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4-DIDODESILAMINO-3-HIDROKSIFLAVON TEMELLI FLORESAN
PROBLARIN SENTEZ VE TASARIMLARI

OZET

3-Hidroksiflavonlar, iki belirgin floresan pik verirler ve bu &zelliklerinden dolayi,
ozellikle biyolojik teshis alaninda Onemli sensor adayidirlar. Sadece 3-
hidroksiflavonlara ait olan, iki floresan pik verebilme 0Ozelligi, bu molekiillerin
uyanlma durumunda (excited state), i¢ proton transferi (intramolekiilar proton
transfer) yapabilmelerinden kaynaklanmaktadir. Ortaya ¢ikan iki, yiiksek
yogunluktaki pik, iyi ayrilmis ve molekiiliin ¢evresel faktdrlerinden etkilenebilme
Ozelligine sahiptirler. Bu 6zelliklerinden dolay: literatiirde solvent polaritesi, iyon
sensOr ve miseller ve fosfolipid vezikiiller gibi biyolojik sistemlerde sensor olarak
kullanilmas1 uygulamalar bulunmaktadir. Ozelliklerinin gelistirilmesi amaciyla baz

analoglar1 yakin zamanda sentezlenmistir.

Bunun yaninda, 6zellikle biyolojik sistemlerle daha iyi iletisime girecek floresans
sensorler gelistirmek igin, yeni 3-hidroksiflavon analoglarinin sentez edilmesi 6nem
tagimaktadir. Bu amagla ¢alismamizda, 3-hidroksiflavon'un yagsi 6zelligini artiran,
"didodesil" gibi uzun zincirin, g¢esitli 3-hidroksiflavon tlirevlerine takilmasi
amaclanmistir. Non-polar 6zelligi artacak olan sensoriin, biyolojik sistemlerle daha
1yi iletisime girmesi ve hiicre hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi bu calisma ile

planlanmustir.
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THE SYNTHESIS AND THE STUDY OF FLUORESCENT PROBES BASED
ON 4-DIDODECYLAMINO-3-HYDROXYFLAVONES

SUMMARY

Fluorescence microscopy of the living cell is a rapidly developing field of research
with countless potentialities, and the success in visualization of cellular sub-
structures, membranes, and macromolecules provided a strong impulse for further

development of Flouresan sensors.[10]

3-hydroxyflavones exhibit the excited-state intramolecular proton transfer (ESIPT)
reaction which results in two emission bands belonging to normal excited state
(N*) and to the photo-tautomer (T*) reaction product.[8,9]

The latteris shifted dramaticaly to longer wavelengths so that the two forms can be
easily seen in emission as resolved separate bands. The positions of the two bands
and, what is most essential, the ratios of their intensities are very sensitive to

different perturbations.

3-hydroxyflavone (3-HF) derivatives are very attractive fluorescence sensors due
to their ability to respond to small changes in their microenvironment via a dra-
matic alteration of the relative intensities of their two well-separated emission
bands. We developed fluorescence probes with locations at different depths and
orientations of 3-HF moiety in the phosphofipid bilayer, which determine their
fluorescence behavior. While the spectral shifts of the probes correlate with
their binding site polarity, the intensity ratio is a complex parameter that is also
sensitive to the local hydration. We demonstrate that even the deeply located
probes sense this hydration effect, which can be modulated by the charge of the
lipid heads and is anisotropic with respect to the bilayer plane. Thus the two-
band ratiometric fluorescence probes can provide multiparametric information on

the properties of lipid membranes at different depths.
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Calismanin Amaci

Problar genellikle flouresans 06zellik gosteren organik yapilardir ve en uygun
spektroskopik ozellikler ile fonksiyonel performansi bir arada tasidiklari Slciide
deger kazanirlar.[10] Son yillarda bazi flavon tiirevleri hazirlanarak biyolojik
membranlart incelemek amaciyla arastirilmaya baslanmistir. Giiniimiizde yeni
flouresans prob arayislari ile ilgili arastirmalar biyoteknoloji, molekiiler ve hiicre
biyolojisi, eczacilik, kimya, fizik ve bunlarla ilgili disiplinlerde siirdiirilmektedir
[14]. 3 hidroksi flavon tiirevleri mikro gevrelerinde meydana gelen ufak degisimlere
kars1 cok hassas olduklarindan ve de bu degisimlere birbirlerinden oldukga iyi
ayrilmis iki emisyon bandiyla yanit verdiklerinden olduk¢a popiiler floresan
sensorleridir. Sadece 3-hidroksiflavonlara ait olan, iki floresan pik verebilme
ozelligi, bu molekiilleri uyarilma durumunda (excited state), i¢ proton transferi
(intramolecular proton transfer) yapabilmelerinden kaynaklanmaktadir.[16] Farkli
noktalarda ve oryantasyonlarda fosfolipid tabakada yerlestirilmis 3HF uzantilarinin
davraniglart  sayesinde floresan problar gelistirilmistir. Flavonollere 2-fenil
halkasinin ( - halkas1) para pozisyonuna dialkilamino gurubu gibi kuvvetli elektron
verici gruplarin baglanmasimnin molekiildeki proton transferlerinin siirekliligini
sagladigit ve bdylece molekiiliin uyarilmig halinin dipol momentini artirdigi
goriilmiistiir. Bunun yaninda, 6zellikle biyolojik sistemlerle daha iyi iletisime girecek
floresans sensorler gelistirmek i¢in, yeni 3-hidroksiflavon analoglarinin sentez

edilmesi 6nem tasimaktadir.

Bu amaglarla ¢alismamizda, tasarlanan problarinin dizayninda 3-hidroksiflavonlarin,
floresans spektrumunda konjugasyonu arttirarak kirmizi alana kaymasini saglamak,
ve alkil grubunun farkli uzunluklarda olmasi ile de probun membranda
¢Oziiniirliiglinii artirmak icin, elektron verici grup olarak benzaldehidin para

pozisyonuna dialkilamino gruplari farkli uzunluklarda takilarak 3-hidroksiflavon'un



yags1 0zelliginin artirilarak non-polar 6zelligi artmis olan sensorlerin sentez edilmesi,
bdylece biyolojik sistemlerle daha iyi iletisime girmesi ve hiicre hakkinda daha fazla
bilgi edinilmesi planlanmistir. Bu amaglarla FN12 ( sekil 1.1.), MFN12 (sekil 1.2.),
ve OFN12 (sekil 1.3.) problari sentezlenmistir.

N(C12H25)2
(@]
OH
(@]
Sekil 1.1: FN12 Probu
N(C12H25)2
MeO o
OH
(@]
Sekill.2: MFN12 Probu
N(C12H25)2
CgH1,0 >
OH
O

Sekil 1.3: OFN12 Probu



2.TEORIK KISIM

2.1. Triterpenler

Triterpenler alt1 izopren biriminden olugsmus otuz karbonlu iskelete sahip yapilardir,
bitkilerde serbest veya bgli olarak bulunurlar [1] Triterpenler tasidiklari halka
sayisina gore baslica bisiklik, trisiklik, tetrasiklik, pentasiklik ve hekzasiklik olmak
tizere 5 gruba ayrilabilirler (Sekil 2.1 ), hi¢ halka tasimayanlar ise asiklik triterpenleri

olusturur. [1,4]

Phellinic asit

?r?::r:l‘xg) (Tetrasiklik)

B-amyrin Pfaffane iskeleti
(pentasiklik) (Hekzasiklik)

Sekil 2.1: Tasidiklar1 halka sayisina gore triterpenlerin siniflandirilmasi



2.2. Flavonoidler

Flavonoidler bitkilerin sekonder metabolitlerinin onemli bir sinifidir. Giiniimiize
kadar bitkilerden izole edilen 4000'den fazla flavonoid 6zellikli bilesik bilinmektedir.
Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (Cs - C3 - Cg ) yapisi teskil eder.
Difenilpropan iskeleti igeren dogal bilesikler, fenil gruplarinin propan zincirine
baglanma pozisyonlarina gore flavonoid, izoflavonoid ve neofavonoidler olmak

lizere, li¢ ana grupta toplanirlar. Bu gruplarin her biri de ¢esitli alt siniflara ayrilirlar.

