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METiYONIN BiYOMOLEKULU iLE MODIFiYE EDILMIS
KROMENILYUM -SiYANIN FLORESAN PROBUN SENTEZIi, CEVREDE
VE CANLI HUCRELERDE CIVA(I1) ANALIZi UYGULAMALARI

OZET

Standart kosullarda sivi halde bulunan civa, nanometre, termometreler, barometre,
kozmetik ve amalgam yapimi gibi bir¢ok alanda kullanilan bir metaldir. Civa
elementel, inorganik ve organik formlarinda bulunmakta olup, her biri farkli
Ozelliklere sahiptir. Elementel hali, s1vi halde ve diisiik emilim riskine sahip formudur
ancak buhar basincina sahip oldugundan civa buhari, akcigerde emilim riski
gbsterebilir. Inorganik civa, gecmiste ilag olarak da kullanilmus, ¢oziiniirliikleri ile
orantili olarak zehirli tiirlerdir. Canlilar i¢in en zehirli formu olan organik civa tiirevleri
ise, insan viicudunda tiimore sebebiyet verebilir.

Agir metal tiirleri arasinda canliligl en ¢ok tehdit eden tiirlerden bir tanesi olan civa,
biyoparcalanirhiginin diisiik olmasi ve besin zincirinde birikiyor olmasi sebebiyle,
canlilar i¢in olumsuz etkiler meydana getirebilmektedir. Civa birikimi, bagisiklik
sistemi bozuklugu, organ iflasi, bilis ve hareket kaybi, DNA hasari, kanser ve sakat
dogumlar gibi anomalilere neden olabilir. Diinyanin ¢esitli bolgelerinde civa kaynakli
vakalarin ortaya ¢ikmasiyla birlikte civanin saglhiga zararli bir tiir oldugu ortaya
konmus ve bu konuda ¢aligmalar diinya capinda ilgi gormeye baslamistir. Giiniimiizde
is yerlerinin daha siki denetlenmesiyle birlikte, insanlara ¢esitli civa formlarinin
maruziyetinin azaltilmast miimkiin olmussa da, hala civa zehirlenmesi kaynakli
hastaliklar goriildiigiinden, bu tiir durumlar i¢in miidahaleler 6nemli bir yer
tutmaktadir.

Diisiik konsantrasyon degerlerinde bile zehirli olabilen civanin, etkin olarak tayini igin
giiniimiizde atomik absorpsiyon spektroskopisi, indiiktif eslesmis plazma/atomik
emisyon spektrometresi gibi cihazlarin yani sira florometrik ve kolorimetrik sensorler
de kullanilmaktadir. Civanin hassas olarak tayini i¢in, rodamin, siyanin, BODIPY,
kromenilyum-siyanin gibi platformlar prob tasariminda kullanilmigtir.

Kromenilyum-siyanin boyalar1 yakin kizildtesi bolgede absorpsiyon ve emisyon
yapan, ksanten halkasina sahip bir boya tipidir. Rodamin bilesiklerinde oldugu gibi
yiiksek kuantum verimi ve molar absorpsiyon katsayisi gibi {istiin fotofiziksel
ozelliklere sahip olmasinin yani sira, siyanin boyalarindaki gibi yakin kizilétesi
bolgesinde calisilabilme imkani sunmaktadir. Kromenilyum-siyanin boyalar1 rodamin
boyalarinda oldugu gibi uygun analit varliinda spirohalka a¢ma kapama
mekanizmasiyla birlikte analiz yapmaya uygundur. Rodamin boyalarindaki yakin
kizil6tesinde ¢alisilamama problemi ile siyanin boyalarindaki diisiik kuantum verimi
problemleri kromenilyum-siyanin boyalari ile 6nemli 6l¢iide asilmustir.

Kromenilyum-siyanin boyalari, karboksilik asit formunda iken, genis bir pH araliginda
yiiksek absorpsiyon ve emisyon siddetine sahipken, yiiksek pH degerlerinde (>11)
sprilakton olusumu sebebiyle diisiik absorpsiyon ve emisyon siddetine sahiptir. Amid
formu goz Oniine alindiginda ise, asidik pH degerlerinde spirohalka a¢ik formda ve
yiikksek emisyona sahipken, bazik kosullarda ise spirolaktam formunda ve diisiik
emisyona sahip bir formda yer almaktadir. Bu yiizden fizyolojik kosullarda halka
kapali-acik gecisleri iizerinden caligmaya uygun bilesikler olarak goriilmektedir.
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Kromenilyum-siyanin boyalar1 farkli bilesiklerin baglanmasi ile farkli fotofiziksel
Ozelliklere sahip olarak, florofor dizayni i¢in kullanima uygundur.

Bu calismada secici, hassas, hizli ve genis bir dogrusal aralikta Hg?* analizi
yapabilmek maksadiyla, yeni tip kromenilyum-siyanin tabanli bir prob olan CSME ile
calisilmgtir.

CSME (Metil  (2S)-2-(((1Z,2E)-2-(((E)-6'-(dietilamino)-3-okso-4'-(2-((E)-1,3,3-
trimetilindolin-2-iliden)etiliden)-1',2",3",4'-tetrahidrospiro[isoindolin-1,9'-ksanten]-2-
il)imino)etiliden)amino)-4-(metiltiyo)butanoat) probu 6 kademelik bir reaksiyon
lizerinden sentezlenmistir. 3-Dietilaminofenol ve ftalik anhidritten baslanarak ilk
kademede bir benzofenon tiirevi olan 1 numarali bilesik toluen varliginda 3-
dietilaminofenol ve ftalik anhidritin kaynatilmasiyla sentezlenmistir. Bir sonraki
kademede kromenilyum tiirevi olan 2, 1 numarali bilesigin stlfiirik asit ve
siklohekzanon varliginda kaynatilmasinin ardindan perklorik asit varliginda
coktiiriilmesiyle elde edilmistir. 2 numarali bilesigin asetik anhidrit icerisinde Fischer
aldehit ile tepkimesi sonucunda calismadaki ana iskelet yapisi olan CS2 elde
edilmistir. BOP ve hidrazin hidrat ile tepkimeye sokulan CS2, spirolaktam yapisindaki
CS2H yapisint meydana getirmistir. Devaminda CyR bilesigini olusturmak igin
CS2H, THF igerisinde, glioksal ile tepkimeye sokulmustur. Nihai iiriin olan
biyokarakter tagiyan CSME ise metiyonin metil esterinin nikel(Il) nitrat varliginda
CyR ile tepkimesi sonucunda sentezlenmistir. Sentezi gergeklestirilen tiim iriinler,
'H-NMR, C-NMR, kiitle spektroskopisi, FTIR gibi ¢ok bilinen spektral ydntemlerle
karakterize edilmistir.

CSME probu cesitli metal iyonlarmn (Li*, Na*, K*, Cs*, Mg?*, Ca?*, Sr**, Ba?*, Mn?*,
Fe?*, Fe**, Co?", Ni?*, Cu?*, Zn?*, Cd?* ve Pb?*) ve anyonlarm (SO4>, CN", COs%, S*
., CI, NOs", EDTA%, AcO,, SCN-, Br ve I) varliginda yanit vermezken, ng+
varliginda sulu asetonitril ortaminda UV-goriiniir bolge spektroskopisinde 711 nm
dalga boyunda bir absorpsiyon artis1 gozlenirken, floresan spektroskopisinde 740 nm
dalga boyunda bir emisyon artig1 goriilmiistiir. Bu degisimlerle birlikte ucuk sar1 renkli
cozelti, yesil renge donismiistiir. Yakin kizilotesi bolgede UV-—goriinlir bolge
spektroskopisinde 6,29 x 1078 — 1,86 x 107* M ve floresan spektroskopisinde 9,49 x
10° — 1,13 x 107° M araliklarinda calisabilen CSME, 4,93 x 10°° M (0,99 ng/mL)
LOD degerine sahiptir. Hg?* analizini, floresan ve UV-gériiniir spektroskopilerinin
yaninda cep telefonu uygulamasi yardimi ile igme ve musluk suyu 6rneklerinde de
yiiksek geri kazanim degerleriyle birlikte gergeklestirilmistir. CSME probu ve Hg?*
arasindaki etkilesim DFT kullanilarak Gaussian programi vasitasiyla kuantum
mekaniksel olarak incelenmistir. 3T3 hiicrelerinde goriintiilleme yapilarak biyolojik
uygulamalarda kullanilmas1 miimkiin olmustur.

XXiv



SYNTHESIS OF A METHIONINE BIOMOLECULE-MODIFIED CHROMENYLIUM-
CYANINE FLUORESCENT PROBE AND ITS APPLICATION OF MERCURY/(II)
ANALYSIS IN THE ENVIRONMENT AND LIVING CELLS

SUMMARY

Mercury, a metal that is liquid under standard circumstances, is utilized in various
products, including nanometers, thermometers, barometers, cosmetics, and amalgam
manufacturing. There are three different types of mercury: organic, inorganic, and
elemental. Although liquid elemental form of mercury that has a minimal absorption
risk, due to its vapor pressure, mercury vapor may increase the risk of lung absorption.
Inorganic mercury is dangerous in proportion to its solubility and has previously been
employed in medicine. The most hazardous type of mercury for living things is organic
mercury compounds, which can result in cancers in humans.

Due to its low biodegradability and accumulation in the food chain, mercury, one of
the heavy metal species that poses the greatest hazard to life, can have a severe impact
on living organisms. The buildup of mercury can result in anomalies such weakened
immunity, organ failure, memory and mobility loss, DNA damage, cancer, and birth
deformities. Studies on this topic have started to draw attention from all over the world
since incidences of mercury-related illness have been reported in many different places
of the world. While it has been able to lower human exposure to different types of
mercury through tougher occupational inspections, interventions for such patients are
nevertheless crucial because diseases brought on by mercury poisoning still happen.

Mercury, which can be harmful even at low concentrations, can now be determined
effectively using tools like atomic absorption spectroscopy, inductively coupled
plasma/atomic emission spectrometry, as well as fluorometric and colorimetric
sensors. Sensors including rhodamine, cyanine, BODIPY, and chromenylium-cyanine
platforms were designed as probes for the sensitive measurement of mercury.

Rhodamine dyes are a fluorophore belonging to the xanthene family of the compounds.
Rhodamine dye, is a dye used in areas such as textile paper, plastic, leather and laser
dyes. Rhodamine dyes have unique photophysical properties such as high absorption
coefficient and high quantum yield. Rhodamines may exhibit different photophysical
properties depending on the substituents and counterions they contain. Solutions of
rhodamines derivatized from different positions show different absorption and
emission, while changes in fluorescence lifetime and quantum yields can be observed.
In rhodamine compounds, there is a state of equilibrium between the closed (non-
fluorescent) form and the open (fluorescent) form under neutral conditions.
Fluorescent active solutions can be obtained in acidic solutions, while fluorescent
inactive solutions can be obtained in high pH conditions.

Cyanine dyes are one of the most studied compounds among synthetic dyes. Cyanine
dyes are used in lasers and solar cells in photography. Cyanine dyes are formed by
conjugating two nitrogen-containing heterocyclic structures. Cyanine dyes are
compounds that can absorb and emit in the visible and near infrared regions, used in a
very wide wavelength range. Absorption and emission maxima in cyanine dyes vary
depending on the length of the polymethine bridge between the heterocyclic structures.
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Although cyanine dyes have been studied in the near infrared region, their low
quantum vyield is a handicap for this dye type.

Chromenylium-cyanine dyes are a type of dye with a xanthene ring that absorbs and
emits in the near infrared region. In addition to having superior photophysical
properties such as high quantum yield and molar absorption coefficient, as in
rhodamine compounds, it offers the opportunity to be studied in the near infrared
region, as in cyanine dyes. Chromenylium-cyanine dyes are suitable for analysis with
the spiroring opening and closing mechanism in the presence of the appropriate
analytes, as in rhodamine dyes. The problem of inability to work in the near infrared
in rhodamine dyes and the low quantum yield problems in cyanine dyes have been
significantly overcome by chromenylium-cyanine dyes.

Chromenylium-cyanine dyes, when in the carboxylic acid form, have high absorption
and emission intensity in a wide pH range, but at high pH values (>11) they have low
absorption and emission intensity due to the formation of sprilactone. Considering the
amide form, at acidic pH values, chromenylium-cyanine dyes are in the spiroring-open
form and have high emission, while in basic conditions, dyes are in closed spirolactam
form and with low emission and absorption values. They therefore seem to be
appropriate chemicals to research ring-closed-open transitions in physiological pH
levels. With derivation with various species, photophysical characteristics of
chromenylium-cyanine dyes can alter to create miscellaneous fluorophores.

In this study, CSME (methyl (2S)-2-(((1Z,2E)-2-(((E)-6'-(diethylamino)-3-0x0-4'-(2-
((E)-1,3,3-trimethylindolin-2-ylidene)ethylidene)-1',2",3",4'-tetrahydrospiro
[isoindoline-1,9'-xanthen]-2-yl)imino)ethylidene)amino)-4-(methylthio)butanoate) a
new type of chromenylium-cyanine-based probe, was used to analyze Hg?* in a
selective, sensitive, rapid and wide linear range.

The CSME probe was synthesized through a 6-step reaction. Starting from 3-
diethylaminophenol and phthalic anhydride, compound number 1, which is a
benzophenone derivative, was synthesized in the first step by boiling 3-
diethylaminophenol and phthalic anhydride in the presence of toluene. In the next step,
2, which is a chromenylium derivative, was obtained by boiling compound 1 in the
presence of sulfuric acid and cyclohexanone and then precipitated with perchloric acid.
As a result of the reaction of the compound number 2 with Fischer aldehyde in acetic
anhydride, CS2, the main skeleton structure in the study, was obtained. CS2 was
reacted with BOP and hydrazine hydrate to form the CS2H structure in the spirolactam
structure. Subsequently, CS2H was reacted with glyoxal in THF to form the CyR
compound. The final product, CSME, which carries biocharacter, was synthesized as
a result of the reaction of methionine methyl ester with CyR in the presence of
nickel(1l) nitrate. All synthesized products were characterized by well-known spectral
methods such as *H-NMR, *C-NMR, mass spectroscopy and FTIR.

While the CSME probe did not respond in the presence of miscellaneous metal cations
Li*, Na*, K*, Cs*, Mg?*, Ca?*, Sr?*, Ba®*, Mn?*, Fe?*, Fe3*, Co?*, Ni?*, Cu?*, Zn?*, Cd**
and Pb?*) and anions (SO4%, CN-, CO3*, S*, CI', NOs", EDTA?, AcO", SCN", Br-and
I") an absorption increase was observed at 711 nm in UV-visible spectroscopy in
aqueous acetonitrile environment in the presence of Hg?*, while an emission increase
was observed at 740 nm in fluorescence spectroscopy. With these changes, the pale
yellow solution turned into green. CSME, which can operate in the near infrared
region between 6.29 x 1078 — 1.86 x 107 M in UV—visible spectroscopy and 9.49 x
10° — 1.13 x 10 M in fluorescence spectroscopy. CSME has limit of detection
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(LOD) value (4.93 x 10°° M (0.99 ng/mL)) lower than EPA values. In addition to
fluorescence and UV-visible spectroscopy, Hg?* analysis was carried out with high
recovery values in drinking and tap water samples with the help of a mobile phone
application. The interaction between the CSME probe and Hg?* was studied quantum
mechanically through the Gaussian program using DFT. By imaging 3T3 cells, it has
become possible to use them in biological applications.
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1. GIRIS

Rodamin boyalar1 ksanten bilesik ailesine ait bir florofordur. Sentetik boyar
maddelerin ilk 6rneklerinden olan rodamin boyasi tekstil, kagit, plastik, deri, lazer
boyalar1 gibi alanlarda kullanilan bir boyadir. Rodamin boyalari, yiiksek absorpsiyon
katsayist ve yiiksek kuantum verimi gibi essiz fotofiziksel oOzelliklere sahiptir.
Rodaminler icerdigi siibstituentler ve karsit iyonlara bagl olarak farkli fotofiziksel
ozellikler gosterebilir. Farkli konumlardan tiirevlendirilen rodaminlerin ¢ozeltileri,
farkli absorpsiyon ve emisyon gosterirken, floresan émrii ve kuantum verimilerinde
degisiklikler goriilebilir. Rodamin bilesiklerinde notral kosullarda kapali (floresan
olmayan) formu ile agik (floresan) formu arasinda bir denge hali s6z konusudur.
Asidik ¢ozeltilerde floresan aktif ¢ozeltiler elde edilirken, yiiksek pH kosullarinda
floresan inaktif ¢ozeltiler elde edilebilir[1-7].

Siyanin boyalari sentetik boyalar i¢erisinde en ¢ok calisilan bilesiklerden bir tanesidir.
Siyanin boyalari, fotografcilikta, lazerlerde, giines pillerinde kullanilmaktadir. Siyanin
boyalar1 2 adet azot igeren heterosiklik yapinin konjuge bir sekilde birbirine
baglanmasiyla meydana gelmektedir. Siyanin boyalari, ¢cok genis bir dalga boyu
skalasinda kullanilan, goriinlir ve yakin kizilotesi bolgede absorpsiyon ve emisyon
yapabilen bilesiklerdir. Siyanin boyalarinda absorpsiyon ve emisyon maksimumlari,
heterosiklik yapilarin arasinda yer alan polimetin koprii uzunluguna gore degisiklik
gosterir. Siyanin boyalar1 yakin kizilotesi bolgede calisiliyor olmasina karsin, diisiik

kuantum verimleri bu boya tipi i¢in bir handikap olusturmaktadir[8—10].

Kromenilyum-siyanin boyalari, rodamin boyalarinin, halka agma kapama 6zelligi ve
giiclii fotofiziksel 6zellikleri ile siyanin boyalarinin yakin kizilotesi bolgede emisyon
ve absorpsiyon yapmasi 0zelliklerini bir arada biinyesinde barindirmasi nedeniyle 6zel

bir yere sahiptir[11].

