanizmasi.

RO tarafindan fosfor atomuna yapilan saldir1 sonucu, iki P-O-Ph birimi aksiyal

pozisyonlara gecer ve bdylece yan saldirt mekanizmasi engellenir (Sekil 2.9a).

Sekil 2.9: a) OR- grubunun aksiyel baglanmasi, b) Fosforda bes-iiyeli halkali
Spiro-ariloksifosfazenler tzerine olan nikleofilik saldir1 sirasindaki
bes iiyeli halkanin aksiyel ve ekvatoryel pozisyonlari.

HO™ ve RO tarafindan bes tiyeli halkali spiro-ariloksifosfazenler iizerine yapilan
niikleofilik saldir1i, yedi iiyeli halkalar bulunduran veya fosforda iki bagimsiz
slibstitlient igeren molekiiller iizerine olan saldiridan daha hizlidir. Bu durum bes iiyeli
halkanin aksiyal ve ekvatoryal pozisyonlarda bulunabilmesinin kolayligini gosterir
(Sekil 2.9b). Béylece O-P-O bagi yaklasik 90-95° olur. Bundan dolayr gecis halinin
enerjisi, fosforu da igeren bes liyeli halkanin varligi ile diiser ve reaksiyon hizi artar.
RO tarafindan yapilan saldirinin, OH™ tarafindan yapilan bir saldir1 ile ayn1 yolu
izledigi diigiiniiliir. Yani bir Sn? mekanizmasidir. OH™ ve RO arasindaki farklar R

grubunun yuksek polarizlenebilme 6zelligi oldugu zaman ortaya ¢ikar.
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2.7. Fosfazenlerin Difonksiyonlu Alkoller ile Reaksiyonlari

Temel olarak difonksiyonlu reaktifler fosfazenler ile dort tip iiriin (Sekil 2.10)

verirler [28].

e Spiro: Baglanan grubun her iki ucu da ayn1 fosfor atomuna baglanir.

e Ansa: Baglanan grubun her iki ucu da aymi molekiilde farkli fosfor atomlarina
baglanir.

e Acik zincir yapisi: Fosfor atomu {izerinde yalnizca bir grup baglanir, baglanan
grubun diger ucu ise serbest kalir

e Koprilu: Baglanan grubun her iki ucuda farkli molekiillerde bulunan birer fosfor

atomlarina baglanmis haldedir.

Sekil 2.10: a) Trimerin spiro yapisi, b) Ansa yapist,
¢) Agik zincir yapisi,  d) Kopriilii yapisi.

Difonksiyonlu reaktif ile siklotrifosfazenlerin reaksiyonunda reaktifin tirine
gore enantiyomerik saflikta siklotrifosfazen tiirevleri elde edilebilmektedir. Elde
edilen iiriinler kullanilarak siklolineer yapida polimerler elde edilmistir. Elde edilen

polimerlerin 6zellikleri incelenmistir [29].

2.8. Fosfazen Tiirevlerinin Uygulama Alanlan

Metal iceren siklofosfazen bilesiklerinde bulunan gec¢is metali iyonlar1 yapiya

farkli 6zellikler kazandirabilmektedir. Bu nedenle arastirmacilarin ilgisini ¢ekmekte-
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dir. Son yillarda, polimerik metal fosfazen materyallerin elektro iletken, katalitik
substratlar, dogrusal olmayan optik malzemeler ve anti kanserojen ajanlar gibi
potansiyel uygulamalar1 kesfedilmistir [30]. Dispirobino ve dispiroansa spermin
tirevi siklotrifosfazen bilesiklerinin, in-vitro ortaminda insan kolon kanseri ve
epidermoid kanseri hiicrelerine karsi sitotoksik aktiviteleri incelenmistir. Ayrica
antimikrobiyal etkilerinin de incelendigi ¢alismada; olumlu sonug gosteren tiirevlerin
sentezlendigi belirtilmistir [31]. Siwy ve c¢alisma arkadaslar tarafindan ytiriitiilen bir
calismada; 1,3-(oksitetraetilenoksi)siklotrifosfazen tiirevleri sentezlenmistir. Sentez-
lenen 11 adet molekilin in-vitro ortaminda antiproliferatif (¢cogalma Onleyici)
etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu baglamda; hiicre deneyleri i¢in, kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri, mesane kanseri ve losemi kanser hiicreleri
kullanilmistir. Caligmanin sonucunda bazi tiirevlerin anlamli sonuglar sergiledigi
gortilmistiir [32]. 2014 yilinda yiiriitilen baska bir ¢alismada; siklotrifosfazen
¢ekirdeginden 6 kollu tiyosemikarbazon tiirevi siklotrifosfazenler sentezlenmistir.
Sentezlenen 7 adet siklotrifosfazen tiirevinin in-vitro ortaminda meme kanseri ve
yumurtalik kanserine karsi antiproliferatif (cogalma onleyici) etkileri incelenmistir.
Caligmada; halojen bagli tiyosemikarbazon tiirevlerinin diger tiirevlerden daha
yiiksek etki gosterdigi belirtilmistir [33]. Benzer sekilde literatiirde siklotrifosfazen
bilesiklerinin, kemik olusumunu destekleyen [34], biyomedikal uygulamalar1 [35-
36], antitiberkiloz ve antibakteriyel [37], biyolojik aktif [38] ve biyobozunur
materyaller [39] ile ilgili ¢aligmalar1 bulunmaktadir.

Agir metallerin optik yontemlerle belirlenmesi son yillarda oldukca popiiler
aragtirma konular1 arasinda yer almaktadir. Bunun baslica sebepleri arasinda: atomik
absorpsiyon, ICP gibi metodlardan daha ekonomik olmasi, yiiksek secicilik ve
hassasiyete sahip olmasi sayilabilir. Literatiirde Cu*?, Fe®, zZn*? Hg™ iyonlar1 gibi
agir metallerin tespitine yonelik floresans sensor ¢alismalarina rastlanmaktadir. Ciftei
ve arkadaslar1 tarafindan 2013 yilinda yiiriitiilen ¢alismada; difenol ve dianilin grubu
iceren floreniliden kopriilii Siklotrifosfazen bilesikleri sentezlenmistir. Sentezlenen
bilesiklerin Fe** ve Cu* iyonlarina kars1 floresans kemosensor ozellik gosterdigi
rapor edilmistir [40]. 2014 yilinda yapilan bagka bir calismada klik reaksiyonu ile
sentezlenmis olan siklotrifosfazen tiirevi bilesigin Fe** iyonuna kars1 diger anyon ve
katyonlarin varliginda yiiksek segicilikte floresans sensor Ozellik sergiledigi

belirtilmistir [41].
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Son yillarda yasanan bilimsel gelismeler ve teknolojik arag-gerecler
incelendiginde; siv1 kristal 6zellik gdsteren yeni molekiillerin bulunmasina yonelik
calismalar gboze ¢arpmaktadir. Sivi kristal Ozellik gdsteren maddeler; hesap
makineleri, otomobil panelleri, bilgisayarlar vb. elektronik egyalarda
kullanilmaktadir. Literatiirde fosfazen bilesiklerinin sivi kristal 6zellikleri ile ilgili
caligmalar yer almaktadir [42-45].

Dendrimerler; malzeme bilimi, nanoteknoloji, biyoloji ve ila¢ bilimi gibi
alanlarda kullanilabilme potansiyeli olan bilesiklerdir. Fosfazen bilesiklerinin
dendrimer sentezinde kullanildigi ¢alismalar bulunmaktadir [46-48]. Brahmi ve
calisma arkadaglari tarafindan 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada; dendrimer fosfazen
bilesiklerinin ve bakir komplekslerinin epidermal karsinoma ve 16semiye kars1 anti-
kanserojen aktivite gosterdigi belirtilmistir [49].

Edward ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada, halojen icermeyen
fosfor temelli monomerler sentezlenmistir. Sentezlenen monomerler, DAEP (Di
(allilamino) etil Fosfat), DADMPA ( Di(allilamino)dimetilfosforamid) ve HACTP
(Hekza (allilamino) siklotrifosfazen) pamuklu zemin iizerine kaplanmistir. Ug
monomerde dikey yanma testine tabi tutulmustur. Elde edilen sonuglar,
sentezlenenen monomerlerin olduk¢a etkili alev geciktirici 6zellik sergiledigini
gostermektedir. Arastirmacilar, sonuclart TGA analizi ile de desteklemislerdir [50].
Literatiirde, Siklotrifosfazen bilesiklerinin alev geciktirici 6zellikleri ile baska
calismalarda bulunmaktadir [51-53].

Schrogel ve arkadaslar1 tarafindan yapilan baska bir caligmada, fosfazen
bilesiklerinin OLED (Organic Light Emission Diod) olarak kullanilabilirlikleri
incelenmistir.  Calismada, diisik molekiil agirhikli  halkali bilesikler ile
siklotrifosfazen tiirevleri sentezlenmistir. Sentezlenen bilesikler, fenoksi ve fenil
gruplariin = siklotrifosfazen halkasina siibstitiie edilmesi ile elde edilmistir.
Calismada, fenil siibstitiie siklotrifosfazen tiirevlerinin, fenoksi substitlie
siklotrifosfazen tiirevlerine goére c¢ok daha 1iyi sonucglar verdigi belirtilmistir.
Calismanin sonucunda, fosfazen bilesiklerinin, mavi fosforesans organik 151k yayan
diyotlar i¢in ana malzeme olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir [54]. Fosfazen
bilesiklerinin OLED potansiyeli sergileyen tlirevlerinin sentezlendigi bagka

calismalar da bulunmaktadir [55-56].
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2.9. Kumarinler

Piran halkas1 ile benzen halkasinin koordinasyonu sonucu olusan ve
benzopiranlar olarak bilinen heterosiklik bilesiklerdir. Benzopiranlar piran
halkasinda bulunan ikili bagin ve karbonil grubunun yerine gére kumarinler (benzo-

a-piranlar) ve kromonlar (benzo-y-piranlar) olarak tanimlanir [57].

8 o 8 fo)
0 2
7 7
6 3 6 3
5 4 5 o}
a b

Sekil 2.11: a) Kumarinin, b) Kromononun kimyasal yapis1 ve
IUPAC numaralandirma sistemi

Kumarin adi1 Fransizca bir terim olarak; Tonka Fasulyesi’nin latince ismi olan
“Coumarou”, “Coumarouna Adorata” tohumlarindan gelmektedir ve dogal olarak ilk
kez 1820 yilinda izole edilmistir. Tatli ve hos bir kokusu olmas1 sebebiyle 1882°den
beri parfiimlerde kullanilmistir [58]. Kumarinlerin dogal olarak bulundugu bitkilere

Bael Meyveleri [59], Yaban Mersini [60] ve Tonka Fasulyesi [61] 6rnek verilebilir.

Bael Meyvesi Tonka Fasulyesi Yaban Mersini

Sekil 2.12: Bael Meyvesi, Tonka Fasulyesi ve Yaban Mersini.
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Dogal kumarinler; bilesiklerin kimyasal yapilarina gore temel olarak 6 kisima

ayrilabilir [62]. Bu bilesiklerin genel kimyasal yapilari, tiirleri ve farmakalojik

etkileri Tablo 2.1°de goriilmektedir.

Tablo 2.1: Dogal kumarin tiirleri ve farmakolojik 6zellikleri.

No | Kumarin tlrd Genel kimyasal yap1 Farmakolojik etki
. Basit AN
kumarinler Antienflamatuvar
o
° [63]
5 Furano Fotoduyarli
kumarinler kimyasal [64]
3 Dihidrofurano S Antibakteriyel [65]
kumarinler o %,
Dogrusal tipte Antimikrobiyal ve
A pirano anti-oksidan
a
kumarinler aktivite [66]
Agisal tipte ..
4b _ Antiviral [67]
pirano
kumarinler
H,C
Antidepresan
. Fenil [68]
kumarinler
N
6 | Biyokumarinler P iyolojik aktif [69]
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2.10. Kumarin Sentezinde Kullanilan Yontemler

Kumarin ilk kez 1868 yilinda sentezlenmistir. Kumarin bilesikleri genel olarak
Von Pechmann [70], Perkin [71], Knoevenagel [72], Reformatsky [73], Wittig [74]
reaksiyonlar1 olarak adlandirilan yontemlerle sentezlenmektedir. Bunlarin igerisinde

en fazla Von Pechmann, Perkin ve Knoevenagel reaksiyonlart kullanilmaktadir.
2.10.1. Von Pechmann Kondenzasyonu ile Kumarin Sentezi

VVon Pechmann kondenzasyonu kumarin ve turevlerinin sentezlenmesinde

yaygin olarak kullanilan reaksiyon tiirlerindendir (Sekil 2.13).

o
OH o o o
H+
N M AN
R EtO G
R

Sekil 2.13: Von Pechmann Kondenzasyonu ile Kumarin Sentezi.

Bu reaksiyon; fenol ile B-ketoester’in asit katalizorii esliginde tepkimesi sonucu
gergeklesir. Reaksiyonda H,SOy4, P,Os, FeCls, AICI3, ZnCl;, vb asitleri kullanilabilir
[70].

2.10.2. Perkin Kondenzasyonu ile Kumarin Sentezi

1868 yilinda Perkin tarafindan gelistirilmis bir reaksiyondur. Perkin;
salisilaldehitin sodyum tuzu ile asetik anhidritin reaksiyonundan kumarin
sentezlemeyi basarmistir. Perkin’in reaksiyonunda sodyum veya potasyum asetat,

trietilamin gibi zayif bazlar kullanilmaktadir (Sekil 2.14).
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(o)

CHO
ZAYIF BAZ

+ 0O —» + CH,COOH

o)

Sekil 2.14: Perkin Kondenzasyonu ile Kumarin Sentezi

2.10.3. Knoevenagel Kondenzasyonu ile Kumarin Sentezi

Bu reaksiyon iki basamakta gerceklesir:
e 0-hidroksi benzaldehit ile etil propiyanatin kondenzasyonu sonucu suyun
ayrilmasi. Burada zayif baz olarak sekonder amin olan piperidin kullanilir.
e Molekiil i¢inde gerceklesen ikinci bir kondenzasyon sonucu etanol eliminasyonu

ve halka kapanmasi seklinde reaksiyonun tamamlanmasi (Sekil 2.15).

o)
o]
’ /\/ _>H N
* okt o + H,0
OH OH  |OEt

AN
+ EtOH
(o) OH

Sekil 2.15: Knoevenagel Kondenzasyonu ile Kumarin Sentezi.

2.11. Kumarin Tiirevlerinin Uygulama Alanlar:

Kumarin Tiirevleri yapida bulunan gruplara bagli olarak farkli ozellikler
gosterebilmektedir. Bu nedenle oldukca genis ¢alisma alam1 bulunan bilesiklerdir
(Sekil 2.16).

Son teknoloji gilines pilleri olarak bilinen DSSC (Boya Duyarli Giines
Hiicreleri) 1991 yilinda Michael Gratzel tarafindan bulunmustur. Boya duyarli glines
hlcrelerinin, inorganik gilines hiicrelerine gore; daha diisiik maliyetli olmasi, genis

yiizeylere uygulanabilir olmast ve kullanilan malzemeye gore pilin esneklik
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kazanabilmesi gibi avantajlari bulunmaktadir [75]. Organik boya temelli giines

hiicrelerinde (DSCC) c¢ok c¢esitli sinifa ait boyalar kullanilmaktadir. Porfirinler,

ftalosiyaninler, polipiridiller, kumarinler, indolinler, trifenilaminler, konjlige poli-

merler, perilenler bu siiflar i¢inde yer almaktadir [76].

Anti-Bakteriyel

DSSC (Boya Duyarh
Giines Hiicreleri)

Kimyasal
Sensorler

Anti-hipertansif

Antialerjik

Anti-kanserojen

Anti-HIV aktivite

Antioksidan

Sekil 2.16: Kumarinlerin uygulama alanlari.

Hara ve arkadaslari tarafindan 2001 yilinda yapilan bir ¢alismada; kumarin

tirevleri sentezlenmis ve sentezi gergeklestirilmis olan kumarinlerin boya duyarl

giines hiicre olarak kullanilabilirligi incelenmistir.

/CN
CO,H CH=C
\ 2 \ \ ] .
CO, NHEt;
N (o} o N (o) °
C343 1
CN
N CH=CH-CH=C
CO,H
N (o} o
2

Sekil 2.17: Boya duyarlilig1 incelenen kumarin tiirevlerinin

molekiil yapilari.
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Calismada; C343 olarak bilinen kumarin boyasina karsi, sentezlenen
kumarinlerin en yiiksek giines hiicre performanslart incelenmistir. Sonug olarak 2
numarali kumarinin maksimum verim gosterdigi bulunmustur (Sekil 2.17) [77]. 2003
yilinda yapilan bir g¢aligmada; 4-hidroksikumarin tiirevi bilesiklerin sentezi ve
sentezlenen bilesiklerin farmakolojik etkileri incelenmistir. Sentezi gergeklestirilen
molekiillerin igerisinde kumarin tiirevi olan warfarin’e karsi daha diisik akut
toksisite sergileyen ve daha ylksek antikoagilent 06zellik gosteren tlrevier
kesfedilmistir [78]. Huang ve arkadaslar tarafindan 2011 yilinda yapilan ¢alismada
ise; benzoilhidrazin birimi igeren kumarin tiirevleri sentezlenmistir. Sentezlenen
kumarin tiirevlerinden L1’in ¢ok kuvvetli luminesans gosterdigi bulunmustur

(Kuantum verimleri L1 i¢in ®=0.289, L2 i¢in ®= 0.062).

o
Y & & 1
/ N Y

L1 L2

Sekil 2.18: Sentezlenen kumarin tiirevlerinin kimyasal yapilari.

Calismanin devamunda; L1 tiirevinin Cu*? iyonuna kars1 yiiksek duyarlilikta ve
secicilikte floresans kemosensor Ozellik gosterdigi belirtilmistir (Sekil 2.18). Cu*?
iyonu ile kompleks olusumu ve baglanma mekanizmasini agiklamak icin Job plot ve
DFT hesaplamalarin1 kullanmislardir. Ayrica L1 molekiiliiniin yasayan hiicreler
icerisinde Cu*? iyonunun biyolojik gériintiilenmesi iizerine ¢alisma yaparak kuvvetli
floresans goriintli verdigi bulunmustur [79]. Yenilmez Ciftci ve arkadaslar
tarafindan 2015 yilinda yapilan bir ¢caligmada; siklotrifosfazen ve siklotetrafosfazen
bilesikleri ile 3-[2-(dietilamino)etil]-7-hidroksi-4-metilkumarin bilesiginin ayr1 ayri
reaksiyonundan yeni kumarin tilirevleri sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin
dimetil sulfoksit ve 1,3-propansultan ile ayr1 ayri reaksiyonlart sonucu kuaterner
katyon ve ziwitter iyon elde edilmistir. Sentezlenen kumarin tiirevlerinin birgok
organik c¢oziiciide ¢oziindiigii, zivitter iyon ve kuaterner katyon kumarin tiirevlerinin

ise suda cok iyi ¢Ozilindiikleri belirtilmistir. Calismanin devaminda; kumarin
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tirevlerinin sulu ortamda, Fe*® iyonuna karsi floresans kemosensor olarak yiiksek
secicilik gosterdigi bulunmustur [80]. 2016 yilinda yiiriitiillen baska bir ¢alismada;
sentezlenen kumarin tlrevlerinin, insan kolon kanseri, prostat kanseri, karaciger
kanseri gibi kanser turleri Gzerindeki etkileri in-vitro ortaminda incelenmistir. Ayrica
molekiillerin antioksidan etkileri de arastirilmistir. Calismanin sonucunda kumarin
tirevlerinin anlamli sonuglar sergiledigi goriilmiistiir. Benzokumarin igeren

turevlerin digerlerinden daha yiiksek antioksidan 6zellik gosterdigi belirtilmistir [81].

2.12. Sensorler

Sensorler, birgok alandaki uygulamalari ile giindelik yagsamimizi kolaylastiran
araglardir. Kelime olarak yabanci kokenli olmasina ragmen, dilimize oldugu gibi
yerlesmistir. Sensor; duyarli aktif bir materyal ve olusan elektriksel sinyali
dontistiirticii birimlerden olusan araglar i¢in yapilan genel bir tanimdir. Sensorlerde
bulunan bu iki 6nemli bilesenin rolii; bir reaksiyondaki degisimi veya belirli bir
ornegin bileseninin konsantrasyon analizine kadar degisebilen bir¢ok alanda; verileri
anlamli  bir  sinyale  doniistirmektir.  Sensorler, ¢ok  genis  olarak
siniflandirilabilmelerine karsin yaygin olarak kimyasal sensorler ve biyosensorler

olmak iizere 2 kategoriye ayrilabilir [82].

2.13. Kimyasal Sensorler

Sensdrler ilizerine yapilan arastirmalarin artmasit ve ¢ok cesitli yontemlerin
gelistirilmesine bagli olarak, sensorlerin tanimlanmasi ve siniflandirilmasi zaruri bir
ihtiya¢ haline gelmistir. Bu nedenle; kimyasal sensorler ile ilgili 1991 yilinda [UPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) tarafindan bir g¢alisma
yaymlanmistir. Bu c¢alismada yapilan tamima gore, Kimyasal Sensor: kimyasal bir
bilgiyi, gozlenebilir veya oOlgiilebilir bir birime doniistiiren araglardir. Kimyasal
sensorlerde; reseptor kismi ve sinyal dontistiiriicti (transducer) kisimlart bulunmakta-
dir. Baz1 sensorlerde ise ayirici kisim da bulunabilmektedir (Membran vb.) [83].
Sensoriin yapisinda bulunan reseptdr kisminda kimyasal bilgi, sinyal dontisturicl

tarafindan Olgiilebilen bir enerji bigimine doniistiiriiliir. Kimyasal sensdrlerin reseptor
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kisimlar1 ¢esitli prensiplere gore ¢alisabilir. Bunlar; fiziksel, kimyasal ve
biyokimyasal olabilir. Biyokimyasal olanlar1 biyosensor olarak da adlandirilmaktadir.
Sensorin sinyal doniistiiriicii kisminda ise; sinyaller son yillarda genellikle elektriksel
araglar ile alinmaktadir. Bu sinyaller, akim, voltaj veya direng seklinde
Olculebilmektedir [84].

Kimyasal sensorlerin olduk¢a yaygin ve genis bir kullanim alanina sahip
oldugu bilinmektedir. Bunlarin basinda; kritik bakim, giivenlik, endiistriyel hijyen,
proses kontrolii, insan konfor kontrolleri, emisyon izleme, otomotiv, klinik teshis, ev
giivenlik alarmlar1 gelmektedir. Hatta son donemlerde milli gilivenlik alaninda da
kullanildig1 belirtilmektedir. Bu agidan degerlendirildiginde; kimyasal sensorlerin
ekonomik ve sosyal acidan faydalarinin bulundugu sonucuna ulasilmaktadir [85].
Kimyasal sensorlerin genel yapist Sekil 2.19°da goriilmektedir. Bilgisayar,
Mikroelektronik alanindaki gelismeler ve yeni analiz cihazlarinin gelistirilmesi;
kimya alaninda yeni sensorlerin tasarlanabilmesine imkan saglamaktadir. Kimyasal
sensorler,  sinyal dontigtiiriicii ~ biriminin ~ ¢alisma  prensibine  gore

siniflandirilabilmektedir (Sekil 2.20) [86].

v Analit

v ks

Kimyasal
\n\v ‘ / Ara yiizeyi
\

Déniistiiriicii Déniistiiriicii
Birimi Ara yiizeyi

Sinyal

Sekil 2.19: Kimyasal sensorlerin genel yapisi.
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Elektrokimyasal Araglar
(Voltmetrik, Amperometr

ik,Potansiyometrik vb)

Optik Dontigttirtictler
(Absorbans, Floresans
vb)

[ Manyetik Temelli

= |

KIMYASAL
Termometrik Temelli SENSORLERIN
[ Araclar ] <= SINIFLANDIRILMASI

\ Elektriksel Araclar
(Organik Yaniletkenler,
Elektrik gegirgenlik
Sensorleri vb)

Diger Fiziksel Kiitleye Duyarh Araglar
Ozelliklere (Piezoelektrik,Ylizey Ses

Dayal Araglar Dalgalari vb)

Sekil 2.20: Kimyasal sensorlerin siniflandirilmasi.

Kimyasal sensorler, Sekil 2.20°de goriildiigii tizere oldukca genis bir pencerede
siniflandirilabilmesine ragmen literatiirde yapilmis olan ¢alismalar incelendiginde,

elektrokimyasal esasli sensorlerin oldukga popiiler oldugu sdylenebilir.

2.14. Elektrokimyasal Sensorler

Analitik kimyada kaydedilen gelismeler; kimyasal sensorler igerisinde
elektrokimyasal esasli olan sensorlerin digerlerine gore daha hizli biylyen ve
kullanilan sinifta yer aldigmi gostermektedir. Elektrokimyasal sensorlerin tercih
edilme nedenleri arasinda; gozle goriiliir etkin sonu¢ vermeleri, deneysel
uygulamalarinin basit olmalar1 ve diisiik maliyetli olmalar1 gibi 6zellikleri 6nemli yer
tutmaktadir. Uygulama alanlar1 arasinda ticari alanlar, klinik, endiistri, g¢evre ve
tarimsal analizler gibi oldukca genis bir pencere bulunmaktadir. Elektrokimyasal
sensorler temelde potansiyometrik, amperometrik ve konduktometrik olmak tzere ¢

kisimda incelenebilirler [86].
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2.14.1. Potansiyometrik Sensorler

Potansiyometrik sensorler; basit olmalari, maliyetlerinin diisiik olmas1 gibi
nedenlerden dolayr 1930’larin basinda bu yana kullanilmaktadirlar. Potansiyometrik
sensorler ¢ temel esasa gore incelenebilirler. Bunlar; iyon secici elektrotlar, kaplama
tel elektrotlar ve alan etkili transistorlerdir.