1,3-difenilpropan yapisindaki propan zinciri, oksijen atomu iizerinden, fenil halkasi
ile birleserek, bes veya alt1 iiyeli heterosiklik ii¢lincii bir halka olusturabilir. Bdylece
trisiklik bir sistem meydana gelir. Bes tiyeli hetero halkanin olusmasi ile meydana

gelen trisiklik yapiya auron ( Sekil2.2.1), tiirevlerine ise auronoidler denir.[21]

Sekil 2.2: Auron Yapisi

Altr tiyeli hetero halkanin olugmasi ile meydana gelen trisiklik sistem ise, hetero
halkanin yiikseltgenme derecesine bagli olarak, iki farkli yapida bulunabilir.
Bunlardan birisi 2-fenilkroman veya fenilbenzopiran iskeletine sahip flavan (Sekil
2.4), digeri ise 2-fenilbenzo-y-piron iskeleti igeren flavondur (Sekil 2.3).



e .
Benzoil ¢ Sinnamoil

Sekil 2.3.: Flavon Yapisi Sekil 2.4: Flavan Yapisi

Genellikle flavon tiirevlerine flavonoidler, flavan tiirevlerine ise flavanoidler denir.
Flavan ve flavon yapilarindaki aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise C ile
gosterilir. A ve C halkalarindaki (benzopiran ¢ekirdeginde) karbon atomlar1 oksijen
atomundan baslayarak numaralandirilir. B halkasindaki atomlar ise. iissii ( ' )

rakamlarla numaralandirilir. [24]

Fenil gruplarinin propan =zincirine 1,2-pozisyonlarinda baglanmasiyla 1.2-
difenilpropan iskeleti olusur (Sekil 2.5). 1,2-difenilpropan iskeletinde, propan
zincirinin ugtaki karbon atomunun (C-3) oksijen atomu iizerinden aromatik halka ile
sikliklesmesi sonucu olugan hetero halkali trisiklik yapiya izoflavan denir. [28]
Izoflavan yapisindaki hetero halkanin modifikasiyonuna bagli olarak izoflavon. 3-
fenilkumarin ve pterokarpan meydana gelir. Bu bilesiklerin ¢ekirdek yapilart Sekil

2.3 'de verilmistir.
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Sekil 2.5: -Difenilpropan iskeleti igeren flavonoidler.

Fenil gruplarinin difenilpropan iskeletine 1,1 pozisyonlarinda baglanmasindan olusan

ve 1,1-difenilpropan iskeleti i¢ceren bilesikler sinifina ise neoflavonoidler denir (Sekil
2.2.5).

1,1-Difenilpropan Neoflavonoid

Sekil 2.6: 1,1-Difenilpropan ve neoflavonoid yapilar



2.2.1. Flavonoidlerin Simiflandirilmasi

Tiim monomerik flavonoidler iki aromatik halkanin ti¢ karbon atomlu zincir/-C3 -/
tizerinden birlesmesiyle olusan Cis iskeleti igerirler. Difenilpropan yapisindaki
propan zincirinin,gesitli yollarla degisiklige ugramasindan farkli flavonoid simiflari
ve alt smmiflar1 olusur. [14] Ug karbonlu zincirin oksijen iizerinden aril halkasi ile
sikliklesmesinden trisiklik sistem olusur. Alt1 {iyeli heterosiklik halkanin olugmasiyla
flavonoid ve izoflavonoidler, bes iiyeli halkanin olusmasiyla ise auronoidler
meydana gelir. Izoflavonoid iskeletinin oksijen iizerinden yeniden sikliklesmesi.
telrasiklik bir sistem, olan pterokarpanoidleri olusturur. Boyle trisiklik veya
tetrasiklik sisteme sahip olmayan, aromatik halkalar arasinda asiklik sistem

icerenlere ise kalkonoidler denir.[18]

Flavonoid yapisi, ayrica keto ve hidroksil gruplariyla yada doymamislhigin ilavesiyle
de degistirilebilir. Flavonoidleri iskelet yapisinda keto grubunun varligmna gore.
"onoidler’ keto grubu igerenler ve "anoidler" keto grubu igermeyenler, olmak iizere

iki gruba ayirmak da olasidir.

2.2.1.1. Flavonoidlerin Hetero Halkadaki /-C3 -/ Yapisina Gore
Simiflandirilmasi

Flavonoid yapilarinda Cgz-sisteminin olusturdugu heterosiklik halka, degisik
yiikseltgenme derecelerinde bulunabilir. Hetero halkanin yiikseltgenme derecesi
flavonoidlerin alt smiflarint belirleyen bir gostergedir. Cs-sisteminin yiikseltgenme

derecesine bagli olarak, bilinen flavonoid siniflar1 Tablo 2.1'de verilmistir. [17]



Tablo 2.1: Flavonoidlerin hetero halkadaki / -Cs - | yapisina gore

siniflandirilmasi
Flavonoid [-Cy-l Omekler A ve B halka
simflan yapisi hidroksillerinin
pozisyonlan
0 — .
FLAVONLAR Apigenin 574
Luteolin B T34
0
Z
o Ll
FLAVONOLLER Kaempferol 574
o Quercetin 5773
S Myricetin 5,7.34'
FLAVANONLAR ; .
DLhd "O : ; Naringenin 574
(Oihidroflavonlar) Bitin 57.3.
! Eriodiktyol 57,34
= , "
Fussin 7.3 4
FLAVANONOLLER % Dihidrokaempferol 5.7.4'
{Flavanon-3-oller) Taxifolin 57,34




FLAVAN-3-OLLER Katekin 5774
Katekinlen Gallckatekin G O
OH
. ¢ Lewcocyanidin 57.3.4'
LAVAN-DS DIGLLER Leucodelphinidin~ 5.7.3 4
(Leucacyanidinler]
. ¥ Detphinidin 5.7,
_ @ Pelargonidin 5,74
ANTOSIYANIDINLER Cyatiln 57545
H
Isoliquiritigenin 424
KALKOMLAR Bulein
CiHIDRDHKALKOMLAR Fhiorelin 1.2.4.6
' Higlrok siphloretin 34246
Q
AURDMNLAR

LS

Lulfurstin 0 J4
S\i Aureusidin 4634

2.2.1.2. Aromatik Halkaya Baglanan Siibstiitientlere Gore
Flavonoidlerin Siiflandiriimasi

Flavonoidlerin yap1 cesitliligi, yalmz difenilpropan iskeletinin farkli yapilarda
diizenlenme 6zelligi ile sinirli degildir. Ayn1 zamanda, her sinif i¢inde, molekiiliin
aromatik (A ve B) halkalarina baglanan substituentlerin sayisi, 6zelligi ve baglanma

pozisyonlar1 flavonoidlerin yapi ¢esitliligine neden olan faktorlerdir (Sekil 2.7) .



OH ]
l\ He on Q oM
HO 0 = - O |
on ©
ou O
Flavanon Kalkon

uoo O

oy ©

OH

OH

Flavon Flavanonol

HO 0
[ ] >==c—©——ou
H
on O
Auron
Flavonol
HO

0 +
HO
CL o
0 O < OH
OH
oM OH
Antosiyanidin

lzoflavon

Sekil 2.7 : Flavonoidlerin aromatik halka siibstiitientine gore Siniflandirilmasi

Flavonoid yapilarinda yer alan en yaygin siibstitiientler hidroksil gruplaridir. Dogal
flavonoidlerin yapisinda en fazla yedi hidroksil grubunun bulundugu bilinmektedir.
A halkasinin  genellikle floroglusin tipi hidroksillenmeye (C-5 ve C-7
pozisyonlarinda) yatkin oldugu gozlenmistir. Ancak, A halkasinin bagka
pozisyonlarda da hidroksillendigi flavonoidler dogada yaygimdir. Ornegin. C-6 ve C-
8 pozisyonlarinin hidroksillendigi flavonoidler de cesitli bitki tiirlerinde

bulunmustur. B halkasinda ise genellikle C-4' pozisyonu, ¢ogu zamanda C-3’ ve C-5'
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pozisyonlar1 hidroksillenmistir. Son iki pozisyondaki (C-3! ve C-5') hidroksil
gruplar1 ¢ogu kez metillenmis halde bulunurlar. Aromatik halkalarda hidroksil grubu
icermeyen veya C-2' pozisyonu hidroksillenmis flavonoidler dogada nadir hallerde

bulunurlar.[10,12,15]

Flavonoidlerin yapisindaki hidroksil gruplari, reaktif o6zelliklerinden dolay,
kolaylikla alkillenir veya glikozillenirler. Bu nedenle. flavonoidlerin metoksi ve
glikozlu tiirevlerine bitkilerde sik rastlanir. Metoksi flavonoidlerin yapilarinda
birden yediye kadar metoksil grubuna rastlanmaktadir. Ancak, dogada mono-, di-
veya trimetoksi flavonoidlere daha sik rastlanir. Flavonoidlerin C-5 ve C-7
pozisyonlarindaki hidroksil gruplart nadir hallerde metillenmis olurlar.[2,6,9]
Flavonoid yapilarinda substituentlerin genel yerlesme pozisyonlari Sekil 2.8.'de

verilmistir.

™

OH Glikazil

Sekil 2.8: Flavonoid yapilarinda substituentlerin en yaygin yerlesme pozisyonlart.

Bitkilerde bulunan, baska bir flavonoid grubu da siilfatlanmis flavonoidlerdir. Bu
flavonoidler, molekiilde bulunan bir veya bir kag¢ hidroksile ya da seker kalintisina

siilfat grubunun baglanmasiyla olusur.
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Hi¢ siiphesiz, dogada yukarida sozii edilenlerden farkli pozisyonlarda da
hidroksillenmis, metoksillenmis veya glikozillenmis flavonoidler de bulunmaktadir.

Uygun béliimlerde, ¢ok yaygin olmayan bu flavonoid yapilarindan s6z edilecektir.