Bu calismada literatiirde ilk kez sentezlenen kromenilyum-siyanin tipi bir bilesik olan
CSME, bir kromenilyum-siyanin bilesigi olan CS2 bilesiginden (Sekil 1.1) tiiretilerek

sentezlenmis ve {izerinden Hg?" tayininin segici, hassas, hizl1 bir sekilde yapilmas1



planlanmistir. Uv-goriiniir bolge ve floresan spektroskopik yontemlerinin yani sira,
cep telefonuna yiiklenen bir uygulama yardimiyla secici ve hassas olarak Hg?* tayini
musluk ve igme suyu Orneklerinde gerceklestirilmistir. Buna ek olarak, canli

hiicrelerde, CSME probu yardimiyla Hg?" analizi basariyla yapilmustir.

s

Sekil 1.1 : a) Kromenilyum-siyanin bilesigi 6rnegi. b) CSME bilesigi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Civa

Kentsel ve endiistriyel aktiviteler sonucu, su, toprak ve havada meydana gelen agir
metal kirliligi, tim diinyada biiyiik bir problem haline gelmistir. Katyonik haldeki
metaller, biyolojik sistemlerin niikleofilik kisimlart ile etkilesime girerek, doku ve
organlarda zehirli etki gostermektedir. Civa, kursun, krom, kadmiyum ve arsenik insan
zehirlenmesinde en sik goriilen agir metal tiirleridir. Bu tiirler igerisinde civa,

endiistriyel manada hava ve suyu en ¢ok kirleten agir metaldir[12—-14].

Crva, insanlik tarihinin son 3000 yilinda, insanligin kullaniminda yer alan, standart
kosullarda s1vi halde bulunan tek metaldir. Civa, termometre, barometre, manometre,
beyazlatict kozmetik ve amalgam yapimi gibi bircok farkli alanda
kullanilmaktadir[15,16]. Cin kaynaklarinda, sinabar madeninin (HgS) ilk olarak
kirmiz1 miirekkep olarak kullanildigi ge¢cmektedir. Stvi haldeki metalik formu ise,
simyacilar arasinda en popiiler metallerden birisi olarak kullanilmistir. Civa bilesikleri
uzun siiredir antiseptik ve koruyucu olarak kullanilmaktadir. Civa, glimiis, bakir ve
diger metallerin bir karigimi, 19. yiizyildan itibaren dis dolgularinin temeli haline

gelmistir(Sekil 2.1).

Crva ismi “hydrargyrum”, yani siv1 giimiisten gelir. Civa, elementel (Hg?), inorganik
(Hg*, Hg?") ve organik c1iva (R—Hg, R:metil, etil, fenil vs.) olmak iizere ii¢ kategoride
incelenebilir[17]. Sivi elementel formu, diisiik miktarda emildiginden dolay1 saglik
riski diisiik seviyededir, fakat ugucu bir yapida oldugundan, buhar1 akcigerde
absorplanip, zehirlenme meydana getirebilir. Inorganik civa, tarihsel olarak frengi ve
ishal ilac1 olarak kullanilmis, ¢dziiniirliikleri nispetinde zehirli olan tiirlerdir. Insan
vuciidunda tiimore sebep veren bir organik civa tiirevi olan metil civa, civanin en
zehirli formudur. Bir norotoksin olan metil civa, enzim baglanma mekanizmasini
bozar ve protein sentezinin bozulmasina neden olur. Ayrica inorganik civa ve dzellikle
¢Oziiniir civa tiirleri, aerobik kosullar altinda mikroorganizmalarin etkisiyle metil

civaya doniisebilir[18,19].
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Sekil 2.1 : Civa metaline ait bilgiler.

En yiiksek zehirlilige sahip ve agir metallerden biri olan civa, canlilar1 tehdit eden en
Oonemli unsurlardan birisidir. Biyoparcalanirliginin diisiik olmas1 ve besin zincirinde
birikiyor olmasi nedeniyle insan vuciidunda gesitli olumsuz etkilere sebep olabilir.
Civa birikimi sonucunda, bagisiklik sistemi bozuklugu, beyin ve DNA hasari, bobrek
iflasi, bilis ve hareket kaybi, sakat dogumlar ve kanser gibi hastaliklara neden
olabilmektedir[20-24].

Mesleki civa zehirlenmesi, 19. yiizyilda Avrupa'daki sapka imalat iscilerinde siklikla
goriiliiyordu. Kore'de, 1980'lerden 2000'lerin baslarina kadar termometre imalatinda,
floresan lamba imalatinda ve atik isleme tesislerinde yiiksek konsantrasyona maruz
kalma nedeniyle civa zehirlenmesi kurbanlar1 goriildii. Civanin sagliga zararli olusu,
1956'da Japonya'da Minamata hastaliginin patlak vermesi nedeniyle iyi bilinir hale
geldi ve diinya capinda ilgi gordii. Olayda, bir giibre fabrikasinda asetaldehit
liretiminin yan Uriinii olarak olusan metilciva, yakinlardaki kiyiya uzun siire salinarak
balik ve kabuklular dahil deniz ekosistemini kirletti. Bolgeden deniz iriinleri yiyen
sakinlerin yaklasik 5000 kadar1 6ldii veya yaralandi. Daha sonraki siiregte, civanin
neden oldugu vakalar, Irak, Iran ve Tanzanya'da da bildirildi. Minamata Sézlesmesinin
sonucunda, ¢evresel bir toksin olarak civanin 6nemi vurgulanmistir. 21. ylizyilda, is
yerlerinin daha siki cevre yonetimi, is yerlerinde metal ve inorganik civanin
solunmasindan kaynaklanan civa zehirlenmesi vakalarini azaltmistir. Bununla birlikte,
bircok is¢inin ¢esitli mesleklerde civaya maruz kaldig1 g6z oniine alindiginda, mesleki
maruziyet nedeniyle civa zehirlenmesi olasiligi hala mevcuttur ve bu tiir durumlar i¢in

miidahaleler gereklidir[15].



Diisiik konsantrasyonlarda bile zehirli olan civa, insan hayatini olumsuz ydnde
etkilediginden, segici, hassas,yerinde ve hizli bir sekilde civa tespiti ve eser miktarda
tayini zamanla ¢ok onemli hal almistir[25]. Bu sebeple, civanin tayini i¢in atomik
absorpsiyon  spektroskopisi[26], indiiktif eslesmis plazma/atomik emisyon
spektrometresi[27], voltametri[28], atomik floresan spektroskopisi[29] gibi
yontemlerin yani sira florometrik ve kolorimetrik sensorler de kullanilmaktadir.
Civanin hassas olarak tayini i¢in, rodamin[30], siyanin[31], BODIPY[32],
kumarin[33], piren[34] ve kinon[35] gibi tiirler kullanilmistir.

2.2 Rodamin Boyalari

Rodamin boyalar1 floresin ve eosin boyalariyla beraber ksanten bilesik ailesine ait bir
florofordur[1]. Rodaminlerin ilk olarak eldesi, 1856 yilinda gergeklesen hatali bir
senteze dayanir. William Perkin’in N-alliltoluidin iizerinden sitma ilaci olarak
kullanilacak olan Kininin sentez denemesinde ilk sentetik boya olan mauvini
sentezlemistir. Perkin’in bu bulusundan 6nce tiim ticari boyalar, sebzeler, bocekler ve
omurgasizlar gibi dogal kaynaklarin par¢alanmasi ve sikilmasi ile elde edilirdi. Bu
gelismeyle birlikte, renkli kimyasallarin hazirlanmasi biiyiik heyecan yaratmis ve
modern kimya endiistrilerinin kurulumuna 6n ayak olmustur. On bes y1l sonra, 1871
yilinda, Adolf von Baeyer’in resorsinol ve ftalik anhidritin tepkimesi sonucunda elde
ettigi yesil renkli bilesige, alkol ortamindaki yogun floresan 6zelligi sebebiyle floresin
ismini verdi. 1887 yilinda ise, endiistriyel kimyaci Ceresole, 3-aminofenol tiirevleri
tizerinden yaptig1 denemeler sonucunda, daha kirmiziya kayan boyalar elde etti. Bu
bilesigi, Yunanca giil anlamina gelen rhodon kelimesinden esinlenerek rodamin olarak
isimlendirdi. Ceresole’nin ilk ¢alismasi 3-dimetilaminofenol ile ftalik anhidritin
tepkimesi sonucunda elde ettigi tetrametilrodamin, pembe renkli, yiiksek floresan
siddetine sahip bir boyaydi[36,37]. Rodamin B ve bir¢ok rodamin tiirevi ise Noelting
ve Dziewonski tarafindan 1905 yilinda sentezlendi[38,39]. Sekil 2.2°de floresin,

tetrametilrodamin ve rodamin B boyalar1 gosterilmistir.

Rodamin boyalari, tekstil, kagit, plastik, lazer boyasi, floresan kuantum verimi
standarti, baski, biyomedikal ve deri gibi endiistrilerde yaygin olarak kullanilan bir
boyadir. Rodamin boyalari, biyomedikal aragtirmalarda floresan isaretleyici olarak
kullanilirken, diger alanlarda da renklendirici, su isaretleyici veya fotoaktifleyici ajan

olarak kullanilabilirler. Ksanten boyalar i¢inde ¢evreye en duyarli olmasi1 ve amfoterik



yapist sayesinde rodamin B, yemek ve kumas sektoriinde boyama ajani olarak
kullanilmigtir. Mol kiitlesi 479,02 g/mol olan rodamin B, IUPAC isimlendirmesine
gore N-[9-(orto-karboksifenil)-6(dietilamino)-3H-ksanten-3-ili-den] dietil amonyum
kloriir olarak adlandirilir[2-5].
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Sekil 2.2 : Floresin, tetrametilrodamin ve rodamin B boyalari.
2.2.1 Rodamin boyalarinin fotofiziksel ozellikleri

Rodamin, yiiksek absorpsiyon katsayisi ve yiiksek kuantum verimi gibi essiz
fotofiziksel oOzellikleri sahip, yiiksek emisyon dalgaboyu degerlerinde calisan,
aragtirmacilarin siklikla kullandig bir floresan iskelet yapisidir. Bu iistiin ve sabit optik

ozellikleri rodaminin kismen rijit yapisindan gelmektedir[6].

Rodaminler, icerdigi siibstitlientlere ve karsit iyonlara bagli olarak farkli fotofiziksel
ozellikler gosterebilir. Farkli konumlarindan tiirevlendirilen rodaminlerin ¢ozeltileri,
farkli absorpsiyon ve emisyon maksimumlar1 gosterirken, floresan dmrii ve kuantum

verimlerinde degisiklikler gézlenir.

Cok sik kullanilan iki rodamin tiirevi olan, rodamin 101 ve rodamin B, pH ve ¢oziicii
polaritesi degisikliklerine karsi ilgi ¢ekici davranislarda bulunurlar. Rodamin
bilesiklerinde, nétral kosullarda kapali/floresan-olmayan formu ile agik/floresan-aktif
formu arasinda bir denge hali s6z konusudur. Asidik ¢ozeltilerde, karboksil grubu
protonlanir ve katyonik forma gecer. Bazik ¢ozeltilerde ise, ayrisma gozlemlenir ve
zwitteriyonik yapiya biiriiniir. Katyonik ve zwitteriyonik formlar1 ayn1 kromofora
sahip olmalarma karsin, eksi yiik, ksanten halkasinin iizerinde yer alan karbon
artomunun tizerinde indiiktif etki olusturur ve absorpsiyon ve floresan
maksimumlarinda degisiklige ve molar absorpsiyon katsayilarinda farkliliga sebep

olur[2,7].
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Sekil 2.3 : Rodamin B boyasinin, katyonik, zwitteriyonik ve lakton formlari.

Rodamin boyalarimin katyonik ve zwitteriyonik formlari, farkli ¢oziicii ortamlarinda
kuantum verimi ve floresan Oomrii degerleri anlaminda da kiigiik farkliliklara
sahiptirler. Diisiik polaritedeki organik ¢oziiciilerde, zwitteriyonik boya renksiz
kuantum verimi ve floresan dmrii ¢cok diisiik olan, n-konjligasyonunun kesildigi, lakton

(sekil 2.3) formuna doniisebilir[40].

2.2.2 Rodamin boyalarmnin sentezi

Rodaminler, diger ksanten boyalarina benzer sekilde hazirlanmasi miimkiindiir.
Simetrik rodaminler, en bilindik ve kolay yontem olan 1 ekivalent ftalik anhidrite
karsi, 2 ekivalent 3-siibstitiiye fenollerin H2SOs, ZnCl> ve MeSOzH gibi asidik

katalizorler esliginde kondenzasyon tepkimeleri sonucunda sentezlenirler (sekil 2.4).
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Sekil 2.4 : Rodamin B sentezi.

Rodaminler, floresin {izerinden de sentezlenebilir[41]. Floresin bilesiginde floresin
bistriftalat formuna doniistiiriildiikten sonra, aminler, iire, amitler ve karbamatlar gibi
azot igeren niikleofiller ile Pd katalizorliigiinde tepkimeye sokularak rodamin

tiirevlerine doniistiiriilebilirler(sekil 2.5)[38].
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Sekil 2.5 : Floresin tizerinden rodamin tiirevleri sentezi.

Asimetrik rodaminler, iki kademeli bir sentez yontemi ile hazirlanabilir. ilk kademede,
esit ckivalent degerlerinde ftalik anhidrite ile 3-siibstitiiye fenollerin tepkimesi
sonucunda bir ketoasit formu elde edilir. Elde edilen bu keto asit, yine 3-siibstitiiye
fenol ile H2SO4, ZnCl> ve MeSOsH gibi asidik katalizorler esliginde tepkimeye
sokularak asimetrik rodaminler (sekil 2.6) elde edilebilir[38].
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Sekil 2.6 : Asimetrik rodamin sentez yontemi.

Asitmerik rodaminler i¢in bir baska yontem, Chevalier ve ekibi tarafindan 6nerilmistir.
Benzaldehit tiirevi ile 3-siibstitiiye fenollerin tepkimesi sonucu, Michael-tipi akseptor
elde edilir. Bu yapr ile, 3-siibstitiiye fenoller tepkimeye sokularak asimetrik

rodaminlerin eldesi miimkiindiir (sekil 2.7).

Rodaminlerin sentezinde karsilasilan giigliiklerden bir tanesi, 4-siibstitiiye ftalik
anhidrit ile 3- siibstitiiye fenoliin tepkimesi sonucunda, ayirmasi ¢ok zor olan bir
izomer karisimlarinin meydana gelmesidir. Izomer karisimlarinin ayrilmas: igin,
fraksiyonal kristallendirme ve kolon kromatografisi gibi yontemler onerilse de, bu

yontemlerin de basl basina giicliikleri bulunmaktadir.
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Sekil 2.7 : Benzaldehit tiirevi ile 3-siibstitiiye fenollerin tepkimesiyle rodamin
sentezi.

Bu giicliikleri agmak icin 6nerilen yontemlerden bir tanesi, Auer ve ekibinin dnerdigi,

ftalaldehidik asitlerin 3-siibstitiiye fenol tiirevleri ile asidik kosullar altinda tepkimeye

sokularak elde (sekil 2.8) edilmesidir[42].
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Sekil 2.8 : Ftalaldehidik asitlerin 3-siibstitiiye fenol tiirevleri ile tepkimesiyle
rodamin sentezi.

Burgess ve ekibinin yaptigi bir diger ¢alismada ise, 4-bromorodamin tiirevleri,
mikrodalga 1sitma yontemi ile gergeklestirilmistir[43]. 4-Bromobenzaldehit ile, 3-

siibstitiiye fenol tiirevlerinin tepkimesi sonucunda 4- konumunda seg¢ici rodamin

tiirevleri elde edilmistir (sekil 2.9).
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Sekil 2.9 : 4-Bromobenzaldehit ile, 3-siibstitiiye fenol tiirevlerinin tepkimesi
sonucu rodamin eldesi.

2.3 Siyanin Boyalari

Siyanin boyalari, sentetik pigmentler ailesinin en eski ve en ¢ok ¢alisilan iiyelerinden
bir tanesidir. Polimetin siyanin boyalari, fotografcilikta, lazerlerde, gilines pillerinde,
optik sensorler ve hiicre boyamalarinda kullanilmaktadir. Hiicre boyama
arastirmalarinda kullanim1 son yillarda, bu alanda siyanin boyalarina olan ilgiyi
arttirmistir. Indokarbosiyanin tiirevleri, fotokararliligi, genis absorpsiyon katsayist,
floresan verimi, yaygin lazerler ve tek-foton sayan dedektorlerle uyumu ve ticari
olarak bulunabilmesi sebebiyle, protein ve niikleik asit isaretleme alaninda kullanilan
floroforlar haline gelmislerdir[8].

Siyanin boyalar1 kimyas: son yillarda biiyilk Onem kazanmistir. Eczacilik,
fotoaktifleyiciler, analitik kimyada indikatorler, antitumor veya antikanser ajani,
bakteri veya mantar oOldiiriicii ajan olarak kullanimmin yaninda biyomolekiil
isaretleme, lazer teknolojileri, organik giines hiicreleri, optik diskler, tekstil, yazici
miirekkebi, kozmetik igerik, solvent polaritesi i¢in indikator, polimer boyasi,
fotodinamik terapi ajani olarak kullanilabilmektedir. Siyanin boyalarinin sentezi ve
cesitli alanlarindaki kullaniminin biiyiik bir hizla artmaktadir. Aslen siyanin boyalari
iki azot iceren heterosiklik yapinin konjuge bir sekilde baglanmasindan meydana gelir.
Sans eseri kesfedildiginden beri siyanin boyalari, dogal renklendiriciler grubunda
smiflandirilir. Pancar igeriginde bulunan ve pancarin kirmizi-mor rengini veren
betanin, gorliniir bolge (537 nm) dalga boyunda absorpsiyon vermektedir. Sinek
mantari i¢eriginde bulunan kirmizi-turuncu renkli muska-aurin I (sekil 2.10) bileseni

de yine siyanin boyar madde grubu igerisinde yer alir[44].