Iyon secici elektrot hiicresi; iki elektrot, arada membran ve iki elektrodun
icinde bulundugu ¢ozeltiden olusmaktadir. Burada elektrotlardan birisi referans
elektrot, digeri ise ¢alisan elektrottur. Referans elektrodun potansiyeli sabitken, hiicre
potansiyelinde gozlenen farklilik ¢oziinmiis olan iyondan kaynaklanmaktadir. Bu
sistemde kullanilan membran tiirleri cam, s1v1 veya kat1 olabilir [87].

Kaplama tel elektrotlar (Coated-wire-clectrodes); 1970’lerin ortalarinda Freiser
tarafindan uygulanmistir. Klasik kaplama tel elektrot tasariminda; iletken dogrudan
uygun iyon-secici polimer membran ile (genellikle polivinil klorir, polibenzil klortr
veya poliakrilik asit) kaplanarak elektrot sistemi olusturulmasi esastir. Burada
olusturulan elektrot sistemi elektrolit konsantrasyonuna duyarlidir. Bu hiicrenin
ozellikle, farkli tiirde analitlerin in-vitro ve in-vivo biyomedikal uygulamalari ve
klinik goruntiileme gibi faydali uygulamalarinin bulundugu belirtilmistir [88].

Alan Etkili Transistorler (Field Effect Transistor), yiiksek giris empedansi ve
diisiik ¢ikis empedansi sergileyen kati hal aygitlar1 olmalar1 nedeniyle, iyon algilama
zarindaki sarj artisinin izlenebilmesi miimkiin olmaktadir. Mikro elektronik ¢ipleri
imal etmek i¢in kullanilan teknolojide, kiiciik multisensorlii ¢oklu kapilarin
hazirlanmasi, in-vivo ortamdaki analitlerin kiigiik boyutlarina ragmen eszamanl

birden fazla iyonu algilamak i¢in bilyiik katki saglamaktadirlar [86].

2.14.2. Amperometrik Sensorler

Amperometrik esash 0l¢lim; bir ¢ozelti icindeki iyonlarin elektrik akimindaki
degisim sayesinde belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Amperometrik sensorler;
dlgiilen parametre ile dogru orantili akim iiretmektedirler. Ornegin; amperometrik
Olclim prensibi ile ¢alisan ¢oziinmiis oksijen sensorii, kursun anot ve giimiis katot

elektrotlarindan olugmaktadir. Sensor haznesi ise; 6l¢iilecek numuneden giimiis katot
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ile temas halinde olan gaz gegirgen bir membran ile ayrilmis ve igerisine alkali
elektrolit ¢ozeltisi doldurulmustur. Olgiilecek numune igerisindeki oksijen gazi
membrandan diflizyon yolu ile gegerek giimilis katotta indirgenir ve c¢ozeltide
hidroksil iyonlar1 agiga ¢ikar. Bu esnada kursun anotta oksidasyon reaksiyonu sonucu
¢Ozeltiye kursun iyonlarii verir. Kursun anot ve glimiis katot diisiik direng¢ dlgen bir
devre ile birbirine baglidir. Bu devrede olusturulan akim, numunenin ¢dziinmiis
oksijen doyma noktasi ile orantilidir. Sensér 6mrii, mevcut kursun ile orantilidir.
Kursunun tiilkenmesi, sensér Omrinin de sona ermesi demektir. Normal
uygulamalarda sensér Omrii, uygulama kosullarina bagli olarak 6-12 ay arasinda

degismektedir [84].

2.14.3. Konduktometrik Sensorler

Kondiiktometrik sensorleri, iletkenlik esasli calisan sensérlerdir. Iletkenlik
birimi Siemens’dir. Iletkenlik sensorleri genellikle iki kutuplu cihazlardir. Bu
sensOrler yaygin olarak islevlerini acgik¢a ifade eden ‘“chemiresistors” olarak
adlandirilirlar. Bu sensorlerin imalati kolay olmasina ragmen, onlarin ¢alisma
mekanizmalarinin ve elde edilen sonuglarin yorumlanmasi kolay degildir. Bununla
birlikte, farkli konfigiirasyonlarda tasarlanabilen devre semalar: ile farkli sensorler
tasarlanabilmektedir (Sekil 2.21).

Sekil 2.21: a’ da goriilen Kondiiktometrik sensor tiriinde; numune ornegi,
yanal konfigiirasyonda diizenlenmis segici tabaka ile etkilesime girer. Bu tiir
iletkenlik sensorlerinde 6l¢tim DC (Dogru Akim) modunda yapilir. Ciinkii iletken
numuneler, chemiresistors’lerin direncini kisalttigindan, bunlarin uygulama alani gaz

fazinda veya iletken olmayan sivilardadir.

GAS 3
1 & 8 2 ﬁ
O 21 | C
[INSULATING SUBSTRATE | - l}
a b p

Sekil 2.21: a) DC Sensor, b) AC Sensor.
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Bir diger tiir ise; diizenli bir elektrokimyasal hiicreye karsilik gelmektedir ve
empedans, secici tabaka ve iyonik iletken numune arasindaki arayiize dik olarak
olctilmektedir. Olgiimler, ¢ogunlukla AC modunda periyodik olarak degisen uyarma
sinyali ile gerceklestirilir (Sekil 2.21.b) [89].

2.15. Biyosensorler

2.15.1. Biyosensorlerin Tanim ve Tarihcesi

1956 yilinda, Clark ve Lyons tarafindan oksijen elektrodunun kesfi, yeni bir
calisma alaninin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Biyosensor kavraminin ilk kez ortaya
atildigt bu c¢alisma ile Clark ve Lyons; oksido-indirgeyici enzimi, bir platin
elektrodun yaninda membran sandvi¢ igerisinde tutarak; Olciilen oksijen
konsantrasyonundaki azalmanin glikoz konsantrasyonuyla orantili oldugunu ifade
etmislerdir [90]. TUPAC tarafindan yapilan tanima gore; biyosensor; spesifik
biyokimyasal olaylarin (enzim, doku, immiinosistemler veya diger hiicresel olaylar
gibi) kullanilarak kimyasal bilesiklere karsi verilen biyolojik tepkilerin elektriksel,
termal veya optik sinyaller araciligtyla 6l¢iilebilmesini saglayan araclardir [91]. Tipik
olarak bir biyosensor, biyoaktif veya biyolojik algilama materyali ve sinyal
dondistiiriicti birimlerinden olusmaktadir. Biyoalgilama materyali, sinyal doniistiiriicii
birime tespit edilebilir sinyal génderir. Sinyal dontistiiriicti kisim ise aldig1 sinyali
fizikokimyasal olarak 6lgulebilir ve gozlenebilir sinyal elde edilebilmesine imkan
saglamalidir. Biyosensorde kullanilan sinyal doéniistiirticti birimi elektrokimyasal,
optik, piezoelektrik, termal veya manyetik olabilir. Biyosensoriin yapisinda bulunan
biyoalgilama materyali ile sinyal doniistiiricii kisimin baglanmasi i¢in etkin
sabitleme teknigine ihtiyag bulunmaktadir. Biyosensor teknolojisi; biyoteknolojik
gelismelerle birlikte, cogu biyokimyasal reaksiyonun optik ve elektronik
teknolojisinin sinyal isleme ve iletme kabiliyetlerinin yiikselmesi ile hizli bir degisim
ve gelisim igerisine girmistir. Bilim insanlarinin ve miihendislerin farkli bilgi ve
birikimlerini ortaya koymasi, biyosensoér kimya ve biyokimya, fizik, biyoloji,
bilgisayar ve miihendislik gibi yeni ¢oklu disiplin alanlarinda biiyiik ¢apli yenilik¢i

biyosensorlerin gelistirilebilmesine imkan saglamaktadir [92]. Biyosensor bilesenleri
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sematik olarak Sekil 2.22°de goriilmektedir. Sekilde goriildiigii lizere biyosensorlerin
yapisinda bulunan biyolojik algilama materyalinin analitle iliskisi anahtar-Kilit
seklindedir. Incelenecek olan analite uyumlu biyolojik algilama materyalinin
tasarlanmasi1 olduk¢a oOnemlidir. Ayrica biyolojik algilama materyali ile sinyal
doniistiiriicii arasinda giiglii bir etkilesim saglanmis olmalidir. Sinyal doniistiiriicii ile
biyolojik algilama materyalinin immobilizasyonunda kullanilan yontemler arasinda,

Capraz baglanma, tutuklama, adsorbsiyon, kovalent baglanma sayilabilir [93].

ANALIT BiYOLOJIK TRANSDUSER
ALGILAMA

ELEKTROKIMYASAL SINYAL CIKTISI
AMPEROMETRIK = AKIM

POTANSIYOMETRIK = VOLTAJ
KONDUKTOMETRIK ——— {LETKENLIK
0 OPTIK
ENZIM KOLORIMETRIK ~———— RENK
erire LUMINESANS — IS SDDETH
FLORESANS
DNA PROBLARI N SINYAL
) KALORIMETRIK
MIKROPLAR  TERMISTOR ———— SICAKLIK
. DOKULAR -
. PIEZOELEKTRIK — FREKANS DEGIShMI

Sekil 2.22: Biyosensor bilesenlerinin sematik gosterimi.

2.15.2. Biyosensorlerin Kullanim Alanlar:

Literatiir incelendiginde biyosensorlerin yaygin olarak kullanildigi alanlarin
bulundugu goriilmektedir. Biyosensorler diisiikk maliyetleri, hizli yanit vermeleri
nedeniyle saglik, cevresel izleme ve biyolojik analizler gibi pek ¢ok alanda
kullanilmaktadirlar [94].

Zehra Olger ve arkadaslar1 tarafindan 2015 yilinda; siyanobakterilerin
belirlenmesine yonelik bir c¢alisma yapilmistir. Bilindigi {izere temiz su
kaynaklarinda bulunmas1 durumunda toksik etki gostererek potansiyel saglik riski
olusturan siyano bakterilerin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Calismada; yeni nesil
mikroakiskan ve nanopartikiill temelli amperometrik biyosensor kullanilmastir.
Biyosensoriin yapisinda dizini belli DNA prob ile elde edilen amperometrik sinyal ile

siyanobakteri eklenmesiyle elde edilen amperometrik sinyalin karsilastirilmasi
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sonucunda biyosensoriin hizli ve duyarh bir sekilde sonu¢ verdigi rapor edilmistir
[95]. Ayrica tibbi c¢alismalara endeksli arastirmalar literatiirde yogun olarak
goriilmektedir. Bunlar arasinda DNA deformasyonunun ve onariminin [96-97],
yiksek verimli genotoksisite testinin [98], nikleik asit ve proteinler arasindaki
spesifik etkilesimin klinik kanser hastaliklar1 i¢in kanser belirteci olarak
kullanilabilirliginin [99] incelendigi ¢aligmalar da yer almaktadir. Farkli disiplinlerin
bir araya gelmesi ile c¢esitlendirilerek daha fstiin Ozellikte biyosensorlerin
tasarlanabilmesi miimkiindiir. Grafen molekiiliiniin bilindigi lizere; yakit hiicrelerinde
kullanilabilirligi, yiiksek yiizey alani kapasitesi, miikemmel termal iletkenligi gibi
bir¢ok olumlu 6zelligi bulunmaktadir. Shao ve arkadaglari tarafindan 2010 yilinda
yayimlanan review calismasinda grafen temelli enzim biyosensorlerinden glukoz
biyosensorlerinin gelistirildigine dair literatiirde ¢ok sayida yayinin bulundugu
belirtilmistir. Yine ayn1 ¢alismada; DNA biyosensorlerinin ve agir metal iyonlarindan
Pb*? ve Cd*? icin grafen temelli elektrokimyasal sensorleri ile ilgili anlaml sonuglar
ifade eden yaymlarin bulundugu belirtilmistir [100]. Biyosensorlerin diger kullanim
alanlarindan birisi de endiistriyel atik sularin analizi, ¢cevre koruma ve su kirliliginin
tespitine yoneliktir. Biswas ve arkadaglari tarafindan 2017 yilinda yayimlanan bir
review c¢alismada, i¢me sularindaki toksik etkisi yiiksek krom elementinin
belirlenmesi i¢in elektrokimyasal biyosensdrlerin kullanilabilecegi rapor edilmistir
[101]. Benzer sekilde baska bir ¢alismada bakir iyonlariin belirlenmesine yonelik
biyosensor kullanilmistir. Biyosensoriin degisen bakir konsantrasyonuna karst renk
degisimi gosterdigi ifade edilmistir. SensOriin, analitik metodlar veya diger
biyosensorler ile karsilagtirildiginda spesifik ekipman gerekliliginin olmamasi, hizl
belirlemeye imkan saglamasi gibi istiinliiklerinin oldugu rapor edilmistir [102].
Bunlarin yaninda literatiirde biyosensorlerin, antibiyotik miktar tayini [103], gida
alerjenlerinden st proteini tespiti [104], zirai ilaglardan organofosfatlarin [105] ve
tavukguluk sektoriinde antibiyotiklerin belirlenmesi [106], gaz toksisitesinin

belirlenmesi [107] yoniinde uygulamalar1 da bulunmaktadir.
2.15.3. Biyosensorlerde Aranilan Ozellikler

Biyosensorlerin niteliginin  gostergesi olan belli basli kriterler asagida

verilmisgtir.
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e Duyarlilik: Cihazin analit degisimine kars1 verdigi tepkinin de degisebilmesidir.

e Secimlilik: Cihazin 6l¢lilmek istenen analite karst 6zgilin olmasi, farkli analitlere
tepki vermemesi ve yanlis sonu¢ vermemesidir.

e Olgiim Aralig1: Cihazin 6l¢iim yapabildigi analit derisimi araligidir.

e Olgiim Siiresi: Bir tiir cihazin 6l¢iim hizinin gostergesidir.

e Tutarlilik: Cihazin farkli zamanlarda ayni sonuglari verebilme yeteneginin
gostergesidir.

e Olgiim Siiri: Cihazin 8l¢iim yapabildigi en diisiik analit derisimini ifade eder.

e Omrii: Cihazin performansinda azalma goriilmeden 6lgiim yapabildigi streyi ifade
eder.

e Kararlilik: Belirli bir siire igerisinde cihazin duyarlilifindaki degisimleri dikkate

alan bir kalite unsurudur [93].

2.15.4. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

Son yillarda yasanan bilimsel gelismeler esliginde her gegcen giin yeni
calismalar ortaya ¢ikmaktadir. Biyosensor alaninda; yeni arastirmalar ile birlikte ¢ok
farkli ¢alisma mekanizmalarina sahip sensorlerin  bulundugu literatiirde
goriilmektedir. Bu sensorlerin siiflandirilmasinda farkliliklar bulunmasina ragmen,

genel anlamda Sekil 2.23°de verildigi gibi siniflandirilmaktadirlar [93].
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Sekil 2.23: Biyosensorlerin siiflandirilmasinin sematik gosterimi.

2.15.5. Enzim Temelli Biyosensorler

Enzim temelli biyosensdrler; normal olarak bilinen bir biyosensoriin yapisinda
bulunan tiim bilesenleri igerirler. Ancak biyoalgilayict katmanda kullanilan
biyomolekiil enzimlerdir. 1962 yilinda Clark ve Lyons tarafindan gelistirilmis olan
glukoz sensorii de glikoz oksidaz enzimi ile ¢caligmaktaydi. Bu ¢aligmanin akabinde
farkli ¢alisma gruplar1 tarafindan degisik varyasyonlarda ve farkli enzimler
kullanilarak yeni biyosensorlerin tasarlanabilmesinin 6nu agilmistir [108]. Enzim
temelli biyosensorler yagamimizda yaygin olarak kullanilmaktadir. Baslica uygulama
alanlan arasinda kandaki glukoz seviyesinin izlenmesi, hastalarda iire seviyesinin
belirlenmesi, endiistride gida isleme ve fermente gidalarda glukoz miktarinin
belirlenmesi vb. yer almaktadir. Son donemlerde gelistirilen enzim temelli

biyosensorlerde nanomateryaller olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Biyosensorlerde
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tipik olarak kullanilan nanomateryaller arasinda ZnO, altin, karbon nanotiip yer
almaktadir. Enzimin biyosensére immobilizasyon isleminde kullanilan metodlar;

Adsorpsiyon, tuzaklama, kovalent baglanma, ¢apraz baglama’dir [109].

2.15.6. Doku Temelli Biyosensorler

Bu tiir biyosensorlerde biyoalgilama materyali olarak bitki ve hayvan
kaynaklarindan alman doku materyalleri kullamlmaktadir. Ik doku esasli sensér,
Rechnitz tarafindan arginin tespitinde kullanilmistir. Doku esasli biyosensorler,
enzim biyosensdrlere oranla daha yiiksek seviyede kararlilik gosterme kabiliyetine
sahiptir. Ancak genellikle daha uzun tespit siiresine ihtiyag duymaktadirlar ve daha
fazla belirginlige sahip degildirler. Enzim inhibitorleri, aktivatorler ve kararli hale
getiren etken maddeler, doku esasli biyosensorlerin segiciligi gelistirmek ve dmrini

uzatmak i¢in kullanilmaktadir [92].

2.15.7. DNA Temelli Biyosensorler

Son yillarda niikleik asitler, biyosensorler ve biyoanalitik analizler gibi oldukca
genis bir alanda sergiledikleri fiziksel, kimyasal ve biyolojik aktivite 6zellikleri
nedeniyle kullanilmaktadir. Bu tur biyosensotrlerde, biyoalgilama materyali olarak
DNA prob kullanilmaktadir. Niikleik asit biyosensorleri digerlerine gore spesifik
yanit alma konusunda daha ucuz, hizli ve basit olmalari nedeniyle yogun ilgi
gormektedir [110]. DNA biyosensorlerinde kullanilan DNA, genellikle tek sarmalli
ve tamamlayict tek sarmalli molekiillerin melezlesmesine izin veren DNA
molekiillerinden olusur. Trandiiser diizeyi degistirilmek suretiyle farkli DNA
biyosensorleri tasarlanabilmektedir. Burada trandiiser yiizey iizerine DNA’nin
immobilizasyonu biyosensoriin performansi {izerinde olduk¢a Onemlidir. Ciinkii
yiizeydeki modifikasyon teknigi algilama teknolojisi ile uyumlu olmalidir.
Biyosensoriin kat1 ylizeyine DNA’nin ilave edilmesi ile ilgili farkli teknikler
gelistirilmistir. Bunlara; altin elektrotlar iizerinde kendiginden birlesen tabaka,
elektrot ylzeyinde biyotin-avidin etkilesimi vasitastyla baglanan biyotinlenmis DNA

problar1 6rnek verilebilir [111].
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2.15.8. Mikrobiyal Temelli Biyosensorler

Mikrobiyal biyosensorler hizli gelisen ¢alisma alanlarinda birisidir. Literatlr
incelendiginde, 2005 yilindan itibaren oldukc¢a fazla sayida calismanin yapildig
gorulmektedir. Mikrobiyal biyosensorler sinyal doniistiiriicti kisimlarina gore, genel
olarak elektrokimyasal ve optik mikrobiyal biyosensorler olmak iizere iki kisimda
siniflandirilabilir. Cevresel uygulamalar i¢in son yillarda gelistirilmis Mikrobiyal
biyosensorlerin ticarilestirildigi goriilmektedir. Ornegin, atiksularda biyokimyasal
oksijen gerekliliginin belirlenmesi olduk¢a dnemlidir. Geleneksel yontemlerle 5 giin
stiren belirleme teknikleri yerine, mikrobiyal biyosensorlerin kullanilmast durumunda
3-5 dakika gibi oldukc¢a kisa siirede ve etkili olarak test yapilmast miimkiin

olmaktadir [92],[112].

2.15.9. Antikor/Antijen Temelli Biyosensorler

Biyoalgilama materyali olarak antikorlarin kullanildigi biyosensorler antikor
temelli biyosensorler ya da immiinosensorler olarak da adlandirilirlar. Viicuda giren
yabanci organizmalara (viriis, bakteri vb) veya onlarin protein Uriinlerine karsi
bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan tretilen protein yapili maddelere antikor denir.
Antikorlar ve antijenler arasinda 6zgiil etkilesim oldugundan immiinosensorler ile
son derece 0zgiil ve duyarli analizler yapilabilir. Antikorlar uygun transdiiserler ile
etkilestirilerek hormon, ilag, virlis, bakteri ve c¢evresel kirletici olan diger
molekdllerin, pestisitlerin, biyomedikal maddelerin tayini i¢in immunosensorler

gelistirilebilmektedir [93].

2.15.10. Mikroakiskan Teknolojisi

Mikroakiskan teknolojisi, gida giivenligi de dahil olmak iizere bircok
disiplindeki analitlerin tespiti i¢in kullanilabilen, gittikce popiiler ve kullanigh olan
bir teknolojidir. Mikroakiskan teknolojisinin; kiicik numune boyutlariyla
caligabilme, daha az reaktif sarfiyat1 ve hizli algilama gibi avantajlar1 bulunmaktadir.

Ek olarak mikroakiskan teknolojisinin, POC (Point-0f-Care) yani hasta basi
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teshislerin gerceklestirilebilmesine olanak vermesi gibi faydalar1 bulunmaktadir.
Yeni mikroakigskan teknolojisi kagit bazli ¢iplere dogru kaymaktadir. Bu ¢iplerde
ornek on isleme gerekliligi bulunmamaktadir [106], [113-114].

2.16. Misens Cihazi

Tez calismast kapsaminda, yeni kumarin substitue siklotrifosfazen bilesikleri
sentezlenerek oOzellikleri incelenmistir. Sentezlenen bilesiklerin DNA etkilesim
analizleri, Tubitak-BILGEM’de Uludag ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan gelistirilmis
olan yeni nesil Biyosensor cihazi (Sekil 2.24) ile gergeklestirilmistir [115-118].

Dokunmatik LCD
Ekran

Biogip Yerlestirme
Istasyonu

—' Biogip

~ Numune, Reaktif
Doner Tablasi Atik Sisesi

Sekil 2.24: MiSens Biosensor Cihaz1 ve Biocip

2.16.1. Misens Cihazimin Calisma Prensibi

Misens cihazi elektrokimyasal sensorler sinifinda yer almaktadir. Cihazin

calisma esaslarinin sematik gosterimi Sekil 2.25°de goriilmektedir.
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Sekil 2.25: MiSens biosensor cihazi ¢caligma esaslari.

2.16.2. Sensor Cipin Hazirlanmasi

Altin kaplanmis elektrotlarin yilizeyi; merkapto undekanoik asit ¢Ozeltisinde
birakilmak suretiyle sekilde goriildiigii lizere merkapto undekanoik asitin —SH
ucundan baglanarak kaplanmaktadir. Bu islemin sonunda elektrotlarin {izerinde
—COOH grubunun agikta kaldig1 goriilmektedir. Cipler bu haliyle hazir olarak temin
edilmektedir (Sekil 2.26).

o
o

o

T

(e
?
o
I

Sekil 2.26: Sensor Cip.
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2.16.3. NeutrAvidine Iimmobilizasyonu

NeutrAvidine (NA) proteini ¢ipin iizerinden akiskan sistemde gecirildiginde;
elektrotlarin ucundaki —COOH gruplari ile neutrAvidine’nin yapisinda bulunan —-NH;
gruplar1 karbodiimit reaksiyonu gerceklestirilerek baglanir ve neutrAvidine’in
immobilizasyonu tamamlanir (Sekil 2.27). Bu islemden sonra cihazda ¢ipin iizerinden

tampon ¢ozelti (yikama) gegirilerek ¢ip yikanir [95].
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Sekil 2.27: NeutrAvidine immobilizasyonunun
sematik gdsterimi.

2.16.4. Capture (Yakalayici ) Prob

Bu asamada 3 cesit DNA kullanilmaktadir. Bunlardan ilki capture (yakalayici)
DNA’dir. Bu DNA’lar birbirini taniyan niikleotidler dizini seklindedir. Capture
(yakalayici) ve Detection (algilayici) problarin ucu biotin etiketlidir [119].
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e Capture (yakalayic1) Prob : e

e Target (hedef) Prob ~— T —

e Detection (algilayict) Prob : o —

Cip {lzerinden yakalayict DNA gegirildiginde neutrAvidine, yakalayici
DNA’nin ucundaki biotini tanir ve baglanir (biotine karsi ¢ok yiiksek bir afiniteye
sahiptir). Cip asagidaki sekle doniisiir (Sekil 2.28). Daha sonra serbest biotin, ¢ip
lizerine gonderilerek NeutrAvidin’ler iizerindeki bos kalan biotin baglanma
bolgelerinin kapatilmasi saglanir. Bu islemin sonucunda artik ¢ipin ilizerinde DNA
kaplanmis sekildedir. Cipe yakalayict DNA baglandiktan sonra her yeni kimyasal
denemesinde ¢ip tekrar bu hale getirilir. Bunun i¢inde HCI yikama protokolii

uygulanmaktadir.

Biotin

iy x.
-

o
I

T

Sekil 2.28: Cipin yakalayict DNA ile etkilesiminin
sematik gosterimi.