Bitkilerde flavonoidlerin dimer formlar1 da yaygindir. Bu tiir bilesikler biflavonoidler
olarak  adlandirilirlar.  Biflavonoidler ~monomer flavonoid molekiillerinin
kondensasyonu sonucu olusurlar. Cogu flavonoidler bu tiir reaksiyonlara girme
yetenegine sahipdirler. Biflavonoid yapilarinda, flavonoid birimleri birbiriyle -O-,
-C- veya -C-C- bagi ile baglanmistir. Biflavonoidler ilk olarak 1970'li yillarda teshis
edilmistir. Biflavonoid molekiiliinde iki flavon, iki flavanon veya katekin, flavon ve
flavanon birbiriyle birlesmis haldedir. Monomer katekin birimlerinden olusan
biflavonoidlere proantosiyanidinler de denir. Bagka flavonoid siniflarinin 6rnegin,
kalkon, auron ve izoflavonlarm biflavonoidleri de bilinmektedir. Bitkilerde iki

molekiil apigeninden olusan biflavonoidler daha yaygindir.[16]

Biflavonoid yapilarinda, flavonoid birimleri degisik yollarla baglanabilirler:
flavonoid birimleri yalniz A-A, B-B, ve C-C halkalarinin baglanmasindan
olusabildikleri gibi, aym1 zamanda farkli halkalarin (6rnegin A ve B halkasi)
baglanmasiyla da olusabilirler. Monomer birimleri -C-C- ve -O- bagh

biflavonoidlere ait 6rnekler sekil 2.9 ve sekil 2.10 da verilmistir. asagida verilmistir:

HO

OH o
HO

OH g

Sekil 2.9: Hinokiflavon

12



HO

OH
OH ¢
o _on
HO
OH
OH ¢

Sekil 2.10: Brioflavon

2.3. Flavonlar

Flavonlar flavonoidlerin bitki aleminde yaygin olarak rastlanan bir smifidir.
Flavonlarin ¢ekirdek iskeleti sekil 2.3 'de verilmistir. Bu bilesiklerin hetero
halkasinda C-2 ve C-3 atomlar1 arasinda ¢ift bagin bulunmasi karakteristiktir.
Flavonlar, flavononlarin 2,3-dihidro tiirevleridir. Bitkilerde hem serbest (aglikon),
hem de glikozitleri halinde bulunurlar. Gliniimiizde bitkilerden 300'in istiinde flavon

aglikon izole edilmistir.[27]

Flavonlarin basit {iyeleri, aromatik halkalarda hidroksil ve/veya metoksil grupulari
igeren tiirevleridir. Yapilarinda yalniz oksijen fonksiyonu (hidroksi ve/veya metoksil
gruplar1) igermelerinden dolayi, bu grup bilesiklere, oksijenli veya O0-substitue
flavonlar da denir. Flavonlarin O-substitue tiirevleri dogada yaygindir. Flavonlar
yapilarinda bulunan. O-substituentlerin (hidroksil ve metoksil gruplarinin) sayisina

bagli olarak gruplandirilabilirler.[20,21]

Yapilarinda O-substituentler yaninda izoprenil, geranil, metilendioksi ve bagka
gruplarin da bulundugu, degisik flavon tiirevleri dogada yaygindir. Substituentlerin
tiriine bagh olarak flavonlar genellikle, hidroksil ve/veya metoksil igeren (0-
substitue) basit flavonlar. yada bu gruplar beraberinde baska substituentleri de igeren

karmasik flavonlar olmak tizere iki biiylik gruba ayrilirlar.
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2.3.1. Hidroksil ve Metoksil iceren Flavonlar

O-substitue flavonlar yapilarinda bulunan hidroksil ve /veya metoksil gruplarinin

sayisina bagl olarak guruplandirilirlar.

Yapilarinda bir hidroksil veya metoksil grubu iceren flavon tiirevlerine mono-O-
substitue flavonlar, iki hidroksil veya iki metoksil yada bir hidroksil ve bir metoksil
grubu icerenlere ise di-O-substitue flavonlar denir. Toplam hidroksil ve/veya
metoksil sayisi ti¢ olan flavonoidler tri-O-substitue flavonlardir. [22,30] Cesitli bitki
tirlerinden tetra-, penta-, hekza- ve hepta-O-substitue flavonlar da izole edilmistir.
Flavonlarin yapisinda O-substituentler genellikle A halkasinin C-5 ve C-7, B
halkasinm ise C-3' ve C-4! pozisyonlarinda bulunurlar. Ancak, baska pozisyonlarda
da O-substituentlerin bulunmas1 mimkiindiir ve ¢esitli bitkilerden bu tiir bilesikler

izole edilmistir.

2.3.1.1. Mono-0-substitiie Flavonlar
Mono-O-substitue flavonlar dogada yaygin degildir. Bu bilesiklerden 5-
hidroksiflavon (primuletin) Sekil 2.11 (2.1) ve 2'-hidroksiflavon (2.2) bitkilerden

izole edilmistir.

Ry

(2.1) R=OH, R;=H
(2.2) R=H. R,=OH

Sekil 2.11: Mono-O-substitiie Flavonlar
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2.3.2. Di-O-substitue Flavonlar

Flavonlarin farkli pozisyonlarda oksijenlenmis (hidroksilli ve/veya metoksilli) di-O-
substitue tiirevleri ¢esitli bitki tiirlerinden izole edilmistir. Teorik olarak. 36 farkli
dihidroksiflavon yapist miimkiindiir. [27] Ancak giliniimiize kadar onlarin yalniz bir
kac1 dogada bulunabilmistir. Bitkilerden elde edilen dihidroksiflavonlar Sekil 2.12

'de verilmistir.

N
RO o (2.3) R=R;=H Chrysin
: 7z (2.4) R=11, R;=Mec Tectochrysin
(2.5) R=R;=M¢
OR g

Sekil 2.12: Di-O-substitue Flavonlar

2.3.1.3. Tri-O-substitue Flavonlar

Tri-O-substitue flavonlar, di-O-substitue flavonlara gore dogada daha yaygindir. Bu
flavonlardan 5,6,7-trihidroksiflavon (baicalin) (sekil 2.13) bitki tiirlerinde tespit
edilmistir. Baicaleinin 6-metoksi- (sekil 2.13- (2.10) ve 6,7-dimetoksi tiirevleri
(2.10), 5,6,7-trimetoksi- (2-14) tiirevleri izole edilmistir.

> (2.9) R=R;=R,=H Baicalein
(2.10) R=R,=H, R=M¢ Oroxvlin A
(2.11) R=R=ll, R,=M¢ Negletein
(2.12) Rs=I1, R=R;=Me

(2.13) R=H, R;=R,=M¢

0 (2.14) R=R;=R;=Me

R,O 0 A

RO”

Sekil 2.13: Tri-O-substitue Flavonlar
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2.3.1.4. Tetra-O-substitue Flavonlar

Degisik pozisyonlarda tetrahidroksillenmis flavonlar ve metoksi tiirevleri bitkilerde
yaygindir. Ancak, miimkiin olan tiim pozisyonlarda, tetrahidroksillenmis flavonlarin
hepsi heniiz bitkilerden elde edilememistir. Ornegin, 5,6,7,8-tetrahidroksiflavon
giiniimiize kadar incelenmis olan bitkilerden elde edilememistir. Fakat bu bilesigin
metoksillenmis tiirevlerinden 5-hidroksi-6,7,8-trimetoksiflavon (alnetin) ve 5,6,7,8-

tetrametoksiflavon izole edilmistir (Sekil 2.14)

(2.21) R=R;=R;=R,=H Scutellarein
(2.22) R=R;=R;=H, R;=Me Hispidulin
. (2.23) R=R,=R,=H, R;=Me Sorbifolin
% (2.24) R=R,;=R,=H, Ry;=Mc
(2.25) R=R;=H, R;=R;=Me Cirsimaritin

RO (2.26) R=R;=H, R;=R,=Me¢ Pectolinarigenin

oo (2.27) R=R,;=H, R;=R,=Me Ladanenin
(2.28) R=H, R,=R;=R;=Me Salvigenin
(2.29) R=R,;=R.=R;=Me

OR,

Sekil 2.14: Tetra-0-substitue Flavonlar

2.3.1.5. Penta-O-substitiie flavonlar

Penta-O-substitue flavonlar ¢ogunlukla Asteraceae ve Lamiaceae familyalarinin
cesitli tirlerinde bulunmuslardir. Glniimiize kadar bitkilerden izole edilen,
pentahidroksiflavonlarin sayis1 ¢ok fazla degildir. Fakat, pentahidroksiflavonlarin
farkli pozisyonlarda metoksillenmis tiirevleri bitki aleminde yaygindir. Ancak,
5,6,7,8,4'-pcntahidroksiflavonun (Sekil 2.15) farkli pozisyonlarda metoksillenmis
tiirevleri gesitli bitkilerden izole edilmistir. [29]
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OR,

R,
RD

RO
OrR 0

(241} R=R;=R.=1,=R,=H

(242} R=Ry=l=H, ]=R=Mc
DiesMe-sutkachitin

(2.43) B=R;=R=H, R=R,=M¢ Thymusin
(2.44) R=R;=R,=H, R.=R,=M¢

[2.45) R=R=H, R=R:=R;=Me Xanthomicrol |

(2.46) R=R=H, R=R=R=Me¢ Pedunculin
(2.47) B=K.=H, B;=R=R=Mc¢ Nevadensin
(2.48) R=R,=H, R:=R,=R =M