Siyanin boyalari, genellikle aktif metil grubu iceren heterosiklik bilesiklerin bazik

katalizle alkol igerisinde kondenzasyon reaksiyonlari ile hazirlanir. Bilinen ilk siyanin
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boyasi olan kinolin mavisi (sekil 2.10), 1956 yilinda Greville Williams tarafindan

kinolinin izoamil kuarterner tuzu ve lepidin ile sentezlenmistir[45].
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Sekil 2.10 : Muska-aurin I ve kinolin mavisi.
2.3.1 Siyanin boyalarmn fotofiziksel dzellikleri

Siyanin boyalari, 380 ile 1100 nm arasinda absorpsiyon dalga boylarina sahip, goriiniir
ve yakin kizil6tesi bolgelerde absorpsiyon ve emisyon yapabilen boyalardir. Goriiniir
bolgede kuvvetli absorpsiyonu siyanin boyalari, optik cihazlar i¢in potensiyel bir aday
olarak goriilmektedir. Siyanin boyalari agregasyon sebebiyle, spektral kayma floresan
sonemleme gibi spektroskopik degisikliklere sebep olabilmektedir. Agregasyon
kaynakli  degisikliklerden yararlanarak, optoelektronik cihaz tasarimlar
gerceklestirilmistir. Absorpsiyon ve emisyon spektroskopileri kullanilarak, sicaklik,
¢oziicii ortami gibi parametreler iizerinden siyanin boyalarinin agregasyon 6zellikleri

yogun bir sekilde ¢alisilmistir.

Siyanin boyalarinda absorpsiyon ve emisyon maksimumlari, heterosiklik yapilarin
arasinda yer alan polimetin koprii uzunluguna gore degisiklik gosterir. Biliyiik
cogunlugu goriiniir bolgede yer almasina karsin, yakin IR bodlgesinde absorpsiyon

yapan bir¢ok siyanin drnegi mevcuttur.

Siyanin boyalarinin optik 6zellikleri, ¢ozelti i¢inde ¢esitli karmagik fizikokimyasal
dontigsiimlere girebildikleri i¢in ayarlanabilmektedir. Siyanin boyalariin diisiik
floresan kuantum verimi yarismaci i¢ donilisim ve fotoizomerlesme prosesleri
tizerinden degerlendirilir. Siyanin boyalar1 giiclii absorpsiyon yapmalarina karsin,
kimyasal ve fotokimyasal kararsizliklar1 karsilasilan en biiylik problemlerdendir.
Dendrimerler, siklodekstrinler veya nanopargaciklar igerisine kimyasal olarak
modifiye edilen siyaninler ile kararlilik ve floresan 6zelliklerinde gelisme

gozlenmistir.
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Indol igeren siyanin bilesiklerinde, anyonlarmn absorpsiyon ve emisyon ozelliklerinde
onemli bir yeri vardir. Cozelti halindeki siyaninlerin, anyon secimine bagli olarak
molar absorpsiyon ve Stokes kaymalarinda degisiklikler goriilmiistiir. Karsit iyonlar,
n-sistemleri ile etkileserek, yeniden diizenlenme enerjilerinde degisikliklere sebep
olurlar. Ek olarak, karsit iyon biiyiikliigii de siyanin boyalarinin morfolojisini ve kat1

hal optik 6zelliklerini etkilemektedir[9,10].

Goriiniir bolge spektrumunda absorpsiyon delokalize n-elektron sistemi ve polimetin

zincirinin uzunluguyla alakalidir.

Akiskan c¢oziiciiler icerisinde kisa polimetin zincirli siyaninler, polimetin C—C baginin
etkin bir sekilde donmesi sebebiyle, kisa floresan omrii ve diisiik kuantum verimi ile
tanmmlanmistir.  Yiiksek vizkoziteli ¢oziiciilerde coziinerek ve biyomolekiillere
baglanarak, bag donmesi sterik olarak engellendiginde floresan etkinli§inde onemli
Olciide artig gozlenmistir. Floresan omiirleri ise, sicaklik ve solvent vizkozitesinden
dogrudan etkilenmektedir. Daha uzun polimetin zincirine sahip siyaninler i¢in C-C
baglarindaki donme nedeniyle floresan deaktivasyon olsa da, akiskan coziiciilerde

daha makul kuantum verimi ve uzun floresan 6mrii gézlenmistir[8].

2.3.2 Siyanin boyalarimn sentezi

Siyanin boyalarinin sentezi, heterosiklik bilesiklerin uygun aktif gruplar ile

kondenzasyon reaksiyonlari ile eser miktarda bazik ortamda gergeklesir[10].

Stiril gruplar igeren siyaninler, bir karbanyon olusumunu takip eden, aldehidik
karbonil grubunun eklenmesiyle devam eden bir siiregle olusur. Anyona proton
transferi gerceklestikten sonra, su ¢ikisiyla beraber stiril tip1 siyaninlerin sentezi (sekil

2.11) gergeklesir[45].

Sekil 2.11 : Stiril tipi siyanin sentezi.

Aza-siyanin boyalar ise, karbanyona niikleofilik atak sonucunda, su ¢ikisi ile devam
eden siirecin sonunda meydana gelir. Isitilma sonucu su ¢ikist gergeklestikten sonra

aza-siyanin boyalar1 sentezi gergeklesmis olur. Halkali merosiyanin boyalarinda ise
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ilk kademede niikleofilik atak sonucunda aktif veya asidik CH2 grubu karbanyon
olusturur ve piperidin katyonu meydana gelir (sekil 2.12). Ardindan, polarize aldehidik
gruba gelen niikleofilik atagi takip eden siirecte su c¢ikisiyla beraber halkali

merosiyanin yapisi meydana gelir[45].
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Sekil 2.12 : Halkali merosiyanin sentezi.
2.4 Kromenilyum-Siyanin Boyalar1

Siyanin boyalar1 yakin kizilotesi bolgede siklikla kullanilan floresan sensor
bilesiklerinden bir tanesidir. Rodamin boyalari ise, yliksek molar absorpsiyon katsayisi
ve kuantum verimlerine sahip, tistiin fotofiziksel 6zelliklere sahiptir. Bunun yaninda,
karboksilik asit grubuna sahip olmasi ve molekiil i¢i halkalasma reaksiyonuna
girmesiyle birlikte rodamin boyalari, halka agilma-kapanma mekanizmasiyla analit
tanima anlaminda degerlidirler. Siyanin boyalarinin yakin kizildtesi bolgede
absorpsiyon ve emisyon yapmasi ile, rodamin boyalarinin spirohalkasinin a¢gma-
kapama 6zelliginin bir arada kullanilmas: fikri ilk olarak Yuan ve ekibi tarafindan

sentezlenen bilesiklerle ortaya konulmustur.

Yuan ve ekibi, merosiyanin A bilesiginden esinlenerek, kromenilyum-siyanin (ilk
isimlendirilmesi Changsha boyasi) tipi bilesikleri, merosiyanin A ile benzoik asit
hibriti seklinde ortaya koymustur. Kromenilyum-siyanin boyalarinda floresan kapali-
acik gecisleri, spirohalka kapanmasi-agilmas1 mekanizmasiyla beraber goriilmektedir.
Yakin kizil6tesi bolgede absorpsiyon ve emisyona sahip, floresan kuantum verimleri
oldukga 1yi olan yeni tip boyar maddeler bu c¢alismayla literatiire
kazandirilmistir[11,46]. Bu 6zellikleri sayesinde kromenilyum-siyanin boyalari, yeni

tip sensor platformlarinda siklikla kullanilan bir yapi haline gelmistir[47-57].

Sekil 2.13’te Yuan ve ekibinin sentezlemis oldugu kromenilyum siyanin yapilar yer

almaktadir.
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Sekil 2.13 : Yuan ve ekibinin sentezlemis oldugu kromenilyum siyanin
yapilart.

2.4.1 Kromenilyum-siyanin boyalariin fotofiziksel 6zellikleri

Kromenilyum-siyanin boyalari, yakin kizilétesi bolgesinde absorpsiyon ve emisyon
(650-800 nm) gosteren bilesiklerdir. Rodamin boyalarina kiyasla, molar absorpsiyon
katsayis1, Stokes kaymalar ve parlaklik degerleri, kromenilyum-siyanin bilesiklerinde
daha iistiin 6zellik olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Yakin kizilGtesi bolgesinde yer alan
tiirlerin de sorunu olarak goriilen diisiik kuantum verimleri problemi de kromenilyum-
siyanin bilesikleriyle asilmigtir. Bununla beraber, kromenilyum-siyanin boyalari

fotokararlilig1 ve kimyasal dayaniklilig1 da 6n plana ¢ikmaktadir.

Kromenilyum-siyanin bilesikleri, farkli pH (5-11) degerlerinde, yiiksek floresan
siddetine sahipken, yiiksek pH degerlerinde (>11) halkalasma gerceklesmesi
nedeniyle floresan siddetinde diisme gozlemlenir. Amid formunda ise, fizyolojik pH
bolgesinde spirohalka kapali ve floresan siddeti diisiikken, pH degerleri 2—6 araliginda
acik formda (yiiksek floresan siddeti) yer almaktadir. Bu da, kromenilyum-siyanin
bilesiklerinin, rodamin boyalarinda oldugu gibi fizyolojik pH degerlerinde (sekil 2.14)
caligmaya uygun bilesikler oldugunu gostermektedir[11].
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Sekil 2.14 : Kromenilyum-siyanin boyalarinin a) asit ve b) amit formlarinin
farkl pH degerlerindeki yapilari, ¢) asit (siyah) ve amit (kirmizi) yapilarinin
farkli pH degerlerindeki davranislari.

Kromenilyum-siyanin bilesiklerinde, kromenilyum merkezine farkli konjuge
gruplarin baglanmasiyla farkl fotofiziksel 6zelliklere sahip bilesikler elde edilebilir.
Kromenilyum merkezinde yer alan siibstitiiye gruplarin ve halka biiylikligiiniin de
kuantum verimi, absorpsiyon ve emisyon dalga boyu maksimumlarini degistirdiginde,

bu degisiklikler yapilarak uygun florofor dizayni yapmak miimkiindiir.

Kromenilyum-siyanin bilesikleri orantisal ¢alismaya da uygun boyar maddelerdir. Uv-
Goriintir bolge spektroskopik c¢alismalarinda, halka agilma durumunda 700 nm

civarinda absorpsiyon artis1 gézlemlenirken, 380 nm civarinda ise azalma meydana
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gelmektedir. Bu iki banddaki degisim ters orantili oldugundan orantisal ¢alismaya

uygun bilesiklerdir[46].

2.4.2 Kromenilyum-siyanin boyalarimin sentezi

Kromenilyum-siyanin boyar maddeleri, ilk olarak 2012 yilinda Yuan ve ekibi
tarafindan 9-(2-karboksifenil)-6-(dialkilamino)-1,2,3,4-tetrahidroksantilyum
perklorat bilesigi ile Fischer aldehitin asetik anhidrit igerisinde reaksiyona sokulmasi

sonucunda elde edilmistir[11].

(J °
4
COOH
X + 7 —_— //\N
(LA - -
O

SN X
) CIO,

Sekil 2.15 : Yuan ve ekibi tarafindan sunulan kromenilyum-siyanin sentezi.

Daha sonraki siirecte ise, klasik siyanin sentez yontemlerini de kullanarak, bu sentez
yonteminde gelistirmelere gidilmistir. Li ve ekibi, yine 9-(2-karboksifenil)-6-
(dialkilamino)-1,2,3,4-tetrahidroksantilyum perklorat bilesigi ile asimetrik siyanin
bilesigi ile potasyum asetat ve asetik anhidrit ile tepkimeye sokarak (sekil 2.16),

kromenilyum-siyanin bilesiklerini daha yiiksek verimle elde etmislerdir[58-60].

ok Y e
/+ + HN—\ _— / NH
MO 3

I COOH
OG0

+

cloy %

Sekil 2.16 : Li ve ekibinin gelistirdigi yontem ile kromenilyum-siyanin
sentezi.
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2.5 Spektral Yontemlerle Civa Tayini

Diinya Saglik Orgiitiiniin de oncelikli endise duyulan kimyasallardan biri olarak
tamimladig1 civa, dogada yaygin olarak bulunmakta ve besin zincirinde depolanarak
insanlara geg¢ebilmektedir. Farkli formlardaki civa ile etkilesim, c¢esitli saglik

problemlerini beraberinde getirmektedir[61].

Diisiik konsantrasyonlarda bile zehirli bir metal olan civanin tayini i¢in, segici, hassas,
yerinde ve hizli bir tayin yontemi gelistirilmesi énemlidir. Civa tayini i¢in atomik
absorpsiyon spektroskopisi, endiiktif olarak eslesmis plazma-atomik emisyon
spektrometrisi (ICP-AES), voltametri gibi yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler,
daha diisiik tespit limitleri (LOD) araliklari ile olduk¢a dogru sonuglar ve iyi segicilik
saglasa da, zaman alan kati numune hazirlama prosediirleri, yan maliyetleri olan
yiiksek fiyatl cihazlar ve 6zel teknik destek gerektirir. Bu sinirlamalarin {istesinden
gelmek igin arastirmacilar, biyolojik veya c¢evresel bir numunedeki analitleri istiin
secicilik ve hassasiyet, anlik yanit verebilen ve ucuz bir sekilde tayin edebilen

florometrik ve kolorimetrik sensorler tizerinde ¢alismaktadirlar[25].

2.5.1 Rodamin boyasi ile yapilmis civa tayini calismalari

Eski bir boya olan rodaminler, Czanick’in yayinladigi makale sonrasinda,
kemodosimetre olarak kullanimi, florofor arastirmalarinda yeni bir trend
olusturmustur[62]. Cizelge 2.1°de rodamin tabanl sensor ve ¢alisma kosullar yer

almaktadir.

Panja ve ekibi, sentezlemis olduklari, metiyonin ile tlirevlendirilmis, Schiff bazi
iceren, rodamin 6G tiirevi RGM isimli sensor bilesigi ile Hg?" tayinini geri doniisiimlii
olarak gerceklestirmislerdir (Sekil 2.17). RGM yapist igerdigi metiyonin parcasi
sayesinde, Hg?" icin tiyofilik karaktere sahip oldugu igin secicilik anlaminda énemli
bir 6zellige sahiptir. Spirolaktam halkasinin Hg?" ile tetiklenerek acilmasi sonrasinda,
absorbans 528 nm, floresan siddeti ise 545 nm dalga boyu degerinde maksimum
vermistir. Tris-HCI tamponu igeren CH3CN/H20 (1:1, v/v) ¢oOzeltisi igerisinde
yaptiklar1 ¢aligmada, 0-20 uM arasinda dogrusal olarak calisabilen probun LOD
degeri ise 2,63 x 1078 M olarak belirlenmistir[63].

17



RGM RGM +Hg(Il)

Sekil 2.17 : Panja ve ekibinin, RGM isimli probu ile civa tayin mekanizmasi.

Wang ve ¢alisma arkadaslari, yaptiklar1 ¢calismada allil fenil eter ile tlirevlendirilmis,
tiyospirolaktam halkasina sahip, rodamin B tabanli bir prob kullanarak Hg?* tayinini
50% sulu etanol (pH, 7.24) ortaminda gergeklestirmislerdir (Sekil 2.18). Bu kosullarda
renksiz olan prob, Hg?* eklenmesiyle, pembe renkli floresan aktif bir hal almistir. Hg?*
ile 1:1 kompleks olusturan prob, 565 nm dalga boyunda absorbans, 586 nm dalga
boyunda ise emisyon siddeti artis1 gstermistir. 8,0 x 1078 ile 1,0 x 10~ mol L™
araliginda dogrusal olarak ¢alisabilen prob icin LOD degeri ise, 3,0 x 108 mol L*
olarak tespit edilmistir[64].

Sekil 2.18 : Wang ve ekibinin, allil fenil eter ile tiirevlendirilmis probu ile
Hg?* tayini.
De ve arkadaslari, triptofan metil ester metil metakrilat ve dimetilakrilamid pargalari
iceren polimere bagli rodamin B hidrazit yapisi (CP2) iizerinden Hg?* analizi
yapmuslardir. Sulu ortamda (pH 7,0) yapilan caligmalarda, ¢esitli katyonlar ortamda
bulundugunda da dahi prob, Hg?" iyonuna kars1 segici ve hassas olarak yanit vermistir.
LOD degeri 10,7 nM olan probun, dogrusal c¢alisma araligt 5-50 nM olarak
belirlenmistir. Kolorimetrik ve florimetrik olaran kapali-agik degisimi gézlenen prob,

560 nm dalga boyunda absorbans, 602 nm dalga boyunda ise emisyon maksimumu
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vermektedir. Calisma ayrica hiicre icinde ve test kagidi ile Hg?* analizi gibi

|

Kagit Testi

uygulamalarla (Sekil 2.19) desteklenmistir[65].

‘B
Kolorimetrik
Tayin

Florimetrik Hiicre Igi
Tayin Tayin

Sekil 2.19 : De ve arkadaslarinin yapmis oldugu Hg?* tayin ¢alismasi.

Shuai ve ekibi, sentezledikleri ferrosenil tiyazol grubu igeren rodamin B tiirii bilesik
(RBFc) ile, Hg?" tayinini sulu asetonitril ortaminda gerceklestirmislerdir. Hg?*
eklenmesiyle birlikte, 560 nm dalga boyunda absorpsiyon, 621 nm dalga boyunda ise
emisyon siddetinde artis gdzlenerek, renksiz prob agik pembe renge dénmiistiir. Hg?*
ile 1:1 sitokiyometride kompleks veren prob, 4-9 uM araliginda ve 0,53 uM LOD
degeriyle beraber Hg?* tayinini (Sekil 2.20) gerceklestirmistir[66].

N e 1 |
o A
RBFc¢ Fc + Hg™*

Sekil 2.20 : Shuai ve arkadaslarmin yaptig1 sensor ile Hg?" tayin
mekanizmasi.
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Cizelge 2.1 : Rodamin boyas! ile yapilmis Hg?* sensor ¢alismalari.

Absorpsiyon Emisyon

Sensor Ortam Calisma Araligi LOD Amax (NM) A (NM) Referans
Tris-HCI tamponu 5
CHACN/HZ0 (11, viv) 0-20 uM 2,63x10°M 528 545 [63]
=
J H'Zﬁ 50% sulu etanol 8,0 x 1078 — " 1
~ (oH, 7.24) 10 % 105 mol Lt 30 10° mol L 565 586 [64]
J 77U
VAV AN

HN z 2 Q
g\["f Sulu ortamda (pH 7,0) 5-50 nM 10,7 nM 560 602 [65]
H/~~
/

Sulu asetonitril 4-9 uyM 0,53 uM 560 621 [66]
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2.5.2 Siyanin boyasi ile yapilmus civa tayini calismalari

Siyaninlerin énemli bir kismi, yiliksek dalga boylarinda yer alan tiirlerdir. Bu sebeple
siyaninler, biyolojik 6rneklerde siklikla kullanilirlar. Biyolojik 6rneklere verdigi
minimum fotohasari, otofloresandan kaynakli diisiik girisimin yami sira derin doku
penetrasyonu gibi 6zellikleri, siyanin boyalarin1 floresan prob olarak kullanimini
miimkiin kilan 6nemli &zelliklerdir[67]. Cizelge 2.2°de siyanin boyalari ile yapilmis

sensorler yer almaktadir.