H

2.16.5. Kontrol Hibridize Hedef Prob

Bu islemden 6nce bir Eppendorf tlp icerisinde hedef DNA ile algilayict DNA
birbirine hibridize edilir (Sekil 2.29). Hibridize edilen DNA’nin agikta kalan ucu
(biotinsiz) yakalayict DNA’nin eslenik kismidir. Bu kisim, hibridize olmus DNA
cipe verildiginde yakalayict DNA’y1 taniyarak ¢ipe baglanacak olan kisimdir (Sekil
2.30).

39
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Biotin (

HEDEF DNA ALGILAYICI DNA Hibridize Edilmis

Sekil 2.29: Hedef DNA ile algilayict DNA’nin hibridize
edilisinin sematik gosterimi.
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Sekil 2.30: Hibridize DNA ile yakalayict DNA’I
Cipin Etkilesiminin Sematik Gosterimi.
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2.16.6. Enzim ve NeutrAvidin Modifiye Edilmis Au Nanoparcacik

Au-Np’tin  elektrokimyasal DNA sensorlerinde kullanildigi caligsmalar
literattirde dikkat ¢cekmektedir [120]. Tez ¢alismasi kapsaminda Au-Np dis ortamda

hazirlanmaktadir. Hazirlanma prosediirii 5.boliimde ayrintili olarak verilmistir.

ok ° T
\Fgl
B *.

Sekil 2.31: NeutrAvidin, HRP Enzimi ile Modifiye Edilmis Au-Np ve TMB ile
cihazdan yiiksek sinyal alinmasinin sematik gosterimi.
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Altin-Np Uzerinde neutrAvidin (NA) ve HRP enzimi bulunur. Cipin biotin uclu
hibrid DNA’s1 Au-Np’un neutrAvidin kismini (NA) tanir ve baglanir. Sistemden Au-
Np gecirildiginde neutrAvidin kismindan nanopartikiil ¢ipe baglanir. Bu islemden
sonra ortamdan substrat ¢ozelti TMB (3,3°,5,5° tetrametil benzidin) gegirildiginde
Au-Np baglanmis DNA’ll ¢ipin Au-Np Uzerindeki HRP enzimi TMB ile
yukseltgenme/indirgenme reaksiyonu verir ve cihazdan mavi renkli ¢ozeltinin ¢iktig
gozlenir. Bu esnada amperometrik 6lcim yapan cihaz yiksek sinyal verir (Sekil
2.31).

2.16.7. HRP Enzimi ile TMB Arasinda Ger¢eklesen Tepkimenin
Mekanizmasi

TMB’nin peroksitli ortamda HRP’ye maruz birakilmasi sonucu -NH;
uclarindan  yiikseltgenme  peroksit Uzerinden ise indirgenme reaksiyonu
gerceklesmektedir. Bu reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan yiik transfer kompleksi 652 nm
dalga boyunda absorbsiyon veren mavi renkli bir komplekstir [121]. Bu kompleks
olusumuna bagl olarak cihazin mikro akigkan sisteminden mavi renkli sivi ¢ikist
gozlenir. ELISA veya benzeri sistemlerde TMB ve HRP reaksiyonunun yol actigi
renk degisimi Ol¢iiliirken, ayni reaksiyon sirasinda ortaya ¢ikan elektronlarin neden
oldugu akim degisikliginin Ol¢ililmesi ile biyosensor cihazi sinyal vermektedir.

Cihazda; amperometrik l¢lim yaparak sinyal verir (Sekil 2.32).

H;C CH,
H,C CH,
TMB

Yik Transfer Kompleksi

Sekil 2.32: HRP Enzimi ve TMB Arasindaki Etkilesimin
Sematik Gosterimi.
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2.16.8. Cip Rejenerasyonu

Cihazdan sensor ¢ip hazirlanarak yiiksek sinyal alindiktan sonra cihazda HCI
yikama protokolii ¢alistirilarak ¢ip tizerindeki hibridize DNA+Au-Np temizlenerek
cip tekrar yakalayict DNA’I1 hale getirilir. Bu islem, ¢ip tizerinden yaklasik 2 dakika
HCI (0.1 M) gegirilerek yapilir. Cipin, yakalayict DNA’l1 sekle getirilmesinin amaci,
disarida kimyasalla muamele edilmis hibridize DNA’nin yeniden ¢ipe gonderilerek
testlerin tekrar tekrar yapilabilmesinin saglanmasidir. Bunun i¢in hibrid DNA dis

ortamda yeniden hazirlanir.

e Hibrid DNA + Kimyasal + Buffer (Tris-T) Toplam Hacim (2.2)

e 10®M25uL + Degisen konsant. + Degisen Hacim (L) 225 pL (2.3)

Karigim 15 dakika bekletildikten sonra yakalayict DNA’I1 ¢ipin (zerinden
gecirilerek ¢ipe baglanmasi beklenir.

Eger kimyasal etkisiyle hibrid DNA’nin yapisinda bozulma séz konusuysa
(yani kimyasal DNAya etki ediyorsa) hibrid DNA, yakalayict DNA’ya baglanmadan
sistemden akip gidecektir. Protokoliin devaminda Au-Np gegirildiginde, Au-Np
Uzerinde bulunan neutrAvidin proteini, ortamda bagli hibrid DNA olmadig: i¢in
sensor gipe baglanmayacak ve sistemden akip gidecektir. Devaminda gegen TMB’ de
ortamda baglanmis bir Au-Np olmadig: i¢in (bu sartlarda) sistemden akip gidecek,
herhangi bir reaksiyon olmayacak ve sistem sinyal vermeyecektir. Bu durum;
kimyasalin DNA yapisinda bozulmaya neden olmas1 halinde beklenen protokoldiir.

% 100 Etkide cihazdan hi¢ sinyal gelmesi beklenmez. Fakat cihazdan elde
edilen sinyallerin degerleri okunur. Kimyasalin hibrid DNA’ya etkisini tespit etmek
icin % oran kurulur: ilk asamada hazirlanip alinan (kimyasalsiz hibrid DNA’l)
sinyallerin akim degeri kaydedilir. Ikinci asamada hazirlanip alman (kimyasall1 hibrid
DNA’l) sinyallerin akim degeri de kaydedilir. Kimyasalsiz hibrid DNA’l1 ¢ipin
verdigi degerler 100 kabul edilerek ikinci asamada kimyasalli hibrid DNA’l1 ¢ipten
kaydedilen degerler ile oranlanarak bir % deger bulunur. Bu % degerler kimyasalin
hibrid DNA’y1 bozmadan biraktigt degerlerdir. Yani geriye kalan hibrid DNA

degerleridir. Dolayistyla kimyasalin DNA’ya etkisinin belirlenmesi i¢in; bu degerler
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100’den ¢ikarilarak bir deger elde edilir. Elde edilen bu deger kimyasalin DNA’ya %

olarak ne kadar etki ettigini belirler.

2.17. Ultraviyole-Gorunur Alan ( UV-Vis) ve Spektroskopisi

Dalga boylar1 100-800 nm arasi olan iginlarin kullanildig1 spektroskopidir. 100-
400 nm arasindaki dalga boyuna sahip i1sinlar ultraviyole (morétesi), 400-800 nm
arasindaki dalga boyuna sahip isinlar ise spektrumun goriinlir bolgesine karsilik
gelmektedir. Bu bolgeye diisen 1sinlarin enerjileri 40-300 kkal/mol arasindadir. Bu
biiyiikliikteki enerji molekiiliin temel hal orbitallerindeki elektronlarin uyarilmasina
yani uyarilmis hal orbitallerine gegmesine neden olur. Bu olay elektronik gecis olarak
tanmimlanmaktadir. Elektromanyetik spektrum Sekil 2.33’de  goriilmektedir.

Spektrumda goriiniir bélgenin oldukea kiiciik bir alanda yer aldig1 anlagilmaktadir.

Istnem Tipi Radayo Mikroddga K|2|I6test Gorinar |§|k Morbte5| X|§|n| Gamaliznl
Dalgaboyu (m) 10 0.5x10
Binalar insanlar  Kelebekler igne ucu  Tek hiicreliler Molekiiller ~ Atomlar Atom gekirded
10* 108 10%2 10 10 108 102

Sekil 2.33: Elektromanyetik Spektrum.

UV-Goriiniir bolge 1sinlarmin bir molekiil veya ¢ok atomlu iyonlar tarafindan
absorbsiyonu ile molekiilin bag elektronlar1 veya degerlik elektronlari temel
diizeyden daha yiiksek enerji diizeyli bir orbitale geger ve uyarilmis molekiil (M*)
olusur.

M + hv— M* (2.4)

Uyarilmis molekiil 108-107 s gibi kisa bir siirede tekrar temel hale déner ve bu

duruma durulma adi verilir. Temel duruma doniis 1s1masiz yolla (carpisma vb.) veya
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1s1mal1 yolla (floresans veya fosforesans) olabilir. Durulmaya ugrayan tiir, ¢evresinde

hafif bir sicaklik artisina neden olur.

M* — M + 1s1 (2.5)

Bir molekiiliin elektronlarmin yiiksek enerjili diizeylere uyarilmasinda
absorplanan veya uyarilmis molekiiliin temel diizeye doniisii sirasinda yayilan 1g1ma
enerjileri, elektromanyetik spektrumun ultraviyole veya goriiniir bolgesi sinirlari
icindedir. Molekiiler spektrum, elektronik diizeyler arasindaki gegislere ek olarak
donme ve titresim diizeylerinde de gecisleri igerir. Ciinkii elektronik diizeyler
arasinda titresim, titresim diizeyleri arasinda da donme diizeyleri bulunur. Bunun
sonucunda sekil 2.34’de goriildiigii gibi bir elektron Sy elektronik duzeyinden S;
elektronik diizeyine gectiginde titresim diizeyleri ve donme diizeylerinde gegisler

olur. Bir molekiiliin toplam enerjisi, E, asagida verildigi gibi ifade edilir.

E = Eelextronik® Etitresim™ Edsnme (2.6)

Burada Egjekironik molekiiliin dis orbitallerindeki elektronlara iliskin enerji,
Eitresim atomlar arasi titresimlere iliskin enerji ve Egsnme molekiiliin agirhik merkezi
etrafinda donmesine iliskin enerjidir. Bu nedenle molekiillerin spektrumlari, ¢ok
sayida yakin dalga boylu fakat ayr1 ayr1 ¢izgilerden olusan bir bant spektrumu olarak

gozlenir. Ayrica atom spektrumlarina oranla daha karmasiktir [122].

45



Singlet uyariimis hal Triplet uyariimis hal
r i - I Titresimsel
[ I I¢ dénlistim durulma
]
52 ; {* y 7 £ Sistemler
[ T3 7 arasl gecis
A 4 A v
siHHE Y
> T
¥ )
)
rrrrd
o
@
@ IT104d
i [ I
. Ic ve dis RN
Absorbsiyon Floresans déniistim Fosforesans
| I I I |
I I |
LET LA
[ I I
I I I |
i Ly
Y Titresimsel _1._._'_*_' il
So y " durulma h&'ﬁ_
Y_ Ly
Temel hal Y : I

Sekil 2.34: Jablonski Diyagrama.

2.18. Floresans Spektroskopisi

Uyarilmig bir atom veya molekiil kararsizdir. Kararsiz halde bulunan atom veya
molekiil fazla enerjisini atarak kararli hale donmek ister. Kararsiz halde bulunan
kimyasal tiir fazla enerjisinin tiimiinii veya bir kismin1 151k seklinde yayarak temel
hale donebilmektedir. Bu esnada 1s1k sagilmasi gozlenebilir. Bu olaya genel olarak
liminesans denir. Molekiler liminesans spektroskopisi genel olarak; floresans,
fosforesans ve kemiliiminesans olarak 3 kisimda incelenir.

Pauli digarilama ilkesine gore; bir atomda 4 kuantum sayis1 da ayni olan iki
elektron bulunamaz. Bu ilkeye gore; her orbitalde en fazla iki elektron bulunabilir ve
bu elektronlarin spinleri de ters olmak zorundadir. Atom veya molekiiliin elektronlar
orbitallere spinleri ters olarak yerlesmis ise bu hale singlet hal, atom veya molekdliin
bir ¢ift elektronundan bir tanesinin bir {ist enerji seviyesinde bulunmasi durumunda
singlet veya triplet hal meydana gelir. Uyarilma ile elektronun spininin zit ve daha {ist
enerji seviyesinde bulunmasi durumuna uyarilmis singlet hali denir. Uyarilmisg
elektronun spininin ayni ve iist enerji seviyesinde bulunmasi durumuna ise uyarilmis

triplet hali denir (Sekil 2.35).
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Sekil 2.35: Elektronun singlet ve triplet hali.

Uyarilmis molekiillerin elektronlar1 tekrar temel enerji seviyelerine degisik
yollardan donebilirler. Bunlar i¢ doniisiim, dis doniisiim, sistemler arasi gegis,

floresans ve fosforesanstir.

e I¢ Déniisiim
Bu olayda, molekuliin 1sin yaymadan bulundugu enerji seviyesinden daha

diisiik elektronik enerji seviyesine inmesi durumu gergeklesir.

e Dis Doniisiim

Uyarilmis bir elektronik halde soniimlenme olayi, uyarilmigs molekiilden
¢oziicli veya diger ¢Oziinenlere enerji aktarilmasi seklinde de gergeklesebilir. Bu
olaylar genel olarak dis doniisiim ile soniimlenme olarak adlandirilir. Di1g doniisiim
icin delil; ¢cozucunln floresans siddeti tizerindeki giiclii etkisidir. Ayrica tanecikler
arasindaki carpigsma sayisimi azaltan kosullar (diisiik sicaklik, yiiksek viskozite vb

gibi) genellikle floresans1 azaltmaktadir.

o Sistemler aras1 gegis

Sistemler arasi gegis, uyarilmis bir elektronun spinin ters dondiigii bir olaydir.
Ic doniisiimde oldugu gibi, eger iki halin titresim seviyeleri ortiisiirse bu gecisin
gerceklesme olasiligi artabilir. Sistemler arasi gecis 1yot veya brom gibi agir atomlari

iceren molekiillerde yaygin olarak goriiliir.

o Floresans ve Fosforesans
Toplam elektronik spin defismemek {iizere uyarilmis atomun temel hale
donerken yaptig1 1simaya floresans denir. Floresans ve fosforesans olaylar

uyarilmanin fotonlarin absorbsiyonu ile gergeklesmesi bakimindan benzer 6zellik
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gosterirler. Bu nedenle bu iki olay fotoliiminesans olarak ifade edilir. Aralarindaki
fark ise; floresansta uyarilmis singlet sistemden temel haldeki singlete gegis
sozkonusu iken, fosforesansta uyarilmis singletten uyarilmis triplete gecis durumu
gerceklesmektedir. Bununla birlikte c¢ok sik olarak, molekiiler floresans veya
fosforesans bantlar1 rezonans ¢izgisinden daha uzun dalga boylarinda merkezlenmis

olarak bulunur. Bu uzun dalga boylarina veya diisiik enerjilere kayma stokes kaymasi

olarak ifade edilir [123-124].
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3. KONU ILE ILGILI CALISMALAR

3.1. Hekzaklorosiklotrifosfazen ile 2,2°-Dihidroksibifenil
ve 1,1’-Bi-2-Naftol’iin Reaksiyonlari

Carriedo  ve  arkadaslarn  tarafindan  yiiriitilen  bir  ¢alismada;
hekzaklorosiklotrifosfazen ile 2,2’-dioksobifenil gruplari iceren yiiksek molekiil
agirlikll yeni tlir polimerler hazirlanmistir. Calismada; hekzaklorosiklotrifosfazen ile
2,2’-dihidroksibifenil’in reaksiyonu aseton/K,CO; varliginda geri sogutucu altinda
sitilarak ve oda sicakliginda yiiriitiilmistlir. Ayrica ¢alismada; reaktif oranina bagh
olarak monospiro, dispiro ve trispiro {riinlerin verimlerinde degisimler goriildiigii
belirtilmistir. Polimerlerin Tg degerlerinin, siklotrifosfazen halkasina bagli gruplara
gore degisiklik gosterdigi anlagilmistir. Yapida -CN grubu bulundugunda Tg degeri
73 °C, -COMe grubu bulundugunda ise Tg degeri 54 °C olarak bulunmustur [125].
Ainscough ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitilen baska bir c¢alismada;
oktaklorosiklotetrafosfazen ile 2,2’-bifenoliin reaksiyonu sonucunda elde edilen
urtnlerin elektrokimyasal Ozellikleri incelenerek konformasyonel esneklikleri
aciklanmis ve DFT hesaplamalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglarin 2,2’-
dioksobifenil substitue siklotetrafosfazenlerin aromatik halkalar arasinda (n-m veya
n-H) etkilesimlerinin mikrokristalin etki tretecegi ifade edilmistir [126].
Chandrasekhar ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada;
hekzaklorosiklotrifosfazen ile 2,2’-dihidroksibifenil’in K,COs/Aseton varliginda
reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen monospiro ve dispiro yapidaki tirlinler
ile 1-pirenil, 9-antrasenil, 9-fenantiril ve 7-(N,N’-Dietilamino)-3-kumarinil gruplari
ile reaksiyonlar1 yiiriitiilmistir. Elde edilen {riinlerin karakterizasyonlar
tamamlanmis ve floresans oOzellikleri incelenmistir. Calismanin sonucunda elde
edilen iirlinlerin sulu ortama yakin fiziksel kosullarda (HEPES Buffer: (v) 9/1
H,O/DMSO) miikemmel floresans o0zellik sergiledikleri belirtilmistir [127].
Chandrasekhar ve Narayanan tarafindan 2013 yilinda yayimlanan bir baska ¢alismada
ise; monospiro ve dispiro yapidaki 2,2’-dioksobifenil substitue siklotrifosfazenler ile
3-hidroksipiridil ve 4-hidroksipiridil’in reaksiyonlar1 geri sogutucu altinda i1sitilarak
K2COgs/Aseton varliginda gergeklestirilmistir. Elde edilen tirtinler ile AgNO3, CuCl,,
ZnCl, ve Cd(NO3),.4H,0 tuzlart kullanilarak siklotrifosfazen metal kompleksleri
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elde edilmistir. Elde edilen {iriinlerin yapilar1 ayrintili olarak ele alinmis, termal
analizleri yapilmistir. Ayrica giimiis kompleksten pargacik boyutu 2-13 nm araliginda
degisen ebatlarda giimiis nanopartikiil elde edilmistir. Ortalama tanecik boyutunun
7.6 nm oldugu ve nanopartikiiliin, giimiis kompleksin 30 dakika izopropanol
igerisinde bekletilmek suretiyle hazirlandigr belirtilmistir [128]. Gorgulli  ve
arkadaslar1 tarafindan 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada; hekzaklorosiklotrifosfazen
ile 2,2’-dihidroksibifenil’in K,COs/Aseton varliginda reaksiyonu sonucu dispiro
yapidaki bis-fenoksi substitue siklotrifosfazen turevi elde edilmistir. Elde edilen bu
urin ile K;COs/Aseton varliginda 8 adet kalkon grubu igeren bilesigin reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen siklotrifosfazen tiirevlerinin insan meme kanseri ve
prostat kanseri hiicrelerine karsi in-vitro aktiviteleri incelenmistir. Jn-vitro
deneylerinde sentezlenen bilesiklerin 5 farkli konsantrasyonu ¢alisilmistir (1, 5, 25,
50, 100 uM). Sentezlenen bilesiklerin yiiksek antitiimor aktivite 6zelligi sergiledigi
rapor edilmistir [129].

Brandt ve arkadaslar1 tarafindan hekzaklorosiklotrifosfazen ile 2,2’-dihidroksi
1,1°-binaftil ve tetraetilen glikol’lin reaksiyonlari gerceklestirilmistir. Calismada
termodinamik ve supramolekiiler etkinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla;
reaksiyon sartlar1 degistirilerek ¢alisma siirdiiriilmiistiir. Ilk 6nce bis naftol ile daha
sonra da tetra etilen glikol ile reaksiyon gergeklestirilmistir. ikinci asamada ise 6nce
tetraetilen glikol ile daha sonra bisnaftol ile reaksiyon yiiriitiilmiis ve sonuclar
karsilastinlmstir. Ilk 6nce bis naftol ile gergeklestirilen reaksiyonda mono ve bis-
1,3-ansa [oksi(tetraetilenoksi)-monospiro(binaftalendioksi)] siklotrifosfazenler, Griin
olarak elde edilmistir. Ik nce tetraetilen glikol ile yiiriitiilen reaksiyonda ise iki tiir
secici ansa izomer elde edilmistir. Bu segici izomerler igerisinde ana olarak geminal
izomer elde edilirken daha diisiik oranda trans non-geminal izomer elde edildigi
belirtilmistir [130]. Kumar ve Swamy tarafindan farkli yillarda yiiriitiilen
calismalarda  hekzaklorosiklotrifosfazen ile 1,1’-bi-2-naftol ile reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonucunda farkli ansimetrik bis-, ve tris-spirosiklik
siklotrifosfazenler sentezlenmistir. Caligmalarda elde edilen {iriinlerin spektral ve
kiral dzellikleri incelenmistir [131-132].

Hekzaklorosiklotrifosfazen ile 2,2’-dihidroksidifenilmetan ve 1,1’-metilendi-2-
naftol’iin reaksiyonlari ilk kez tez ¢alismasi kapsaminda yapilmistir. 2016 yilinda tez

caligmas1 kapsaminda yapilan yayinda; hekzaklorosiklotrifosfazen ile 2,2’-
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dihidroksidifenilmetan ve 1,1’-metilen-di-2-naftol’iin reaksiyonlar1 ayr1 ayri
THF/NaH varliginda gerceklestirilmistir. Elde edilen siklotrifosfazen tiirevlerinin
yapilart  uygun spektroskopi yontemleri ile aydmlatilmistir. Sentezlenen
siklotrifosfazen tiirevlerinin  floresans Ozellikleri incelenmistir.  Calismanin
sonucunda trispiro yapidaki naftoksi substitue siklotrifosfazen tiirevinin diger

tiirevlere gore daha yiiksek floresans emisyon verdigi rapor edilmistir [133].

3.2. Hekzaklorosiklotrifosfazen ile Kumarinlerin
Reaksiyonlan

Son yillarda literatiirde yer alan c¢aligmalar incelendiginde, kumarin
bilesiklerinin popiiler ¢aligma alanlar1 arasinda yer aldigi goriilmektedir. Bunun
nedenleri arasinda kumarin bilesiklerinin farkli 6zellikler sergilemeleri gosterilebilir.
Kumarin bilesikleri antienflamatuvar [63], fotoduyarli kimyasal [64], antidepresan
[68], biyolojik aktif [69], kemosensor [134-135] dzellikler sergileyebilmektedir.

Kumarin siibstitiie siklotrifosfazen bilesiklerinin literatiire kazandirilmasi, ilk
kez grubumuz tarafindan gerceklestirilmistir. Yenilmez Cift¢i ve arkadaslar
tarafindan 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada; hekzaklorosiklotrifosfazen ile 3,3’-
metilen-bis-(4-hidroksikumarin)’in NaH/THF varliginda reaksiyonu gerceklestiril-
mistir. Reaksiyon sonucunda monospiro, dispiro ve trispiro yapida dikumarol
siibstitiie siklotrifosfazen tiirevleri sentezlenmistir. Bu ¢alisma ile kumarin siibstitiie
siklotrifosfazen tiirevi bilesikler literatiirde yer almaya baglamistir. Sentezlenen
bilesiklerin yapilar1 uygun spektroskopik yontemler yardimiyla aydmlatilmistir [ 136].
2015 yilinda yiiriitiillen bir bagka calismada ise; hekzaklorosiklotrifosfazen ve
oktaklorosiklotetrafosfazen ile 3-[2-(dietilamino)etil]-7-hidroksi-4-metilkumarin’in
reaksiyonu ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Elde edilen tiriinlerin dimetil siilfat ve 1,3-
propansultan ile reaksiyonlar1 sonucu kuaternize katyon ve zwitter iyonik tiirevleri
elde edilmistir. Yapilari uygun spektroskopik verilerle desteklenmis olan yeni
kumarin substitue siklotrifosfazen tiirevlerinin floresans ozellikleri incelenmistir.
Calismada; kuaterner iyon ve zwitter iyonik bilesiklerin suda ¢ok iyi ¢oziindiikleri
belirtilmistir. Ayrica tiirevlerin sulu ortamda Fe* iyonuna kars1 yiiksek segicilikte
floresans kemosensor oOzellik gosterdigi rapor edilmistir [80]. Tez ¢alismasi

kapsaminda ilk kez fenoksi ve naftoksi substitue mono spiro ve dispiro yapidaki
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siklotrifosfazen tiirevi bilesikler ile 4-hidroksikumarin’in reaksiyonu ayri ayri
gerceklestirilmistir. Tez calismasiin bir bolimiinii kapsayan monospiro ve dispiro
yapidaki fenoksi ve naftoksi substitue siklotrifosfazenler ile 4-hidroksi kumarinin
reaksiyonlar1 NaH/THF varliginda gergeklestirilmistir. Grubumuz tarafindan 2017
yilinda yayimlanmis olan calismada; 4-hidroksikumarin substitue siklotrifosfazen
tirevi bilesiklerinin sentez, karakterizasyon ve floresans ozellikleri incelenmistir
[137].

Tez calismasinda; naftoksi substitue monospiro ve dispiro yapidaki
siklotrifosfazenler ile 4-hidroksi-6-metilkumarin ve 4-hidroksi-6,7-dimetilkumarin’in

ayr1 ayr1 reaksiyonlart ilk kez yapilmistir.