(249 R=H, R=R=R=k=Me Gardenin 13
(2.30) R=R;=R;=R,=R=Me¢  Tangerctin

Sekil 2.15: Penta-0-substitiie flavonlar

2.3.1.6. Hekza-O-substitiiie Flavonlar

Giliniimiize kadar hekza-O-substitue flavonlarin hidroksi tiirevlerinden hi¢ biri
bitkilerden izole edilememistir. Ancak bunlarin farkli pozisyonlarda metoksillenmis
tirevleri bitkilerde bulunmustur. 5,6,7,8,3,4'-Hekzahidroksiflavon (sekil 2.16)

dogada bulunmamistir. Ancak, bunun farkli pozisyonlarda metoksillenmis tiirevleri

cesitli bitki tiirlerinden izole edilerek teshis edilmistir.[29]

(2.51) R=R;=R,=R;=R;=Rs=H

(2.52) R=R,=R;=R=Rs=H, R,=Me
(2.53) R=R,=R;=Rs=H, R;=R;=Me
(2.54) R=R.|=R5=H, R,=R1=R3=Me
(2.55) R=R,=R¢=H, R,=R;=R,=Me
(2.56) R=R,=R,=H, R,=R;=Rs=Me
(2.57) R=R,;=Rs=H, R;=R;=R;=Me
(2.58) R=Rs=H, R,;=R;=R;=R,=Me
(2.59) R=R,;=H, R,=R;=R;=Rs=Me
(2.60) R=R;=H, R,=R;=R;=Rs=Me
(2.61) R=H, R,=R,=R;=R,=Rs=Me

(2.62) R=R;=R,=Ry=R;=Rs=Mec

Sideritiflavon
Sudachitin
Acerosin
Thymomin

Gardenin D

Nobiletin

Sekil 2.16: Hekza-O-substituie Flavonlar
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2.3.1.7. Hepta-O-substitue Flavonlar

Hepta hidroksiflavonlardan heniiz hi¢ biri dogada serbest halde bulunmamistir. [29]
Ancak 5,6,7,8,2',4',5'-heptahidroksi-, 5,6,7,8-:3',4'.5'-heptahidroksi ve 5,6,7,2°,3,4°,5’-
heptaliidroksiflavonlarin farkli pozisyonlarda metoksillenmis tlirevleri bazi bitki

tirlerinden izole edilmistir ( Sekil 2.17)

(2.67) R=R,=R;=R;=R=R=R=lI

(2.68) R=R,=R;=R¢=H, R=R;=R=Me¢

(2.69) R=R;=R;=Rs=H, R=R;=R;=Me

(2.70) R=R=H, R=R=R,=R;=R;=Me

(L71) R=R;=H, R;=R;=R;=R:=R¢=Me Agehoustin F
(2.72) R=H, R=R;=Ry=R=R=R,=Me Agchoustin E
(2.73) R=R,=R;=Rj=R;=R=R,=Me  Agecorynin C

Sekil 2.17: Hepta-O-substitue Flavonlar

2.3.2. C-Metilflavonlar

C-Metilflavonlar, O-substitue flavonlarin aril halkalarina bir veya iki metil grubunun
dogrudan baglanmasiyla olusan flavon tiirevleridir. C-Metilflavonlar dogada ¢ok da
yaygin degildir. Gliniimiize kadar bitkilerden, yapisinda farkli pozisyonlarda, yalniz
bir veya iki metil grubu igeren flavonlar belirlenmistir. Dogal mono-C-
metilflavonlarin ~ yapisinda metil grubu genellikle, C-3, C-6 veya C-7
pozisyonlarindan birinde yer alir. Bunlar arasinda C-6-metilflavonlar ¢ogunluk
olustururlar. C-6 pozisyonu metillenmis flavonlardan: 5,7-dihidroksi-6-metilflavon
(6-methylchrysin), 5-hidroksi-7-metoksi-6-metilflavon, 5,4'-dihidroksi-7-metoksi-6-
metil-flavon (desmethylsideroxylin), 5-hidroksi-7,4'-dimetoksi-6-metilflavon (8-

desmethyleucalyptin) (sekil 2.18) gesitli bitki tiirlerinden izole edilmistir. [29,30]

R,

(2.74) R;=H, R=R=0H 6-Methylchrysin

R 0 (2.75) R,=H, R=0H, R;=0Me

(2.76) R=R,=0H. R;=0Me 8-Desmethylsideroxylin
(2.77) R=0H, R=Ry=0Me 8-Desmethyleucalyptin

H.C

Sekil 2.18: C-Metilflavonlar
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2.3.3. Metilendioksiflavonlar

Metilendiolksiflavonlar yapilarinda metilendioksi grubu
iceren O-substitue flavon tiirevleridir (Sekil 2.19). Bitkilerden elde edilen
metilendioksiflavonlarin cogunlugu. C-6/C-7 ve/veya C-3/C-4'
pozisyonlarinda metilendioksi grubu igerirler. Bugiine kadar tespit edilen
metilendioksiflavonlarin  sayis1 fazla degildir. Dogal metilendioksiflavonlar

genellikle, polioksijenlenmis flavonlarin tirevleridir.

(2.78) R=R,=R.=R,=0Me¢; R,=II
(2.79) R=R,=R,=R,=OH, R,=I
(2.80) R=R,=R,=R,;=R,=0M¢
(2.81) R=R,=R,=R, =OMc. R,=OH

Sekil 2.19: Metilendioksiflavonlar

2.4. Flavonoller

Flavonoller, C halkasinin en fazla yiikseltgendigi flavonoid siifidir. Bunlar, C-3
pozisyonunda hidroksil grubu igeren 2-fenilbenzopiran ¢ekirdegi igerirler. Bu
nedenle, flavonollere 3-hidroksiflavonlar da denilebilir. Flavonoller, flavonoidlerin
bitkilerde en ¢ok rastlanan ve yapi ¢esidi en fazla olan sinifidir. Flavonoller, kristal
veya amorf 6zellikli olup, flavonlar gibi agik sar1 veya sar1 renklidirler. Bu bilesikler
genellikle oksijenli ortamda, flavonlara gore daha dayaniksizdirlar. Flavonolun farkl
pozisyonlarda hidroksil ve/veya metoksil gruplari igeren tiirevleri bitki aleminde
daha yaygindir. Glinlimiize kadar bitkilerden 400'in tstiinde flavonol aglikon izole
edilmistir. Flavonoller de, flavonlar gibi yapilarinda bulunan hidroksil ve/veya

metoksil gruplarinin sayisina bagl olarak gruplandirilabilirler. [14,16,17]

2.4.1. Mono-O-substitue Flavonoller
Mono-O-substitue flavonoller dogada yaygm degildir. Bu bilesiklerden 4'-

metoksiflavonol (sekil 2.20) cilek tiirlerinden izole edilmistir.
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N OH
(o}
(2.92)

Sekil 2.20: Mono-O-substitue Flavonoller

2.4.2. Di-O-substitne Flavonoller
Gilintimiize kadar bitkilerden elde edilen di-O-substitue flavonollcrin sayis1 fazla

degildir. Sekil 2.21 Di-O-substitiie flavonoliin yapisini gostermektedir.[14]

1Z2.95) ReHy=li,=H Cialamngin
o (2.54) Ry=R=H, =%y 3-0-Metilgalangin
- {2.95] R=R;=H, k=%
L.- a5 (L% ReRy=H, Hy=%v [elpinin
[2.97) Hy=H, R=L.=MWg

or, g

(2.9%)
[2.99)

R=H, It,=R,=Mc
B2, =t =0 o

Sekli 2.21: Di-0-substitiie Flavonol

2.4.3. Tri-O-substitue Flavonoller
Tri-O-substitue farkl hidroksillenmis

Sekil 2.22  tri-O-substitiiie

flavonollerin pozisyonlarda ve/veya
metoksillenmis tiirevleri dogada daha yaygindir.

flavonoliin yapisini gostermektedir.[14]

(2.107) R=R=R,=R;=H
(2.108) R=R,=R,=H, R=Me¢
Isokaecmpferide

Kaempterol

OR,

R,O (o)

(2.109)
(2.100)
(2.111)

R=R,=R;=H,
R=R,=R,=II,
R=R,=R,=H,

R;=Me
R,=\e
Ry=Me

Rhammnocitrin
Kaempferid

OR (2.112)
e (2.113)
(2.114)
(2.115)
(2.116)
(2.117)

OR

R1=R5=H, R=R|=i\|t‘
Ri=R;=H. R=R,=Mc¢ Kumatakcnin
R,=R,=H, R=R,=Mec
R=R,=H, R.,=R,=Me¢
R;=H, R=R=R,=M¢
R,=H, R=R,=R,=Me¢

Sekil 2.22: Tri-O-substitue Flavonol
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2.4.4. Tetra-O-substitue Flavonoller