Yin ve ekibi, IR-780 siyanin boyasm tiyoeter-igeren dikarboksilik asit ile
tiirevlendirerek Hg?" i¢in secici ve girisim yapmayan bir prob (Cys) elde etmislerdir
(Sekil 2.21). EtOH/HEPES (v/v = 5/95, pH = 7,4) ¢ozeltisi igerisinde prob, UV-
goriiniir bolge spektroskopisinde, artan Hg?* konsantrasyonu ile birlikte, 686 nm dalga
boyunda absorpsiyonda azalma ve 758 nm dalga boyunda yeni bir band olusumu
gdzlenmistir. Floresan emisyonu ise Hg?" eklenmesiyle birlikte, diger metal
iyonlarinin aksine 790 nm dalga boyunda siddetli bir artis gdstermistir. 1,5-7,5 uM
araliginda galisan prob, 7,3 nmol/L tayin limitine sahiptir[68].

H H

Sekil 2.21 : Yin ve ekibinin siyanine dayal1 prob ile gerceklestirdigi Hg?*

analiz mekanizmasi.
Zhou ve arkadaslari, sentezledikleri rodanin tiirevi CY probu ile Hg?" analizini
DMSO/H:0 (7:3, v/v) ortaminda gergeklestirmislerdir. Prob, bu ortamda 475 nm dalga
boyunda absorpsiyon maksimumu verirken, Hg?* eklenmesiyle hipsokromik kayma
440 nm civarinda absorpsiyon maksimumu verir. Probun floresan emisyon siddeti ise,
Hg?" varhginda 625 nm civarinda artis gostererek yamit verir. Prob, 4-16 uM
araliginda ve 1,61 x107 M LOD degeriyle beraber ¢aligabilmektedir (Sekil
2.22)[69].
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Sekil 2.22 : Zhou ve arkadaslarinin yaptigi Hg?" analiz ¢alismasi.

An ve calisma arkadagslari, 3,9-ditiya-6-monoazaundekan ile tiirevlendirilmis,
trikarbosiyanin tiirevi prob DMA-Cy ile Hg?** analizini %1°’lik asetonitrilli sulu ¢ozelti
(10 mM PBS, pH 7,4) igerisinde yaptiklar1 ¢alismada gerceklestirmislerdir. DMA-Cy
probunda fotoindiiklenmis elektron transferi (PET) mekanizmasinin soniimleyici
etkisi, Hg** eklenmesiyle beraber ortadan kalkarak 763 nm dalga boyunda, floresan
siddetinde  bir artis gdzlenmistir. Floresan siddeti Hg?* eklenmesiyle birlikte
1,00x107" M ile 2,00x10° M araliginda dogrusal olarak artarken, LOD degeri 1,39
%1078 M olarak belirlenmistir. Bu ¢calismada, HEPG?2 hiicreleri ve zebra baliginda da
Hg?" analizi yapilarak (Sekil 2.23), uygulama biyolojik ortamlara tasinmistir[70].

Sekil 2.23 : An ve ekibinin yaptig1 Hg?" ile tetiklenen hiicre igi
goriintiilemesi.

Han ve ekibi, hemisiyanin tipi bir prob olan MS2 ile Hg?* analizini 1% asetonitril
igeren sulu PBS tampon ¢ozeltisi (pH = 7,4) icerisinde gergeklestirmislerdir (Sekil
2.24). MS2, 400 nm dalga boyunda absorpsiyon verirken, Hg?* eklenmesiyle 400 nm
dalga boyundaki bantta hafif azalma goriiliirken, 520 nm dalga boyunda ise yeni bir
bant olusumu gozlenmis ve 412 nm dalga boyunda izosbestik nokta gozlenmistir.
Floresan siddetinde de Hg?" eklenmesiyle birlikte 551 nm dalga boyunda artisa sebep
olmustur. 0-30,0 uM araliginda ¢alisan MS2, Hela hiicrelerinde de goriintiileme
yapilarak Hg?* analizi yapilmistir[71].
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Sekil 2.24 : Han ve arkadaslarinin yaptig1 calismadaki Hg?* analiz
mekanizmasi.

2.5.3 Kromenilyum-siyanin boyasi ile yapilmis civa tayini ¢calismalari

Huang ve ekibi, sentezledikleri tiyolakton igeren kromenilyum-siyanin tipi boyar
madde FUC-1 ile yakin kiziltesi bolgede, HEPES tamponu/etanol (v:v, 1:1) ¢ozeltisi
icerisinde Hg?" ve metil civa (MeHg") analizi (Sekil 2.25) gerceklestirmislerdir.
Eklenen Hg?* miktarina gore degisen absorbans incelendiginde, 710 nm dalga
boyunda bir artig gozlenmesiyle beraber, renksiz ¢ozelti yesil renge donmiistiir.
Floresan titrasyonu incelendiginde ise, 745 nm dalga boyundaki emisyon bandinda 0—
3 uM arahiginda Hg?* miktariyla dogru orantili olarak degisen bir artis gdzlenmistir.
Proba, MeHg* eklenmesinde de Hg?* eklenmesine benzer sekilde, 710 nm dalga
boyunda absorbans ve 745 nm dalga boyunda emisyon siddeti artis1 gézlenmistir.
Probun, LOD degeri ise 2,78 nM olarak belirlenmistir[58].

Fang ve arkadaslari, sentezledikleri 4-fenil-3-tiyosemikarbazit tiirevli kromenilyum-
siyanin yapisi olan NIR-Hg probu ile, Hg?* iyonunun tayinini %20 etanol iceren fosfat
tamponu (pH 7,4) icerisinde gerceklestirmislerdir. Prob, sulu ortamda
tiyosemikarbazit yapisindan, oksazol yapisina doniiserek Hg?" iyonuna karsi yanit
(Sekil 2.26) vermistir. Kapali spirohalka yapisi, Hg?" varliginda agilarak, 726 nm
dalga boyunda absorpsiyon ve 746 nm dalga boyunda emisyon bandi meydana
getirmistir. Prob, 5 x 107" ile 5 x 10°M araliginda ve 5,8 x1078 M tespit limitiyle

¢alismistir. Calisma canli hiicreler ve in vivo olarak fareler tizerinde ¢alisilmistir[72].
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Cizelge 2.2 : Siyanin boyalari ile yapilmis Hg?* sensorleri.

karigim1 (pH 7,4)

. 9 Absorpsiyon Emisyon
Sensor Ortam Calisma Araligi LOD Amax (M) Amax (M) Referans
EtOH/HEPES (v/v =
5/95, pH = 7.4) 1,5-7,5 uM 7,3 nmol/L 758 790 [68]
S
NI & N
‘O NN DMSO/H20 (7:3, VIv) 4-16 uM 1,61 x 1077 440 625 [69]
I L
v %1 asetonitril-su 1,00x1077 M -
9 —8 _
;’ * / /? karisimi (pH 7,4) 2,00x10°°M 1,39 x10°M 763 [70]
0, itril-
%1 asetonitril-su 0-30,0 uM i 520 551 [71]
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FUC-1-MeHg'

Sekil 2.25 : Huang ve ekibinin gerceklestirdigi Hg?* ve MeHg" analiz
mekanizmasi.

Sekil 2.26 : Fang ve arkadaslarinin, 4-fenil-3-tiyosemikarbazit tiirevli
kromenilyum-siyanin yapisi olan NIR-Hg probu ile, Hg?* iyonunun tayini.
Zeng ve ¢alisma grubu, sentezledikleri NS202 heretoatomlarini igeren kromenilyum-
siyanin tipi L probu ile etanol/H20 (1/2, v/v) ortaminda Hg?" iyonunu tersinir olarak
analiz etmiglerdir(Sekil 2.27). 642 nm dalga boyunda absorpsiyon maksimumu veren
mavi renkli prob ¢ozeltisi, Hg?" eklenmesiyle beraber mor renge doniismiis ve 557 nm
dalga boyunda yeni bir pik olusumu gézlenmistir. Floresan spektrumunda ise, 728 nm

dalga boyunda emisyonu olan prob, Hg?* eklenmesiyle 663 nm dalga boyunda
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hipsokromik kayma ile birlikte bir bant olusumu gériilmiistiir. Hg?* konsantrasyonu
ile floresan emisyon orant (Fee3 nm/ F728 nm) 0-9 puM araliginda dogrusal olarak
belirlenirken, LOD degeri 9.59 nM olarak hesaplanmistir[56].

Sekil 2.27 : Zeng ve ¢alisma grubunun Hg?" tayini ¢alismas.

Yilmaz ve g¢alisma grubu tarafindan, Schiff bazi ve metiyonin metil esteri ile
tiirevlendirilmis, kromenilyum-siyanin tabanli CSME probu ile secici, hassas, hizli ve
genis araliklarda calisabilecek sekilde Hg?" analizi gerceklestirmistir. Yakin kizildtesi
bolgede UV—goriiniir bdlge spektroskopisinde 6,29 x 1078 — 1,86 x 10 M ve floresan
spektroskopisinde 9,49 x 10° — 1,13 x 10> M araliklarinda ¢alisabilen prob, 4,93 x
107° M (0,99 ng/mL) LOD degerine sahiptir. Hg?* analizi igme ve musluk suyu
orneklerinde de yiiksek geri kazanim degerleriyle birlikte gergeklestirilmistir. Buna ek
olarak, 3T3 hiicrelerinde goriintiileme yapilarak biyolojik uygulamalara uyumlulugu
gosterilen prob, ayn1 zamanda renk degisimine bagli olarak akilli telefon uygulamasi

{izerinden Hg?* tayinine imkan tanimaktadir[25].

Kromenilyum-siyanin boyalari ile yapilmis Hg?* sensor calismalari cizelge 2.3’te yer

almaktadir.
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Cizelge 2.3 : Kromenilyum-siyanin boyalari ile yapilmig Hg?* sensér ¢aligmalari.

, 9 Absorpsiyon  Emisyon
Sensor Ortam Calisma Araligi LOD Amax (nm) Amax (NM) Referans
Tt
AL
A HEPES/etanol 0-3 uM 278 M 710 745 [58]
/g« (viv, 1:1)
i N %20 etanol iceren
5 pH 7,4 fosfat 5x107-5x10°M 5,8x10°M 726 746 [72]
g tamponu
/‘0’1“0
RO &
- clog (s
ﬁw{‘) Etanol/su (1/2,vIv) 0-9 uM 9,59 nM 557 663 [56]
@CO;H
| I » 5,89 x 105 M
Asetonitril: HEPES ~ 829 ¥ 107~ 1,86 < 10 M (UV) - =75\
tampon ¢ozeltisi (5:1, 711 740 Bu ¢alisma
viv, pH 7,4) 949 x107°-1,13x10° M 493 x10°M
) (FL) (FL)
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3. DENEYSEL KISIM

3.1 Kimyasal, Cihaz ve Yontemler

Silika jel, 3-dietilaminofenol, ftalik anhidrit, siilfiirik asit (%98), hidroklorik asit
(%37), siklohekzanon, perklorik asit (%70), Fisher Aldehyde, hidrazin hidrat (%80),
BOP reaktani, 1,10-fenantrolin, glioksal (%40) ¢ozeltisi, metiyonin, glukozamin
hidrokloriir, sodyum bikarbonat, tiyonil kloriir, molekiiler elek (3A), sodyum siilfat,
asetik anhidrit, sodyum hidroksit, trietilamin, metanol, etanol, , tetrahidrofuran (THF),
diklorometan, hekzan, dimetilformamid (DMF), lityum perklorat, sodyum perklorat,
potasyum perklorat, sezyum perklorat, baryum perklorat, kalsiyum perklorat,
magnezyum perklorat, kobalt(Il)perklorat, civa(ll)perklorat, nikel(ll)perklorat,
cinko(IDklortir, sodyum siilfat, sodyum siyaniir, sodyum karbonat, sodyum siilfiir,
sodyum kloriir, sodyum nitrat, disodyum EDTA, potasyum asetat, potasyum
tiyosiyanat, potasyum bromiir ve potasyum iyodiir kimyasallar1 bu tez kapsaminda

kullanilmis ve her biri ticari olarak temin edilmistir.

Kromatografik ayrim iglemleri Merck Silica 60 (200-400 or 70-230 mesh) ile
gerceklestirilmistir. Ince tabaka kromatografisi Merck TLC Silicagel 60 F254
plakalar1 kullanilarak gergeklestirilmis olup, gbzlemleme olayr UV 15181 altinda 254

nm’de ger¢eklestirilmistir.

Tiim NMR spektrumlar1 Agilent VNMRS 500 MHz, ile kaydedilip (25 °C), kimyasal
kaymalar i¢ standarta gore referans alinmigtir. MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization-Time of Flight-Mass Spectrometry) hesaplamalari
BRUKER Microflex LT cihaz1 ile 2,5-dihidroksibenzoik acidin matriks olarak
kullanilmastyla  gergeklestirilmistir.  UV-Gor  spektrumlart  Agilent 8453
spectrophotometer cihazi ile 1 cm’lik (kiivet i¢i uzunluk) kiivet kullanilarak oda
sicakliginda elde edilmistir. Floresan spektrumlar1  Varian Cary Eclipse
fluorophotometer cihazi kullanilarak, ¢alisilan sensoriin 6zelligine bagli olarak c¢esitli

dalga boylarinda uyarilmalar1 sonucu elde edilmistir. IR spektrumlar1 Perkin-Elmer
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spektrometresi kullanilarak elde edildi. Yiiksek ¢oziiniirliikli kiitle spektrumlart LC-

HRMS Thermo Q Exactive cihazi kullanilarak elde edildi.

Floresan kuantum verimi asagida verilen formiil (3.1) dogrultusunda karsilastirmali

metoda gore gergeklestirildi[73].
® Grad (N2 21
®, = — X =2 .
x| Gradg, || nZ 3D

Burada ST, standard: temsil ederken, X ise molekiilii temsil etmektedir. @ quantum

verimini temsil etmektedir. Baz1 molekiillerin quantum veriminin hesaplanmasinda
standart Ornek olarak siibstitiient igermeyen ¢inko ftalosiyanin (DMF solventi

icerisindeki kuantum verimi 0,17) kullanilmistir[74].

CSME sensoriiniin Hg?* katyonuna baglanma 6zelliklerini anlamak ve gézlenen UV-
Gor spektrumlarindan sorumlu optik gegisleri vurgulamak i¢in yogunluk fonksiyonel
teorisi (DFT) kullanilarak, hesaplamali bir arastirma yapilmistir. Geometri
optimizasyonlar1 ve frekans analizleri civa disindaki tiim atomlar i¢in gecis metali
iceren molekiiller i¢in daha iyi sonuglar verdigi bilinen MO6L fonksiyoneli MO6L ile
6-311+G(d,p) baz seti ile gerceklestirilmistir. Hg i¢cin LANL2DZ efektif core
potansiyeli (ECP) kullanilmistir. Tiim bu hesaplamalarda yogunluga (SMD) dayali
¢Oziimleme modeli kullanilmis, deney kosullarin1 yansitmak icin dielektrik sabiti 34
olarak ayarlanmistir. Tiim hesaplamalar Gaussian 16 Revision A.03 yazilim paketi ile

yapilmugtir.

3.2 Sentez Prosediirleri

CSME probu, 3-dietilaminofenol ve ftalik anhidrit bilesiklerinden baslayarak, alti
kademede (Sekil 3.1) sentezlenmistir. Sentezlenen tiim bilesikler NMR, FTIR, kiitle
spektroskopisi (MALDI-TOF ve HRMS) gibi iyi bilinen yontemlerle karakterize

edilmistir.

3.2.1 1 Sentezi

1 numarali bilesik literatiire gore sentezlenmistir[75]. Dibi yuvarlak balona 5,5 g
(0,033 mol) N,N-dietilaminofenol ve 7,4 g( 0,05 mol) ftalik anhidrit koyulup 115 °C

sicakliga kadar 1sitildi. Uzerine damla damla 5 mL toluen eklendi ve 115 °C de
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karistirildi. 4 saat sonunda reaksiyon durdurulup, karisim 60 °C ye sogutuldugunda
icerisine NaOH (%36l1k) ¢ozeltisi eklenerek pH 12 ye getirildi ve ardindan karigim 90
°C de 2 saat karistirildi. Reaksiyon sonlandirildiktan sonra karigimin sogumasi
beklendi ve igerisine kat1 materyali ¢ozecek kadar su eklendi. Ekstraksiyon balonuna
alinan karisimdan toluen miimkiin oldugu kadariyla ¢ekildi ve sulu faz seyreltik
hidroklorik asit ile pH = 4’e getirildi. Siiziilen kat1 metanol ile santrifiij yapildi. Verim
%60 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 12,59 (s, 1H), 7,96 (dd, J = 7,8, 1,3 Hz, 1H),
7,66 (td, J=7,5,1,4 Hz, 1H), 7,59 (td, J = 7,6, 1,4 Hz, 1H), 7,35 (dd, J = 7,5, 1,3 Hz,
1H), 6,79 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 6,16 (dd, J = 9,2, 2,5 Hz, 1H), 6,06 (d, J = 2,5 Hz, 1H),
3,36 (q, J = 7,0 Hz, 4H), 1,08 (t, J = 7,0 Hz, 6H). 13C NMR (126 MHz, DMSO) &
198,86, 167,46, 165,14, 153,95, 140,49, 134,70, 132,38, 130,33, 130,30, 128,06,
109,75, 104,39, 96,76, 44,48, 12,88.

clo,

(o] OH O
o] OH O
COOH
L J b)
AN+ = 0 7 oo
- 6 J DG
2

3-Dietilaminofenol Ftalik Anhidrit 1

CSME

Sekil 3.1 : 3-Dimetilaminofenol ve ftalik anhidritten baglayarak CSME sentezi. a)

Toluen b) i. Siklohekzanon, H2SO4 ii. HCIO4 ¢) Fischer Aldehit, asetik anhidrit d)

Hidrazin hidrat, DCM, BOP e) Glioksal, THF f) Metiyonin metil ester, NaHCOs3,
Ni(NOs)2 - 6 H20.
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3.2.2 2 Sentezi

2 numaral1 bilesik literatiire gore sentezlenmistir[11]. Siklohekzanon (1,32 mL, 12,7
mmol) konsantre HSO4 (14,0 mL) igerisine damla damla eklendi ve sicaklik 0 °C ye
getirildi. 2-(4-Dietilamino-2-hidroksibenzoil) benzoik asit(1) (2,00 g, 6.4 mmol)
siddetli bir karistirmayla porsiyonlar halinde eklendi. Karigim 2 saat boyunca 90 °C
sicaklik altinda karigtirildi, sogutuldu ve buz (100,0 g) igerisine dokiildii. Perklorik asit
(70%, 1,40 mL) eklenerek karistirildi, olusan ¢okelek siiziildii, 50,0 mL su ile yikama
yapildi, kirmizi kat1 olarak elde edildi. Verim: %65, *H NMR (500 MHz, CDCls) &
7,94 (dt,J=7,7,1,0 Hz, 1H), 7,63 (td, J = 7,5, 1,2 Hz, 1H), 7,57 - 7,52 (m, 1H), 7,20
(dt,J=7,6,0,9 Hz, 1H), 6,48 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 6,34 (d, J = 10,9 Hz, 2H), 3,34 (t, J
=7,1Hz, 3H), 2,51 - 2,39 (m, 2H), 1,94 — 1,77 (m, 2H), 1,73 — 1,38 (m, 2H), 1,65 —
1,52 (m, 2H),1,15 (t, J = 7,1 Hz, 6H), 3C NMR (126 MHz, CDCls) § 170,04, 152,56,
152,33, 150,48, 149,08, 134,30, 129,08, 129,04, 128,74, 127,75, 126,02, 124,93,
123,51, 108,69, 103,88, 97,15, 77,30, 77,05, 76,80, 44,49, 27,41, 22,31, 22,30, 21,95,
12,50.