3.3. MiSens Cihaz1 ve Biyosensor Calismalari

2014 yilinda Uludag ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada; Bisfenol A
tayininde, elektrokimyasal analiz yontemi farkli degiskenlerle incelenmistir. Bu
calisma 1ile arastirmacilar farkli uygulamalarda kullanilabilecek sensor araglarin
gelistirilmesini amagcladiklarint vurgulamislardir. Calismada; sinyal doniistiiriicii
yiizeyi i¢in 3 tiir elektrot tasarlanmistir. Tasarlanan elektrotlar farkli boyutlarda Au
elektrotlardan (1.5, 2, 3 ve 4 mm) ve referans elektrotlardan olusmaktadir.
Elektrokimyasal analiz kisminda ise siklik voltmetri dl¢limleri gerceklestirilmistir.
Siklik voltmetri 6lctmleri icin, 1 M KCI icerisinde 1 mM potasyum ferrosiyanir
soliisyonu kullanilmistir. Bisfenol A tayininde HRP (Horse Radish Peroxidase)
enzimi kullanilmigtir. HRP enzimi ve Bisfenol A tayininde belirleme limitleri
sirastyla 12.5 ng/mL, 10 ng/mL olarak elde edilmistir. Calismanin sonucunda;
taginabilir, hizli, hassas ve diisiik maliyetli ¢evresel izleme, gida kalitesi vb. gibi
alanlarda kullanilabilecek bir sensdr gelistirilmistir [115]. Olger ve arkadaslari
tarafindan yapilan baska bir ¢alismada; bugdayda bulunan mitotoksinlerin hizli ve
hassas bir sekilde belirlenmesi i¢in mikroakiskan REF (Real-time Electrochemical
Profiling) temelli sensor kullanmislardir. Calismada; mitotoksinlerin belirlenmesinde
kullanilan gaz kromatografisi, kiitle spektrofotometresi, sivi kromatografisi veya
ELISA tip yontemleri gibi pahali ekipmanlara ihtiyag duyulmayan alternatif bir
sensor tasarlanmasi hedeflenmistir. ELISA ve REF metodlarmin her ikisinde HRP

(Horse Radish Peroxidase) enzimi ve TMB (3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin) substratinin
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kullanildig1 ¢aligmada belirtilmistir. Calismanin sonucunda sensoriin hizli ve etkili
oldugu rapor edilmistir [116]. Yenilmez Cift¢i ve arkadaslari tarafindan 2016 yilinda
yapilan bir ¢alismada; paraben substitue siklotrifosfazen tiirevi bilesiklerinin DNA
etkilesim analizleri yeni otomatik biyosensor ile incelenmistir. Caligmada; MiSens
biyosensor cihazi kullanilmis ve tanimlanmistir. Ayrica oktaklorosiklotetrafosfazen
ile metil paraben, etil paraben, propil paraben, butil paraben ve benzil parabenin
THF/NaH varliginda reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonucunda
tamamen substitue siklotetrafosfazen tiirevleri elde edilerek karakterize edilmistir
(Sekil 3.1).

R
<|:I cl:I Hb Ha
L Y=L o (2 <H,
N N + HO - (3) -CH,CH,
CI—Ll—Nzl"—CI 2 OR (4) CH,CH,CH,
H Ha (5) -CH,CH,CH,CH,
4 @ l (6) -CH,CoHs
NaH | THF
o; ORO, OR
; R
OR 9 9 5
H: :>—0—P=N—P—0—< >—Q 7 oH
o ' I or; ) Oy
N N (8) -CH,CH,
o’}—@—o—u—n—é—o—©4° (9) -CH,CH,CH;
o I | OR  (10) CH,CH,CH,CH,
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Sekil 3.1: Parabenler ile Siklotetrafosfazenin Reaksiyonu.

Elde edilen paraben substitue siklotetrafosfazenlerin MiSens biyosensor
cihazinda ve in-vitro deneyleri sonucunda propil paraben ve benzil paraben substitue
siklotetrafosfazenlerde en yiiksek DNA hasar1 tespit edilmistir. DNA hasar1 propil
paraben substitue siklotetrafosfazende % 65 iken, benzil paraben substitue
siklotetrafosfazende % 80 olarak rapor edilmistir. Calismanin sonucunda;
aragtirmacilar MiSens biyosensor cihazinin, potansiyel ila¢ aday: olabilme ihtimali en

giiclii olan bilesiklerin tespit edilebilmesine ve 6n tarama testlerinin yapilabilmesine
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imkan saglamas1 bakimindan oldukga etkili, hassas, duyarli bir biyosensor cihazi
oldugunu ifade etmislerdir [117]. Ayn1 grup tarafindan 2017 yilinda yapilan baska bir
calismada; hekzaklorosiklotrifosfazen ile paraben tiirevleri (metil paraben, etil
paraben, propil paraben, biitil paraben ve benzil paraben) reaksiyonlari ayri ayri
tamamlanmistir. Elde edilen tiirevlerin MiSens biyosensor cihazi ile DNA etkilesim
analizleri gergeklestirilerek, antikanser ajani olabilme potansiyeline sahip bilesiklerin
tespitine yonelik arastirma yapilmistir. Calismanin sonucunda; etil paraben ve benzil
paraben substitue siklotrifosfazen tiirevlerinde oldukca yiiksek diizeyde etkilesim
goriildiigii belirtilmistir. Sonuglarin, bu tiirevlerin potansiyel antikanser ajani adayi

olabilecegini destekledigi rapor edilmistir [118].
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Laboratuvar Cahismalarinda Kullanilan Maddeler

Tez kapsaminda gerceklestirilen sentez, sentezi gerceklestirilen bilesiklerin

ayrilmasi ve saflagtirllmasinda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 4.1'de verilmistir.

Tablo 4.1: Laboratuvar Calismalarinda Kullanilan
Kimyasal Maddeler.

kumarin

Biotechnology

Ad1 Uretici Firma | Katalog No Ozellik
Fosfonitrilik klortr (trimer) | Fluka Ltd. 79562 Sentez igin, > 98.0 %
2,2'-Dihidroksidifenilmetan | TCI 2467-02-9 Sentez igin, > 99.0 %
1,1'-Metilendi-2-naftol TCI 1096-84-0 Sentez igin, > 95.0 %
4-Hidroksikumarin Alfa Aesar 1076-38-6 | Sentez i¢in, > 98.0 %
4-Hidroksi-6-metilkumarin | Sigma 13252-83-0 | Sentez i¢gin, >98.0 %
Aldrich
4-Hidroksi-6,7-dimetil Santa Cruz 55004-77-8 | Sentez i¢in, >98.0 %

Sezyum Karbonat Sigma 534-17-8 Sentez igin, >99.0 %
Aldrich
Kloroform Merck Ltd. 822265 Sentez igin, > 99.0 %
Tetrahidrofuran Merck Ltd. 822306 Sentez icin, > 99.0 %
Diklorometan Merck Ltd. 106049 Ekstra saf, >99.0 %
Etil asetat Fluka Ltd. 45780 Ekstra saf, > 99.0%
n-Hekzan Merck Ltd. 104368 Ekstra saf, > 95.0 %
Silikajel Merck Ltd. 107734 0.063-0.200 mm
Silikajel Merck Ltd. 109385 0.040-0.063 mm
Sodyum hidrr Merck Ltd. 814552 Sentez igin, 60 %
Ninhidrin Fluka Ltd. 33437 Analiz igin, 99.0 %
Asetik asit Merck Ltd. 100056 Ekstra saf, 100%
n-Bitanol Merck Ltd. 822262 Sentez igin, > 99.0 %
Dotero kloroform Merck Ltd. 134200 NMR Analizi igin,
99.0 %
Dotero tetrahidrofuran Merck Ltd. 134200 NMR Analizi igin,
99.0 %

MiSens biyosensor cihazinda DNA etkilesim analizi ¢alismalarinda kullanilan

kimyasal maddeler Tablo 4.2'de verilmistir.
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Tablo 4.2: DNA Etkilesim Analizi Islemlerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler.

Ad Uretici Firma | Katalog No Ozellik
Potasyum Hekzasiyano |Sigma 244023 Analiz icin, > 99.0 %
Ferrat (111)

EDC Sigma 25952-53-8 | Analiz i¢in, > 99.0 %
NHC Sigma 130672 Analiz icin, > 98.0 %
NA Thermofisher |31000 Analiz icin

BSA Sigma A2153 Analiz icin, > 96.0 %
Etanol Amin Sigma 398136 Analiz igin, >99.0 %
Biotin Sigma B4639 Analiz icin, > 99.0 %
Glisin Sigma 244023 Analiz icin, > 99.0 %

4.2. Laboratuvar Calismalarinda Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda sentezi gerceklestirilen maddelerin yapilarinin aydinlatilma-

sinda ve Ozelliklerinin incelenmesinde kullanilan cihazlar Tablo 4.3 de goriilmekte-

dir.

Tablo 4.3: Laboratuvar Calismalarinda Kullanilan Cihazlar.

Adi Modeli Bulundugu Yer
NMR Spektrometresi | Varian 500 MHz GTU
.| Bruker Microflex LT .

Kitl k T

utle Spektrometresi MALDI-TOF MS GTU
Rotary Evaporator Heidolph GTU
X-Ism1 Bruker Smart Apex I GTU
Difraktometresi Quazar
UV-Visible Schimadzu 2001 UVPc GTU
Spektrofotometresi
Floresans Varian Cary Eclipse GTU
Spektrofotometresi
Mi-Sense Cihazi Elektrokimyasal Biyosensor GTU
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5. DENEYSEL BOLUM

5.1. Genel Islemler

Baslangic maddelerinin elde edilmesi igin gercgeklestirilen reaksiyonlar,
kullanilan maddelerin havada bulunan istenmeyen etkenler (oksijen, nem vb) ile
etkilesimlerini 6nlemek amaci ile inert ortam (Argon) atmosferinde gerceklestirildi.
Kumarin substitue siklotrifosfazenlerin sentezi ise geri sogutucu varliginda 1sitilarak
gerceklestirildi. Elde edilen bilesikler ince tabaka kromatografisi ve kolon
kromatografisi tekniklerinden faydalanilarak ayrildilar ve wuygun yontemler
kullanilarak saflastirildilar.

Bilesiklerin P NMR 6lctimlerinde ¢oziicli olarak CDCl; ve dis standart olarak
% 85 H3PO, kullanildi. *H NMR 6lciimlerinde ise ¢oziicii olarak CDCls ve i
standart olarak TMS kullanildi.

5.1.1. Hekzaklorosiklotrifosfazen (Trimer)’in Saflastiriimasi

Hekzaklorosiklotrifosfazen (Trimer), hekzanda fraksiyonlu kristallendirme
yontemiyle kristallendirildi. Saflastirma islemi tamamlandiktan sonra reaksiyonlarda
kullanildi.

5.1.2. TLC Incelemeleri I¢in Ninhidrin Cozeltisinin Hazirlanmasi

n-Bitanol (100 mL) ve asetik asitten (5 mL) olusan ¢6ziicli karigimi hazirlandi.
Ninhidrin (0.3 @), bu ¢oziicii karisimi igerisinde ilave edilerek oda sicakliginda

magnetik karistirici ile karistirildi. Coziinme tamamlandiktan sonra hazir bekletildi.
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5.2. Deneyler

5.2.1. Hekzaklorosiklotrifosfazen ile 2,2'-dihidroksidifenilmetan’in
Reaksiyonu

250 mL’lik ii¢ boyunlu yuvarlak dipli reaksiyon balonuna 25 mL Kkuru
tetrahidrofuranda ¢6ziinmiis hekzaklorosiklotrifosfazen (trimer) (0.87 g, 2.50 mmol)
ilave edildi. Daha sonra argon atmosferinde 15 mL kuru tetrahidrofuran i¢indeki NaH
(0.23 g, 5.75 mmol) ortama ilave edildi. Reaksiyon ortami buz banyosu kullanilarak
-5 °C’ye kadar sogutuldu. Bu islemin ardindan, reaksiyon ortamma 10 mL THF
igerisinde ¢oziinmiis halde bulunan 2,2'-dihidroksidifenilmetan (1 g, 4.99 mmol)
cozeltisi damlatma hunisi kullanilarak 20 dakika boyunca damla damla ilave edildi.
Reaksiyon karigimi, TLC ile takip edildi. Magnetik karigtirict kullanilarak 5 saat oda
sicakliginda karigtirildi. Reaksiyon sonunda ortamda bulunan NaCl tuzlarinin,
polimerik bilesiklerin ve c¢oziinmeyen diger tiirlerin uzaklastirilmasi amaciyla
reaksiyon karisimi G4 filtreden siiziildli. Stzuntude ¢Ozuci olarak bulunan THF,
doner buharlastiricida kontrolli vakum uygulanarak ortamdan uzaklastirildi. Kalan
reaksiyon karisimi, bilesenlerine ayrilmasi amaciyla n-hekzan-THF (5:2) ¢6ziicu
sisteminin ylriitiicii faz olarak kullanilmasiyla, silikajel (230-400 mesh, 110 g.)
dolgulu kolonda (3.5, 90 cm) driin 1 (Rf=0.82), driin 2 (Rf=0.70), driin 3 (Rf=0.33),
irin 4 (Rf=0.43), urtin 5 (Rf=0.11) izole edildi (Sekil 5.1). Izole edilen iiriin 1; n-
hekzan: DCM: Petrol Eteri (2:3:1) ¢6zlict sisteminde, Uriin 2; n-hekzan: DCM (1:1)
¢cozlcu sisteminde, drin 4 ise n-hekzan: DCM (4:1.5) c¢0zlcu sisteminde
kristallendirildi. Beyaz renkli kristal olan driin 1 (0.17 g, 0.36 mmol), % 14 verimle,
(e.n:130 °C); beyaz renkli kristal tirtin 2 (0.15 g, 0.31 mmol), % 12 verimle, (e.n:113
°C), yagmmst iiriin 3 (0.18 g, 0.28 mmol), % 11 verimle, beyaz renkli kristal Grin 4
(0.51 g, 0.84 mmol), % 33 verimle, (e.n:228 °C), yagimsi iiriin 5 (0.16 g, 0.20 mmol),

% 8 verimle, cis-trans izomer karisimi olarak elde edildi.
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Sekil 5.1: Trimerin 2,2'-dihidrosidifenilmetan ile reaksiyonu.

5.2.2. Hekzaklorosiklotrifosfazen ile 1,1'-metilendi-2-naftol’un
Reaksiyonu

250 mL’lik ii¢ boyunlu yuvarlak dipli reaksiyon balonuna 30 mL Kkuru
tetrahidrofuranda ¢oziinmiis hekzaklorosiklotrifosfazen (trimer) (1 g, 2.87 mmol)
ilave edildi. Daha sonra argon atmosferinde 15 mL kuru tetrahidrofuran i¢indeki NaH
(0.23 g, 5.75 mmol) ortama ilave edildi. Reaksiyon ortami1 buz banyosu kullanilarak
-5 °C’ye kadar sogutuldu. Bu islemin ardindan, reaksiyon ortamma 10 mL THF
icerisinde ¢oziinmiis halde bulunan 1,1'-metilendi-2-naftol (1.73 g, 5.75 mmol)
¢ozeltisi damlatma hunisi kullanilarak 20 dakika boyunca damla damla ilave edildi.
Reaksiyon karisimi, TLC ile takip edildi. Magnetik karistiric1 kullanilarak 5 saat oda
sicakliginda karigtirildi. Reaksiyon sonunda ortamda bulunan NaCl tuzlarinin,
uzaklastirilmasi1 amaciyla reaksiyon karisimi G4 filtreden siiziildii. Siiziintiide ¢oziicii

olarak bulunan THF, doner buharlastiricida kontrollii vakum uygulanarak ortamdan
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uzaklastirildi. Kalan reaksiyon karigimi, bilesenlerine ayrilmasi amaciyla n-hekzan-

DCM (1:1) ¢oziicii sisteminin yiiriitiicli faz olarak kullanilmasiyla, silikajel (230-400

mesh, 110 g.) dolgulu kolonda (3.5, 90 cm) (¢ tiriin izole edildi. Izole edilen iiriinle-
rin Rf degerleri {irtin 6 i¢in (Rf=0.69), Urin 7 i¢in (Rf=0.37), Urln 8 icin (Rf=0.19)

olarak belirlendi. Uriin 6 n-hekzan-DCM (1:1) ¢oziicl sisteminde Kristallendirildi.

Uriin 7 ise n-hekzan-DCM (5:2) ¢oziicui sisteminde kristallendirildi. Beyaz renkli
kristal olan Griin 6 (0.34 g, 0.59 mmol), % 20 verimle, (e.n:215 °C); n-hekzan-DCM

(1:1) ¢ozucu sisteminde kristallendirildi. Beyaz renkli kristal drin 7 (0.84 g, 1.04
mmol), (e.n>290°C), % 36 verimle elde edildi. izole edilen beyaz kat iiriin 8 (0.70
9,0.68 mmol), (€.n:290 °C), % 24 verimle elde edildi (Sekil 5.2).

c’

NaH | THF
Cl

+
Cl

OH OH

° i
\,P=N /
N\\ //P\
//P—N Cl
0"\

Sekil 5.2: Trimerin 1,1’-metilendi-2-naftol ile reaksiyonu.
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5.2.3. Bilesik 2 ile 4-hidroksi Kumarin’in Reaksiyonu
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Sekil 5.3: Bilesik 2 ile 4-hidroksi kumarinin reaksiyonu.

Monospiro-[1,1'-metilen-bis(fenilen-2-oksi)]-tetraklorosiklotrifosfazen 2, (70
mg, 0.147 mmol), reaksiyon balonunda 10 ml kuru THF icerisinde c¢ozulda.
Reaksiyon ortamina 24.12 mg NaH ilave edildi. 4-hidroksi kumarin (97,97 mg, 0.603
mmol) 20 ml kuru THF icerisinde ¢ozllerek reaksiyon ortamina damla damla ilave
edildi ve geri sogutucu altinda 1sitildi. Reaksiyon karisimi, TLC ile takip edildi.
Magnetik karigtirict kullanilarak 7 giin geri sogutucu altinda 1sitildi. Reaksiyon
sonunda ortamda bulunan NaCl tuzlarmin, uzaklastirilmasi amaciyla reaksiyon
karisimi G4 filtreden siiziildii. Siiziintiide ¢06ziicii olarak bulunan THF, doner
buharlastiricida kontrollii vakum uygulanarak ortamdan uzaklastirildi. Kalan
reaksiyon karigimi, bilesenlerine ayrilmasi amaciyla n-hekzan-THF (1:2) ¢Ozic
sisteminin yiriticii faz olarak kullanilmasiyla, silikajel (230-400 mesh, 110 g.)
dolgulu kolonda (3.5, 90 cm) bilesik 9 (Rf=0.77) izole edildi. izole edilen iiriin 9 45
mg, 0.046 mmol, % 31 verimle elde edildi.

5.2.4. Bilesik 4 ile 4-hidroksi Kumarin’in Reaksiyonu

Dispiro-[1,1'-metilen-bis(fenilen-2-oksi)]-diklorosiklotrifosfazen 4 (70 mg,
0.116 mmol), reaksiyon balonunda 15 ml kuru THF icerisinde ¢0zuldu. Reaksiyon
ortamina 15 ml kuru THF i¢inde ¢oziilmiis NaH (9.30 mg, 0.232 mmol) ilave edildi.
4-hidroksi kumarin (40 mg, 0.232 mmol) 20 ml kuru THF icerisinde ¢Ozulerek

reaksiyon ortamina damla damla ilave edildi ve geri sogutucu altinda 1sitildi.
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4 (10)

Sekil 5.4: Bilesik 4 ile 4-hidroksi kumarinin reaksiyonu.

Reaksiyon karigimi, TLC ile takip edildi. Magnetik karistirict kullanilarak 7

giin geri sogutucu altinda 1sitildi. Reaksiyon sonunda ortamda bulunan NaCl

tuzlarinin, uzaklagtirilmas1 amaciyla reaksiyon karisimi G4 filtreden siiziildii.

Stiziintiide c¢oziicii olarak bulunan THF, doner buharlastiricida kontrollii vakum
uygulanarak ortamdan uzaklastirildi. Kalan reaksiyon karigimi, bilesenlerine
ayrilmas1 amaciyla n-hekzan-THF (1:1) ¢0Oziict sisteminin yiriticu faz olarak
kullanilmaszyla, silikajel (230-400 mesh, 110 g.) dolgulu kolonda (3.5, 90 cm) bilesik
10 (Rf=0.63) izole edildi. izole edilen iiriin 10 38 mg, 0.044 mmol, % 38 verimle

elde edildi.

5.2.5. Bilesik 6 ile 4-hidroksi Kumarin’in Reaksiyonu

(6) (11)
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Sekil 5.5: Bilesik 6 ile 4-hidroksi kumarinin reaksiyonu.
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Monospiro-[1,1'-metilen-bis(naftalen-2-oksi)]-tetraklorosiklotrifosfazen 6 (200
mg, 0.348 mmol), reaksiyon balonunda 20 ml kuru THF icerisinde c¢ozulda.
Reaksiyon ortamina 30 ml kuru THF igerisinde ¢oziilmiis olan (57.2 mg, 1.43 mmol)
NaH ilave edildi. 4-hidroksi kumarin (231.19 mg, 1.43 mmol) 40 ml kuru THF
icerisinde ¢oziilerek reaksiyon ortamina damla damla ilave edildi ve geri sogutucu
altinda 1sit1ldi. Reaksiyon karigimi, TLC ile takip edildi. Magnetik karistirici ile
karistirtlarak 7 giin geri sogutucu altinda 1sitildi. Reaksiyon sonunda ortamda
bulunan NaCl tuzlarinin, uzaklastirilmasi amaciyla reaksiyon karisimi G4 filtreden
stizildii. Siiziintlide ¢oziicli olarak bulunan THF, doner buharlastiricida kontrolli
vakum uygulanarak ortamdan uzaklastirildi. Kalan reaksiyon karigimi, bilesenlerine
ayrilmas1 amaciyla n-hekzan-THF (1:3) ¢0ziicl sisteminin ydrGtict faz olarak
kullanilmastyla, silikajel (230-400 mesh, 110 g.) dolgulu kolonda (3.5, 90 cm) bilesik
(11) (Rf=0.18) izole edildi. Izole edilen iiriin 11 (140 mg, 0.13 mmol) % 37 verimle
elde edildi.

5.2.6. Bilesik 7 ile 4-hidroksi Kumarin’in Reaksiyonu

DD, DD,
) YAy
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Sekil 5.6: Bilesik 7 ile 4-hidroksi kumarinin reaksiyonu.

Dispiro-[1,1'-metilen-bis(naftalen-2-oksi)]-diklorosiklotrifosfazen 7 (100 mg,
0.125 mmol), reaksiyon balonunda 15 ml kuru THF icerisinde ¢6zuldu. Reaksiyon
ortamia 15 ml kuru THF igerisinde ¢oziilmiis (10.5 mg, 0.26 mmol) NaH ilave
edildi. 4-hidroksi kumarin (41 mg, 0.25 mmol) 20 ml kuru THF icerisinde ¢ozulerek
reaksiyon ortamima damla damla ilave edildi ve geri sogutucu altinda 1sitildi.

Reaksiyon karisimi, TLC ile takip edildi. Magnetik karistirict ile karistirilarak 7 giin
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geri sogutucu altinda 1sitildi. Reaksiyon sonunda ortamda bulunan NaCl tuzlarinin,
uzaklastirilmasi amaciyla reaksiyon karisimi G4 filtreden siiziildii. Siiziintiide ¢oziicii
olarak bulunan THF, ddner buharlastiricida kontrollii vakum uygulanarak ortamdan
uzaklastirildi. Kalan reaksiyon karigimi, bilesenlerine ayrilmasi amaciyla n-hekzan-
THF (1:1) ¢oziicii sisteminin yiiriitlicii faz olarak kullanilmasiyla, silikajel (230-400
mesh, 110 g.) dolgulu kolonda (3.5, 90 cm) bilesik (12) (Rf=0.61) izole edildi. izole
edilen trtn 12 (53 mg, 0.05 mmol) % 40 verimle elde edildi.

5.2.7. Bilesik 6 ile 4-hidroksi-6-metil Kumarin’in Reaksiyonu
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Sekil 5.7: Bilesik 6 ile 4-hidroksi-6-metil kumarinin reaksiyonu.