Flavonollerin bitkilerden elde edilen, farkli pozisyonlarda tetrahidroksillenmis
tiyeleridir (sekil 2.23). Tetrahidroksi flavonollerin metoksi tiirevleri bitkilerde daha
yaygindir. Ancak, bunun farkli pozisyonlarda metoksillenmis tiirevleri gesitli bitki

tiirlerinden izole edilmistir.[14,15]

(2.118) R=R,=R,=R,=R,=H
(2.119) R;=R,=R;=R,=H, R=Me
(2.120) R=R,=R;=R,=H, R,=Me
(2.121) R=R,=R,=R,=H, R;=Me
(2.122) R=R;=R,=Ry=H, R;=Me
ORs  |(2.123) R;=R;=R,=H, R=R,=Me

R30 0O (2.'24) R|=R1=R4=H. R=R3=Me
(2.125) R=R;=R;=H, R;=R,=Me
. - (2.126) R=R=R,=H, R;=R;=Me Eupatilin

(2.127) R=R;=R;=H, R,=R;=Me Betuletol
(2.128) R;=R;=H, R=R,=R;=Me¢ Penduletin
(2.129) R;=R;=H, R=R,=R,=Me Santin
(2.130) R,=R;=H, R=R,=R,=Me

(2.131) R=R=H, R;=R,=R;=Me Candidol
(2.132) R=R,=H, R;=R;=R,=M¢ Mikanin
(2.133) Ri=H, R=R;=R;=R;=Me

(2.134) R;=H, R=R;=R;=R=M¢

OR, ©

Sekil 2.23: Tetra-O-substitue Flavonol

2.5. Kalkonlar

Kalkon 1,3-diarilprop-2-en-1-on iskeleti iceren tiim bilesikleri kapsar, bu bilesiklerin
en belirgin karakteristik 6zelligi ise propan zincirinde olefinil bag ve keto grubunun
bulunmasidir. Kalkonlar ve dihidrokalkonlar (kalkononlar), flavonoidlerin
heterosiklik C halkasina sahip olmayan smifidir. Kalkon yapisindaki A halkasi
biyosentetik olarak heterosiklik flavonoidlerin A halkasina, B halkasi ise
flavonoidlerin B halkasi ile esdeger tutulabilir. Bu iliskiye bir 6rnek olarak 2°,4°,6’,4
tetrahidroksikalkonun (kalkononaringeninin) 5,7,4’-trihidroksiflavanona doniismesi
gosterilebilir (sekil 2.24).
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OH

HO OH HO

OH O OH O

Sekil 2.24: Kalkonun Flavona Doniistimii

Kalkonlar 1,3-diarilprop-2-en-1-on iskeletine farkli gruplar bagli olmasindan dolay1

birkag gruba ayrilir.

2.5.1. Basit Kalkonlar
Basit kalkonlar, 1,3-diarilprop-2-en-1-on iskeleti igeren kalkon tiirevlerindendir ve

de bitkilerde bol miktarda rastlanir. Bu grup kalkonlarin A ve veya B halkalarinda
—OH, -OCHs igeren ¢ok sayida tiirevleri mevcut olup, A halkasindaki O-
substituentlerin (hidroksil ve/veya metoksil gruplarinin) pozisyonuna bagli olarak

smiflandirma yapmak miimkiindiir.[11,14,18]

2.5.2. Kinokalkonlar

Kinokalkonlar, temel kalkon iskeletinin A halkasinda kinoid grubu igeren
kalkonlaridir. Kinokalkonlarin A halkasindaki karbonil gruplar1 kinoid karboniller
olarak adlandirilirlar. Kinokanlara bir 6rnek olarak sekil 2.25 deki pedisinin
verilebilir.[14]

MeO OH

OH

(0] (0]

Sekil 2.25: Kinokalkon
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2.6. Flavonoidlerin Taninmalari

2.6.1. Renk Reaksiyonlar

Gliniimiizde en c¢ok kullanilan renk reaksiyonlar1 kromatogramlardaki flavonoid
lekesini dogrudan UV 1sik altinda ve yine bu lekenin NHs buharlarina ve NA
(Naturstoffreagenz A) belirteci pliskiirttiikten sonra UV 1s1k altinda géstermis oldugu
renk degisikliginin incelenmesidir. Bu yontemle flavonoid bilesigin tipi ve

stibstitiisyonlar1 hakkinda kabaca 6n bilgi edinmek miimkiin olmaktadir (Tablo 2.2)

Tablo 2.2: Flavonoid Bilesiklerinin Renk Reaksiyonlari

FLAVONOID BILESIK

uv UV/NH3 UVINA
5 . 5-OH agik, 3-OH yok ya da kapali,
Koyu Mor Koyu Mor Koyu Mor 3.4-OH yok veya kapal
; ; 5-OH agik, 3-OH yok ya da kapali,
Ko oyuidar i 4OH kapali, 3-OH agik.
. _— 5-OH agik, 3-OH yok ya da kapalj,
Koyu Mor Sari Turuncy 4OH serbest, 3'-OH yok ya da kapali.
; 5-OH agik, 3-OH yok ya da kapali,
Koyu Mor Sari Turuncu 3.'4._05;3;?&_ TR e
Koyu ” . 5-OH agik, 3-OH yok ya da kapali,
KOyUMOr g bverengi Al ngs 3'ya da 4-OH agik, 6-OH bulunabilir
Koyu 5-OH agik, 3-OH yok ya da kapali,
KoyuMor 1o hverensi Huee 3'4"OH agiki, 6-OH bulunabilir
Sari Sari Sari Serbest 3 ve 5-OH var,
Sari Sari Turuncu-Kimizi 3,5-OH agik, 3'4"-OH var.
Parlak fluoresans Parlak fluoresans o 5-OH yok ya da kapali,
mavi mavi-yesil an 3-OH yok ya da kapali

2.6.2. Ultraviyole (UV) Spektrumu
Ultraviyole spektral yontemi az miktarlarda maddenin yeterli oldugu ve UV cihazi

hemen her kimya laboratuvarinda bulundugu i¢in flavonoid bilesigin yapis1 hakkinda

onemli bilgiler saglamastyla en ¢ok kullanilan bir yontemdir.

Bilesigin metanoldeki ¢ozeltisinin spektrumu ve 6zel belirteclerle bu spektrumda

gozlenen kaymalar, bilesigin ana iskeleti ile siibstitiisyon durumlar1 hakkinda genis
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bilgi verir (34). Flavonoid bilesiklerin ¢ogunun UV spektrumunda biri uzun digeri
kisa dalga boyunda olmak {izere iki biiyiik absorpsiyon bandi gozlenir. Bunlardan
uzun dalga boyunda olan1 flavonoid yapinin B halkas: ile iliskilidir ve Bant I adin1
alir. Kisa dalga boyunda olani ise A halkasi ile iliskilidir ve Bant II adin1 alir.
(Sekil 4).

O
Benzoil + Sinnamoil

Sekil 2.26: Flavonoid Yapisi

Flavonoid bilesiklerde A ve B halkalarinda hidroksil sayisi arttikca bantlar uzun
dalga boyuna dogru kayar. Hidroksil gruplar1 (6zellikle 3,5 ve 4' konumundakiler)
metillendikleri ya da glikozitlendikleri takdirde bantlar hidroksil gruplar: serbest olan
bilesige gore daha kisa dalga boyuna kayarlar.

2.6.3. NMR Spektrumu ile Flavonoidlerin Yap1 Analizi

A halkasi protonlar

5,7-dihidroksi flavonlarda C6 ve C8 protonlar1 5.7-6.9 ppm arasinda / degeri 2.5 Hz
olan iki duplet olarak go6zlenir. Eger 5 ve 7 ye ilaveten 6 veya 8' de de siibstitiient
varsa bu takdirde C6 ve C8 protonu 6-6.5 ppm arasinda bir singlet olarak goriiliir.
Flavon sadece 7-hidroksi grubu tasiyorsa bu durumda C6 protonu hem C8 deki hem
C5 teki protonlarla orto ve meta etkilesmesinden /degeri 9 ve 2.5 Hz olan bir duplet-
duplet halinde, C8 protonu ise / degeri 2.5 Hz olan bir duplet halinde 5,7-
dihidroflavonlarda go6zlenenden daha alt alanda ¢ikarlarken C5 protonu C6
protonuyla orto etkilesmesi ile / degeri 9 Hz olan bir duplet halinde 8 ppm civarinda

gozlenir.
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B halkas1 protonlari

4' den siibstitiie flavonlarda B halkasinin serbest¢e donebilmesine bagli olarak C2' ve
C6 ile C3' ve C5' protonlar orto etkilesimli / degeri 8-9 Hz olan iki duplet halinde
6.5-7.9 ppm arasinda goriiliir. C3' ve C5' protonlarinin dupletleri genellikle C2' ve C6

protonlarindan daha iist alanda goriiliirler.