3.2.3 CS2 Sentezi

CS2 bilesigi ilgili literatiire gore sentezlenmistir [11]. 2 (1,58 g, 4,20 mmol) ve Fisher
aldehit (0,88 g, 4,40 mmol) asetik anhidrit (25,0 mL) icerisinde ¢6ziildi ve 50 °C de
1,5 saat boyunca karistirildi. Sonrasinda (25,0 mL) su eklenerek reaksiyon
tamamlandi. Solvent uguruldu ve iiriin silika jel tizerinden (CH2Cl2/ CH3CH20H =
20:1) saflastirilarak yesil triin elde edildi. Verim: %27, m/z hesaplanan 559,73
bulunan [M-CIO4+H]*=560,40 *H NMR (500 MHz, aseton-ds) & 8,76 (d, J = 14,2 Hz,
1H), 8,29 (dd, J=8,0, 1,4 Hz, 1H), 7,87 (td, J = 7,5, 1,4 Hz, 1H), 7,75 (td, J=7,7, 1,3
Hz, 1H), 7,65 (dd, J = 7,5, 1,3 Hz, 1H), 7,48 (td, J = 7,6, 1,2 Hz, 1H), 7,44 (d,J =79
Hz, 1H), 7,40 (dd, J = 7,6, 1,3 Hz, 1H), 7,33 (td, J = 7,4, 1,2 Hz, 1H), 6,89 — 6,81 (m,
2H), 6,77 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,35 (d, J = 14,3 Hz, 1H), 3,81 (s, 3H), 3,61 (9, J = 7,1
Hz, 4H),), 2,74 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 2,46 — 2,29 (m, 2H), 1,86 (s, 6H), 1,92 — 1,76 (m,
2H), 1,27 (t, J=7,1 Hz, 6H). >°C NMR (126 MHz, aseton-ds) 5 174,21, 166,08, 162,86,
155,76, 151,99, 143,19, 141,18, 136,13, 133,05, 131,13, 129,96, 129,61, 129,36,
128,63, 128,05, 125,18, 122,30, 120,73, 115,08, 113,31, 112,17, 111,05, 99,92, 95,89,
49,31, 44,69, 31,10, 29,43, 29,27, 29,12, 28,96, 28,81, 28,66, 28,50, 27,59, 27,57,
26,57, 23,94, 20,42, 11,85.
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CS2 bilesiginin sentezi basariyla gergeklestirildikten sonra, CS2H ve CyR numarali

bilesikler i¢in de sentez ¢alismasi yiiriitiilmiistiir.

H2N_NH2

D ——

BOP, DCM "y

Sekil 3.2 : CS2H bilesigine ait sentez semast.

3.2.4 CS2H Sentezi

CS2H bilesigi ilgili prosediire gore (Sekil 3.2) sentezlenmistir[76]. CS2 (0,55 g, 0,76
mmol), ve BOP reaktan1 (0,36 g, 0,80 mmol) diklorometan (25.0 mL) igerisinde
¢oziildi ve igerisinden argon gazi gegirildi. NH2NH2-H20 (0.5 mL, 7.6 mmol,)
eklendikten sonra karisim 2 saat boyunca oda sicakliginda karistirildi. Solvent
ucuruldu ve tiriin silika jel tizerinden (CH2Cl2/ CH3CH2OH = 25:1) saflastirilarak sar1
tiriin elde edildi. Verim: %, 62 m/z hesaplanan 572,75 bulunan [M+H]"=573,50,
[M+3Na]*=643,3, 'H NMR (500 MHz, aseton-ds) & 7,78 (ddt, J = 7,5, 3,8, 1,0 Hz,
1H), 7,58 — 7,48 (m, 3H), 7,26 (dt, J = 7,3, 1,6 Hz, 1H), 7,21 — 7,14 (m, 2H), 6,83 (it,
J=174,13Hz 1H), 6,74 (dd, J=7,9, 2,1 Hz, 1H), 6,43 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 6,40 —
6,36 (m, 1H), 6,32 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 5,49 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 3,40 (qd, J=7,1, 4,1
Hz, 4H), 3,20 (s, 3H), 2,82 — 2,30 (m, 2H), 1,92 — 1,62 (m, 1H), 1,72 (t, J = 3,6 Hz,
6H), 1,63 — 1,40 (m, 2H), 1,17 (td, J = 7,0, 1,3 Hz, 6H). *C NMR (126 MHz, aseton-
de) 171,65, 160,94, 157,26, 152,52, 150,67, 148,51, 147,13, 145,44, 138,63, 132,12,
131,23, 128,24, 128,22, 127,70, 123,40, 122,37, 121,48, 120,33, 119,22, 119,14,
108,00, 106,18, 105,85, 105,17, 97,43, 92,28, 67,49, 45,14, 43,94, 29,42, 29,27, 29,11,
28,96, 28,80, 28,65, 28,50, 28,47, 27,83, 25,14, 23,06, 22,09, 12,00.
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Sekil 3.3 : CyR bilesigine ait sentez semasi.

3.2.5 CyR Sentezi

CyR bilesigi (Sekil 3.3) literatiirden uyarlanarak sentezlenmistir[77]. Tek boyunlu
balona glioksal ¢ozeltisinden (40% w/w, 720 uL, 6,3 mmol, 20 eq.) eklendi ve sicaklik
0 °C ye getirildi. 14 (183 mg, 0.32 mmol, 1.0 equiv) THF (4.2 mL) igerisinde ¢odziiniip
damla damla eklendi. Buz banyosu kaldirild1 ve reaksiyon karigimi oda sicakliginda 2
saat boyunca karistirildi. THF vakumda ugurulduktan sonra kalan kisim CH2Cl ile
alinarak su ile yikama yapildi. Organik faz Na>SOg ile kurutuldu ve CHClI ile silika
jel Ttzerinden saflastirildi. Verim: %65, m/z hesaplanan 612,77 bulunan
[M+H]*=613,44 'H NMR (500 MHz, aseton-ds) § 9,40 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,02 (d, J
=75Hz, 1H),7,96 (d, J=7,7 Hz, 1H), 7,77 (td, J =7,5,1,2 Hz, 1H), 7,65 (t, J= 7,5
Hz, 1H), 7,61 (d, J = 12,8 Hz, 1H), 7,34 - 7,20 (m, 2H), 7,17 (td, J = 7,7, 1,3 Hz, 1H),
6,85 (t,J=7,4 Hz, 1H), 6,77 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 6,47 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,47 — 6,38
(m, 2H), 5,50 (d, J =12,7 Hz, 1H), 3,41 (9, J = 7,1 Hz, 4H), 3,20 (d, J = 15,6 Hz, 3H),
2,54 (p, J = 5,2 Hz, 2H), 1,73 (s, 6H), 1,62 (p, J = 6,3 Hz, 2H), 1,55 — 1,26 (m, 2H),
1,17 (t, J = 7,0 Hz, 6H). 3C NMR (126 MHz, aseton-ds) 5 191,90, 164,98, 158,15,
152,17, 150,57, 149,16, 147,98, 145,32, 141,84, 138,65, 134,94, 129,15, 128,28,
127,74, 127,47, 123,85, 123,51, 121,52, 120,58, 119,44, 119,21, 108,63, 106,03,
104,16, 102,48, 97,36, 92,07, 68,12, 45,28, 43,94, 29,41, 29,26, 29,11, 28,95, 28,80,
28,64, 28,49, 27,81, 24,86, 23,73, 22,77, 21,92, 11,89.

CyR hbilesiginin sentezinden sonra metiyonin metil ester ile tirevlendirilmis

kromenilyum-siyanin bilesigi (CSME) sentezlendi(Sekil 3.4).
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() NBHC03
Ni(NO3),

MeOH

Sekil 3.4 : CSME sentez semas.

3.2.6 CSME sentezi

CSME, literatiirde yer alan ¢alisma iizerinde degisiklik yapilarak sentezlenmistir[63].
L-Metiyonin metil ester hidrokloriir (19,5 mg, 0,10 mmol) ve sodyum bikarbonat (10,5
mg, 0,12 mmol) 1 mL kuru metanol igerisinde ultrasonik banyoda tutulduktan sonra
15 dakika kadar manyetik karistiricida oda sicakliginda 15 dakika kadar karistirildi.
Ardindan 1 mL kuru metanoldeki 15 (30 mg, 0,050 mmol) siispansiyonu reaksiyon
karigimina damla damla eklendikten sonra nikel(II) nitrat (3 mg) eklenerek reaksiyon
gece boyunca oda sicakliginda karistirildi. DCM: hekzan: trietilamin (1,5: 1: 0,3)
karisiminda silikada yiiriitiilerek saflastirildi. Verim : %33, hesaplanan [M+H]*:
758,37 g/mol, bulunan [M+H]*: 758,37335 g/mol *H NMR (500 MHz, CDCI) & 8,14
(dd, J = 25,8, 7,8 Hz, 1H), 8,00 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,95 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,58 —
7,47 (m, 2H), 7,44 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,24 — 7,11 (m, 3H), 6,90 — 6,80 (m, 1H), 6,62
(d, J =7,8 Hz, 1H), 6,44 (dd, J = 8,8, 6,6 Hz, 1H), 6,39 — 6,36 (m, 1H), 6,30 — 6,22
(m, 1H), 5,36 (d, J = 12,6 Hz, 1H), 4,05 (dd, J = 8,2, 5,2 Hz, 1H), 3,70 (d, J = 6,2 Hz,
3H), 3,37 — 3,32 (m, 4H), 3,15 (d, J = 1,9 Hz, 3H), 2,63 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 2,51 -
2,45 (m, 2H), 2,46 — 2,22 (m, 2H), 2,12 — 2,08 (m, 2H), 2,03 (d, J = 7,2 Hz, 3H), 1,78
(d,J=4,6 Hz, 3H), 1,75 (d, J = 1,5 Hz, 3H), 1,72 — 1,45 (m, 2H), 1,08 (t, J = 7,2 Hz,
6H).1*C NMR (126 MHz, CDCl3) § 171,87, 166,00, 165,07, 158,06, 151,89, 151,08,
148,98, 147,59, 147,45, 145,31, 138,94, 134,18, 128,53, 127,67, 126,83, 123,69,
123,38, 121,54, 120,29, 119,88, 119,34, 108,41, 108,01, 105,70, 103,51, 103,25,
98,62, 91,96, 77,34, 77,08, 76,83, 67,95, 52,34, 45,97, 45,52, 44,30, 32,54, 32,50,
30,11, 29,12, 28,40, 24,36, 22,73, 15,27, 12,57, 10,91, FTIR (cm™): 3052, 3028, 2963,
2969, 2865, 1722, 1694, 1621, 1595, 1490, 1333, 1304, 1193.
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3.3 Sensor Calismalari

3.3.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi

Metal tuzlarinm perklorat (Li*, Na*, K*, Cs*, Mg?*, Ca®*, Sr?*, Ba?*, Mn?*, Fe?*, Fe®*,
Co?*, Ni?*, Cu*, Cd®" Pb?* and Hg?") ve kloriir (Zn?*) ¢ozeltileri Hg?* (9,5 x 1072 M)
hari¢ 5,0 x 1072 M olacak sekilde hazirlandi. Anyon ¢ozeltileri ise, sodyum (SO4",
CN7, COs*, S*, CI, NOs, EDTA?) ve potasyum (AcO~, SCN, Br, and I")
tuzlarindan 5,0 x 1072 M olacak sekilde bidistile su ile hazirlandi. CSME ¢ozeltisi,
asetonitril igerisinde 3,0 x 10* M olacak sekilde hazirlandi. Tampon ¢ozeltilerinin

hazirlanisi, ¢izelge 3.1°de verilmistir.

3.3.2 Zamana Bagh Sensoér Davramsi

3,0x10° M CSME bilesiginin, asetonitril: HEPES tampon ¢dzeltisi (5:1, v/v, pH 7,4)
icerisine eklenen (3,0x10* M) Hg®" iyonunun zamana karsi davranst

incelenmistir(Sekil 3.5).

600
O 4 T 1 _I’ II 3: 500 i E) — — — — ........I..I.....I.I..
a) g \....-.l-l"".“-'l.
» 03 I ¥ 400 I
3 3 I
o I 2 3004
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Sekil 3.5 : 3,0x10° M CSME bilesiginin, 3,0x10* M Hg?" iyonunun zamana kars1
a) UV-Gor spektrometrik b) Florometrik davranisi.

Sekil 3.5’e gore Hg?" eklenir eklenmez yanit vermis ve tiim siire sonucunda da
yanitinda kararli olarak davranmistir. Buna gore cevap siiresi 90 saniye olarak
belirlenmistir.

3.3.3 Farkh pH Degerlerine Karsi Sensor Davranisi

CSME sensériiniin degisen pH degerlerinde ve Hg?* iyonuna kars1 davranisi incelendi.

Buna gore, 1 ve 10 arasinda degisen pH degerlerine sahip bir dizi tampon ¢dzelti
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hazirland1 ve 3,0x10° M CSME bilesiginin ilgili pH degerindeki davranist ile 3,0x10"
4 M Hg?" varligindaki davranisi kiyaslandi(Sekil 3.6).

pH 7.4 ve 8 haricindeki tampon ¢ozeltiler, ¢izelge 3.1°de yer alan prosediire gore, I ve
IT numarali ¢ozeltilerin karistirilmasiyla elde edilmistir. pH 7,4 ve 8 tampon ¢ozeltileri
ise, HEPES (5,95 g, 25 mmol) ¢6zeltisinin tizerine, 10 M NaOH ile ilgili pH degerine

kadar getirildikten sonra 250 mL balonjojeye tamamlanmasiyla elde edilmistir.

Cizelge 3.1 : pH 7,4 ve 8 haricindeki tampon ¢ozeltilerin hazirlanma prosediirii.

Cozelti I Cozelti IT
H1 0,2 M KClI 0,2 M HCI
P (50 mL, 10 mmol) (134 mL, 27 mmol)
H 2 0,2 M KCI 0,2 M HCI
P (50 mL, 10 mmol) (13 mL, 2,6 mmol)
H3 0,1 M Asetik Asit 0,1 M Sodyum Asetat
P (98,2 mL, 9,8 mmol) (1,8 mL, 0,18 mmol)
H4 0,1 M Asetik Asit 0,1 M Sodyum Asetat
P (84,7 mL, 8,5 mmol) (15,3 mL, 1,5 mmol)
H5 0,1 M Asetik Asit 0,1 M Sodyum Asetat
P (35,7 mL, 3,6 mmol) (64,3 mL, 6,4 mmol)
H6 0,1 M Asetik Asit 0,1 M Sodyum Asetat
P (5,2 mL, 0,52 mmol) (95,0 mL, 9,5 mmol)
H9 0,1 M TRIS 0,1 M HCI
P (100 mL, 10 mmol) (11,4 mL, 1,1 mmol)
oH 10 0,025 M Boraks 0,1 M NaOH

(200 mL, 2,5 mmol)

(36,6 mL, 3,7 mmol)

Sekil 3.6’ya gore, asetonitril: HEPES tampon ¢ozeltisi (5:1, v/v, pH 7,4) igerisindeki
3,0x10° M CSME bilesigi, 711 nm dalga boyunda hem en diisiik diizeyde absorbans
hem de 740 nm dalga boyunda en diisiik diizeyde floresan siddeti verirken; Hg?*
eklendiginde ise ciddi miktarda absorbans ve floresan siddeti artis1 gézlenmistir. Farkl
pH degerlerinde de yanit alinabilirken, fizyolojik pH degeri olan pH 7,4°te en yiiksek
degisim gozlenmis, ¢alisma kosullar1 asetonitril: HEPES tampon ¢ozeltisi (5:1, v/v,

pH 7,4) olarak tanimlanmustir.
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Sekil 3.6 : 3,0 x 10> M CSME bilesiginin civa (5 ekivalent) varliginda
asetonitril:tampon (5:1) karisimlarinda farkli pH degerlerindeki a) UV-Gor
spektrometrik b) Florometrik davranisi.