Monospiro-[1,1'-metilen-bis(naftalen-2-oksi)]-tetraklorosiklotrifosfazen 6 (143
mg, 0.249 mmol), reaksiyon balonunda 20 ml kuru THF icerisinde cozulda.
Reaksiyon ortamima (331.18 mg, 1.02 mmol) Cs,COs3 ilave edildi. 4-hidroksi 6-
metilkumarin (179.60 mg, 1.02 mmol) 20 ml kuru THF icerisinde c¢ozllerek
reaksiyon ortamina damla damla ilave edildi ve geri sogutucu altinda isitildi.
Reaksiyon karigimi, TLC ile takip edildi. Magnetik karistirict ile karistirilarak 7 gun
geri sogutucu altinda 1sitildi. Reaksiyon sonunda ortamda bulunan CsCl tuzlarmin,
uzaklagstirilmasi amaciyla reaksiyon karigimi G4 filtreden siiziildii. Siiziintiide ¢oziicii
olarak bulunan THF, doner buharlastiricida kontrollii vakum uygulanarak ortamdan
uzaklastirildi. Kalan reaksiyon karigimi, bilesenlerine ayrilmasi amaciyla n-hekzan-
THF (1:1) ¢oziicii sisteminin yiiriitiicii faz olarak kullanilmasiyla, silikajel (230-400
mesh, 110 g.) dolgulu kolonda (3.5, 90 cm) bilesik (13) (Rf=0.52) izole edildi. izole
edilen trtn 13 (90 mg, 0.079 mmol) % 32 verimle elde edildi.
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5.2.8. Bilesik 7 ile 4-hidroksi-6-metil Kumarin’in Reaksiyonu

Dispiro-[1,1'-metilen-bis(naftalen-2-oksi)]-diklorosiklotrifosfazen 7 (100 mg,
0.125 mmol), reaksiyon balonunda 20 ml kuru THF igerisinde ¢6zildi. Reaksiyon
ortamina (85.31 mg, 0.263 mmol) Cs,COj3 ilave edildi. 4-hidroksi 6-metilkumarin
(46 mg, 0.262 mmol) 20 ml kuru THF igerisinde ¢oziilerek reaksiyon ortamina damla
damla ilave edilerek geri sogutucu altinda 1sitildi. Magnetik Kkaristirict ile
karistirtlarak 4 giin dondirildid. Reaksiyon karisimi, TLC ile takip edildi. Reaksiyon
sonunda ortamda bulunan CsCl tuzlarinin, uzaklastirilmasi amaciyla reaksiyon
karisimi G4 filtreden siiziildii. Siizlintiide ¢0ziicii olarak bulunan THF, doéner
buharlastiricida kontrollii vakum uygulanarak ortamdan wuzaklastirildi. Kalan
reaksiyon karisimi, bilesenlerine ayrilmasi amaciyla n-hekzan-THF (5:4) ¢oziicu
sisteminin yiriticii faz olarak kullanilmasiyla, silikajel (230-400 mesh, 110 g.)
dolgulu kolonda (3.5, 90 cm) bilesik 14 (Rf=0.43) izole edildi. izole edilen iiriin 14
(58 mg, 0.054 mmol) % 43 verimle elde edildi.

(Y 4 DD,
YaY, 0
o o °L /° o
>P< He OH Cs.CO O NG o/fi@
OO o " \ ? m 27 °\|'>| e H
0" o

| c
I e+ . P
~ e N, 2 ~ 3
/P\N//P\ THF / o

OO ° L ch}gé

(7 (14)

Sekil 5.8: Bilesik 7 ile 4-hidroksi-6-metil kumarinin reaksiyonu.

5.2.9. Bilesik 6 ile 4-hidroksi-6,7-dimetil Kumarin’in Reaksiyonu

Monospiro-[1,1'-metilen-bis(naftalen-2-oksi)]-tetraklorosiklotrifosfazen 6 (150
mg, 0.269 mmol), reaksiyon balonunda 20 ml kuru THF icerisinde c¢ozulda.
Reaksiyon ortamina (357.78 mg, 1.10 mmol) Cs,COg ilave edildi. 4-hidroksi 6,7-
dimetilkumarin (229.63 mg, 1.10 mmol) 20 ml kuru THF icerisinde ¢0Ozilerek

reaksiyon ortamima damla damla ilave edilerek geri sogutucu altinda isitildi.
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Magnetik karistirici ile kullanilarak 5 gin karistirildi. Reaksiyon karigimi, TLC ile
takip edildi. Reaksiyon sonunda ortamda bulunan CsCl tuzlarmin, polimerik
bilesiklerin ve ¢ozlinmeyen diger tiirlerin uzaklastirilmasi amaciyla reaksiyon
karisimi G4 filtreden siiziildii. Siizlintiide ¢06ziicii olarak bulunan THF, doéner
buharlastiricida kontrollii vakum uygulanarak ortamdan uzaklastirildi. SzUnttnin
¢ozicisiit (THF), kismen vakum uygulanarak doner buharlastirici yardimiyla
uzaklastirildi. G4 filtre iistiinde kalan katilar THF ve DCM’de yikandi1 ve hekzanla
¢oktiiriildii. Bilesik 15 (Rf= 0.56) izole edildi. izole edilen iiriin 15 (104 mg, 0.087

mmol) % 34 verimle elde edildi.

H
H;C CH, 3_CHj;
0 < 0
ONNF o o
(o) o]
/ \P/
= '\ Qo ™ o p
L-C CH3 S Cs,CO, N L-°
\N’\ —_— /\N//
/ Hs 0”0 THF 0 o o} CH,
B\ CH;3
(o} CH;3
o CH,
(6) (15)

Sekil 5.9: Bilesik 6 ile 4-hidroksi-6,7-dimetil kumarinin reaksiyonu.

5.2.10. Bilesik 7 ile 4-hidroksi-6,7-dimetil Kumarin’in Reaksiyonu

Dispiro-[1,1'-metilen-bis(naftalen-2-oksi)]-diklorosiklotrifosfazen 7 (100 mg,
0.125 mmol), reaksiyon balonunda 20 ml kuru THF igerisinde ¢6ziuldi. Reaksiyon
ortamma (85.31 mg, 0.263 mmol) Cs,CO; ilave edildi. 4-hidroksi 6,7-
dimetilkumarin (49.83 mg, 0.262 mmol) 20 ml kuru THF icerisinde ¢Ozulerek
reaksiyon ortamina damla damla ilave edilerek geri sogutucu altinda 1sitildi.
Magnetik karistirict kullanilarak 4 glin karistirildi. Reaksiyon karisimi, TLC ile takip
edildi. Reaksiyon sonunda ortamda bulunan CsCl tuzlarinin, uzaklastirilmasi
amaciyla reaksiyon karisimi1 G4 filtreden siiztildii. Stiziintlide ¢oziciu olarak bulunan
THF, doner buharlastiricida kontrollii vakum uygulanarak ortamdan uzaklastirildi.

Uriin 16 (45 mg, 0.040 mmol) % 46 verimle elde edildi. Kalan reaksiyon karisimu,
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bilesenlerine ayrilmasi amaciyla n-hekzan-THF (1:1) ¢6zicl sisteminin yiritiicl faz
olarak kullanilmaszyla, silikajel (230-400 mesh, 110 g.) dolgulu kolonda (3.5, 90 cm)
bilesik 16 (Rf=0.50) izole edildi. izole edilen Uriin 16 (45 mg, 0.040 mmol, % 46

verimle elde edildi.

0 i
o 0 / B
N/ OH O N7 TSN o
C N7 SN Cs,CO NN CH
O_ll | _Cl | CH, A S2+5s PNV CH; ~'3
Vi /’P\CI * ch, oo THF o/ ° 0
-0 < H
(7) (16) CHs

Sekil 5.10: Bilesik 7 ile 4-hidroksi-6,7-dimetil kumarinin reaksiyonu.

5.3. MiSens Cihazi’nda DNA Etkilesim Incelemelerinin
Yapilmasi

5.3.1. DNA Etkilesim Incelemesi Yapilacak Olan Maddelerin
Hazirlanmasi

MiSens cihazinda Olgiim islemleri i¢in sentezlenen kimyasal bilesiklerin
DMSO (Dimetil Siilfoksit) ¢dziicisii icerisinde 2x10° mM’hik ¢ozeltileri hazirlandi.
Bu hazirlanan ¢ozeltilerin igerisinden uygun oranlarda alinarak istenilen derigime
seyreltme yapildi. Cozeltiler hazirlanirken alinacak olan kimyasal bilesiklerin
miktarlar Esitlik 5.1 ve Esitlik 5.2° de verilen formiillere gére hesaplandi. Kimyasal

bilesiklerin seyreltilmesi islemi ise Esitlik 5.3°te verilen formiile gore yapilmustir.

M= 5.1
v (5.0
1 ml ¢dziicii igin __m o 1000 (mL)
gereken miktar MA 1 (mL) (5.2)
Ml X Vl = Mz X V2 (53)
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DNA etkilesim incelemesi yapilacak olan kimyasal bilesiklerin deneylerde

kullanilan miktarlar1 Tablo 5.1° de verilmistir.

Tablo 5.1: DNA etkilesim incelemesinde kullanilan kimyasal bilesiklerin miktarlari.

Molekul
Bilesik .
N agirlhig Konsantrasyon Miktar | Calisilan konsantrasyon
0]
(g/mol)
50 mM, 100 mM,
2 474.97 2x10° mM 0.95 mg
200 mM
50 mM, 100 mM,
4 602.28 2x10° mM 1.21 mg
200 mM
50 mM, 100 mM,
6 575.09 2x10° mM 1.15 mg
200 mM
3 50 mM, 100 mM,
7 802.52 2x10™” mM 1.61 mg
200 mM
3 50 mM, 100 mM,
9 977.70 2x10™” mM 1.96 mg
200 mM
3 50 mM, 100 mM,
10 853.11 2x10™” mM 1.71 mg
200 mM
3 50 mM, 100 mM,
11 1077.81 2x10” mM 2.16 mg
200 mM
50 mM, 100 mM,
12 1053.88 2x10° mM 2.11 mg
200 mM
2 12.5 mM, 25 mM,
13 1135.94 2x10° mM 2.27 mg
50 mM
3 12.5 mM, 25 mM,
14 1081.93 2x10™” mM 2.16 mg
50 mM
3 12.5 mM, 25 mM,
15 1190.03 2x10™” mM 2.38 mg
50 mM
3 12.5 mM, 25 mM,
16 1109.99 2x10” mM 2.22 mg
50 mM
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5.3.2. MiSens Cihazinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

5.3.2.1 CV Protokoliinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

e Potasyum Ferrosiyanat Cozeltisinin Hazirlanmasi

MiSens cihazinda CV protokolii uygulanirken potasyum ferrosiyanat ¢ozeltisi
kullanilir. 4,89 mg potasyum ferrosiyanat tartilarak 15 mL (1 M) KCIl ¢ozeltisi
icerisinde c¢oziiliir. Bu islemin sonucunda 1 mM konsantrasyonunda potasyum
ferrosiyanat ¢ozeltisi elde edilmis olur. Hazirlanan c¢dzeltinin oda sicakliginda

saklanmasi ve Ol¢timlerden Once taze hazirlanmasi daha uygundur.

5.3.22. NA (NeutrAvidin) Immobilizasyonu Protokoliinde
Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

e EDC ve NHS ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

460 mg NHS (N-Hidroksisuksinimid) tartilarak 40 ml saf su igerisinde ¢oziiliir.
Bu islemin sonucunda 0.1 M’lik ¢6zelti elde edilir. 1.534 g EDC [1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir] tartilarak 20 ml saf su igerisinde
¢Oziiliir. Bu islemin sonucunda 0.4 M’lik ¢ozelti elde edilir. Hazirlanan her iki
¢ozeltide hizli bir sekilde hazirlanmali ve ayr1 ayr1 200 pL’lik miktarlarda alinarak
tupler icerisine koyularak -20 °C sicaklikta saklanmalidir. Cihazda ihtiyag duyulan
kadar miktar 1:1 oraninda EDC/NHS karistirilarak hazirlanir. Kullanilan ¢ézeltiden

arta kalan atik olur. Tekrar dondurularak kullanilmas1 miimkiin degildir.
e NA (NeutrAvidin) Cozeltisinin Hazirlanmasi

1 mg kati NeutrAvidin tartilarak 1000 pL saf suda ¢oziilir. Hazirlanan
¢ozeltiden 20 pL’lik miktarlarda alinarak tiiplere konulur ve -20 °C sicaklikta
saklanir. Cihazda kullanilmadan once: 20 pL alinir ve tizerine 380 uLL PBS (Fosfat
Buffer) ilave edilerek konsantrasyon 50 ug /mL’ ye diisiiriiliir. Ihtiya¢c duyulan kadar

miktar cihaza yerlestirilir. Fazlasi tekrar kullanilmaz.
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e Buffer Wash (Fosfat Buffer Solution) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hazir olarak alinan tabletlerden 1 adet 200 ml saf suda ¢oziiliir. Bu islemin
sonucunda 10 mM derisiminde pH: 7.4 olan ¢ozelti elde edilir. ihtiyag fazlasi ¢ozelti

+4 °C sicaklikta saklanir.

e BSA (Cozeltisinin Hazirlanmasi

BSA (Bovin Serum Albumin) 50 mg tartilir ve 5 ml saf suda c¢ozilir. Elde
edilen ¢ozeltiden 200 uL’lik miktarda alinarak tiiplere konulur. Bu ¢dzelti -20 °C
sicaklikta saklanir. Cihazda kullanilmadan oOnce iki kez seyreltme yapilir.
1.seyreltme: Ornekten 100 pL almarak 900 pL saf su ilave edilir. Bu islemin
sonucunda 1 mg/ml derisim hazirlanms olur. Bu ¢ozelti +4 °C sicaklikta saklanir.
2.seyreltme: Son hazirlanan ¢ozeltiden 100 uL alinarak 900 pL saf su ilave edilerek
konsantrasyon 100 pg/ml seviyesine getirilir. Cihazda, hazirlanan son c¢ozelti
kullanilir ve artan ¢ozelti +4 °C sicaklikta saklanabilir. Ancak bekleme siiresinin 1

haftay1 gegmemesine dikkat edilmelidir.

e Etanol Amin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan etanol amin yogunlugu 1.012 g/ml olan bir sividir. Bu
stvidan 3.12 ml alinarak saf suyla 50 ml’ye tamamlanir. Birka¢ damla derisik HCI
ilave edilerek pH metre kontrolii ile pH 8.5’e ayarlanir. Bu islemin sonucunda 1 M’
lik Etanol Amin ¢ozeltisi elde edilir. Bu ¢ozelti +4 °C sicaklikta saklanir. Ihtiyac

duyulan miktarda kullanilir.

e Tris Buffer (Tris buffer+EDTA+NaCl, pH 7.0 ) Cozeltisinin Hazirlanmasi

1.21 gram Tris 500 ml saf su igerisinde ¢oziliir. Bu islemden sonra 0.186 g
EDTA ilave edilerek ¢oziiliir. Bu islemin ardindan 4.38 gram NacCl ilave edilerek
cozilur. Cozelti 20 mM Tris, 1 mM EDTA, 150 mM NacCl icermektedir. Cozeltinin
pH’ s1 7 dir. Hazirlanan ¢ézelti +4 °C sicaklikta saklanir. Thtiyag kadar kullanilir.
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5.3.2.3. DNA Immobilizasyonu Protokolinde  Kullanilan
Cozeltilerin Hazirlanmasi

e DNA (Cozeltilerinin Hazirlanmasi

DNA ¢ozeltileri satin alinan firmadan verilen prosedure gére hazirlanir. Satin
alinan kat1 Capture (yakalayic1) DNA o6rnegine uygun miktarda tris buffer ilavesi ile
10° M’ lik ¢ozelti hazirlanir ve stoklanir. Cézeltiler -20 °C sicaklikta saklanr.
Cihazda bu konsantrasyonda kullanilir. Hibrid DNA hazirlanirken; target (hedef)
/detection(algilayic1) DNA’lar hacimce sirastyla (1:2) oraninda karistirilarak 55 °C’de
15 dakika inkiibe edilir. Bu islemin ardindan hibrid DNA’nin konsantrasyonu 10° M
olur. Hibrid DNA Cozeltileri +4 °C sicaklikta saklanur.

e Biotin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0.061g biotin tartilir ve tris buffer ile 25ml’ye tamamlanir. Bu islemin ardindan
NaOH kullanilarak pH:7.6’ ya ayarlanir. Elde edilen ¢ozeltinin konsantrasyonu 10
mM’dir. Cozelti +4 °C sicaklikta saklanir.

5.3.2.4. Hibrid DNA immobilizasyonu Protokoliinde Kullanilan
Cozeltilerin Hazirlanmasi

e HRP (Horse Redish Peroxidase) Cozeltisinin Hazirlanmasi

20 mg HRP 2 ml saf su igerisinde ¢ozulir. Elde edilen ¢ozeltiden 50 pL lik

miktarlarda alinarak apendorf tiip igerisine konularak -20 °C sicaklikta saklanur.

e AuU-Np (Altin Nanopartikiil ) Hazirlanmasi

15 nm boyutunda Au tanecikleri iceren nanopartikil ¢ozeltisinden 1000 pL
alinarak apendorf tiip igerisine konulur. Ayr1 bir apendorf tlp igerisinde 2 uL HRP
[Img/mL (suda)] +1 uL NA Img/mL (suda)] karistiricida 45 dakika inkiibe edilir. Bu
islemden sonra ¢ozelti Altin nanopartikiil ¢ozeltisine ilave edilir. Elde edilen son

cOzelti +4 °C sicaklikta 30 dakika 8000 rpm’de santrifiij edilir. Bu islemin sonucunda

71



ustteki siizlintii atilir. Altta kalan kati1 ekstrakta 33 uL 10 mg/ml BSA eklenerek

karistirilir. En son olarak 70 pL Tris Buffer ilave edilir.

5.3.3. MiSens Cihazinin Hazirlanmasi

MiSens cihazi arkasinda bulunan agma/kapama diigmesi ile agilir. Bilgisayar
lizerinden, cihazin ¢alistirilmasi ve uygulanacak protokollerin yiiriitiilmesi amaciyla
MiCont programi agilir. Program ara yiiziiniin ve yiiriitiilecek protokollerin bilgisayar

goriintlisti Sekil 5.11° de gosterilmistir.

- MiCont

Protokoller Yeni islem

E;; v PROTOKOL E? Be<on SRR Tep G
| | it 7 IR

Voltaj Min Voltaj Max Déngu

E? DNA immobilization Eg; HCLykama ‘ R e (]\‘ } I

Egg Hibrid DNA EE Immobilization}

Islemler

E Prime Ega ™8

Sekil 5.11: MiCont programi ve MiSens cihazinda yiiriitiilen protokoller.

Cihazin Olglime hazirlanmasi i¢in uygulanmasi gereken protokoller asagida

verilmistir.

e CV protokoli

¢ NeutrAvidin immobilizasyonu protokoli
o DNA immobilizasyonu protokoli

e Hibrit DNA immobilizasyonu protokoli

e HCI yikama protokolii

e Hibrit DNA + kimyasal molekul protokolii
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5.3.3.1. CV Protokoli

CV protokoliinde MiSens cihazinda kullanilan sensor ¢ip yiizeyinin dlgiimler
icin uygunlugu kontrol edilir. Bu amacgla 1 M KCI igerisinde hazirlanan 1 mM

potasyum ferrosiyanat ¢ozeltisi kullanilir.
5.3.3.2. NeutrAvidin Iimmobilizasyonu Protokolii

Bu protokolde sensor ¢ip ile NeutrAvidin arasindaki karbodiimit
reaksiyonunun gercgeklestirilmesi hedeflenir. NeutrAvidin immobilizasyonunun
ayrintili sematik gosterimi Sekil 2.27 ‘de verilmistir (2. Boliim s. 37). Bu amagla

cihazda yiiriitiillecek islemler ve islem siireleri asagida sirasiyla verilmistir.

e  EDC/NHS 200 pL/ 50 pL/dakika (4 dakika)
o NeutrAvidin 200 pL/ 50 pL/dakika (4 dakika)
o Buffer Wash (PBS) 200 pL/ 100 pL/dakika (2 dakika)
o BSA 200 pL/ 50 pL/dakika (4 dakika)
o Buffer Wash (PBS) 200 pL/ 100 pL/dakika (2 dakika)
o Etanol Amin 200 pL/ 50 pL/dakika (4 dakika)
o Tris Buffer 200 pL/ 100 pL/dakika (2 dakika)

5.3.3.3. DNA Immobilizasyonu Protokolii

Bu protokolle NeutrAvidine immobilize edilmis sensér ¢ipe DNA’nin
neutrAvidin {izerinden baglanmasi amacglanmaktadir. DNA immobilizasyonunun
ayrintili sematik gosterimi Sekil 2.28 ‘de verilmistir (2. Boliim s. 38). Bu amacla

cihaz lizerinde yiiriitiilen islemler ve islem siireleri asagida sirastyla verilmistir.

o Capture Prob 150 pL/ 25 pL/dakika (6 dakika)
o Buffer Wash (TRIS) 200 pL/ 100 pL/dakika (2 dakika)
o Biotin 200 pL/ 50 pL/dakika (4 dakika)
o Buffer Wash (TRIS) 200 pL/ 100 pL/dakika (2 dakika)
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5.3.3.4. Hibrit DNA Immobilizasyonu Protokolii

Bu protokol ile disarida hibridize edilmis olan DNA’nin ¢ipe baglanmasi

saglanir. Bu islemin ardindan cihazdan Au-Np (Altin nanopartikiil) gegirilerek ¢ip

yiizeyine neutrAvidin tizerinden baglanir. Sistemden TMB ( 3,3°,5,5’-tetra metil

benzidin) gecirilmesi ile cihazdan yiiksek sinyal alinmaya baslanir (2. Bolim s. 40).

Cihazdan yiiksek sinyal alindiktan sonra HCI yikama protokolii yapilir. Bu asamada

yapilan iglemler ve islem siireleri asagida sirastyla verilmistir.

° Hibrit DNA
° Buffer Wash

. Au-Np

. Buffer Wash
o TMB

. Buffer Wash
. HCI

. Buffer Wash
. HCI

. Buffer Wash

200 pL/ 50 pL/dakika

200 pL/ 100 plL/dakika
200 pL/ 50 pL/dakika

200 pL/ 100 plL/dakika
200 pL/ 50 pL/dakika

400 pL/ 100 pL/dakika
150 pL/ 100 pL/dakika
100 pL/ 100 pL/dakika
100 pL/ 100 pL/dakika
100 pL/ 100 pL/dakika

(4 dakika)
(2 dakika)
(4 dakika)
(2 dakika)
(4 dakika)
(4 dakika)
(1.5 dakika)
(1 dakika)
(1 dakika)
(1 dakika)

5.3.3.5. Hibrit DNA + Kimyasal immobilizasyonu Protokolii

Bu protokol ile disarida hibridize edilmis olan DNA ile DNA etkilesimi

incelenecek olan molekiil karistiritlir ve 15 dakika beklenir. Bu islemden sonra bir

onceki protokoliin aynist DNA+ Kimyasal molekiil i¢in gerceklestirilir ve cihazdan

daha diisiik sinyal gelmesi beklenir. Gelen sinyalin diislikliigiine paralel olarak

kimyasal molekiiliin DNA Etkilesiminin o oranda yiiksek oldugu sonucuna ulasilir.

Bu asamada yapilan islemler ve islem stireleri asagida sirasiyla verilmistir.

o Hibrit DNA+Kimyasal

. Buffer Wash

200 pL/ 50 pL/dakika
200 pL/ 100 pL/dakika

(4 dakika)
(2 dakika)
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Au-Np
Buffer Wash
TMB

Buffer Wash
HCI

Buffer Wash
HCI

Buffer Wash

200 uL/ 50 pL/dakika

200 pL/ 100 pL/dakika
200 uL/ 50 pL/dakika

400 pL/ 100 pL/dakika
150 pL/ 100 plL/dakika
100 pL/ 100 pL/dakika
100 pL/ 100 pL/dakika
100 pL/ 100 pL/dakika

(4 dakika)
(2 dakika)
(4 dakika)
(4 dakika)
(1.5 dakika)
(1 dakika)
(1 dakika)
(1 dakika)
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6. DENEYSEL VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

6.1. Bilesik 1, 2, 3, 4 ve 5’¢ Ait Yap1 Analizi

\ \PI:N‘ / O
/
P—N, Cl N T N\‘ '/P\
cl’ \CI P—N ClI _P—N o O
c” ca”’\
Cl Cl
(1) () ()
N O @ Y
IP=N‘ /O CI\I HO
ol \0 OH P=N__ci O
o” O + N‘l‘v—ﬁ' No

Sekil 6.1: Bilesik 1, 2, 3, 4 ve 5’in yapisi.

Bilesik 1-5’in yapilar1 Sekil 6.1°de goriilmektedir. Bilesiklerin (1-5) proton ile
eslesmemis *'P NMR spektrumlart (dis referans H3PO4, CDCl3, 298°K) alinmustir.
Bilesik 1’in proton ile eslesmemis *'P NMR spektrumu (298°K) AX, spin
sistemindedir. 6=25.2 ppm’ de [PCI;] grubundaki fosfor atomuna ait tcll pik gorul-
mektedir. Bu pik [P(OCI)] gruplarindaki fosfor atomundan dolay1 iice (*Jpnp =60.96
Hz) yarilmistir. 6= 16.9 ppm’ de goriilen pik ise [POCI] gruplarindaki fosfor atomla-
rina aittir(ZJpr=60.96 Hz). Spektrum, 1 nolu bilesigin cis/trans izomer karigimi
oldugunu gostermektedir. Bu spektruma ait integral degerleri 1.00:1.94 olup 1:2
fosfora karsilik gelmektedir (Sekil 6.2).
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Sekil 6.2: a) Bilesik 1’e ait proton ile eslesmemis P NMR spektrumu.
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Sekil 6.3: a) Bilesik 1’¢ ait 'H NMR spektrumu. b) Genisletilmis *H NMR
spektrumu.

Bilesik 1’in 'H NMR spektrumunda (i¢ referans TMS, CDCls, 298°K), §=7.28-
7.32 ppm araligindaki ¢oklu pikler He ve He protonlarina ait olup komsu karbonlarda
bulunan protonlardan dolay1 ¢oklu yarilmig olarak goriilmektedir. 6=7.26 ppm’deki

coklu pikler ise Hy protonlarma aittir. 6=7.19 ppm’deki pik H¢ protonlarina ait olup
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komsu karbondaki protondan dolay1 ikiye (3JHH =7.47 Hz) yarilmistir. 6=3.78
ppm’deki singlet pik H, ve Hy, protonlarma aittir. Integral degerleri de sirasiyla 3.75:
2.35:2.28: 2.00 olup 4, 2, 2, 2 protona Kkarsilik gelmektedir (Sekil 6.3).