3', 4' distibstitiie flavonlarda C5' protonu /degeri 8.5 Hz olan bir duplet halinde 6.7-
7.1 ppm arasinda ¢ikar. C2' ve C6 protonlarindan C2' protonu /degeri 2.5 Hz olan bir
duplet halinde (meta etkilesim), C6' protonu ise hem orto hem meta etkilesimden
dolay1 J degeri 2.5 ve 8.5 Hz olan bir duplet duplet halinde goriiliir, ancak C2' ve C6'
bantlar1 birbirinin iizerinden astiklarindan genellikle 7.2-7.9 ppm arasinda bir
multiplet olarak gozlenirler. Flavonlarda C halkasindaki C3 protonu yaklagik 6.3

ppm civarinda keskin bir singlet halinde gozlenir.
Metoksi Protonlari

Genellikle 3.5-4.1 ppm arasinda ¢ikarlar. Farkli doétoro ¢oziicillerde alinan
spektrumlarda 3, 6 ve 8 konumlarindaki metoksi gruplar ¢ok az kayarken 3°,4',2" ve
7 konumlarindaki metoksi gruplari iist alana dogru 0.35-0.70 ppm lik bir kayma

gostermislerdir. En biiyiik kayma 7 yerindeki metoksi grubu i¢in gozlenir.

2.7. Flavonoidlerin Biyolojik Aktiviteleri

Flavonoid bilesikler antioksidan, antibakteriyel, antienflamatuvar, antitiimér,
ostrojenik, insektisidal ve antispazmolitik ajanlar olarak onemli rol oynarlar.
Limondaki flavon bilesenlerin karigimi kortizon veya ACTH dan daha yiiksek

antienflamatuvar aktivite géstermistir.[15]

19. yy' dan beri Avrupa' da diyareye karsi galangin, myricetin, kamferol ve kersetin
flavonlarini igeren bilesiklerin kullanildigi bilinir. Rutin (6zellikle 3-hidroksimetil
rutin) hemoroid, katarakt, varislerin ve diger kapiller problemlerin tedavisinde hala
kullanilmaktadir. Benko farelerde bazi siskinlik ve beyin 6demlerinin giinde 50
mg/kg dozca rutin veya hesperidin verilerek ¢ok azaltigini gozlemistir. Centaurea
cyanus'dan elde edilen apigenin-4'-glukozit-7-glukuronoid gibi baz1 flavonoidler bir
co-pigment gibi rol oynarlar. Apigenin ve 6-OCHs apigenin gibi C-6 da OCH;3
tasiyan flavonoidler ile volkensiflavon, morelloflavon gibi bazi flavonoidlerin

antitiimor aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
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2.8. Molekiiler Fluoresans Spektroskopisi

Optik yontemlerden biri olan molekiiler fluoresans spektroskopisi, spektrofotometri

ile yakindan ilgili bir analitik yontemdir.

2.8.1. Fluoresans Spektroskopisinin Teorisi

Uzerine uygun dalga boyunda bir 1s1n yollanan molekiil bunu 10° saniye gibi ¢ok
kisa bir siirede absorblamakta ve ekzite duruma ge¢mektedir.[10] Bu kararli bir
durum degildir. Ekzite haldeki molekiil fazla enerjisinin bir kismini ya da tamamini
kaybetmeden ancak 107~ 10 saniye kadar bu halde kalabilir. Ekzite durumdaki bir
cok molekiil fazla enerjilerini komsu molekiiller ile carpigarak 1sisal dagitma ile
harcar. Bazi molekiiller ise bu fazla enerjilerinin bir radyasyon yayarak harcar ve
temel duruma donerler. Absorbe edilmis 1smmin yeniden yayilmasi genel olarak
fotoliiminesans veya liiminesans olarak tanimlanir. Fotoliiminesans, fluoresans veya

fosforesans yayma olmak iizere iki sekilde olabilir. [16]

X +hy > X* » X+hyt (2.1)

Yontemin en onemli iistiinliigli absorbsiyon yontemine kiyasla daha az miktarlardaki

maddelerin analizinin yapilabilmesi yani duyarliligidir.

Ayrica fluoresans gosteren maddelerin ¢ok fazla sayida olmamasi yontemin
seciciligini digerlerine kiyasla artirmaktadir. Fakat diger taraftan bu son ozellik

yontemin uygulama alanini sinirli tutmaktadir.

2.8.2. Floresans Olusumunun Prensipleri

Temel seviyedeki bir organik molekiil, So olarak olarak adlandirilan singlet temel
elektronik durumda bulunur [10,11]. Uyarilmis singlet durumda, yiiksek ener;ji
orbitalindeki bir elektron ile diisiik enerji orbitalindeki ikinci bir elektron zit spin
yonelimlerine sahiptirler. ~ Singlet durumu belirleyen zit spin yonelimli bu
elektronlara “ciftlenmistir” denir. Fluoresans 1s1k ile uyarilan aromatik bir

molekiiliin, birinci uyarilmis singlet uyarilmis durumdan 1s1ma yapmasi olayidir.
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Sekil 2.27: Jablonski diyagrami

Sekil I'de temel 1. ve 2. uyarilmis elektronik seviyeler So, S1 ve S: ile gosterilmistir.
Floresans ozellik gosteren molekiilii tanimlayan florofor, uyarildigi herhangi bir
elektronik enerji seviyesinin 0., 1., 2.,...vs titresim enerji seviyelerinden birinde
bulunur. Singlet uyarilmis durumdan singlet temel duruma donis, zit yonelimli
elektronlarin yonelimlerini degistirmelerini gerektirmezken, triplet durumda bu
zorunludur. Ekzite triplet durumda elektronlardan birinin spini yon degistirir. Ayni
kuantum sayili (aym1 spin yonelimine sahip) iki elektron bir orbitalde
bulunamayacagindan yeni bir orbitale yiikselir. Eskite triplet durumda elektronlarin
spinleri ¢iftlesmemistir yani ayni spin yonelimine sahiptirler. Triplet seviyedeki
elektronlar yaklastk 10  saniyede ekzite singlet durumun en diisiik enerjili
vibrasyonel seviyesine inerler. Molekiiliin ve dis kosullarin durumuna bagli olarak
temel duruma donme radyasyonsuz ya da bir radyasyon yayarak olabilir. Radyasyon

yayma da fluoresans veya fosforesans yayma olmak iizere iki farkli sekilde olabilir.

Molekiiliin temel hale geciste sectigi yol ekzite halin en kisa siireli oldugu yoldur.
Yani eger fluoresans yayma deaktivasyon islemi radyasyonsuz yola kiyasla daha

cabuk oluyorsa molekiil fluoresans yayar. [10,31]
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Radyasyonsuz yol daha hizli ise 151n yayma ya ¢ok azdir veya yoktur. Eger ekzite
singlet hal nispeten dayaniksiz ise molekiil temel duruma genellikle radyasyon

yaymaksizin doner. [14,16]

Radyasyon yaymaksizin ortaya ¢ikan baglica enerji kayb1 islemleri sunlardir:

1- Titresimsel dinlenme (vibrational relaxation = VR)

2- I¢ déniisiim ( international conversion = IC)

3- Sistemler arasi1 gecis (intersystem crossing=ISC)

4- Enerji nakli (energy transfer)

1- Titresimsel Dinlenme: ekzitasyon islemi ile herhangi bir vibrasyonel seviyeye

yiikselme olabilir. Cozeltide ekzite haldeki molekiiller ile ¢oziicii molekiillerinin
carpismasi sonucu vibrasyonel enerjinin fazlas1 derhal kaybedilir ve ekzite halin en

diisiik enerji seviyesine gecis olur.

2- I¢c Déniisiim: Iki elektronik durumun vibrasyonel seviyelerinin ayni olmasi
halinde iki ekzite halin potansiyel enerjileri aynidir. Bu durumda ayni enerjili

vibrasyonel seviyeler arasinda bir gegis olur.

3- Sistemler arasi1 gecis: Ekzite singlet durumdan triplet duruma gegislerdir. Bu
islem sirasinda elektronun spini doner. I¢ déniisiimde oldugu gibi iki durumun

vibrasyonel enerjilerinin ayn1 olmasi halinde gerceklesir.

4- Enerji nakli: bu islem ekzite durumdaki bir molekiiliin fazla enerjisini bir alici
molekiile dogrudan dogruya ve 1sinsiz bir sekilde aktararak normal duruma
donmesidir. Enerji nakli aynt zamanda bir molekiilde birbirinden uzaktaki iki

kromofor grup arasinda da ortaya ¢ikabilir.