3.3.4 Secicilik ve Girisim

Sensoriin Hg?* varliginda calisabilmesi durumu ve diger metal iyonlarinin analiz
sonuglaria etkisi spektrofotometrik ve florometrik 6l¢timler ile incelenmistir. Bunun
i¢in 3,0x10° M CSME bilesiginin asetonitril: HEPES tampon ¢ozeltisi (5:1, v/v, pH
7,4) ortaminda, 3,0x10™* M Li*, Na*, K*, Cs*, Mg?*, Ca?*, Sr**, Ba?*, Mn?*, Fe?*, Fe%*,
Co?*, Ni?*, Cu?*, Zn?*, Cd?* ve Pb?* katyonlarmin (Sekil 3.7) ve SO4%, CN", COz%, S*
, CI', NOs,, EDTA%, AcO", SCN", Br ve I varliginda Slglimler gerceklestirilmistir
(Sekil 3.8).
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Sekil 3.7 : 3,0 x 10° M CSME sensdriiniin asetonitril: HEPES tampon ¢ozeltisi (5:1,

v/v, pH 7,4) ortaminda farkli metal katyonlari (5 ekivalent) varligindaki a) UV-Gor
spektrumlari b) Floresan spektrumlari.
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Sekil 3.8 : 3,0 x 10° M CSME sensdriiniin asetonitril: HEPES tampon ¢ozeltisi (5:1,
v/v, pH 7,4) ortaminda farkl1 anyonlarin ve Hg?* (5 ekivalent) varligindaki a) UV-
Gor spektrumlar b) Floresan spektrumlari.

CSME bilesiginin asetonitril: HEPES tampon ¢6zeltisi (5:1, v/v, pH 7,4) ortaminda
yapilan girisim caligmasinda, Hg?* hari¢ diger metal iyonlarmin eklenip, ardindan
Hg?" ilavesiyle 711 nm dalga boyundaki absorbans artis1 ve beraber 740 nm dalga

boyunda ise emisyon degisimi incelenmistir.

3.3.5 Calisma Arahgi

CSME bilesiginin asetonitril: HEPES tampon ¢ozeltisi (5:1, v/v, pH 7,4) ortaminda
3,0x10° M ¢ozeltisi igerisinde yapilan titrasyon calismasiyla beraber, farkli
konsantrasyonlardaki Hg?* eklenmesiyle CSME sensoriiniin davramis1 UV-Gor

spektrometrik ve florometrik olarak incelenmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 : 3,0x10° M CSME bilesiginin degisen Hg?" konsantrasyonuna kars1 a)
UV-Gor spektral davranist b)Floresan siddeti.

3.4 Fotofiziksel Calismalar

Floresan kuantum verimi bir maddenin 1s1k ile uyarildiginda {ist enerji seviyesine
¢ikmak i¢in absorpladigi fotonlarin, temel enerji seviyesine donerken floresan i1simasi

ile yaydig1 fotonlarin oranina esittir. Bu baglamda verimin yiiksek olabilmesi i¢in
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absorplanan enerjinin i¢ ya da dis doniisiim yolu ile titresim ya da molekiillerin yiiksek
konsantrasyonlarda kendileri ile ¢arpisarak enerji transferi ile harcanmadan floresan
1s1mast ile geri verilmesi gerekmektedir. Verimin hesaplanmasinda karsilastirmali bir
yontem olan Williams formiilii (3.1) kullanilir. Bu yontemde kuantum verimi bilinen
bir referans maddenin bilinmeyen bir madde ile absorbans ve floresan spektrumlari
mukayese edilecek sekilde dlgiiliir ve ¢ikan sonuglar formiilde yerine konulur.

Tez kapsaminda sentezlenen, CSME bilesiginin Hg?* varligindaki kuantum verimleri
(3.1) nolu formiil kullanilarak hesaplanmistir. Referans olarak sensorler ile yakin
bolgede emisyon ve absorpsiyon bantlarina sahip olmasindan dolay1 ¢inko ftalosiyanin
tercih edilmistir. Cinko ftalosiyanin DMF solventinde floresan kuantum verimi
0,17°dir[74]. Floresan spektrumundan gelen integrasyon verileri ile UV
spektrumundaki maksimum absorpsiyon noktalar1 hem referans bilesik i¢in hem de
sensoOr bilesikleri i¢in tiretilip egimler elde edilmistir. Son olarak referansin kuantum

verimi formiilde yerine konulup sensor bilesiginin verimleri 6lgiilmiistiir.

CSME bilesiginin asetonitril igerisinde Hg?" varligindaki kuantum verimi
karsilagtirmali yontem kullanilarak hesaplanmistir. Cizelge 3.2°de CSME bilesiginin

asetonitril igerisinde Hg?* varhigindaki fotofiziksel dzellikleri verilmistir.

izelge 3.2 : CSME bilesiginin asetonitril icerisinde Hg?" varligindaki fotofiziksel
g g g g

ozellikleri.
Absorpsiyon € Emisyon o Stokes
Amax (M) (M7'em™)  Amax (Nm) f Kaymasi(nm)
CSME-Hg?" 711 12533 740 0,19 29

3.5 Baglanma Mekanizmasinin Belirlenmesi

Hg?* varliginda hidroliz iiriinlerinin olusumu bilinen bir siiregtir[78]. CSME ve Hg?*
arasindaki reaksiyonu karakterize etmek icin HRMS titrasyonu ve FTIR titrasyonu

caligmalar1 yapildi.

Hg?" ilave edildikten sonra elde edilen spektruma gére CSME, ana iiriin olarak
573.31024 [m/z] molekiiler agirliga sahip CS2H'nin ag¢ik spirolaktam formuna
doniismiistiir (Sekil 3.10). Ayrica FTIR titrasyonunda 1595, 1693 ve 1728 cm™'de bant
kayb1 ve 1100 ve 1441 cm™'de yeni sinyallerin olustugu gézlenmistir(Sekil 3.11).
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CSME-HG-POS #1 RT: 0.01 AV: 1 SM:7G NL: 3.41E7
T. FTMS + p ESI Full ms [200.0000-2000.0000]

1005 764.57214
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E 573.31024
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Sekil 3.10 : CSME probuna Hg?* eklenmesinden sonraki HRMS spektrumu.
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Sekil 3.11 : CSME probuna Hg?* eklenmesinden sonraki FTIR spektrumu.
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Buna gore, CSME, CS2H'in agik spirolaktam formu olan H yapisina doniismiistiir.
Sekil 3.12°de CSME ve Hg®" arasindaki reaksiyonun onerilen mekanizmasi

gosterilmistir.

Sekil 3.12 : CSME ile Hg?" arasinda reaksiyonun dnerilen mekanizmasi.

CSME ve Hg?* katyonu arasindaki koordinasyon modlarmi arastirmak igin DFT
hesaplamalar1 da yapildi. Hg?* katyonunun liganda nasil baglandigini bulmak igin,
sadece Hg?* katyonunu tutan diizlemsel fragmani iceren daha kiigiik bir CSME modeli
hazirland1 (Sekil A.1). Muhtemel komplekslerden en stabil baglanma moduna sahip
olani, CSME probuna uyarlandi ve bu par¢anin olasi iki yonelimi de degerlendirilip
(Sekil A.2), en kararli konformasyonlar tartigildi (Sekil 3.13). Spirolaktam baginin
kirildign CSME-Hg?* kompleksinin olusumundan dnce, mevcut spirolaktam baginin
korundugu olas1 bir 6n kompleks yapisi (pre-CSME-Hg?*) goz oniine alindi. Bu
yapilarin geometrik yapilar1 Sekil 3.13'te verilmistir.

CSME pre-CSME-Hg?* CSME-Hg#*

0 -13.9 kcal/mol -22.4 kcal/mol

Sekil 3.13 : CSME, pre-CSME-Hg?* ve CSME-Hg?* yapilar1 i¢in modellenen en
kararli geometriler ve bagil enerjileri. Yapilarin bagil enerjileri pre-CSME-Hg?* ve
CSME-Hg?* yapilarina ait enerjilerin 2 ClIO4 anyonu ile toplammdan CSME ve
HQ(CIO4)2 in enerjilerinin ¢ikartilmasi ile elde edilmistir. [ (Exompieks + 2E(CIO47) —
(E(CSME)+E(Hg(CIOa4)2)) ] Mesafeler angstrom (A) birimiyle verilmistir. Hidrojen
atomlar1 netlik i¢in gizlenmistir.
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pre-CSME-Hg?* kompleksinde goriilen CSME ligand: ve Hg?* arasindaki etkilesim,
lokalize elektronik sisteme katilan iki oksijen ve iki azot atomik merkezi araciligiyla
temel olarak diizlemsel bir yapiyr olusturmustur. Tek istisnai durum, baglanmay1
nispeten uzak bir konumdan destekleyen kiikiirt atomudur. pre-CSME- Hg?*
yapisinda, Hg?* katyonunun liganda baglanmasi iizerine spirolaktamdaki C—N bag
uzunlugu bir miktar (1,53 A'dan 1,55 A'ya) degismistir, ancak 1,53 A tek bir C-N
bagi i¢in olduk¢a uzun bir bag uzunlugudur. Bu mesafe spiro bagmin kirilmasini
kolaylastirarak 2.76 A’luk C—N bag uzunluguna sahip CSME-Hg?* kompleks yapinin
olusumuna katki saglamaktadir. Bu kompleks yapida, metal katyonu oksijen ve azot
atomlarryla etkili bir sekilde koordine olmustur. Bu yapida Hg?*, amit karbonil
oksijeni araciligiyla spiro bagimin kirilmasini kolaylagtirdigindan, kiikiirt atomundan
cok azot ve oksijene daha yakindir (Sekil 3.13). Hg?*-S mesafesi 3,98 A olmasina
ragmen, bu mesafe Hg?* ve S atomlarinin van der Waals yaricaplar1 (Hg?* igin 1,70-
2,00 A ve Sigin 1,60 -2,03 A) toplaminin iist degerinden daha diisiik olmasi nedeniyle,
Hg?*-S atomlar arasinda yine de hatir1 sayilir bir etkilesim bulunmaktadir[79-82].
Literatiirde Hg?"'nin tiyofilik karakteri iyi bilinmesine ragmen, metalin tiyoeter kiikiirt
yerine aromatik nitrojene baglanmay: tercih ettigi Hg** komplekslerinin 6rnekleri

mevcuttur[79,83,84].

Serbest enerji profilleri incelendiginde, pre-CSME-Hg?* durumu (Hg?* katyonunun
liganda bagli oldugu ancak spirolaktam halkasinin kapali oldugu durum) -13,9
kcal/mol iken, CSME-Hg?* durumunda (Hg?* katyonunun sisteme bagl oldugu ve
spirolaktam halkasinin agik oldugu konum) -22,4 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglar, genel degisimin kendiliginden olusumu ve spiro bagi kirilmasi yoluyla

komplekslesmenin kolaylastigini agikca gostermistir.

TDDFT hesaplamalar1 deneysel ¢calismalarda CSME i¢in yaklasik 400 nm'de goriilen
bandin enerjisini sirasiyla 436 ve 474 nm'de iki band olarak daha diisiik enerjili alanda
vermistir (Sekil 3.14 ve ¢izelge A.1). Bu bandlar, pre-CSME-Hg?* kompleksinin
hesaplamali olarak elde edilen spektrumunda sirasiyla 447 ve 484 nm'ye kaymistir
(Sekil 3.15 ve c¢izelge A.2). Hesaplamali olarak elde edilen CSME-Hg?*
spektrumunda ise bu gegisler ortadan kalkarak yerine deneysel ¢alismalarda 711 nm'de
goriilen bandin enerjisini daha yiiksek tahmin ederek sirasiyla 560 ve 668 nm'de
lokalize olan iki yeni absorpsiyon bandi elde edilmistir(Sekil 3.16, ¢izelge A.3). Bu

bandlarin yerleri deneysel ¢aligsmalara gore farklilik gostermis olsa da, spiro bagini
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ortadan kaldiran Hg?* katyonunun eklenmesiyle gériilen diisiik enerji bandinin ortaya
cikisini niteliksel olarak dogrulamaktadir. Ayrica, 668 nm'de lokalize olana (0,79)
kiyasla daha diisiik bir osilator giicline (0,24) sahip olan 560 nm'deki absorpsiyon
bandi, deneylerde goriilen bandin seklini daha yiiksek bir enerji konumunda goriinen
bir omuz olarak dogrular. Deneysel ¢aligmalara gore, bu kompleks sonunda hidroliz
nedeniyle pargalanarak katyonu tutan parcanin ana yapidan ayrildigi bir iiriin verir.
Hidroliz sonunda kii¢iik fragmanlar kesin olarak belirlenememis olsa da, hidroliz ana
tiriinii (H) CSME-Hg?* i¢in goriilen optik 6zellikleri korudugunu dogrulayabiliriz
(Sekil 3.17, gizelge A.4).

~
N <
3

LUMO+3 LUMO+6

LUMO+1

HOMO-1

Sekil 3.14 : Hesapsal olarak elde edilen CSME spektrumunda yer alan 6nemli hudut
orbitalleri.

LUMO+1 LUMO+3 LUMO+7

HOMO-1 HOMO
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Sekil 3.15 : Hesapsal olarak elde edilen pre-CSME-Hg?* spektrumunda yer alan
onemli hudut orbitalleri.

LUMO LUMO+1 o LUMO+3

Sekil 3.16 : Hesapsal olarak elde edilen CSME-Hg?* spektrumunda yer alan énemli
hudut orbitalleri.

Rt o’

LUMO LUMO+1
HOMO-3 HOMO-2 HOMO-1 HOMO

Sekil 3.17 : Hesapsal olarak elde edilen H spektrumunda yer alan 6nemli hudut
orbitalleri.
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4. DENEYSEL SONUCLAR

4.1 Karakterizasyon

CSME probuna gelene kadar, 3-dietilaminofenol ve ftalik anhidrit bilesiklerinden
baslayarak sentezlenen tiim bilesikler, NMR, FTIR, kiitle spektroskopisi (MALDI-
TOF ve HRMS) gibi iyi bilinen yontemlerle karakterize edilmistir.

4.1.1 1 numarah bilesigin karakterizasyonu

a  shownmssggunyggeanneonyomsneonmss 000 gonmNooaon 0 9®@9pIo
B S33[E33 6500
-y
6000
5500
5000
4500
4000
9
4 Eldl 1 [d [ )
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2500
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| 1500
1000
]
|
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1 (ppm)

Sekil 4.1 : 1 numarali bilesige ait ‘H-NMR spektrumu.
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Sekil 4.2 : 1 numarali bilesige ait *C-NMR spektrumu.
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Sekil 4.3 : 1 numarali bilesige ait FTIR spektrumu.
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1 numaral bilesik i¢in *H NMR (DMSO-ds) spektrumu incelendiginde (Sekil 4.1);
12,59 ppm kimyasal kayma degerine ait hidroksi grubuna ait proton a, 7,96 — 6,06
araliginda aromatik boélgede yer alan b-h protonlari, 3,36 ppm kimyasal kayma
gosteren azota komsu karbona bagli 1 protonlari, 1.08 kimyasal kayma gosteren j
protonlar1 yapimin olustugunu géstermektedir. *C NMR spektrumunda (Sekil 4.2) ise;
198,86 ppm kimyasal kaymaya sahip keton karbonu, 167,46 ppm kimyasal kayma
gozlenen karboksilik asit karbonu, 165,14 — 96,76 ppm aras1 aromatik karbonlara ait
kimyasal kaymalar, 44,48 ve 12,88 ppm kimyasal kayma ise etil grubuna ait
karbonlara ait oldugu gézlenmistir. 1 numarali bilesik i¢in FTIR spektrumunda (Sekil

4.3) 1689 cm™* degerinde karbonil grubuna ait bant gézlenmistir.
4.1.2 2 numarah bilesigin karakterizasyonu
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Sekil 4.4 : 2 numarali bilesige ait 'H-NMR spektrumu.
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Sekil 4.5 : 2 numarali bilesige ait 3C-NMR spektrumu.
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Sekil 4.6 : 2 numarali bilesige ait FTIR spektrumu.
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2 numaral bilesigin *H NMR spektrumu (Sekil 4.4) incelendiginde; a — g protonlarina
ait aromatik bolgede yer alan protonlara ait kimyasal kayma degerleri 7,94 — 6,34 ppm
araliginda; h — 1 protonlarina ait kimyasal kayma degerleri 3,34 — 1,52 ppm araliginda,
m protonlarina ait kimyasal kayma degerleri 1,15 ppm degerinde yer almistir. 13C
NMR spektrumu incelendiginde (Sekil 4.5) ise, 27,41 — 21,95 ppm araligindaki pikler
ksanten benzeri halkanin olustugunu gostermektedir. FTIR spektrumu (Sekil 4.6)
incelendiginde ise, 3507 cm™ degerinde yer alan asit ve 1074 cm™ degerindeki eterik

gruplara ait bantlar yapinin olustugunu gostermektedir.

4.1.3 CS2 karakterizasyonu
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Sekil 4.7 : CS2 bilesigine ait tH-NMR spektrumu.
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Sekil 4.10 : CS2 bilesigine ait FTIR spektrumu.

Aseton-ds ¢oziiciisii icerisinde *H NMR spektrumu (Sekil 4.7) incelenen CS2
bilesigine ait protonlar incelendiginde; 6 8,76 — 6,81 ppm kimyasal kayma degerlerine
sahip aromatik a — j* protonlarini, 6.77 ve 6.35 ppm kimyasal kayma degerlerindeki
Fisher indol bolgesinde yer alan alkene ait k ve 1 protonlarini, 3,81 — 3,61 ppm
araliginda azota komsu karbonlara bagli (m ve n) protonlarini, 2,74 — 1,27 ppm
arahiginda ise o-s protonlarini gérmek miimkiindiir. *C NMR spektrumu (Sekil 4.8)
incelendiginde ise 174,21 ppm kayma degerine sahip Fischer indol bolgesindeki azota
komsu karbonu yapinin olustuguna dair kanitlar géstermektedir. FTIR (Sekil 4.9) ve
MALDI-TOF spektrumlari (Sekil 4.10) yap1 ile uyumludur. MALDI-TOF: hesaplanan
[M+H*]= 560,304, bulunan [M+H"]= 560,398.
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4.1.4 CS2H bilesiginin karakterizasyonu
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Sekil 4.13 : CS2H bilesigine ait MALDI-TOF spektrumu.
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Sekil 4.14 : CS2H bilesigine ait FTIR spektrumu.
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CS2H bilesigine ait *H NMR (aseton-ds) spektrumu (Sekil 4.11) incelendiginde; 7,78
— 6,83 ppm ve 6,15 ppm kimyasal kayma degerlerine sahip aromatik a — h, j ve k
protonlari, 6,43 ve 5,49 ppm kimyasal kayma degerlerine sahip Fisher indol bélgesinde
yer alan alkene ait i ve | protonlari, 3,40 ve 3,20 ppm kimyasal kayma degerlerine
sahip azota komsu karbona bagli m — n protonlari, 2,82 —1,17 ppm kimyasal kayma
degerlerine sahip o — s protonlar1 yapmin olustugunu kanitlamaktadir. 3C NMR
spektrumu (Sekil 4.12) incelendiginde 67,49 ppm kayma degerine sahip spirolaktam
halkasinin ve ksanten yapisinin ortak karbonuna ait pik gozlenmistir. Sekil 4.13’e gore
hesaplanan [M+H*'] = 573,323, MALDI-TOF spektrumunda bulunan [M+H'] =
573,508. FTIR spekturumuna (Sekil 4.14) gore ise 1689 cm™ degerinde bulunan amit

band1 yapinin olustugunu gdstermektedir.