Bilesik 1’in yapisi, tek kristal X-1s1n1 kirmim teknigi ile de incelendi. 2,2'-
dihidroksi difenilmetan’in trimer halkasina iki fosfor atomu iizerinden baglandig

gozlendi. Bu da, onerilen yapiy1 desteklemektedir (Sekil 6.4).
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Sekil 6.4: Bilesik 1’in tek kristal X-1s1n1 kirmnimi teknigi ile
¢ozllmiis yapist.

Bilesik 2’nin proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu (298°K) AzX spin
sistemindedir. 6=22.8 ppm’ de [PCIl;] gruplarindaki fosfor atomlarina ait ikili pik
gorilmektedir ve bu pik [P(O,)] grubundaki fosfor atomundan dolay: ikiye (“Jpnp
=72.08 Hz) yarilmistir. 6= -3.9 ppm’ de goriilen i¢li pik ise [P(O2)] grubundaki
fosfor atomuna ait olup [PCl;] grubunda bulunan fosfor atomundan dolayr iige
(ZJpr=72.08 Hz) yarilmistir. Bu spektruma ait integral degerleri 1.03:0.50 olup 2:1
fosfora karsilik gelmektedir (Sekil 6.5).
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Sekil 6.5: a) Bilesik 2’ye ait proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu.
b) Genisletilmis **P NMR spektrumu.
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Sekil 6.6: a) Bilesik 2’ye ait "H NMR spektrumu. b) Genisletilmis *H NMR
spektrumu.

2 Bilesiginin *H NMR spektrumunda, =7.34 ppm’deki ikili pik H. protonuna
ait olup komsu karbonda bulunan Hy protonundan dolay1 ikiye Cluera =7.47 Hz)
yarilmistir. 6=7.23 ppm’deki iiclii pik He protonuna ait olup komsu karbon protonlari
ile esleserek tice (3JHe-Hd =7.29 Hz, 3Jyerr =7.88 Hz) yarilmistir. Benzer sekilde

0=7.17 ppm’deki i¢lii pik Hy protonuna ait olup komsu karbon protonlar ile
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esleserek tice (CIng-re =7.29 Hz, 3Jpe.r =7.88 Hz) yarilmistir. §=7.07 ppm’deki ikili
pik H¢ protonuna aittir. 3=4.08 ppm’deki tekli pik H,, Hp protonlarina aittir. integral
degerleri de sirasiyla 0.92: 0.91: 0.87: 0.82: 1.00 olup 2, 2, 2, 2, 2 protona karsilik
gelmektedir (Sekil 6.6).

2 Bilesiginin yapisi, tek kristal X-151m1 kirmimi teknigi ile de incelendi (Sekil
6.7). 2,2'-dihidroksi difenilmetan’in trimer halkasina ayni fosfor atomu iizerinden

baglandig1 gozlendi. Bu da, 6nerilen monospiro yapiyr desteklemektedir.

CL3

CL4

Sekil 6.7: Bilesik 2’nin tek kristal X-1s1n1 kirinimi
teknigi ile ¢coziilmiis yapisi.

3 Bilesiginin proton ile eslesmemis 3P NMR spektrumu AMX spin sistemin-
dedir. 3=25.01 ppm’ de goriilen pikler [PCIl,] grubundaki fosfor atomuna ait olup
komsu fosfor atomlarindan dolay1 doérde (J:=63.11 Hz, Jo= 73.81 Hz) yarilmistir.
6=17.09 ppm’de ise [PCIO] grubundaki fosfor atomuna ait olan pikler (J;=63.11 Hz,
Jo= 81.24 Hz); benzer sekilde 6=-0.43 ppm’ de gozlenen pikler [P(O,)] grubundaki
fosfor atomuna (J;=73.81 Hz, J,= 81.23 Hz) aittir (Sekil 6.8).
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Sekil 6.8: a) Bilesik 3’e ait proton ile eslesmemis P NMR spektrumu.
. L. 3
b) Genisletilmis *"P NMR spektrumu.
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Sekil 6.9: a) Bilesik 3’e ait "H NMR spektrumu. b) Genisletilmis "H NMR
spektrumu.

3 Bilesiginin "H NMR spektrumunda, =7.42 ppm-7.15 ppm arasindaki pikler
—PO, spiro gruplarindaki protonlar’a aittir. =4.05 ppm de gorilen dortlt pik —PO,
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gubundaki metilen protonlarina ait piklerdir. -POCI grubunda bulunan protonlara ait
olan pikler 6=6.88 ppm- 6.65 ppm araliginda goriilmektedir. -POCI grubundaki
metilen protonlarina ait olan pikler 6= 4.20 ppm—3.94 ppm araliginda yer almaktadir.
6= 5.10 ppm’de goriilen singlet pik ise —OH protonuna aittir (Sekil 6.9).

4 Bilesiginin proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu (298°K) AX; spin
sistemindedir. 6=25.1 ppm’ de [PCl;] grubundaki fosfor atomuna ait Ucli pik
gorilmektedir. Bu pik [PO,] gruplarindaki fosfor atomundan dolay: iice (3Jpnp
=71.86 Hz) yarilmistir. 3= 1.45 ppm’ de goriilen pik ise [PO;] gruplarindaki fosfor
atomlarina ait olup [PCl;] grubundaki fosfor atomundan dolay1 ikiye ayrilmistir. Bu
spektruma ait integral degerleri 1.00:2.05 olup 1:2 fosfora karsilik gelmektedir (Sekil
6.10).
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Sekil 6.10: a) Bilesik 4’e ait proton ile eslesmemis 3p NMR spektrumu.
b) Genisletilmis **P NMR spektrumu.

4 Bilesiginin *H NMR spektrumunda, §=7.30 ppm’deki dubletin dubleti pik Hc
protonuna ait olup komsu karbonlarda bulunan Hy ve H. protonundan dolay1 dubletin
dubleti olarak (3JHC_Hd =7.48 Hz, “Jpene =1.58 Hz) yarilmistir. 6=7.21 ppm’deki
tripletin dubleti olarak gorilen pik He protonuna ait olup komsu karbon protonlari ile
esleserek lige ardindan meta karbon atomundaki H; protonu ile esleserek ikiye
yarilmistir. (CJpe-ng =7.72 Hz, *Jnenr =7.89 Hz, “hcne =1.58 Hz). §=7.13 ppm’deki

liclii pik Hq protonuna ait olup komsu karbon protonlart ile esleserek iige (3Jng-he
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=7.72 Hz, *Jugne =7.48 Hz) yarilmistir. §=7.11 ppm’deki ikili pik Hy protonuna aittir
Clutne =7.48 Hz). =4.23 ppm’deki dublet pik Ha ((Jparn =13.62 Hz), 6=3.90
ppm’deki dublet pik ise Hy protonlarina aittir (3Jup-na =13.62 Hz). integral degerleri
de sirastyla 1.98: 2.04: 3.82: 0.99: 1.00 olup 4, 4, 8, 2, 2 protona karsilik gelmektedir
(Sekil 6.11).
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Sekil 6.11: a) Bilesik 4’¢ ait "H NMR spektrumu. b) Genisletilmis *H NMR
spektrumu.

4 Bilesiginin yapisi, tek kristal X-151m1 kirmimi teknigi ile de incelendi (Sekil
6.12). 2,2'-dihidroksidifenilmetan’in trimer halkasina iki fosfor atomu iizerinden

dispiro yapida baglandig1 gézlendi. Bu da, 6nerilen yapiy1 desteklemektedir.
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Sekil 6.12: Bilesik 4°un tek kristal X-1sin1 kirinimi teknigi ile
¢Oziilmiis yapist.
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Sekil 6.13: Bilesik 5’¢ ait a) Proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu,
b) MALDI-TOF spektrumu.

5 Bilesiginin proton ile eslesmemis **P NMR spektrumunda cis/trans izomer
karisimi A, X tipi bir spektrum gorulmektedir. Spektrumda -POCI grubuna ait P

atomlar ikili pik olarak rezonansa gelmistir. Bu fosfor atomlarina ait pikler 6=20.40
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ppm ve =20.03 ppm’de gozlenmistir. —PO, grubundaki P atomuna ait Gcli pikler
5=3.01 ppm ve =2.86 ppm’de goriilmektedir (“Jp1.pp =82.15 Hz, 83.41 Hz) (Sekil
6.13 a). 5 Bilesiginin MALDI-TOF ile alinmis olan kiitle spektrumunda molekiiler

iyon piki m/z = 802’de goriilmektedir. Bulunan deger hesaplanan deger ile (801)

uyum igerisindedir (Sekil 6.13 b).

1, 2, 3, 4 ve 5 numaral bilesiklere ait IR spektrumu verileri ise Tablo 6.1°de

gorulmektedir.

Tablo 6.1: Bilesiklerin (1-5) IR spektrumu verileri (v cm™).

B.No | Agik Formiil |vcHyaro | UcH2 |Uc=Clarn| UP-N | Up.0 UOH
1 oLy B 3065 | 2923 | 1575 | 1159 | 1095 | -
N, //P
Ao
Q)
2 L. . | 3067 | 2927 | 1484 | 1153 | 1099 | -
N N
CI/P\(;N/
O\ o 1150, 3413,
3 °-N§=7;.<° 3063 | 2921 | 1580 | 1196 | 1194 | 3564
C|/L—N ° @
CI\,P/SN\ /o
N, ,IP\
4 Y P | 3061 | 2943 | 1580 | 1161 | 1102 | -
Q
.( Q
Lesl, e 1150 3633,
5 N 2956 | 2925 | 1583 '| 1101 | 3365
heil o 1198
oY )
QG

Bilesiklerin (1-5) kiitle spektrumu sonuglar1 Tablo 6.2°de verilmistir.
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Tablo 6.2: Bilesiklerin (1-5) kitle sonuglari.

B. No Kapali Formil Kutle
M | [M+HT'
475 | 476
) CisHioCliNsOsPs| 475 | 476
; CosHnClN;OPs| 637 | 638
. CosHaoCLN;OPs| 601 | 602
5 CaoHzCLN;OGPs| 801 | 802

6.2. Bilesik 6, 7 ve 8’e Ait Yap1 Analizi

Bilesik 6-8’in yapilar1 Sekil 6.14’de goriilmektedir. 6, 7 ve 8 Bilesiklerinin
proton ile eslesmemis 31p NMR spektrumlari (dis referans HsPO,4, CDCls, 298°K)

almmustir. 6 Bilesiginin proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu (298°K) AzX

spin sistemindedir. 6=23.8 ppm’ de [PCl,] gruplarindaki fosfor atomlarma ait ikili

pik goériilmektedir ve bu pik [P(O2)] grubundaki fosfor atomundan dolay: ikiye (2Jenp

=70.50 Hz) yarilmistir. 6=-0.9 ppm’ de goriilen i¢li pik ise [P(O2)] grubundaki

fosfor atomuna ait olup [PCI,] gruplarinda bulunan fosfor atomlarindan dolay1 tige

(CJpnp=70.50 Hz) yarilmistir. Bu spektruma ait integral degerleri 1.03:0.52 olup 2:1
fosfora karsilik gelmektedir (Sekil 6.15).
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Sekil 6.14: Bilesik 6, 7 ve 8’in yapisi.

(b) “ w

i o
O\I
P=N cl
/7 \P/
N a
AN
cl
(a) Cl
L'J
P
w

LA L L L L N L I L L L B O
27.5 25.0 225 20.0 17.5 15.0 125 10.0
ppm (t1)

z50q{

7.5 5.0 25 0.0 25

Sekil 6.15: a) Bilesik 6°ya ait proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu.
b) Genisletilmis **P NMR spektrumu.
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Sekil 6.16: a) Bilesik 6’ya ait "H NMR spektrumu. b) Genisletilmis *H NMR
spektrumu.

6 Bilesiginin 'H NMR spektrumunda, 8=8.29 ppm’deki dublet pik Hj
protonuna ait olup komsu karbonda bulunan H, protonundan dolay: dublet olarak
CIhb-ra =8.68 Hz) yarilmustir. §=7.87 ppm’de gozlenen dublet pik H, protonuna ait
olup H. protonu Hq protonu ile esleserek ikiye yarilmustir. (3Jpc.nq =8.09 Hz). $=7.79
ppm’deki dublet pik H¢ protonuna ait olup komsu karbonda bulunan He protonundan
dolay1 dublet olarak (Jutne =8.71 Hz) yarilmistir. 5=7.59 ppm’de gdzlenen tripletin
dubleti pik He protonuna ait olup He protonu Hs ve Hq protonlart ile esleserek tripletin
dubleti olarak yarilmistir. (3\]He-Hf =8.71 Hz, 3JHe.Hd =7.32 Hz). 6=7.49 ppm’de
gozlenen triplet pik Hy protonuna ait olup; H; ve H. protonlarindan dolay: iige
yarilmustir. (Jugne =7.32 Hz, *Jugne =8.09 Hz). 6=7.31 ppm’deki dublet pik H,
protonuna ait olup komsu karbonda bulunan Hy, protonundan dolayir dublet olarak
(Iharn =8.68 Hz) yarlmustir. 5=4.89 ppm’deki singlet pik —CH, protonuna aittir.
Integral degerleri de sirasiyla 1.02: 1.00: 0.98: 0.98:0.96: 0.87: 1.00 olup 2, 2, 2, 2, 2,
2, 2 protona karsilik gelmektedir (Sekil 6.16).
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CL2

Sekil 6.17: Bilesik 6’nin tek kristal X-1s11 kirinimi teknigi ile
¢Oziilmiis yapisi.

6 Bilesiginin yapisi, tek kristal X-1s1n1 kirmimi teknigi ile de incelendi (Sekil
6.17). 2,2'-dihidroksi dinaftilmetan’in trimer halkasina ayni fosfor atomu iizerinden
baglandig1 gbzlendi. Bu da, dnerilen monospiro yapiy: desteklemektedir.

7 Bilesiginin proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu, (298°K) AX, spin
sistemindedir. 6=27.93 ppm’ de [PCl;] gruplarindaki fosfor atomlaria ait tiglii pik
gorilmektedir ve bu pik [P(O,)] grubundaki fosfor atomundan dolay: iice (“Jpnp
=77.80 Hz) yarilmistir. 6= 4.65 ppm’ de goriilen ikili pik ise [P(O2)] grubundaki
fosfor atomuna ait olup [PCI;] gruplarinda bulunan fosfor atomlarindan dolay1 ikiye
(“Jpnp=77.80 Hz) yarilmigtir. Bu spektruma ait integral degerleri 1.00: 1.94 olup 1:2
fosfora karsilik gelmektedir (Sekil 6.18).
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Sekil 6.18: a) Bilesik 7°ye ait proton ile eslesmemis 31p NMR spektrumu.
b) Genisletilmis **P NMR spektrumu.
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Sekil 6.19: a) Bilesik 7°ye ait ‘H NMR spektrumu. b) Genisletilmis *H NMR
spektrumu.

7 Bilesiginin 'H NMR spektrumunda, $=8.23 ppm’deki dublet pik Hj

protonuna ait olup komsu karbonda bulunan H, protonundan dolay1 dublet olarak
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Clhb-ra =8.52 Hz) yarilmistir. §=7.81 ppm’de gozlenen dublet pik Hc protonuna ait
olup H¢ protonu Hy protonu ile esleserek ikiye yarilmstir. (3JHC-Hd =8.11 Hz). 6=7.62
ppm’deki dublet pik Hs protonuna ait olup komsu karbonda bulunan He protonundan
dolay1 dublet olarak (*Jut.re =8.81 Hz) yarilmustir. 8=7.54 ppm’de gozlenen tripletin
dubleti pik He protonuna ait olup He protonu Hs ve Hq protonlart ile esleserek tripletin
dubleti olarak yarilmistir. (3JHe-Hf =8.81 Hz, 3JHe.Hd =7.44 Hz). 6=7.45 ppm’de
gozlenen triplet pik Hq protonuna ait olup; Hc. ve He protonlarindan dolayr tige
yartmustir. (Jpgne =7.44 Hz, 3Jugne =8.11 Hz). 6=7.13 ppm’deki dublet pik H,
protonuna ait olup komsu karbonda bulunan Hy, protonundan dolay1 dublet olarak
Clhatp =8.65 Hz) yarilmistir. §=4.92 ppm’deki singlet pik ~CH, protonuna aittir.
Integral degerleri de sirastyla 1.02: 1.01: 1.03: 1.00:1.01: 0.92: 1.00 olup 4, 4, 4, 4, 4,
4, 4 protona karsilik gelmektedir (Sekil 6.19).

Sekil 6.20: Bilesik 7°nin tek kristal X-1smn1 kirmimu
teknigi ile ¢oziilmiis yapist.

7 Bilesiginin yapisi, tek kristal X-1511 kirmim teknigi ile de incelendi. 1,1'-
metilendi-2-naftol’iin trimer halkasina dispiro seklinde baglandig1 gézlendi. Bu da,
Onerilen yapiy1 desteklemektedir (Sekil 6.20). 6, 7 ve 8 numarali bilesiklere ait kiitle

sonuclar1 Tablo 6.3’de verilmistir.
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Tablo 6.3:

Bilesiklerin (6-8) kitle sonuglari.

B. No Kapal1 Formiil Kitle
M | [M+H]'
6 C21H14Cl4N304P3
575 576
7 C4oH25CIoN304P3 802 803
8 Ce3H4oN30gP3 1029 1030

6, 7 ve 8 numarali bilesiklere ait IR spektrumu verileri ise Tablo 6.4’de

gorulmektedir.

Tablo 6.4: Bilesiklerin (6-8) IR spektrumu verileri (v cm™).

B. No

Acik Formiil

U(C-H)aro

U(c=C)aro

Up-N

UpP-0

3061

1596

1158,1177

1056

3067

1595

1155,1188

1051

3058

1596,1623

1153,1183

1053
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Sekil 6.21: Bilesik 8’ ait proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu.
p p

8 bilesiginin proton ile eslesmemis P NMR spektrumu (298°K) Az spin
sistemindedir. 6=10.32 ppm’ de [PO,] grubundaki fosfor atomuna ait singlet pik
goriilmektedir(Sekil 6.21).
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Sekil 6.22: a) Bilesik 8’e ait "H NMR spektrumu. b) Genisletilmis *H NMR
spektrumu.



8 Bilesiginin 'H NMR spektrumunda, 8=8.21 ppm’deki dublet pik Hp
protonuna ait olup komsu karbonda bulunan H;, protonundan dolay1 dublet olarak
Clhb-ra =8.66 Hz) yarilmistir. §=7.79 ppm’de gozlenen dublet pik Hc protonuna ait
olup H, protonu Hg protonu ile esleserek ikiye yarilmustir. (3Jpe.g =8.08 Hz). 8=7.54-
7.49 ppm aralifinda gozlenen coklu pikler Hf ve H. protonlarina aittir. 6=7.44
ppm’de gozlenen triplet pik Hy protonuna ait olup Hy protonu H, ve H. protonlari ile
esleserek triplet olarak yarilmustir. (CJugne =7.44 Hz, 3Jugre= 8.08 Hz). 5=7.09
ppm’de gozlenen dublet pik H, protonuna ait olup; Hp protonundan dolayr dublete
yartlmistir. (3JHa.Hb =8.66 Hz). 6=4.93 ppm’deki singlet pik —CH protonlarina aittir.
Integral degerleri de sirastyla 1.07: 1.06: 2.21: 1.01:0.97: 1.00 olup 6, 6, 12, 6, 6, 6
protona karsilik gelmektedir (Sekil 6.22).

6.3. Bilesik 9’a Ait Yap1 Analizi

Sekil 6.23: Bilesik 9’un yapisi.

9 Bilesiginin yapist Sekil 6.23°de goriilmektedir. Bilesik 9’un proton ile
eslesmemis **P NMR spektrumu (298°K) A,B spin sistemindedir. =6.07 ppm’ de
gorulen pikler kumarinlerin bagli bulundugu [P(O;)] grubundaki fosfor atomlarina
aittir. 6=5.96 ppm’ de goriilen pikler ise fenoksi grubunun bagli bulundugu [P(O,)]
grubundaki fosfor atomuna aittir (Jag = 37.83 Hz) (Sekil 6.24).
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Sekil 6.24: a) Bilesik 9°a ait proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu.
b) Genisletilmis **P NMR spektrumu.

Bilesik 9un 'H NMR spektrumunda, &=7.68 ppm’deki dublet pik Hs
protonuna ait olup komsu karbonda bulunan H4 protonundan dolayr dublet olarak
(CIusa =7.90 Hz) yarilmistir. §=7.62 ppm’de gozlenen coklu pik Hs protonuna ait
olup komsu karbon atomlarina bagli bulunan protonlar ile esleserek rezonansa
gelmistir. 6=7.39-7.30 ppm araliginda gozlenen c¢oklu pikler ise Hp ve Hy
protonlarina aittir. 6=7.20-6.90 ppm’de H,, Hp, Hc ve Hq protonlarina ait olan goklu
pikler gorulmektedir. 5=6.41 ppm’de gozlenen singlet pik Hy protonuna aittir. 5=4.10
ppm’deki singlet pik ise -CH; protonlarina aittir (Sekil 6.25).

95



P,
N N
U
P\
HLC, /NN n,
s o o Hy T T T | T T T T I T T T T I T T T T
P e Hy 4.150 4.100 4.050
! 0 m (t1
d H, ppm (t1)
Ha,Hb,Hc,Hd
(b) H2,H4
Hs ) MWJJUU
. R I « -
I T T T T I T T T T ] T T
8.00 7.50 7. oo s‘so 6. oo 5.50 5.00
ppm (t1)
] MM _/*
1 VST B, A ‘_J\-\ L |
[ T T T T I T T T T I T T T T | T T T T I T T T T | T T T T l T T T T | T T T T I T T T
100 88 75 6.3 50 38 25 13 0.0
ppm (t1)

Sekil 6.25: a) Bilesik 9’a ait "H NMR spektrumu. b) Genisletilmis *H NMR

spektrumu.

6.4. Bilesik 10°a Ait Yap1 Analizi

10

Sekil 6.26: Bilesik 10’un yapisi.

10 Bilesiginin yapist Sekil 6.26’da goriilmektedir. (10) Bilesiginin proton ile
eslesmemis P NMR spektrumu As’e yakin AB; spin sistemindedir. §=6.2 ppm’ de
[PO,] gruplarina ait pikler goriilmektedir (Sekil 6.27).
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Sekil 6.27 a) Bilesik 10’a ait proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu.
b) Genisletilmis **P NMR spektrumu.

Bilesik 10’a ait 'H NMR spektrumunda, 6=7.76 ppm’deki dublet pik Hs
protonuna ait olup komsu karbonda bulunan H, protonundan dolay1 dublet olarak
(Chs.a =7.96 Hz) yarilmistir. 8=7.64 ppm’de gdzlenen ¢oklu pik Hs protonuna ait
olup komsu karbon atomlarina bagli bulunan protonlar ile esleserek rezonansa
gelmistir. 8=7.40 ppm’de gozlenen pik ise Hy protonuna aittir. Komsu karbonda
bulunan Hc protonundan dolay: dublet pik olarak goriilmektedir (3Jpg.He =8.36 Hz).
0=7.34-7.29 ppm’de Hy, Ha, ve Hy protonlarina ait olan ¢oklu pikler goriilmektedir.
6=7.13-7.09 ppm’de goézlenen ¢oklu pikler ise H, ve H; protonlarina aittir. 6=6.57
ppm’deki singlet pik ise Hy protonuna aittir. 5=4.05 ppm’deki singlet pik ise -CH>
protonlarina aittir (Sekil 6.28).
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Sekil 6.28 a) Bilesik 10°a ait "H NMR spektrumu. b) Genisletilmis *H NMR
spektrumu.

6.5. Bilesik 11’e Ait Yap1 Analizi

Sekil 6.29: Bilesik 11’in yapist.

11 Bilesiginin yapis1 Sekil 6.29°da goriilmektedir. Bilesik 11°¢ ait proton ile
eslesmemis **P NMR spektrumu (298°K) AB; spin sistemindedir. §=7.79 ppm’ de
naftoksi gruplarinin baglandigi fosfor atomlarindaki [PO,] gruplarina ait pikler

gorilmektedir 6=6.83 ppm’ de goriilen pikler ise kumarinlerin bagli bulundugu
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[P(O2)] grubundaki fosfor atomuna aittir (Jag = 97.545 Hz). Bu spektruma ait
integral degerleri 1:2.04 olup 1:2 fosfora karsilik gelmektedir (Sekil 6.30).
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Sekil 6.30: a) Bilesik 11’¢ ait proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu.
b) Genisletilmis **P NMR spektrumu.