Bu dort islem de fluoresans yaymay1 engelleyicidir.
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Radyasyon yayarak ortaya ¢ikan baslica enerji kaybi islemleri sunlardir:
1-Floresans yayma
2-Fosforesans yayma

1- Fluoresans yayma: Molekiil eger nispeten daha dayanikli bir eksite singlet
durumda ise eksite singlet durumun en diisiik vibrasyonal seviyesinden temel
elektronik hale doniis fluoresans yayma ile olur (Sekil 2). Diisiik konsantrasyonlarda,
disiik sicaklikta ve yogun ¢oziiciilerde calisilarak eksite singlet durum daha
dayanikli hale getirilebilir. Bunun sonunda ¢arpisma ile olan enerji kayb1 azaltilarak

fluoresans yayma arttirilabilmektedir. [17, 32]

Eksite singlet halin vibrasyonal seviyelerine eksite olmus bir molekiill 6nce
radyasyon yaymaksizin vibrasyonal dinlenmelerle bu durumun en diisiik vibrasyonal
seviyesine indigi ve sonra fluoresans yaydigi icin, fluoresans yayma ile sonuglanan
gecisler absorbsiyon gecislerinden daha diisiik enerjilidir. Bu nedenle fluoresans
1sinin  dalga boyu absorbe edileninkinden daha uzun olmakta yani emisyon
spektrumu eksitasyon spektrumundan daha uzun dalga boyunda ortaya ¢ikmaktadir.
Bazi 6zel durumlarda ise temel halin bazi {ist vibrasyonal seviyelerinde bulunan
molekiillerde olabilir. Enerji diyagraminda goriildiigii gibi boyle bir seviyeden S
haline eksitasyon (a) ve buradan temel durumun en diisiik enerji seviyesine doniis iz
(b) miimkiin olabilir. Bu durumda ise eksitasyon spektrumunun en uzun dalga bo-
yundan daha kisa dalga boyunda fluoresans yayilmasi nedeniyle eksitasyon ve emis-
yon spektrumlarinda ¢akigmalar gozlenebilir. Antrasenin eksitasyon ve emisyon
spektrumlarinda 378 nm deki pik bu sekilde ortaya c¢ikmaktadir (Sekil 3). Diger
taraftan eksite ve temel durumlarda vibrasyonal enerji seviyeleri dagilimlari hemen

ayni oldugu i¢in fluoresans radyasyonunun spektrumu eksitasyon spekt-

bir ayna hayali gorinimiinde ortaya ¢ikmaktadir. Antrasenin eksitasyon
spektrumunda 250 nm deki kuvvetli absorbsiyon bandi So —> Sx gegisi nedeniyledir.
S veya daha yiiksek elektronik seviyelere ¢ikan molekiillerin hepsi 15in yaymaksizin
S: durumunun en alt seviyesine donmekte ve buradan floresans yaymaktadir. Bu

nedenle emisyon spektrumunda 250 nm deki pike esdeger bir pik bulunmamaktadir.
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Fosforesans yayma: Molekiilin daha da dayanikli bir eksite singlet durumda
olmasi halinde Once singlet halden triplet duruma bir sistemler arasi gegis olur
ve daha sonra temel duruma gegis, fosforesans yayma ile olur. Eksite triplet durumun
en diisiik enerji seviyesi en uzun Omiirlii olan haldir. Dis kosullara bagli olarak
buradan ya fosforesans yayma veya molekiiller arasi ¢carpisma ile temel duruma gegis

olur.

2.8.3.Floresansi Etkileyen Faktorler
Bir bilesigin fluoresans gosterip gostermemesi ve fluoresans iginin siddeti hem

molekiil yapisi hem de kimyasal ¢evreye bagl olmaktadir.[10,14,16]

2.8.3.1. Yapisal faktorler

Bir molekiiliin fluoresans gosterebilmesi i¢in ilk kosul UV veya. goriiniir alandaki
radyasyonun absorblanmasidir. Bu absorblama ne kadar kuvvetli olursa yayilan
fluoresansin siddeti de o kadar kuvvetli olur. En diisiik enerjili elektronik gegisleri
olan molekiillerin hem degerleri hem de fluoresans etkinlikleri yiiksek
olmaktadir.Basit alifatik yapili bilesikler absorbladiklar1 enerjiyi 151n yaymaksizin
harcarlar ve fluoresans gostermezler. Ketonlar, aldehidler, karboksilli asidler,
amidler, esterler gibi bagl heteroatom igeren ve en diisiik enerjili gegisleri olan
bilesikler genellikle absorbladiklar1 enerjiyi i¢ doniisiim seklinde ve az fluoresans
gosterirler. Polienler ve aromatikler ile bunlarin tiimii ise fluoresans gosteren

bilesiklerdir, 6zellikle bunlardan diizlemsel ve yapida olanlarin fluoresans etkinligi

en yiiksektir[32].
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Sekil 2.28: Floresans Gosteren Bilesikler
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Benzenin kendisi zayif fluoresans 6zellik gosterip iizerindeki siibstitiiye gruplarin
varligi fluoresanst olumlu veya olumsuz yénde etkiler. Ornegin orta ve para
yonlendiricilerden —OH, NH2- NHR, -NRR’, -OR gibi siibstitiientler fluoresansa ya
etkili olmazlar veya arttirlar. -COOH, -NO, RCO.- CHO, -N=N, -1,-Br,-CI gibi meta

yonlendiricileri ise fluoresansi azaltici etki gosterirler [31].

2.8.3.2.S1cakhik ve viskozite

Bir ¢ok molekiiliin fluoresansi sicakligin artmasi ile azalir. Sicakligin ve ¢oziiciiniin
viskozitesinin azalmasi, eksite molekiil ile diger molekiillefii !Carpismast ve ayrica
sistemler arasi gecislerin olasiligini arttirmaktadir. Diisiik sicaklikta ve yiiksek
viskoziteli ortamda ise dinlenme zamani eksite durumun 6mriin-daha uzun olmakta

ve fluoresans artmaktadir. [10,32]

2.8.3.3. Coziicii

Kullanilan c¢oziiciiler fluoresans siddetinin veya fluoresansin goriildiigli dalga
boyunun degismesine neden olabilir. Coziiciiniin genellikle eksite durumdaki
molekiiller ile "hidrojen bagi olusturmasi temel hale radyasyonsuz doniis isleminin
arttirdigindan fluoresansin siddetinde azalma olur. Bu nedenle -OH, -COOH, gibi
hidrojen bagi olusturabilecek gruplar igeren maddelerin analizinde ¢6zii-cii
seciminde dikkatli olunmalidir. Ornegin, 5-OH kinolinin izopentandaki fluoresans

etkinligi degeri 0.3 iken dimetilsiilfoksidde 0,07 ye diismektedir.

Bir veya daha ¢ok sayida agir atom igeren ¢oziiciiler, sistemler aras1 gecis olasiligini
arttirdiklarindan fluoresansi azaltirlar. Karbontetrakloriir, etiliyodiir gibi ¢oziiciiler

triptlet olusumu arttirdiklarindan fosforesansi arttirirlarken fluoresansi azaltirlar.

Coziiciiniin polaritesi fluoresansin siddetinden ¢ok dalga boyunu etkiler, genellikle
polaritenin artmasi ile fluoresans emisyonunun maksimumu daha uzun dalca boyuna
kayar.Ornegin, eksitasyon maksimumu 285 nm olan indoliin emisyon maksimumlar1
siklohekzanda 297 nm, benzende 305 nm, dioksanda 310 nm, etanolde 330 nm ve
suda 350 nm dir.
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2.8.3.4. pH

Asidik veya bazik grub igeren bir bilesigin fluoresansi ortamin pH ma baghdir.
Ornegin, notr ortamda hem fenol hem metoksibenzen fluoresans gosterir, ortamda
fenol fluoresans gostermeyen anyonuna doniislirken metoksibenzen degisim
gostermeden kalir. Anilin ¢ozeltisi ndtr ve bazik ortamda iken goriiniir alanca
fluoresans gosterir. Cozelti asitlendirildiginde bu fluoresans kaybolur. Diger taraftan
anilin pH a bagli olmaksizin UV alanda fluoresans gostermektedir.Asid ¢ozeltide
azot atomu pozitif yiik ile yiiklenerek anilinyum iyonunu olusturur. Bu Urumda amin
grubu halka ile rezonansa girememekte ve bu nedenle anilinyum iyonu-nun
rezonansi benzeninkiyle ayn1 olmaktadir. Nitekim benzen de UV alanda fluoresar .
Diger taraftan notr ve bazik ortamda anilin ii¢ ilave rezonans yapist ve bunun
sonucunda daha dayanikli eksite singlet durumu olugmasi nedeniyle fluoresans 1sinin
dalga boyu daha uzun dalga boyuna kayar. Bu sekilde ortamin pH ma bagl olarak
fluoresans gosteren bilesiklerin asid baz titrasyonlarinda endikatér olarak

yararlanilabilir.[10]

2.8.4. Fluoresans siddeti ile konsantrasyon arasindaki iliski
Bir maddenin fluoresans o0zellik gosterebilmesi i¢in Oncelikle {izerine gelen
radyasyonu absorblamasi gerekmektedir. Beer yasasina ¢ozeltiden absorplanmadan

gecen 151n fraksiyonu transmitasyon olarak tanimlanir ve T ile sembolize edilirse;
T= li/lo=e®C

lo =Gelen 151811 siddeti

l= Gegen 15181n siddeti

a:absorptivite

b: tabaka kalinlig

C: konsantrasyon

Fluoresansin siddeti maddenin fluoresansi ile ancak diisiik konsantrasyonlarda dogru
orantilidir. Konsantrasyonun derisimi artik¢a gelen 1sinin timii tiimii ¢ozeltinin ilk
tabakalar tarafindan absorplanir, daha i¢ kisimlara ulasamaz. Maddenin fluoresans
siddeti ile konsantrasyonu arasinda diisiik konsantrasyonlar i¢in bir lineerlik goze

carpar. Absorbansin 0.05 den fazla oldugu konsantrasyonlarda dogrusallik bozulur.
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Fluoresans 1sinin siddeti gelen 1sinin siddetine dogrudan baglantilidir, ancak bu
durum belirli bir 151n siddetine kadar gecerlidir.Gelen 1sinin siddeti arttikca
fotodekompozisyon olabilir, ayrica ¢dziicli ve bazi kirliliklerden olan fluoresans da
bu esnada artar. Isik kaynagmin belirli bir siddeti yoktur, bu yiizden fluoresans
sinyallerinin mutlak degerleri yoktur. Bu sebeple fluoresan degerleri gergek
degerlerinden cok bagil degerlerle ifade edilir. Olgiimler bazi standart maddelerin

fluoresans siddetine bagli olarak yapilir.