4.1.5 CyR bilesiginin karakterizasyonu
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Sekil 4.15 : CyR bilesigine ait *H-NMR spektrumu.
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Sekil 4.18 : CyR bilesigine ait FTIR spektrumu.

CyR bilesigine ait 'H NMR (aseton-ds) spektrumu incelendiginde (Sekil 4.15) CS2H
bilesiginden farkli olarak 9,40 ppm kimyasal kayma degerine sahip dublet yarilma
goriilmiis olan aldehite ait (a) proton ve 8,02 ppm kimyasal kayma degerine sahip
dublet yarilma gostermis olan imine ait (b) proton yapinin sentezlendiginin kanitidir.
13C NMR spektrumu incelendiginde (Sekil 4.16) 191,90 ppm kayma degerine sahip

aldehit piki yapinin olusumunu géstermistir.

MALDI-TOF ve FTIR spektrumlari ile de yapinin varligi ispatlanmistir. MALDI-TOF
spektrumuna gore (Sekil 4.17) bulunan [M+H"] = 613,437 ve hesaplanan [M+H"] =
613,318 degerler birbiri ile tutarlidir. FTIR spektrumuna gore (Sekil 4.18) ise, 1691
cm? degerinde bulunan amit grubunun yani sira 1741 cm™ degerinde bulunan aldehit

grubu yapinin olustugunu gostermektedir.
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4.1.6 CSME bilesiginin karakterizasyonu
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Sekil 4.21 : CSME bilesigine ait HRMS spektrumu.
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Sekil 4.22 : CSME bilesigine ait FTIR spektrumu.
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CSME bilesigine ait 'H NMR (Aseton-ds) spektrumu (Sekil 4.19) incelendiginde;
8,10 ve 8,00 ppm kimyasal kayma degerlerindeki Schiff bazina ait a ve b protonlari,
7,95 — 6,37 ppm kimyasal kayma degerleri araliginda aromatik ¢ — j protonlari, 6,22
ve 5,36 ppm kimyasal kayma degerlerine sahip Fisher indol bolgesinde yer alan alkene
ait k ve 1 protonlari, 4,05, 3,70, 2,16 ve 2,03 ppm kayma degerlerindeki metiyonin
metil esterine ait pikler, yapinin olustugunu kanitlamaktadir. 3C NMR spektrumu
(Sekil 4.20) incelendiginde ise 67,95 ppm kayma degerine sahip spirolaktam
halkasinin ve ksanten yapisinin ortak karbonuna ait pik gézlenmistir. Bunun yani sira
158,06 ve 148,98 ppm kayma degerlerindeki imin yapisindaki karbonu temsil
etmektedir. CSME bilesiginin HRMS spektrumu incelendiginde hesaplanan [M+H"]
= 758,37400 degeri ile bulunan [M+H"] = 758,37335 degerleri birbiri ile uyumludur.
FTIR spektrumu (Sekil 4.22) incelediginde; 1624 cm™ de imine yapisina ait C=N
gerilmesinin yam sira, 1722 cm™ deki titresimler estere ait pikler yapinin olustugunu

gostermektedir.

4.2 Sensor Calismalari

4.2.1 Segicilik ve Girisim

Asetonitril: HEPES tampon c¢ozeltisi (5:1, v/v, pH 7,4) ortaminda yapilan segicilik
caligmasinda, 3,0x10° M CSME bilesigi 600 ile 750 nm dalga boyu araliginda ¢ok
zayif bir absorpsiyon ve emisyon bandi vermektedir. Hg?* iyonlarmin eklenmesiyle
711 nm dalga boyunda siddetli bir absorbans artis1 ile beraber 740 nm dalga boyunda
ise emisyon artis1 gozlenmistir. Florometrik yonteme gore 740 nm dalga boyundaki
art1s degerlendirildiginde Hg?* haric herhangi bir metal kayda deger bir yanit vermeyip
Hg?" iyonuna kars1 segici olarak davranmaktadir. UV-Gor spektrometrik yonteme gore
ise yine benzer sekilde 711 nm dalga boyundaki absorbans artis1 degerlendirildiginde
(Sekil 4.23) CSME sensorii seciciligi yiiksek olarak davranmistir. Benzer sekilde,
cesitli anyonlar varliginda da segicilik gézlenmemis, florometrik yonteme gore 740
nm dalga boyunda ve UV-Gor spektrometrik yontemde 711 nm dalga boyunda ciddi
bir artis gézlenmemistir(Sekil 4.24). Buna gére CSME probu asetonitril: HEPES

tampon ¢ozeltisi (5:1, v/v, pH 7,4) ortaminda segici olarak ¢aligmaktadir.

63



Absorbans (711 nm)

o
N
1

o
w
1

o
N
1

o
=
1

o
o

I ﬁﬁﬁ%ﬁﬁﬁ%ﬁﬁﬁﬂﬁﬂﬂmﬂ

x x

r X P A A 2 A A M 2 A A A A
O@@\z\g \’%{b \L_OQQ’C)%‘ @&@%QQQQ’QQC}O é\C}Q/\/{\C}éQ\Q

Katyonlar
500
|b)
400 -
‘s
— 300 -
o
q—
I~ 200
_O
— 100

Katyonlar

64




Sekil 4.23 : 3,0 x 10° M CSME sensoriiniin asetonitril: HEPES tampon ¢dzeltisi
(5:1, v/v, pH 7,4) ortaminda farkli metal katyonlar1 (5 ekivalent) varligindaki a) 711
nm’deki absorpsiyon degerleri b) 740 nm’deki floresan siddeti degisimleri c) metal
tuzlar1 (Hg?*(2), Li*(3), Na*(4), K*(5), Cs*(6), Mg?*(7), Ca?*(8), Sr**(9), Ba?*(10),

Mn2*(11), Fe?*(12), Fe**(13), Co?*(14), Ni?*(15), Cu?*(16), Zn?**(17), Cd**(18) ve

Pb?*(19)) varliginda CSME(1) ¢ozeltisinin gorsel davranisi.
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| b)

Anyonlar ve Hg?

Sekil 4.24 : 3,0 x 10> M CSME sensériiniin asetonitril: HEPES tampon ¢dzeltisi
(5:1, v/v, pH 7,4) ortaminda farkli anyonlar (5 ekivalent) varligindaki a) 711 nm’deki
absorpsiyon degerleri b) 740 nm’deki floresan siddeti degisimleri ¢) Hg?*(2) ve
anyonlar (S04%(3), CN" (4), COs*(5), S*(6), CI*(7), NO3'(8), Br(9), SCN(10),
EDTAZ(11), AcO(12) ve I (13)) varliginda CSME(1) ¢dzeltisinin gorsel davranisi.
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CSME probunun asetonitril: HEPES tampon ¢ozeltisi (5:1, v/v, pH 7,4) ortaminda
yapilan girisim ¢aligsmasinda (Sekil 4.31), katyonlar varliginda UV-Gor spektrometrik
yonteme gore 711 nm dalga boyundaki absorbans artisi degerleri incelendiginde

girisim gostermeden Hg?* katyonuna beklenen yanit1 vermistir.

Florometrik yonteme gére 740 nm dalga boyundaki artis degerlendirildiginde Fe®*,
Fe3*, Ni?*, Cu®*, Cd®" ve Pb?"iceren ¢ozeltilerde Hg?* iceren cozeltideki CSME
sensoriiniin emisyon siddeti beklendiginden daha farkli olmustur. Bu problemin
giderilmesi i¢in ise, ¢alisma 1,5 x 10™* M 1,10-fenantrolin varhiginda ilgili katyonlarla

tekrar edilmis ve Cu®* haricinde tiim katyonlarda girisim engellenmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25 : 3,0 x 10° M CSME sensériiniin asetonitril:pH 7.4 tamponunda(5:1)
farkl1 metaller varligindaki (5 ekivalent) Hg?" iyonuna (5 ekivalent) kars1 a) UV-Gér
absorbans b) floresan siddeti degisimleri. Fe?*, Fe®*, Ni?*, Cu?*, Cd?" and Pb?" iceren

¢ozeltilerde 1,5 x 107 M 1,10-fenantrolin bulunmaktadur.

Anyonlar i¢in yapilan ¢alismada ise, herhangi bir girisim gdzlenmemis olup, ilgili
anyonlar varliginda Hg?" iyonuna kars1 CSME probu beklenen yanitlar1 (Sekil 4.26)

vermistir.
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Sekil 4.26 : 3,0 x 10° M CSME sensériiniin asetonitril:pH 7.4 tamponunda(5:1)
farkl1 anyonlar varligindaki (5 ekivalent) Hg?" iyonuna (5 ekivalent) kars1 a) UV-

Gor absorbans b) floresan siddeti degisimleri.
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4.2.2 Cahsma Arahgi ve LOD

CSME sensoriiniin titrasyon ¢alismalarindan elde edilen maksimum absorbans
degisiminin gozlendigi 711/377 nm dalga boylarindaki absorbans degerlerinin

orantisal degeri ve 740 nm dalga boyundaki floresan siddeti degerleri kullanilarak

sensoriin Hg?* iyonuna kars1 dogrusal ¢alisma grafikleri olusturulmustur.
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Sekil 4.27 : 3,0x10° M CSME bilesiginin degisen Hg?* konsantrasyonuna kars1 a)
Uv-Gor spektrometrik yonteme gore dogrusal calisma araligi b) florometrik yonteme
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[Hg**](uM)

gore dogrusal ¢alisma aralig1.
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Buna gére asetonitril: HEPES tamponu (5:1, v/v, pH 7,4) ortaminda 3,0x10° M
CSME ¢ozeltisinin, UV-Gor spektrometrik yontemle 6,29 x 108 -1,86 x 10* M
(12,6 — 37310 ng/mL) araliginda, florometrik yontemle ise 9,49 x 107° — 1,13 x 107
M (1,9 — 2267 ng/mL) araliginda galisabilen bir sensér oldugu belirlenmistir. Titrasyon
calismalarinda elde edilen veriler yardimi ile sensdrlerin Hg?* iyonu icin tespit limiti
(LOD) degerleri (4.1) numarali formiile gore hesaplanmistir. Formiilde SS kor
Olctimlerin (n=5) standart sapmasi ve S kalibrasyon egrisinin egimini ifade etmektedir.
Buna gére UV-Goér spektrometrik yontem i¢in LOD degeri 5,89 x 108 M (11,8 ng/mL,
florometrik yontem ig¢in LOD degeri ise 4,93x10°M (0,99 ng/mL) olarak

hesaplanmistir.

LOD=3xSS/S (4.1)
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5. GERCEK ORNEK UYGULAMALARI

5.1 Musluk ve i¢gme Suyunda Hg?* Tayini

Hg?* 6l¢iimii igin 6nerilen yontemin gercek orneklerde uygulanabilirligi, musluk ve
igme suyu numunelerinde de test edilmistir. Asetonitril: HEPES tamponu (5:1, v/v, pH
7,4) ortaminda 3,0 x 10° M CSME varligindaki Hg?* analizi, saf su igeren ortamda
basariyla gerceklestirilmistir. Musluk ve igme suyu Orneklerinde de galigabilirligini
test etmek amaciyla, ayr1 test tiiplerinde musluk ve igme suyuyla Hg?* stok ¢ozeltisi,
4,8 x 10 M'a seyreltildi. Hazirlanan Hg?" ile kirletilen numune ¢ozeltileri daha sonra
kiiciik pargalar halinde 6l¢iim igin asetonitril: HEPES tamponu (5:1, viv, pH 7.4)
icindeki 3,0 x 10° M CSME c¢ozeltisine ilave edildi. Toplanan absorpsiyon ve
emisyon verileri, bulunan Hg?" miktarin1 hesaplamak icin kalibrasyon denklemleri
kullanildi. Bu sonuglar 1s1ginda, ¢izelge 4.1'de gosterildigi gibi, CSME probunun
incelenen su numunelerinde iyi geri kazanim ve diisiikk bagil standart sapma (RSD)
degerlerine sahip oldugu ve gercek numunelerde basariyla kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir.

5.2 Akilli Telefon Uygulamasiyla Hg?* Tayini

Akallr telefonlar, giinliik hayatta siklikla kullanilan cihazlardir. Son zamanlarda gida
kalitesi ve saglik hizmetleri izleme ve yonetimi ve biyogoériintilleme gibi ¢esitli
alanlarda akilli telefon tabanli uygulamalar kullanilmaktadir. Ozellikle akilli
telefonlar, kolorimetrik sensor uygulamalarinda ger¢ek numunelerde belirli analitlerin
gorsel tespiti i¢in kullanilmaktadir. Bu yeni uygulama ilging bir ¢alisma alan1 olarak
son yillarda yerinde ve hizli analizler saglar. Akilli telefonlar, yiiksek ¢oziintirliikli
kameralar1 ve yiiklii bir {i¢iincii taraf mobil uygulamasi ile kameradan alinan goriintii
verilerini kirmizi-yesil-mavi (RGB) renk skalasinda kodlayabilir. Kolorimetrik
yonteme dayal1 olarak, bir analit miktar1, karmagik ekipman ve iyi egitimli analistlere
thtiyag duymadan, analit konsantrasyonuna bagli olarak probun gorsel degisimi ile

belirlenebilir[85-92].
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Cizelge 5.1 : Musluk ve icme sularinda Hg?* analizi sonuglari.

a) Musluk Suyu Icme Suyu
Eklenen [Hg?*] Bulunan [Hg?*] Geri Kazanim  Bulunan [Hg?*] Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL) (%) = RSD (ng/mL) (%) + RSD
631 602 95,4+0,1 574 91,0+0,1
943 888 94,2+ 0,2 905 96,0+1
1253 1132 90,3+ 1 1314 104,94+ 0,2
1562 1401 89,7+0,1 1688 108,1+ 0,4
1868 1691 90,5+ 0,6 1976 105,8 +0,1
b) Musluk Suyu I¢me Suyu
Eklenen [Hg?*] Bulunan [Hg?*]  Geri Kazanim  Bulunan [Hg?*] Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL) (%) £ RSD (ng/mL) (%) = RSD
32 28 87 +£2 29 93 +£1
63 53 85+ 1 57 91 £2
9 80 85+4 83 88+ 3
125 111 88 £1 114 91 £2
156 140 90 £ 4 146 93+3
187 161 86 £ 1 169 90 £ 1
217 192 88 £ 2 196 90 £ 1

Ik olarak, asetonitril: HEPES tamponu (5:1 v/v, pH 7,4) ortaminda 3,0 x 10° M

CSME probu ¢bozeltisine degisen miktarlarda Hg?* eklendi ve her biri bir akill

telefonla (Redmi Note 108) ayr1 ayr1 fotograflandi. Artan Hg?* konsantrasyonuna gore

degisen renk, akilli telefona yiiklenen bir uygulama ile RGB degerleri cinsinden

okundu ve Hg?" konsantrasyonuna kars1 G degeri olarak ¢izildi.

160 +

60

0 uM [Hg™']

y =-0,1822x + 144,355
1R?=0,994

380 uM

-50

T T T
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T
100
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Sekil 5.1 : G degerine karsilik gelen Hg?" konsantrasyonu.
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Buna gore akilli telefon tabanli, herhangi bir karmasik cihaz gerektirmeyen ve 0 — 3,80

x 10* M konsantrasyonlar1 arasinda ¢alisabilen yeni bir yontem gelistirilmis oldu.

Kalibrasyon egrisi ¢izildikten sonra, Hg?" ile kirlenmis musluk ve igme sularinda Hg?*
konsantrasyonu akilli telefon kullanilarak belirlendi. Asetonitril: HEPES tamponu
(5:1, vIv, pH 7,4) ¢ozeltisi icerisindeki CSME probuna, degisen miktarlarda Hg?" ile
kirletilmis su numuneleri eklendi ve her soliisyon ayn1 akilli telefon ile fotograflandi.
Elde edilen fotograflardaki ¢ozelti renklerinden G degerleri belirlendi ve toplanan
veriler kalibrasyon egrisi ile karsilastirildi. Cizelge 4.2'de musluk ve igme suyunda
degisen Hg?" konsantrasyonu ile geri kazanim ve bagil standart sapma (RSD) degerleri

gosterilmistir.

Cizelge 5.2 : Akilli telefon ile musluk ve igme sularinda yapilan Hg2+ analizi.

Musluk Suyu I¢me Suyu
Ekle?fn B“'”g‘f‘ n Geri Kazanim (%) BUIUQJ? " Geri Kazanim
[Hg*] [Hg™] + RSD Mg ] (%) +RrsD

(ng/mL) (ng/mL) (ng/ml)

25 26 104+ 5 24 97+6

31 31 101+5 30 98 &2

37 39 106 + 4 35 94 £5

43 42 98 + 7 44 102+ 8

Elde edilen yiiksek geri kazanima gore bu prob, akilli telefon disinda herhangi bir

karmasik cihaz kullanmadan musluk ve igme suyunda Hg?* analizi i¢in kullamlabilir.