Bilesik 11’¢ ait 'H NMR spektrumunda, 6=8.29 ppm’deki dublet pik Hp
protonuna ait olup komsu karbonda bulunan H, protonundan dolay1 dublet olarak
(Jhp-Ha =8.80 Hz) yarilmustir. 8=7.82 ppm’de gozlenen dublet pik H. protonuna ait
olup komsu karbon atomunda bulunan Hqy protonu ile esleserek rezonansa gelmistir
(3JHC.Hd =8.03 Hz). 6=7.69-7.57 ppm’de gozlenen coklu pikler Hs, Hs, He ve H¢
protonlarina aittir. 6=7.51 ppm’de gozlenen triplet pik Hq protonuna ait olup komsu
karbon atomlarinda bulunan He ve H. protonlar ile esleserek rezonansa gelmistir
(3’.]|4d_He =7.40 Hz, Jyg.1c =8.03 Hz). 6=7.33-7.26 ppm’de H;, H4 protonlarina ait olan
coklu pikler gorilmektedir. 6=7.12 ppm’de gozlenen ikili pik ise H, protonuna aittir.
Komsu karbonda bulunan Hy protonundan dolayi ikili pik olarak goriilmektedir (3JHa_
Hp =8.80 Hz). 5=6.41 ppm’deki singlet pik ise H; protonuna aittir. 5=4.96 ppm’deki
singlet pik ise —CH, protonlarma aittir. integral degerleri de sirasiyla 1.98: 2.09:
12.26: 2.04: 8.11: 1.96: 4.05: 2.00 olup 2, 2, 12, 2, 8, 2: 4, 2 protona karsilik
gelmektedir (Sekil 6.31).
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Sekil 6.31: a) Bilesik 11’¢ ait 'H NMR spektrumu. b) Genisletilmis *H NMR
spektrumu.

Bilesik 9-12’nin kiitle sonuglar1 Tablo 6.5’de verilmistir.

Tablo 6.5: Bilesiklerin (9-12) kitle sonuglart.

B. No Kapali Formiil Ktle
M [M+H]+
9 Ca9H30N3014P3
977 978
10 Ca4H30N301gP3 853 854
11 Cs7H34N3014P3 1077 1078
M [M]"
12 CsoH3sN3010P3
1053 1054
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6.6. Bilesik 12’ye Ait Yap1 Analizi

Sekil 6.32: Bilesik 12°nin yapisi.

Bilesik 12’nin yapist Sekil 6.32°de goriilmektedir. Bilesik 12’nin proton ile
eslesmemis >*P NMR spektrumu (298°K) A,B spin sistemindedir.
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Sekil 6.33: a) Bilesik 12’ye ait proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu.
b) Genisletilmis **P NMR spektrumu.
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06=8.82 ppm’ de naftoksi gruplarimin baglandigi fosfor atomlarindaki [PO3]
gruplarina ait pikler goriilmektedir. 6=7.79 ppm’ de goriilen pikler ise kumarinlerin
bagl bulundugu [P(O,)] grubundaki fosfor atomuna aittir (Jag = 97.545 Hz). Bu
spektruma ait integral degerleri 1.04:0.46 olup 2:1 fosfora karsilik gelmektedir (Sekil
6.33).
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Sekil 6.34: a) Bilesik 12 ‘ye ait "H NMR spektrumu. b) Genisletilmis "H NMR
spektrumu.

Bilesik 12’nin 'H NMR spektrumunda, 6=8.20 ppm’deki dublet pik Hp
protonuna ait olup komsu karbonda bulunan H, protonundan dolay: dublet olarak
CIhb-ra =8.83 Hz) yarilmustir. §=7.80 ppm’de gozlenen dublet pik H, protonuna ait
olup komsu karbon atomunda bulunan Hy protonu ile esleserek rezonansa gelmistir
(Clheng =8.05 Hz). 8=7.75 ppm’de gozlenen ikili pik Hs protonuna aittir. Komsu
karbonda bulunan Hj protonuyla esleserek ikiye yarilmistir (3JH5_H4 =7.99 Hz).
0=7.62 ppm’de gozlenen dublet pik ise Hf protonuna ait olup komsu karbon
atomlarinda bulunan He protonu ile esleserek rezonansa gelmistir (Jnt.e =8.87 Hz).
0=7.59-7.51 ppm’de He, Hy, H3 H4 protonlarina ait olan ¢oklu pikler goriilmektedir.

0=7.47 ppm’de gozlenen iiclii pik ise Hg protonuna aittir. Komsu karbonlarda
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bulunan H; ve He protonlar ile esleserek iice yarilmistir (3JHd-He =7.80 Hz, 3Jugnc

=8.05 Hz ). 6=7.10 ppm’deki dublet pik ise H, protonuna aittir. Komsu karbonda

bulunan Hy, protonundan dolayi ikiye yarilmustir (3Jqanp =8.83 Hz). §=6.60 ppm’deki

singlet pik H; protonuna, 6=5.31 ppm’deki singlet pik ise -CH, protonlarina aittir.
Integral degerleri de sirasiyla 3.26: 4.43: 2.25: 4.75: 8.95: 5.47: 3.76: 1.74: 4.00 olup
4,4,2,4,10,4: 4, 2, 4 protona karsilik gelmektedir (Sekil 6.34).

Bilesiklerin (9-12) IR spektrumu verileri ise Tablo 6.6’da goriilmektedir.

Tablo 6.6: Bilesik 9-12"nin IR spektrumu verileri (v cm™).

B.No | Acik Forml UcH2) | VU (c=0) | VU (c-Cparo UP-N) 0(p-0)
o 0]
od\,i ;\):o
Y i 1731 1629 1258 1084,
M, ’
9 | © o>..\N¢F.,\/0)I“© 2961 owt
g’ O\f Q
4
c)0
o S % ioa | 1250 1091,
o\'|’| ,,'Vo
10 io/\"’ . 2922 1606 1035
0,0
(o} 0
[ =N ~/<0
1| ot /% 9oy | 1726 | 1606 | 1189 | 1089
SR
e °\< 0
o/0
0
e
N 1185,
1 |l ec. S % 2921, | 1726 | 1607 1053
oS PR 2851 1153
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6.7. Bilesik 13’e Ait Yap1 Analizi

13

Sekil 6.35: Bilesik 13’iin yapisi.

Bilesik 13’iin yapist Sekil 6.35’de goriilmektedir. Bilesik 13’tin proton ile
eslesmemis **P NMR spektrumu (298°K) AB, spin sistemindedir.
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Sekil 6.36 a) Bilesik 13’¢ ait proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu.
b) Genisletilmis **P NMR spektrumu.
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6=8.03 ppm’ de naftoksi grubunun baglandig: fosfor atomundaki [PO;] grubuna ait
pikler gorulmektedir. 6=6.93 ppm’ de goriilen pikler ise kumarinlerin bagh
bulundugu [P(O2)] grubundaki fosfor atomuna aittir (Jag = 97.62 Hz). Bu spektruma
ait integral degerleri 0.96:1.95 olup 1:2 fosfora karsilik gelmektedir (Sekil 6.36).
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Sekil 6.37: a) Bilesik 13’¢ ait '"H NMR spektrumu. b) Genisletilmis 'H NMR
spektrumu.

Bilesik 13’in 'H NMR spektrumunda, =825 ppm’deki dublet pik Hp
protonuna ait olup komsu karbonda bulunan H, protonundan dolay1 dublet olarak
yartlmustir (3Jpp-Ha =8.54 Hz). 5=7.83 ppm’de gozlenen dublet pik H, protonuna ait
olup komsu karbon atomunda bulunan Hy protonu ile esleserek rezonansa gelmistir
(hend =7.63 Hz). 8=7.66 ppm’de gozlenen ikili pik Hs protonuna aittir. Komsu
karbonda bulunan He protonuyla esleserek ikiye yarilmistir (3Jps.ne =8.21 Hz). 8=7.60
ppm’de gozlenen triplet pik ise He protonuna ait olup komsu karbon atomlarinda
bulunan H: ve Hy protonlari ile esleserek rezonansa gelmistir (3JHe_Hf =8.21 Hz, 3JHe_
ha =7.05 Hz). 8=7.51 ppm’de Hy protonuna ait olan triplet pik goriilmektedir (*Jug-ne
=7.63 Hz, *Jug.ne =7.05 Hz). 8=7.44 ppm’de gdzlenen singlet pik Hy protonuna aittir.
8=7.39 ppm’de gozlenen ikili pik ise H, protonuna aittir (*Jup.ns =8.38 Hz). H,
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protonuna ait olan ikili pik ise 7.20 ppm’de goriilmektedir (3Jparp =8.54 Hz). 5=7.16
ppm’de Hz protonuna ait olan ikili pik gorulmektedir. H, protonundan dolay: ikiye
yarilmistir (3JH3-H2 =8.38 Hz). 6=6.41 ppm, 6=4.98 ppm ve &=2.40 ppm’de goriilen
singlet pikler ise sirastyla Hy, -CH, ve -CHj3 protonlarina aittir. Integral degerleri de
sirastyla 2.05, 2.01, 2.33, 2.12,2.21,4.93: 4.06: 2.27, 4.09, 3.81, 2.00, 12.22 olup 2,
2,2,2,2,4,4,2,4,4,2, 12 protona karsilik gelmektedir (Sekil 6.37).

Bilesik 13’e ait kiitle sonuglar1 Tablo 6.7’de verilmistir.

Tablo 6.7: Bilesik 13’tin kiitle sonucu.

B. No Kapal1 Formiil Kitle
M [MI"
13 Ce2H44N3014P3
1135 1135

6.8. Bilesik 14’e Ait Yap1 Analizi

Sekil 6.38: Bilesik 14’iin yapisi.

Bilesik 14’iin yapist Sekil 6.38’da goriilmektedir. Bilesik 14’e ait proton ile
eslesmemis 3P NMR spektrumu (298°K) A,B spin sistemindedir. =8.91 ppm’ de
naftoksi gruplariin baglandigi fosfor atomlarindaki [PO,] gruplarma ait pikler
gorulmektedir. 6=7.89 ppm’ de goriilen pikler ise kumarinin bagli bulundugu [P(O,)]
grubundaki fosfor atomuna aittir (Jag = 74.71 Hz). Bu spektruma ait integral

degerleri 1.03:0.49 olup 2:1 fosfora karsilik gelmektedir (Sekil 6.39).
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Sekil 6.39 a) Bilesik 14’¢ ait proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu.

b) Genisletilmis **P NMR spektrumu.
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Sekil 6.40: a) Bilesik 14°¢ ait "H NMR spektrumu. b) Genisletilmis *"H NMR
spektrumu.
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Bilesik 14%iin ‘H NMR spektrumunda, §=8.35 ppm’deki dublet pik Hp
protonuna ait olup komsu karbonda bulunan H, protonundan dolay: dublet olarak
yarilmistir. 6=7.93 ppm’de gézlenen dublet pik H; protonuna ait olup komsu karbon
atomunda bulunan Hy protonu ile esleserek rezonansa gelmistir. 6=7.63 ppm’de
go6zlenen coklu pik grubu Hg, He, Hf Ve Hy protonlarina aittir. 6=7.40 ppm’de ise Hy
ve Hj protonlarina ait olan pikler goriilmektedir. 8=7.22 ppm’de H, protonuna ait
olan dublet pik goriilmektedir. Komsu karbonda bulunan Hy protonuyla esleserek
ikiye yarilmistir. 3=7.14 ppm’de gozlenen singlet pik ise H; protonuna aittir. 6=5.04
ppm’de ve 6=2.41 ppm’de goriilen singlet pikler sirastyla -CH;, ve —CHj3 protonlarina
aittir. Integral degerleri de sirastyla 4.00, 4.44, 13.45, 3.92, 3.67, 2.16, 3.69, 5.71
olup 4,4, 14,4, 4,2, 4, 6, protona karsilik gelmektedir (Sekil 6.40).

Bilesik 14’iin kiitle sonuglar1 Tablo 6.8’de verilmistir.

Tablo 6.8: Bilesik 14°tin kitle sonucu.

B. No Kapali Formiil Ktle
M [M]*
14 C62H42N3010P3
1081 1081
6.9. Bilesik 15’e Ait Yap1 Analizi
HC o) CH; CcH,
3
ﬁ;‘% E%o
Q
0NN, /0 ° 9
O@ NN o]
SN
/P\N//P
2O ) CH,
B\ CH,
o CH
o CHy
15

Sekil 6.41: Bilesik 15’in yapisi.
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Bilesik 15’in yapist Sekil 6.41°de goriilmektedir. Bilesik 15’in proton ile
eslesmemis 3P NMR spektrumu (298°K) AB; spin sistemindedir. §=8.18 ppm’ de
naftoksi gruplarinin baglandig1 fosfor atomlarindaki [PO,] gruplarina ait pikler
gorulmektedir 6=6.97 ppm’ de goriilen pikler ise kumarinin bagli bulundugu [P(O,)]
grubundaki fosfor atomuna aittir (Jag = 97.95 Hz). Bu spektruma ait integral

degerleri 1.0:2.47 olup 1:2 fosfora karsilik gelmektedir (Sekil 6.42).

CHs _CH,

CHy E
ﬁ L
X
o o P o o

HC
o
* \p/
et g I
S oA Il

(b)

-

1=

o

T Trr 1T 1 [ rrrr{rrrrJfrrrr [ 1rrrr ][ 1r1r r7r [ r 11T 1T [T 7T 7T 7T [T T T T [T T T T [ T T T T [T 1T
I I I | I I I I I I I I

9.25 9.00 8.75 8.50 8.25 8.00 7.75 7.50 7.25 7.00 6.75 6.50

ppm (t1)

(a) l.l
: - I L

LN L L O L I L L L I O
27.5 25.0 225 20.0 17.5 15.0 125 10.0 75 5.0 25 0.0 2.5

ppm (t1)

Sekil 6.42 a) Bilesik 15’¢ ait proton ile eslesmemis **P NMR spektrumu.
b) Genisletilmis **P NMR spektrumu.

Bilesik 15’in kiitle sonuglar1 Tablo 6.9’da verilmistir.

Tablo 6.9: Bilesik 15’in kitle sonucu.

B. No Kapali Formiil Ktle
M [M+H]"
15 Ces5Hs0N3014P3
1190 1191
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Sekil 6.43: a) Bilesik 15 ‘e ait "H NMR spektrumu. b) Genisletilmis *H NMR
spektrumu.

Bilesik 15’in 'H NMR spektrumunda, $=8.25 ppm’deki dublet pik Hp
protonuna ait olup komsu karbonda bulunan H, protonundan dolay: dublet olarak
CIhb-ra =8.35 Hz) yarilmustir. §=7.83 ppm’de gozlenen dublet pik H, protonuna ait
olup komsu karbon atomunda bulunan Hy protonu ile esleserek rezonansa gelmistir
(Clheng =7.78 Hz). 8=7.68 ppm’de gdzlenen ikili pik Hs protonuna aittir. Komsu
karbonda bulunan He protonuyla esleserek ikiye yarilmistir (3Jyt.pe =8.70 Hz). =7.58
ppm’de gozlenen iiclii pik ise He protonuna ait olup komsu karbon atomlarinda
bulunan H¢ ve Hy protonlari ile esleserek rezonansa gelmistir (3JHe-Hf =8.70 Hz, 3JHe-
ne=7.40 Hz ). &=7.50 ppm’de Hy protonuna ait olan Uclu pik gorilmektedir. Hy
protonu ise komsu karbon atomlarinda bulunan He ve H; protonlar ile esleserek iice
yarilmigtir (?’\]Hd_HC =7.78 Hz, 3JHd_He=7.4O Hz ). =7.36 ppm’de gbzlenen singlet pik
ise Hy protonuna aittir. 8=7.22 ppm’de gozlenen ikili pik ise H, protonuna aittir ve
komsu karbonda bulunan Hy, protonu ile esleserek rezonansa gelmistir (3JHa_Hb =8.35
Hz). 8=7.05 ppm, 6=6.32 ppm ve 6=4.98 ppm’de goriilen singlet pikler sirasiyla Hs,
H, ve —CH; protonlarina aittir. Spektrum incelendiginde —CHjz protonlarinin

farklandig1 goriilmektedir. H, protonuna komsu —CHj protonlarinin 6=2.36 ppm’de,
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H; protonuna komsu —CHs protonlarinin ise

0=2.28 ppm’de rezonansa geldigi

sonucuna varilabilir. integral degerleri de sirasiyla 2.00, 2.05, 2.00, 2.01, 1.60, 3.83,
1.72, 3.69, 3.40, 1.79, 11.82, 11.67 olup 2, 2, 2, 2, 2, 4, 2, 4, 4, 2, 12, 12 protona

karsilik gelmektedir (Sekil 6.43).

Bilesik 13-16"nin IR spektrumu verileri ise Tablo 6.10’da goriilmektedir.

Tablo 6.10: Bilesiklerin (13-16) IR spektrumu verileri (v cm™).

B. No Acik Formiil U(cH2) | V(c=0) | V(cClaro | UP-N) U(P-0)
CH,
O,
O,
o o O 3
VR 1276,
B o™y o % 2025 | 1722 | 1631 | o' | 1057
O/ N
Q °E, oy
H,C °
®
@ o
e /% 1675, | 1274,
14 | gD ok o 2017 | 1724 | Jooo' | 15s5 | 1052
o o)
S S E[“é
H,C
NORRS.
NN, O % o
i 1210, | 1058,
15 | o e é o | 2020 | 1718 | 1627 | 1132 | Io13
CO o o) CH;CHB
f@
RS
G~
o K, /% 2920 1627, | 1184
<9 O\NI/ SN o ! ! !
® LS g | 28t 1713 | 1506 | 1138 | 10%2
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6.10. Bilesik 16’ya Ait Yap1 Analizi

SEED
YAy, o
© /0 1 O
P
DL, SN o
\P\N//P\o CH, gHs
O H
H,C &h,
16

Sekil 6.44: Bilesik 16’nin yapisi.

Bilesik 16’nin yapis1 Sekil 6.44’de goriilmektedir. Bilesik 16’nin proton ile
eslesmemis 3P NMR spektrumu (298°K) A;B spin sistemindedir. §=8.93 ppm’ de
naftoksi gruplarinin baglandigi fosfor atomlarindaki [PO,] gruplarina ait pikler
gorilmektedir. 6=7.81 ppm’ de goriilen pikler ise kumarinlerin bagli bulundugu

[P(O,)] grubundaki fosfor atomuna aittir (Jag = 74.03 Hz).

(b) H &
w kx] Voenr o e /\

- =)
o '
=] ©
[T rrr [ rrrr [T [T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T T[T T T T[T T T
9.75 9.50 9.25 9.00 8.75 8.50 8.25 8.00 7.75 7.50 7.25 7.00
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. | L\[

v
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ppm (t1)

Sekil 6.45: a) Bilesik 16 ‘ya ait proton ile eslesmemis 3P NMR spektrumu.
b) Genisletilmis **P NMR spektrumu.
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Bu spektruma ait integral degerleri 1.0:0.49 olup 2:1 fosfora karsilik
gelmektedir (Sekil 6.45).

CH,
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He Hd
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| i
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Sekil 6.46: a) Bilesik 16°ya ait "H NMR spektrumu.
b) Genisletilmis *H NMR spektrumu.

Bilesik 16’nin 'H NMR spektrumunda, 8=8.22 ppm’deki dublet pik Hp
protonuna ait olup komsu karbonda bulunan H, protonundan dolay1 dublet olarak
yartimistir ((Jyp.pa = 8.25 Hz). 8=7.81 ppm’de gozlenen dublet pik H. protonuna ait
olup komsu karbon atomunda bulunan Hy protonu ile esleserek rezonansa gelmistir
Clhena = 8.04 Hz). §=7.63 ppm’de gozlenen ikili pik Hs protonuna aittir. Komsu
karbonda bulunan H. protonuyla esleserek ikiye yarilmigtir. 6=7.54 ppm’de gbzlenen
Uclii pik ise He protonuna ait olup komsu karbon atomlarinda bulunan Hf ve Hyg
protonlart ile esleserek rezonansa gelmistir. 6=7.46 ppm’de Hy protonuna ait olan
uclu pik gorulmektedir. Hy protonu He ve Hc protonlart ile eslesmek suretiyle tige
yarimustir. 6=7.42 ppm ve 6=7.28 ppm de gozlenen tekli pikler sirasiyla Hy ve Hj
protonlarma aittir. 6=7.13 ppm’de goriilen ikili pik ise H, protonuna aittir. H,
protonu, Hy, protonu ile esleserek ikiye yarilmistir (3JHa-Hb = 8.25 Hz). 6=6.55 ppm ve

6=3.77ppm de goézlenen tekli pikler sirasiyla H; ve -CH; protonlarina aittir. Spektrum
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incelendiginde —CHs protonlarinin ayr1 ayri rezonansa geldigi anlasilmaktadir. Bu

piklerden 6=2.34 ppm’de goriilen singlet pikin H, protonuna komsu —CHj

protonlarina ait oldugu, 6=2.20 ppm’de goriilen singlet pikin ise Hz protonuna komsu

—CHjs protonlarima ait oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 6.46). Integral degerleri de
sirastyla 4.00, 4.27, 4.28, 4.24, 3.77, 1.84, 1.90, 4.29, 1.81, 3.73, 5.84, 5.79 olup 4, 4,
4,4,4,2,2,4,2,4, 6, 6 protona karsilik gelmektedir.

Bilesik 16’nin kiitle sonuglar1 Tablo 6.11°de verilmistir.

Tablo 6.11: Bilesik 16’nin kitle sonucu.

B. No Kapal1 Formiil Kitle
M [M+H]"
16 C64H46N3010P3
1109 1110
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6.11. Sentezlenen Bilesiklerin X-Ray Analiz Sonuclari

Tablo 6.12: Bilesik 1’¢ ait kristalografik veriler.

Bilesik 1
Kapah Formﬁl C13H10C|4N302P3
Acik Formiil C'\IP/: s
"l
CI” T¢I
Molekiil Agirlig 474.95
Sicaklik(K) 120(2)
Kristal Sistemi Monoclinic
Uzay Grubu P21/c
a(A) 10.9659(17)
b (A) 20.118(3)
c (A) 8.5001(13)
B (°) 95.530(3)°
Hacim (A%) 1866.5(5)
z 4
Yogunluk (calc, Mg/m°) 1.690
Absorption coeff. (mm™) 0.905
F(000) 952
Omax (o) 25.03
Reflections collected 10333
Independent reflections 3278
Rint (Merging R value) 0.0339
Parameters 226
R (F>>20F?) 0.0317
WR (all data) 0.1016
Goodness-of-fit on F? 1.138
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Tablo 6.13: Bilesik 2’ye ait kristalografik veriler.

Bilesik 2
Kapah Formiil C13H10C|4N302P3
S
Acik Formiil 0\/F!=N\ _c
N\ /P
C|’\F§N/ e
Molekiil Agirligt 474.95
Sicaklik(K) 120(2)
Kristal Sistemi Monoclinic
Uzay Grubu C2/c
a(A) 22.3662(4)
b (A) 8.61640(10)
c(A) 19.7578(3)
B (°) 91.8530(8)
Hacim (A% 3805.66(10)
z 8
Yogunluk (calc, Mg/m®) 1.658
Absorption coeff. (mm™) 0.887
F(000) 1904
Omax (°) 28.28
Reflections collected 20630
Independent reflections 4672
Rint (merging R value) 0.0277
Parameters 226
R (F>>20F?) 0.0279
WR (all data) 0.0723
Goodness-of-fit on F? 1.036




Tablo 6.14: Bilesik 4’¢ ait kristalografik veriler.

Bilesik 4
Kapah Formiil C26H20C|2N304P3
CI"P'ZIN‘ /o
N, XK
Acik Formiil O/F{O'N °7
Molekiil Agirhigi 602.26
Sicaklik(K) 120(2)
Kristal Sistemi Monoclinic
Uzay Grubu C2/c
a(A) 27.8690(5)
b (A) 10.4142(2)
c (A) 18.0750(3)
B (°) 98.7210(10)
Hacim (A% 5185.32(16)
z 8
Yogunluk (calc, Mg/m®) 1.543
Absorption coeff. (mm™) 0.476
F(000) 2464
Omax (°) 28.31
Reflections collected 46741
Independent reflections 6434
Rint (Merging R value) 0.0554
Parameters 343
R (F>>26F?) 0.0343
WR (all data) 0.0880
Goodness-of-fit on F 1.022
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Tablo 6.15: Bilesik 6’ya ait kristalografik veriler.

Bilesik 6
Kapah Forml C21H14C|4N302P3
®
s
Acik Formiil o !_N
"(;:4)"<§:
a’Y
Molekiil Agirhigt 575.06
Sicaklik(K) 120(2)
Kristal Sistemi Monoclinic
Uzay Grubu P21/n
a(A) 15.8141(3)
b (A) 7.7878(2)
c(A) 19.2451(3)
B (°) 94.8740(10)
Hacim (A%) 2361.60(8)
Z 4
Yogunluk (calc, Mg/m®) 1.617
Absorption coeff. (mm™) 0.731
F(000) 1160
Omax (°) 25.02
Reflections collected 15643
Independent reflections 4171
Rint (merging R value) 0.0374
Parameters 298
R (F>>26F?) 0.0313
WR (all data) 0.0796

Goodness-of-fit on F°

1.040




Tablo 6.16: Bilesik 7’ye ait kristalografik veriler.

Bilesik 7
Kapah Formiil C42H28C|2N304P3
¢y ¢
Acik Formiil N\{ﬂ:;(z:
O@ O/OP—N
O@
Molekiil Agirhigt 802.48
Sicaklik(K) 120(2)
Kristal Sistemi Monoclinic
Uzay Grubu P21/c
a(A) 13.8166(4)
b (A) 23.6049(7)
c (A) 11.1516(4)
B (°) 101.0850(17)
Hacim (A% 3569.1(2)
V4 4
Yogunluk (calc, Mg/m®) 1.493
Absorption coeff. (mm™) 0.367
F(000) 1648
Omax (°) 25.02
Reflections collected 22768
Independent reflections 6293
Rint (merging R value) 0.0804
Parameters 487
R (F*>26F?) 0.0457
wR (all data) 0.1124
Goodness-of-fit on F? 1.024




7. FOTOFIZIKSEL OZELLIKLERIN INCELENMESI

Sentezlenen siklotrifosfazen tiirevi bilesiklerin fotofiziksel 06zelliklerinin

incelenmesi amaciyla UV-Visible ve Fluoresans Spektrofotometresi cihazlar

kullanildi. Sentezlenen bilesiklerin spektrumlari, tetrahidrofuran ¢oziiciisiinde farkli

konsantrasyonlarda kaydedildi. Sentezlenen bilesiklerin tetrahidrofuran igerisinde

sogurma (absorpsiyon) ve floresans spektrumlari incelendi. Bilesikler i¢in UV-

Visible Spektrofotometresi cihazinda gozlenen absorbsiyon pikleri Tablo 7.1° de

verildi.

Tablo 7.1: Siklotrifosfazen turevlerinin UV-Visible absorbsiyon pikleri.

Sira e y Gozlenen absorbsiyon
Bilesik No Bilesik o
No pikleri
1 1 °'\/P/;’N\ oj 220 nm, 260 nm
Na //P\c
G \:\:IN 1
A )
2 2 ~L 222 nm, 261 nm
N\\ //P\m
C|/P\(:N
CI\/P'E_IN\ o O
N\F—rﬂ/P\o
3 4 o J 217 nm, 264 nm
®
20
4 6 N 221 nm, 283 nm
Ni})_g(g:
a’y,
¢ ¢
YV,
. , °\P/°=N . 214 nm, 227 nm, 283 nm,
/ \P<
o3l 291 nm, 313 nm
H_
Q@
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Tablo 7.1: Devam

Sira Gozlenen absorbsiyon
Bilesik No Bilesik o
No pikleri
&
)
S
Now o 80 208 nm, 217 nm, 232 nm,
6 8 N K E :
S RO 261 nm, 292 nm, 320 nm
(O
o) (0]
od\,i ;\)to
o] /0 o
/P\
7 9 Oo ) \g/o/% 250 nm, 275 nm, 315 nm
O 0/ \N// \0
/
0;0
O, P/O o
Oy Y LR
8 10 POPRCC 268 nm, 295 nm, 315 nm
J° °2 ®
/
4 (o]
fa g ®
[ /<0
[0} P/0 o
9 11 SERN \\LO/% 270 nm, 295 nm, 312 nm
/NN
OO (0] o?f_@
i/
(o]
o
¢y ¢
W,
0, /o o
10 12 275 nm, 285 nm, 320 nm
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Tablo 7.1: Devam

Sira

No

Bilesik No

Bilesik

Gozlenen absorbsiyon

pikleri

11

13

[e)
(o]
\

(o)

[}
-u/ z
/N A
F 0.
/)
P o o
\ @
/dl e
g=/070 F

&

YA
o\

oF

270 nm, 290 nm, 320 nm

12

14

¢
? ;
ek

O
O

CH,

A

>
I
‘@
b
?og
o]

YV
o\ /o
z/ Y
A\

275 nm, 290 nm, 325 nm

13

15

CH; cH,

(o]
2 I
\ )
(2]
k-
O,
/4
lo]
(o)
(o]

o

DD,
YAy,
VA
Z/ - \'U
W
o\
(o]
A

o
I
@

CH;,

\

o
o
o
o)
Fx
3

218 nm, 275 nm, 320 nm

14

16

D,
Lz o?
%
N 9@
[e]
z

[}

&
O,
&
9]
A\
ioi
o

(2}
= o
&

220 nm, 275 nm, 325 nm
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7.1. Bilesik 1, 2 ve 4’e Ait Floresans Spektrumlari

300 ~

250 A

200 A

150 +

Intensity (a.u.)

100 +

50 +1

0 m I
268 288 308 328 348
Dalga Boyu (nm)

Sekil 7.1: Bilesik 1, 2 ve 4’¢ ait floresans emisyon spektrumu.

Bilesik 1, 2 ve 4’iin THF icerisindeki 1x10* M lik ¢dzeltilerinin 265 nm de
uyarilmasi ile elde edilen floresans emisyon spektrumunda emisyon maksimum
degeri 284 nm olarak bulundu (Sekil 7.1). Spektrum incelendiginde; Fenoksi
stibstitue siklotrifosfazen tiirevleri igerisinde dispiro yapidaki Bilesik 4’{in floresans

emisyon siddetinde belirgin bir artis goriilmektedir.

7.2. Bilesik 6’ya Ait Floresans Spektrumu

Bilesik 6’nin THF icerisindeki 1x10™ M lik ¢ozeltisinin 285 nm de uyarilmast

ile elde edilen floresans emisyon spektrumunda emisyon maksimum degeri 327 nm

ve 337 nm olarak bulundu (Sekil 7.2).
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Sekil 7.2: Bilesik 6’ya ait floresans emisyon spektrumu.

7.3. Bilesik 7’ye Ait Floresans Spektrumu

Bilesik 7°nin THF icerisindeki 1x10™* M lik ¢dzeltisinin 295 nm de uyarilmasi

ile elde edilen floresans emisyon spektrumunda emisyon maksimum degeri 337 nm
olarak bulundu (Sekil 7.3).

700 1~
600 1 ¢y ¢
W,
__ 500 o &
5 o/
E 400 O O\EI\\T/CI
= Z'\
2 300 - SN
g e
200 H
100 ~
O T T T T T 1
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Sekil 7.3: Bilesik 7’ye ait ait floresans emisyon spektrumu.
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7.4. Bilesik 8’e Ait Floresans Spektrumu

Bilesik 8’in THF icerisindeki 1x10° M lik ¢ozeltisinin 295 nm de uyarilmasi
ile elde edilen floresans emisyon spektrumunda emisyon maksimum degeri 323 nm,
340 nm ve 390 nm olarak gozlendi (Sekil 7.4). Trispiro yapidaki naftoksi substitue
siklotrifosfazen tlirevinin naftoksi gruplarinda bulunan aromatik yapidaki ¢ift
baglarin arasinda goriilen kovalent olmayan zn-m etkilesimleri sonucunda yapida
floresans emisyon siddetinin artti§i goriilmektedir. Bunun yaninda naftol gruplar
arasinda gozlenen bu etkilesimler monomer/excimer olarak tanimlanmistir [138].
Excimer olay1r nedeniyle trispiro yapidaki bilesik 8’in emisyon spektrumunda 390
nm’ de pik goriilmektedir. Excimer olayinin naftoksi substiue siklotrifosfazenler veya
yogun konsantrasyondaki poliaromatik hidrokarbonlarda goriildiigii literatiirde

bildirilmistir [139].
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Sekil 7.4: Bilesik 8’e ait floresans emisyon spektrumu.

125



7.5. Bilesik 9’a Ait Floresans Spektrumu

Bilesik 9’un THF icerisindeki 1x10° M lik ¢dzeltisinin 270 nm de uyarilmasi

ile elde edilen floresans emisyon spektrumunda emisyon maksimum degeri 313 nm

olarak bulundu (Sekil 7.5).
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Sekil 7.5: Bilesik 9’a ait floresans emisyon spektrumu.

7.6. Bilesik 10’a Ait Floresans Spektrumu
Bilesik 10°un THF icerisindeki 1x10° M lik ¢ézeltisinin 270 nm de uyarilmasi

ile elde edilen floresans emisyon spektrumunda emisyon maksimum degeri 325 nm

olarak bulundu (Sekil 7.6).
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Sekil 7.6: Bilesik 10°a ait floresans emisyon spektrumu.

7.7. Bilesik 11°e Ait Floresans Spektrumu

Bilesik 11’in THF icerisindeki 1x10™ M lik ¢dzeltisinin 270 nm de uyarilmasi
ile elde edilen floresans emisyon spektrumunda emisyon maksimum degeri 310 nm

olarak bulundu (Sekil 7.7).
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Sekil 7.7: Bilesik 11’e ait floresans emisyon spektrumu.
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7.8. Bilesik 12’ye Ait Floresans Spektrumu

Bilesik 12’nin THF icerisindeki 1x10™ M lik ¢dzeltisinin 270 nm de uyarilmasi
ile elde edilen floresans emisyon spektrumunda emisyon maksimum degeri 320 nm

olarak bulundu (Sekil 7.8).

o o
o O
O, o
\_“/_
/ T\
A/
'?—Z
o
\ o)
o —
(o}

Intencity (a.u)
N w iy
o o o

[EN
o
I

A

o
3

280 330 380 430 480
Dalga Boyu (nm)

Sekil 7.8: Bilesik 12’ye ait floresans emisyon spektrumu.

7.9. Bilesik 13’e Ait Floresans Spektrumu

Bilesik 13’Uin THF icerisindeki 1x10° M lik ¢ézeltisinin 270 nm de uyarilmasi
ile elde edilen floresans emisyon spektrumunda emisyon maksimum degeri 317 nm

olarak bulundu (Sekil 7.9).
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Sekil 7.9: Bilesik 13’e ait floresans emisyon spektrumu.

7.10. Bilesik 14’e Ait Floresans Spektrumu

Bilesik 14°(in THF igerisindeki 1x10™° M lik ¢6zeltisinin 270 nm de uyarilmasi
ile elde edilen floresans emisyon spektrumunda emisyon maksimum degeri 305 nm

olarak bulundu (Sekil 7.10).
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Sekil 7.10: Bilesik 14’e ait floresans emisyon spektrumu.
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7.11. Bilesik 15’e Ait Floresans Spektrumu

Bilesik 15’in THF icerisindeki 1x10™ M lik ¢dzeltisinin 270 nm de uyarilmasi

ile elde edilen floresans emisyon spektrumunda emisyon maksimum degeri 310 nm

olarak bulundu (Sekil 7.11).
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Sekil 7.11: Bilesik 15’e ait floresans emisyon spektrumu.

7.12. Bilesik 16’ya Ait Floresans Spektrumu
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Sekil 7.12: Bilesik 16’ya ait floresans emisyon spektrumu.
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Bilesik 16’nin THF icerisindeki 1x10™° M lik ¢ozeltisinin 270 nm de uyarilmasi
ile elde edilen floresans emisyon spektrumunda emisyon maksimum degeri 310 nm
olarak bulundu (Sekil 7.12).
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8. DNA ETKILESIMLERININ INCELENMESI

Tez kapsaminda, sentezlenen siklotrifosfazen tiirevi bilesiklerin DNA etkilesim
incelemeleri, MiSens biyosensér cihazinda yapildi. DNA etkilesim incelemeleri,
bilesiklerin DMSO (Dimetilsiilfoksit) ¢oziiciisiinde farkli konsantrasyonlarda ¢6zeltileri

hazirlanarak yapildi.

8.1. Bilesik 2 ve 9’un DNA Etkilesiminin Incelenmesi

Hibrit DNA ile, kimyasal bilesik olmadan alinan 6l¢imler 100 olarak kabul
edilmektedir. Bilesik 2 ve 9’un her biri ile ayr1 ayr1i DMSO ¢oziiciisii igerisinde 50,
100 ve 200 mM’lik konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlandi. 2 nolu baslangig
maddesinin 200 mM derisimde DNA etkilesim yiizdesi % 50 olarak hesaplandi. 9
nolu 4-hidroksikumarin siibstitiie siklotrifosfazen bilesiginin ise 200 mM derisimde
DNA etkilesim yiizdesi % 61.4’tiir. 2 nolu baslangic maddesine 4-hidroksikumarin
stibstitiie edilmesinin DNA ile etkilesim yiizdesini arttirdig1 acik¢a goriilmektedir
(Sekil 8.1).
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Sekil 8.1: Bilesik 2 ve 9’a ait MiSens cihazi DNA etkilesim analizi.
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8.2. Bilesik 4 ve 10’un DNA Etkilesiminin Incelenmesi

Bilesik 4 ve 10’un MiSens cihazinda gergeklestirilen DNA etkilesim analizi
sonuglar1 incelendiginde, 4 ve 10 nolu bilesikler ile aliman Slgiimlerde en yiiksek
etkilesim yiizdesi 200 mM konsantrasyonda goriildii. 4 nolu bilesik i¢cin DNA
etkilesim yilizdesi % 48 iken, 10 nolu bilesik icin % 77 olarak bulundu. Buradan 4
nolu baslangi¢ maddesine 4-hidroksikumarin stbstitie edilmesi sonucunda DNA

etkilesiminde % 29 oraninda bir artis gerceklestigi anlasilmaktadir (Sekil 8.2).
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Sekil 8.2: Bilesik 4 ve 10’a ait MiSens cihazi DNA etkilesim analizi.

8.3. Bilesik 6 ve 11’in DNA Etkilesiminin Incelenmesi

Bilesik 6 ve 11°in DNA etkilesim incelenmesi sonuglar1 200 mM konsantras-
yon i¢in sirasiyla % 45 ve % 40.2 olarak bulundu. Sonuglar incelendiginde, 6 nolu
bilesige 4-hidroksikumarin siibstitiie edilmesinin DNA etkilesim yiizdesinde anlamli

bir artisa neden olmadigi goriildii (Sekil 8.3).
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Sekil 8.3: Bilesik 6 ve 11’e ait MiSens cihaz1 DNA etkilesim analizi.

8.4. Bilesik 7 ve 12°nin DNA Etkilesiminin incelenmesi

Bilesik 7 ve 12°nin DNA etkilesim analizi sonuglarinda, konsantrasyon artigina
bagli olarak DNA etkilesim yilizdesinin arttig1 anlasildi. Goreceli DNA etkisi, her iki
bilesik i¢cin 200 mM konsantrasyonda en yiiksek seviyede gergeklesti. 7 nolu bilesik
icin DNA etkilesim yilizdesi % 55 iken 12 nolu bilesik i¢in ise % 76.8 olarak
hesaplandi. 7 nolu bilesige 4-hidroksikumarin stbstitie edilmesi sonucunda DNA

etkilesiminde % 21.8 oraninda artis gozlendi (Sekil 8.4).
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Sekil 8.4: Bilesik 7 ve 12’ye ait MiSens cihaz1 DNA etkilesim analizi.
8.5. Bilesik 6 ve 13’iin DNA Etkilesiminin Incelenmesi

Bilesik 6 ve 13’0Un DNA etkilesim analizleri, ¢6ztnirlik problemi nedeniyle
diisiik konsantrasyonlarda (12.5 mM, 25 mM ve 50 mM) incelendi. 6 nolu baslangi¢
maddesinin DNA etkilesim analizi sonuglarinda anlamli bir deger goriilmemesine
ragmen 13 nolu bilesik i¢in % 91.4 gibi oldukca yiiksek bir deger elde edildi.
Buradan 6 nolu baslangic maddesine 4-hidroksi-6-metilkumarin sibstitie

edilmesinin, DNA etkilesimini yiliksek oranda arttirdig1 anlagilmaktadir (Sekil 8.5).
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Sekil 8.5: Bilesik 6 ve 13’e ait MiSens cihazi DNA etkilesim analizi.
8.6. Bilesik 7 ve 14’iin DNA Etkilesiminin incelenmesi

Bilesik 7 ve 14’e ait DNA etkilesim analizi sonuglart1 50 mM konsantrasyon
igin sirasiyla % 27 ve % 80.3 olarak bulundu. Buradan 7 nolu bilesige 4-hidroksi-6-
metilkumarin siibstitiie edilmesi sonucu DNA etkilesim analizinde % 53.3 oraninda

bir artis gergeklestigi anlasildi (Sekil 8.6).
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Sekil 8.6: Bilesik 7 ve 14’°e ait MiSens cihazit DNA etkilesim analizi.

8.7. Bilesik 6 ve 15’in DNA Etkilesiminin Incelenmesi

Bilesik 6 ve 15’e ait DNA etkilesim analizi sonuglarinda 6 nolu baglangi¢
maddesi i¢in anlamli bir sonu¢ goézlenmedi. 6 ve 15 nolu bilesikler i¢in 50 mM
konsantrasyonda DNA etkilesim analizleri sirasiyla % 4.4 ve % 56.1 olarak
hesaplandi. Sonuglar degerlendirildiginde, 6 nolu baslangic maddesine 4-hidroksi-
6,7-dimetilkumarin siibstitiie edilmesi durumunda, DNA etkilesim analizinde % 51.7

oraninda bir artig goriildii (Sekil 8.7).
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Sekil 8.7: Bilesik 6 ve 15’¢e ait MiSens cihazi DNA etkilesim analizi.

8.8. Bilesik 7 ve 16’nin DNA Etkilesiminin Incelenmesi

Bilesik 7 ve 16’nin DNA etkilesim analizi sonuglart incelendiginde 50 mM
konsantrasyonda 7 bilesigi i¢cin % 27, 16 bilesigi i¢in % 77.8 oraninda DNA
etkilesimi hesaplandi. 7 bilesigine 4-hidroksi-6,7-dimetilkumarin sibstitie edildi-
ginde DNA etkilesiminde % 50.8 oraninda artis goriildii (Sekil 8.8).

138



Goreceli DNA Etkisi (%)

m16
ny

50 "
Konsantrasyon

(mg/mL)
Bilesik No

Sekil 8.8: Bilesik 7 ve 16’ya ait MiSens cihazi DNA etkilesim analizi.
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9. SONUCLAR VE TARTISMA

Siklofosfazenler, farkli niikleofillerle yeni tiirde ve oOzellikte bilesiklerin
sentezlenmesine olanak saglamasi bakimindan oldukga fazla arastirmanin yapildig
bilesik siniflar1 arasinda yer almaktadir. Aromatik reaktiflerle siklofosfazenlerin
reaksiyonu sonucu floresans ozellik gosteren bilesikler elde edilebilmektedir. Bu
bilesiklerin floresans sensor, biyosensor, metal sensor gibi bir¢ok 6zellik sergiledigi
bilinmektedir. Kumarin bilesikleri ise, benzopiranlar olarak bilinen heterosiklik
bilesiklerdir. Kumarin tiirevleri, yapilarinda bulunan gruplara bagl olarak ¢ok farkl
Ozellik sergileyebilmeleri nedeniyle, birgok arastirmacinin ilgisini ¢eken kimyasal
bilesiklerdir.

Bu ¢aligmada, difonksiyonlu aromatik reaktifler olan 1,1’-metilen-di-2-naftol
ve 2,2’-dihidroksifenilmetan ile trimerin ayr1 ayri reaksiyonundan mono-spiro ve di-
spiro yapidaki baslangic maddeleri elde edildi (1-8). Elde edilen bu bilesikler ile 4-
hidroksikumarin, 4-hidroksi-6-metilkumarin  ve  4-hidroksi-6,7-dimetilkumarin
bilesiklerinin ayr1 ayr1 reaksiyonlari gergeklestirildi (9-16). Sentezlenen ve izole
edilen tim Grdnler (1-16) uygun yontemlerle saflastirildiktan sonra tiriinlerin yapilari
kitle (MALDI-TOF), 3P, *H NMR spektroskopisi ve tek kristal X-1gin1 kirinimi
teknigi (1, 2, 4, 6, 7) ile aydinlatildi. Sentezleri gerceklestirilen siklotrifosfazen
bilesiklerinin fotofiziksel Ozelliklerini arastirmak i¢in UV-Vis ve fluoresans
spektrofotometresi  kullanildi. Bilesiklerin, tetrahidrofuran igerisinde sogurma
(absorbsiyon) ve floresans spektrumlari incelendi.

Sentezlenen siklotrifosfazen bilesiklerinin tetrahidrofuran igerisinde uygun
konsantrasyonlarda (1x10* M — 1x10° M araliginda) sogurma(absorpsiyon)
spektrumlari incelendiginde genel olarak bilesiklerin 220, 240, 260, 270, 280, 290,
300, 310, 320 nm’lerde sogurma bantlarinin oldugu belirlendi.

Bilesiklerin tetrahidrofuran igerisinde uygun konsantrasyonlarda (1x10* M —
1x10™ M araliginda) floresans emisyon spektrumlar incelendi. Bilesiklerin emisyon
spektrumlarinda genel olarak 284-390 nm araliginda degisen degerlerde emisyon
bantlar1  goriildii. Baslangic maddelerinin  floresans emisyon spektrumlari
degerlendirildiginde, naftoksi grubu igeren siklotrifosfazenlerin fenoksi grubu igeren

siklotrifosfazen tlirevlerinden daha yiiksek emisyon siddetine sahip oldugu goriildii.
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Naftoksi siibstitiie siklotrifosfazen tiirevlerinde trispiro yapidaki bilesik 8’in naftoksi
gruplarinda bulunan aromatik yapidaki ¢ift baglarin arasinda goriilen kovalent
olmayan m-n etkilesimleri sonucunda yapida floresans emisyon siddetinin arttigi
anlasilmaktadir. Bunun yaninda naftol gruplari arasinda gozlenen bu etkilesimler
monomer/excimer olarak tamimlanmistir [138]. Excimer olayr nedeniyle trispiro
yapidaki bilesik 8 i¢in 390 nm’ de pik goriilmektedir. Excimer olaymin naftoksi
substiue  siklotrifosfazenler veya yogun konsantrasyondaki  poliaromatik
hidrokarbonlarda goriildiigii literatiirde bildirilmistir [139].

Kumarin stibstitiie siklotrifosfazen bilesiklerinde floresans emisyon siddetinin
baslangi¢ maddelerinden daha diisiik oldugu goriildi. 4-Hidroksi-6-metilkumarin
stibstitiie siklotrifosfazen bilesiklerinin (13,14) floresans emisyon spektrumunda, 4
adet kumarin grubu igeren bilesik 13’iin floresans emisyon siddetinin 2 adet kumarin
grubu iceren bilesik 14’iin floresans emisyon siddetinden daha yiiksek oldugu
goriildi (Sekil 9.1).
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9.1: Bilesik 13 ve 14’iin floresans emisyon spektrumu.

4-Hidroksikumarin substitte siklotrifosfazenler (9, 10, 11 ve 12) ile baslangig
maddelerinin (2, 4, 6 ve 7) MiSens biyosensor cihazinda gergeklestirilen DNA
etkilesim analizi sonuglar1 incelendiginde, biitiin bilesiklerin DNA etkilesim oraninin
200 mM konsantrasyonda en yiiksek seviyeye ulastigi goriilmektedir. Baslangig
maddeleri igerisinde en yiiksek DNA etkilesim oran1 7 nolu bilesikte % 55 olarak
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hesaplandi. Baslangic maddelerine 4-hidroksikumarin siibstitiie edildiginde DNA
etkilesim oraninin tiim bilesiklerde (9, 10, 11 ve 12) daha yiiksek oranda
gerceklestigi goriildii. 4-Hidroksikumarin siibstitie siklotrifosfazenler icerisinde 10
ve 12 nolu bilesiklerde en yiiksek oranda DNA etkilesimi hesaplandi. 10 ve 12
bilesiklerine ait DNA etkilesim oranlar1 sirasiyla %77, % 76.8 olarak bulundu (Sekil
9.2).
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9.2: Bilesik 2, 4,6, 7, 9, 10, 11 ve 12°nin DNA Etkilesim Analizleri.

4-Hidroksi-6-metilkumarin stbstitie siklotrifosfazenler (13, 14) ve 4-hidroksi-
6,7-dimetilkumarin sibstitle siklotrifosfazenler (15, 16) ile baslangi¢ maddelerinin
(6,7) MiSens biyosensor cihazinda gergeklestirilen DNA etkilesim analizi sonuglari
Sekil 9.3°de goriilmektedir. Kumarin stibstitiie siklotrifosfazenlerin ¢oziiniirliik
problemi nedeniyle DNA etkilesim analizleri diisiik konsantrasyonlarda (12.5 mM,
25 mM ve 50 mM) incelendi. Sonuglar degerlendirildiginde, baslangic maddelerinin
bu konsantrasyonlarda DNA etkilesim oranlarinin ¢ok diisiik oldugu goriilmesine
ragmen, kumarin siibstitiie siklotrifosfazenlerin oldukca yiiksek DNA etkilesimi

gosterdigi anlasildi. 4-hidroksi-6-metilkumarin stbstitte siklotrifosfazenler igerisinde
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bilesik 13 i¢in DNA etkilesim oran1 % 91.4, 4-hidroksi-6,7-dimetilkumarin stibstitie
siklotrifosfazenler icerisinde bilesik 16 icin DNA etkilesim orani ise % 77.8 olarak
hesaplandi (Sekil 9.3).
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9.3: Bilesik 6, 7, 13, 14, 15 ve 16’nin DNA etkilesim analizleri.

Uzun ve zahmetli bir siire¢ gerektiren ilag gelistirme asamasinda, aday
bilesiklerin tespiti i¢in hizli, ekonomik ve duyarli ©On tarama testlerinin
gergeklestirilebilecegi cihazlar her gegen giin 6nem kazanmaktadir. Bu baglamda, tez
caligmas1 kapsaminda sentezlenen bilesiklerin, MiSens biyosensor cihazinda 6n
tarama calismalart  gergeklestirildi.  4-Hidroksi-6-metil  kumarin  sibstitlie
siklotrifosfazen tlrevlerinin diisiik konsantrasyonlarda dahi yiiksek DNA etkilesimi
gosterdigi belirlendi. Bu sayede yiiksek DNA etkilesimi gosteren bilesiklerin, bir
sonraki biyolojik aktivite ¢alismalar1 kapsaminda in-vitro ve in-vivo deneyleri igin
aday bilesikler olabilecegi tespit edildi.

Tez c¢alismasindan elde edilen sonuglarin bir bolimi Journal of Molecular
Structure [133] ve Inorganica Chimica Acta [137] dergilerinde yayinlandi.
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