5.3 Hiicre I¢i Goriintilleme Cahsmalar:

Biyolojik goriintilleme (biyogdriintilleme), hiicrelerin morfolojik ayrintilarini
gorsellestirmek icin benzersiz bir yaklagim sundugu i¢in gilinlimiizde biyolojik
aragtirmalarda giiglii bir ara¢ haline gelmistir. Son 20 yilda nanometre seviyesinde
¢ozinlrlik oOl¢egine ulasan teknolojik gelismelerle birlikte, floresan tabanl
goriintlileme, hassas, secici, kontrast bakimindan zengin ve ¢ok yonlii olduklarindan
ozel ilgi gormektedir. Genleri, proteinleri, hiicreleri ve siireclerini izlemek icin
dogrudan bir gorsellestirme yaklagimi saglayan floresan biyogoriintiileme, hiicre

biyolojisi ve tip biliminin aragtirma alanlarinda kritik bir rol oynamastir.

Floresan goriintiileme, floroforun cinsine gore iki grupta incelenebilir. lki,
dokulardaki NADH veya klorofil gibi dogas1 geregi floresan tiirlerken, ikinci tiir ise

sentetik olarak tiretilen floresan problar ve isaretleyiciler eklenerek floresan hale
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getirilmis numunelerin veya hiicrelerin goriintiilenmesi yontemidir. Bu tiir sentetik
problar, dogrudan florometrik goriintiilemeye uygun olmayan tiirleri tespit etmek igin
onemli araglardir. Bugiline kadar, yiiksek hassasiyet, yiiksek segicilik, giivenilirlik,
cesitlilik ve dokuya duyarh karakter gibi iistiinliikleri nedeniyle biyogoriintiillemede
floresan tabanli teknikler 6nemli yer tutmustur. Tipik olarak, floresan problari, hedefi
belirli kimyasal yapilarla etiketlemek ve boylece floresan bazli biyogoriintiilleme

sirasinda floresan sinyalleri iiretmek i¢in kullanilir[93-95].

Son yillarda floresan biyogoriintiilemede, geleneksel olarak in vitro goriintiileme ve
analit algilama igin kullanilmasina ragmen, tiim viicutta in vivo gorlntilemede
kullanimi hala eksiktir. Bunun baglica nedeni, UV-Gor optik uyarim radyasyonunun
diisiik doku penetrasyonu, yiiksek arka plan floresani (otofloresan) ve geleneksel
olarak kullanilan organik problarin fotohasar1 birakmasindan kaynaklidir. Bu etkileri
azaltmak adina kullanilan yakin kizilotesi (NIR) floresan problarla, hiicrelerde ve
organizmalarda biyolojik olarak ilgili tiirlerin takibini yapabilmek adina umut verici
bir c¢alisma alani olmustur. NIR problarinin kullanimi, dokuda derin foton
penetrasyonu saglarken, biyolojik numunelere verilen foto hasari en aza indirir ve canlt
sistemlerde bulunan biyomolekiillerden diisiik arka plan otofloresan yapmasini saglar.
Bu sebeple yeni tip analite duyarli NIR floresan problarinin sayisi, yogun arastirma
cabalarinin bir sonucu olarak son yillarda 6nemli olglide artmistir[96,97]. Bu
calismada metiyonin igermesi sebebiyle ile biyouyumlu, yakin kizilétesi bolgede
emisyon yapan, CSME probu kullanilarak hiicre icinde Hg?" analizi

gergeklestirilmistir.

Sensor bilesigi CSME, suda ¢oziiniirliigi sinirli oldugu i¢in alkol-su karisiminda
hazirlanmistir. Bu sebeple toksisite testlerinden dnce molekiillerin ¢6ziildigi alkol
igeren ortamin hiicrelere olan etkisi incelenmistir. Burada amag ¢oziicii etkisinin
azaltilarak, CSME probunun hiicrelerin canliligina yaptig1 etkiyi daha dogru sekilde
tespit edebilmektir. Bu amagla 3T3 Fibroblast hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicreler
sitotoksisite analizlerinde sik¢a tercih edilen ve kanser hiicresi olmadigindan toksik

etki olmas1 durumunda tespiti kolaylastiran hiicrelerdir[98-101].

Coziict etkisinin tespiti i¢in hiicreler kuyucuk basina 10.000 hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu plakaya ekilmis ve ylizeye 24 saat boyunca tutunmalar1 beklenmistir. Daha
sonra hiicrelerin iizerindeki besi yeri uzaklastirnllmis ve icinde son alkol

konsantrasyonu %5 ve %10 (v/v) olacak sekilde hazirlanmis besi yerleri eklenmistir.
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Alkol igeren besi yeri ortaminda hiicreler farkli siirelerde (30, 60, 120 ve 240 dakika)
birakilmis ve bu siirelerin sonunda iizerlerindeki alkol igeren besi yeri uzaklastirilacak
taze besi yeri eklenmistir. Hiicrelere 24 saatin sonunda canlilik testi uygulanmistir. Bu
amagla Dojindo Cell Counting Kit-8 (CCK-8) kullanim kilavuzunda belirtildigi
sekliyle 100 pL besi yerine 10 pL kit olacak sekilde hazirlanmis ve hiicrelerin iizerine
eklenmistir. Hiicreler 37°C de %5 CO: ortaminda 2 saat boyunca inkiibe edilmis bu
siirenin sonunda Ust sivilar toplanarak yeni bir 96 kuyucuklu plakaya aktarilmis ve
renk degisimi 450 nm dalgaboyunda okunmustur. Alkol icermeyen besi yeri ortaminda

biiyiitiilmiis hiicre canliligi 100% olarak kabul edilerek ¢izilen grafik Sekil 5.2°de

verilmigtir.
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Sekil 5.2 : a) %S5 alkol ortaminda b) %10 alkol ortaminda 30, 60, 120 ve 240 dakika
biiyiitiilen 3T3 hiicrelerinin canlilik testi grafikleri.

Sekil 5.2 a) incelendiginde %5 alkoliin incelenen hiicre canliligina etkisinin 4 saatlik
bekleme siiresinde bile alkol icermeyen besi yeri ortaminda biyiitiilmiis (pozitif
kontrol) hiicrelerle benzer oldugu goriilmiistiir. Alkol konsantrasyonu %10 olacak
sekilde calisildiginda 30 dakikalik bekleme siiresinde bile hiicrelerin yarisinin
canliligim kaybettigi goriilmektedir. Artan bekleme siiresi ile hiicre canliligi ¢ok
biiyiik oranda azalmaktadir. Elde edilen bu sonuglara dayanarak sensor molekiillerinin
toksisite caligmalarinda besiyeri ortamindaki son alkol konsantrasyonu %35 olacak
sekilde calisilmustir.

Toksisite testleri i¢in de hiicreler 10.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmis ve 24
saatlik tutunma siiresinin ardindan CSME konsantrasyonlar1 0, 10, 30, 50, 100 pg/mL
olacak sekilde ayr1 ayri besi yeri ortami ile seyreltmis ve hiicrelerin lizerine verilmistir.
Hiicreler 4 saat boyunca 37°C’de %5 CO: ortaminda inkiibe edilmis {ist sivilar taze

besi yeri ile degistirildikten sonra 24. saate kadar inkiibe edilmistir. Bu siirenin
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sonunda CCK-8 eklenmis ve 2 saatlik inkiibasyon siiresi sonucu 450 nm’de okuma
yapilmistir. CSME probunun, farkli konsantrasyonlari i¢in (0, 10, 30, 50 ve 100 uM)

okunan degerler Sekil 5.3’te verilmistir.

2.5

| ) o 2

OD450

1.0_- /

0.5

0.0 f T T T T 2 T . T
0 10 30 50 100

Sensor Konsantrasyonu (UM)

Sekil 5.3 : CSME ile gergeklestirilen hiicre canlilig: testleri.

CSME sensor bilesiginin 50 uM konsantrasyon dahil olmak tizere canliliga bir etkisi
olmadig1 goriilmiistiir, ancak konsantrasyon 100 pM diizeyine yiikseltildiginde
canlilig1 olumsuz etkilemektedir. Goriintiileme ¢alismalari i¢in biiyiitiilen hiicreler son
konsantrasyonu 30 pM olacak sekilde CSME ile PBS i¢inde 2 saat boyunca 37°C de
%5 CO2 ortaminda inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda madde uzaklastirilmis ve 3
kez PBS ile yikanmistir. Hiicrelerin iizerine 9,5 x 10 M Hg?* ¢ozeltisinden eklenmis
ve 30 dakikanin sonunda hiicreler floresan mikroskop (Zeiss Axiovert) ile
gorlntiilenmistir(Sekil 5.4).

Sadece CSME probu ile 30 dakika inkiibe edilen hiicrelerde(Sekil 5.4 az) zayif bir
floresan sinyali gozlenmesine karsin, 6nce 30 dakika probla ve ardindan 30 dakika
Hg?* soliisyonu ile inkiibe edilen hiicrelerde (Sekil 5.4 b, ve Sekil 5.4 c2) sinyal
yogunlugu 6nemli dlgiide artmistir. Ancak hiicreler 1,0x10° M veya 1,0x10* M Hg?*

ile inkiibe edildiginde sinyal yogunlugunda 6énemli bir fark gézlenmemistir.
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Sekil 5.4 : 3T3 hiicreleriyle CSME sensor bilesigi ile gerg¢eklestirilen goriintiilleme
calismalari, ai-as) 3,0x10° M CSME probu ile 30 dakika muamele edilmis hiicreler,
b1-bs) CSME probu ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra, 1,0x10° M Hg?" ¢ozeltisi

ile 30 dakika isleme tutulmus hiicreler, c1-cs) CSME probu ile 30 dakika inkiibe
edildikten sonra, 1,0x10* M Hg?" ¢ozeltisi ile 30 dakika isleme tutulmus hiicreler.
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6. SONUCLAR VE DEGERLENDIRME

Cesitli alanlarda kullanim1 olan civa, biyopargalanirliginin diisiik olmasit ve besin
zincirinde birikiyor olmasi sebebiyle, canlilar i¢in olumsuz etkiler olusturabilmektedir.
Civa birikimi, bilis ve hareket kaybi, DNA hasari, bagisiklik sistemi bozuklugu, organ
yetmezligi, timor gibi anomalilere neden olabilir. Gliniimiizde civanin saghiga etkileri
iyi biliniyor olsa da, hala civa zehirlenmesi kaynakli hastaliklar goriildiigiinden, bu tiir
durumlar i¢in civa tayininde anlik ¢oziimler iiretmek dnemli bir yer tutmaktadir. Eser
miktarda bile zehirli oldugu bilinen civa, tayini igin kolorimetrik ve florimetrik
yontemler siklikla kullanilmaktadir.

Yakin kizilotesi bolgede absorpsiyon ve emisyon yapan, ksanten halkasina sahip
kromenilyum-siyanin boyalari, yliksek kuantum verimi ve molar absorpsiyon katsayisi
gibi istiin fotofiziksel 6zelliklere sahip olmasinin yanmi sira, rodamin boyalarinda
oldugu gibi uygun analit varliginda spirohalka agma kapama mekanizmasiyla birlikte
analiz yapmaya uygundur.

Bu calismada segici, hassas, hizli ve genis bir dogrusal aralikta Hg?' analizi
yapabilmek maksadiyla, yeni tip kromenilyum-siyanin tabanli bir prob olan CSME ile
calisilmistir. Kromenilyum-siyanin iskeletine sahip CS2 iizerinden {i¢ kademelik bir
reaksiyonun sonrasinda iki adet Schiff bazi1 yapisina sahip, metiyonin metil esteri
parcasina sahip CSME probu sentezlenmistir. Sentezi gergeklestirilen tiim iriinler,
'H-NMR, BC-NMR, kiitle spektroskopisi, FTIR gibi ¢ok bilinen spektral yontemlerle
karakterize edilmistir.

CSME probu gesitli katyonlarn (Li*, Na*, K*, Cs*, Mg?*, Ca?*, Sr?*, Ba?*, Mn?*, Fe?*,
Fe3*, Co?*, Ni?*, Cu?*, Zn?*, Cd?* ve Pb?") ve anyonlarin (SO4+%, CN", COs%, S%, CI,
NOs,, EDTA?%, AcO", SCN", Br ve I") varliginda yanit vermezken, Hg2+ varliginda
sulu asetonitril ortaminda UV-Gor bolge spektroskopisinde 711 nm dalga boyunda bir
absorpsiyon artis1 gozlenirken, floresan spektroskopisinde 740 nm dalga boyunda bir
emisyon artis1 goriilmistiir. Bu degisimlerle birlikte uguk sar1 renkli CSME ¢6zeltisi,

2+

yesil renge donligsmiistiir. Bu renk doniisiimii Hg“"’nin eklendigi anda gergeklesirken,

90 saniye icerisinde ise spektral olarak kararli bir yanit alindig1 noktaya ulasilmistir.
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Fizyolojik pH aralifinda olmasinin yani sira, farkli pH degerlerinde de yanitlar
gdzlense de, baslangic spektral yanit1 ile Hg?* varligindaki spektral degisim arasindaki
fark incelendiginde calisma kosulu icin pH 7,4 uygun goriilmiistir. Girisim
calismasinda ise, Fe?*, Fe**, Ni?*, Cu®*, Cd?* ve Pb®" iceren ¢ozeltilerdeki CSME
sensoriiniin Hg?* yanit1 beklendiginden daha farkli olmustur. Bu problem giderilmesi
icin ise, 1,10-fenantrolin varliginda ilgili katyonlarla tekrar edilmis ve Cu®* haricinde
tiim katyonlarda girisim engellenmistir.

Artan Hg?* konsantrasyonuna gére CSME probunun verdigi spektral degisimler de
incelenmistir. UV-Gor bolge spektroskopisinde 6,29 x 10% — 1,86 x 107+ M ve
floresan spektroskopisinde 9,49 x 10 — 1,13 x 107> M araliklarinda calisabilen
CSME, 4,93 x 102 M (0,99 ng/mL) LOD degerine sahiptir. Hg?* analizini, floresan
ve UV-goriiniir spektroskopilerinin yaninda cep telefonu uygulamasi yardimi ile igme
ve musluk suyu Orneklerinde de yiiksek geri kazanim degerleriyle birlikte
gerceklestirilmistir. CSME probu ve Hg?* arasindaki etkilesim DFT kullanilarak
Gaussian programi vasitastyla kuantum mekaniksel olarak incelenmistir. 3T3
hiicrelerinde goriintiileme yapilarak biyolojik uygulamalarda kullanilmas1 miimkiin
olmustur.

Cevresel ve biyolojik 6rneklerde kolorimetrik, spektrofotometrik, orantisal calismaya
uygun, metiyonin metil esteri ile tiirevlendirilmis, CSME probu, eser miktarda Hg?*
tayini i¢in kullaniminin yani sira, farkli biyouyumlu problar iizerinden yapilabilecek

caligmalar i¢in de dikkate deger bir temsil olusturacak bir ¢alisma olacaktir.
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EK A: DFT Calismalarina Ait Veriler.
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Sekil A.1 : Model yapilarin geometrileri iki farkli agidan sunulmustur ve netlik i¢in

hidrojen atomlar1 gizlenmistir. Model numaralarinin altindaki sayilar, minimum
enerji yapisi bagil serbest enerji (kkal/mol) degerleridir.



Sekil A.2 : Uygulanan minimum enerji modeli baglama modlar1 ile CSME-Hg?*

konformasyonlari: Sagdaki konformer, sol taraftakine kiyasla 1,7 kcal/mol daha
kararlidir. Bu geometri, pre-CSME-Hg?* i¢in de en kararli konformasyondur.

Cizelge A.1 : CSME icin elde edilen hesapsal gegisler.

Dalgaboyu (nm) /

Osilator Giicti Donér Orbitali Alict Orbital Katsay1
CSME
436 /0,50 HOMO LUMO+1 0.27
436 /0,50 HOMO LUMO+2 0,30
436 /0,50 HOMO LUMO+3 0,51
436 /0,50 HOMO LUMO+6 0.26
474 /0,34 HOMO-1 LUMO+2 -0,34
474 /0,34 HOMO LUMO+1 -0,31
474 /0,34 HOMO LUMO+2 -0,35
474 /0,34 HOMO LUMO+3 0,39

97



Cizelge A.2 : pre-CSME-Hg?* i¢in elde edilen hesapsal gegisler.

Dalgaboyu (nm) /

Osilator Giicti Dondr Orbitali Alict Orbital Katsay1
pre-CSME-Hg*
447/0,59 HOMO-1 LUMO+3 -0,15
447/0,59 HOMO LUMO+3 0,44
447/0,59 HOMO LUMO+5 0,45
447/0,59 HOMO LUMO+7 0,21
484 /0,28 HOMO-3 LUMO+1 0,18
484 /0,28 HOMO-1 LUMO+3 0,38
484 /0,28 HOMO LUMO+3 0,43
484 /0,28 HOMO LUMO+5 -0,34

Cizelge A.3 : CSME-Hg?" icin elde edilen hesapsal gegisler.

Dalgaboyu (nm) / Osilator Dondr

cs '\(/}Iléc-lll_l - Orbitali Alic1 Orbital Katsay1
560/0,24 HOMO-3 LUMO -0,26
560/0,24 HOMO-3 LUMO+1 -0,17
560/0,24 HOMO-2 LUMO -0,16
560/0,24 HOMO-2 LUMO+1 -0,33
560/0,24 HOMO-1 LUMO 0,19
560/0,24 HOMO-1 LUMO+1 0,43
560/0,24 HOMO LUMO+1 -0,12
560/0,24 HOMO LUMO+3 -0,11
668 /0,79 HOMO-1 LUMO+1 0,17
668 /0,79 HOMO LUMO 0,33
668 /0,79 HOMO LUMO+1 0,59
668 /0,79 HOMO LUMO+2 0,11
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Cizelge A.4 : Hidroliz {iriinii H i¢in elde edilen hesapsal gegisler.

Dalgaboyu (nm) /

Osilator Giicti Dondr Orbitali Alict Orbital Katsay1
539 I/_I0,26 HOMO-3 LUMO 0,18
539/0,26 HOMO-2 LUMO 0,61
539/0,26 HOMO-1 LUMO -0,12
539/0,26 HOMO-1 LUMO+1 0,19
539/0,26 HOMO LUMO+1 0,21
665/0,88 HOMO-2 LUMO 0,14
665 /0,88 HOMO-1 LUMO 0,69
665/0,88 HOMO-1 LUMO -0,10
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