Fluoresansin siddeti molar absorptivite ile orantili oldugundan eksitasyon isininin
dalga boyunun maksimum absorpsiyonun dalga boyunda olmasi gerekir. Tim
Ol¢iimlerde eksitasyon kaynagi, ¢oziicli, sicaklik, pH gibi degerlerin ayni olmasi
gerekir.Yayilan fluoresans 1s1mn1  ¢ozeltideki bilesenler tarafindan absorbe
edildiginden dolay1 absorbsiyonun siddeti azalir bu olaya da sondiirme (quenching)
denir. Bu etki dogrudan dogruya maddenin kendisi tarafindan da olusturabilir, buna
self quenching denir. S6ndiirmenin bir bagka olusum sekli de molekiillerin safsizlik
olarak bulunan yabanci molekiiller ile carpisarak sonunda 1sinsiz enerji kaybr ile
gerceklesmesidir. Bu olaya da safsizlik sondiirmesi ( impurity quenching) denir.
Ayrica ortamda bulunan ¢6ziinmiis haldeki oksijen, agir metaller, paramagnetikler
sistemler arasi ge¢is hizini etkilestiklerinden sonmeye neden olabilirler. Fluoremetrik
calismalar icin hazirlanan bazi saf ¢oziicliler sonmeye neden olan bazi etkileri
onleyebilibilir. Sicaklik, pH degisiminin yani sira maddenin uzun siire UV 15181na
maruz birakilmasi1 da fotokimyasal reaksiyona sebep olabileceginden fluoresans

azalir. [9,10,24]

2.8.5. Ekzitasyon ve Emisyon Spektrumlar

Cift monokramatorlii bir spektrofluorometre ile analiz edilecek maddenin eksitasyon
ve emisyon spektrumu alinabilir.Bunun i¢in 6rnek dnce herhangi bir dalga boyundaki
151n ile eksite edilip maksimum emisyon gosterdigi dalga boyu saptanir.Madde
cozeltisi ile dedektor rasaindaki emisyon monokromatorii saptana maksimumda sabit
tutulurken 151k kaynagi ile madde ¢ozeltisi arasindaki eksitasyon monokromatdrii 200
nm yakinlarindan baslanarak otomatik olarak degistirilir. Bu sekilde yazicidan

c¢izilen, maddenin eksitasyon spektrumudur.
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Daha sonra eksitasyon monokromatorii eksitasyon spekrumundan saptanan
maksimum dalga boyunda tutulurken , emisyon monokromatorii degistirilir. Boylece

maddenin emisyon spektrumu elde edilir. [17,32]

Eksitasyon spektrumu, eksitasyon dalga boyu ile fluoresans iginindaki degismelerin
kaydedilmesi ile alinir. Emisyon spektrumu ise fluoresans yayimiin spektral
dagilimidir. Analitik uygulamalarda emisyon spektrumu kullanilmaktadir. Ancak
analiz edilecek maddenin en uygun eksitasyon dalga boyunun saptanmasi igin
eksitasyon spektrumunun alinmast uygundur. Maddenin eksitasyon spektrumu
absorpsiyon spektrumu ile aynidir. Maddenin fluoresans yayma ile kaybettigi enerji,
absorbsiyon ile kazandigi enerji, absorpsiyon ile kazandigindandaha az oldugunda
emisyon spektrumu eksitasyon spektrumuna kiyasla daha uzun dalga boyunda ortaya
cikar. Filtreli fluoremetreler ile ¢alisirken uygun filtreler ile calisilmasi gerekir.
Bunun i¢in 6rnegin ¢alisilacak konsantrasyonda bir ¢ozeltisinden ve bos denemenin
fluoresans1 ¢esitli primer filtreler denenerek oOl¢iiliir. Bos deneme i¢in en diisiik,
ornek i¢in en yiiksek fluoresansin 6l¢iildiigi filtre saptanir. Bu secilen primer filtre
ile bu defa sekonder filtreler degistirilerek en yiliksek fluoresansin okundugu filtre

saptanir.

2.8.6. Organik maddelerin spektrofotometre cihaz ile analizi

Fluoresans gosteren bir maddenin yaydigi 1sinin maksimumdalga boyu o madde i¢in
madde karakteristik oldugundan fluoresans analizleri ile maddelerin Kkalitatif analizi
mimkiin olmaktadir. Kantitatif analizler ise belirli bir konsantrasyon araliginda
fluoresans siddeti ile konsantrasyon arasindaki iliskin dogrusal olmasindan
yararlanilarak yapilmaktadir. Fluoresans 6zellik gosteren fakat 6rnekteki miktarlar
¢ok az oldugundan kolorimetrik veya sprktrofotometrik yontemler ile tayin
edilemeyen pek ¢ok madde, c¢ok diisiik konsantrasyonlardaki ¢dozeltilerinden

fluorometrik yontem ile tayin edilebilir[32].

Bu yontemin hassasiyeti ve segiciligi pek c¢ok biyolojik maddenin kompleks
karisimlardan dahi analizine olanak saglar. Fenilalanin gibi baz1 aromatik yapidaki
maddeler fluoresans gosterirken , fluoresans gostermeyen asid ve proteinler uygun
maddeler ile tiirevlendirilerek analiz edilebilirler. Ornegin fenilalanin gibi fluoresans

0zelligi az olan bir madde ninhidrin ve Cu II ile tiirevlendirilerek kuvvetli fluoresans
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Ozellik gosteren hale gelebilir. pH’a bagli olarak farkli siddette fluoresans gosteren
pirimidin, purin ve nukleik asitler de direkt olarak veya tiirevlendirlerek analiz
edilebilirler. Fluorimetrinin kullanildigi bagka bir alan ise enzim kinetigi ve
mekanizma c¢aligmalarinin  aydinlatilmasi, enzimlerin kalitatif ve Kkantitatif

analizleridir.

Kan, idrar gibi biyolojik sivilarda bulunan etken madde ve bunlarin metabolitleri eser
miktarda bulundugundan dolayi, ila¢ absorpsiyonu, metabolizmasi ve atiliminin

hizinin arastirildigi ¢alismalarda fluoresans analizlere oldukga sik¢a bagvurulur.

Fluoresans gosteren iki maddeden analiz edilecek olan digerinden farkli dalga
boyundaki 1sin1 absorpliyorsa , eksitasyon filtresinin ayarlanmasi ile sadece bu
maddenin analizi miimkiin kilinir. Her iki madde ayni alanda absorplama yapiyor
fakat farkli alanda fluoresans yayiyorsa, emisyon iltresi veya monokromator
ayarlanarak sadece analiz edilmek istenen maddenin analizi saptanabilir. Bazi
kompleks karigimlarin fluoremetrik dlgtimleri sadece eksitasyon ve emisyon dalga
boylarinin degistirilmesi ile gergeklestirilemez. Yakin dalga boylarinda fluoresans
yayn bir ¢cok maddenin yaninda analiz edilecek maddenin fluoresansinin 6l¢iilmesi,
belirli bir kromatografik ayirma yonteminin ardindan gerceklestirilir. Bir cok organik
maddenin taninmast yiiksek basingli sivi  kromatografisi gibi tekniklerle

ayrilmalarindan sonra gerceklesmektedir.

2.9. Uyarilmis Seviye Molekiil ici Enerji Aktarinm (ESIPT)

Iki ya da daha fazla floresans emisyon bandi1 veren sistemlerin olusturulmasi bazi
kosullarin saglanmasini  gerektirmektedir. Bunlardan bir tanesi farkli dalga
boylarinda floresans yayilma veren temel veya uyarilmis seviye reaksiyonlarinin
gerceklesmesidir. Bunun i¢in prob molekiilii uyarilmis seviye reaksiyonlarindan
birini sergilemelidir. Olas1 reaksiyonlarin sayisi smirhidir, bunlardan biri temel

seviyeden uyarilmis seviyeye geciste bir izomerizasyonun gerceklesmesidir.,

Bu, uyarilmis seviyedeki molekiiliin yap1 konfigiirasyonunun farkli oldugu ikinci bir
molekiilin de olugmasi anlamina gelmektedir. Yani sentezlenmis olan 3HK (3-
hidroksikromon) tiirevi problarin konfigiirasyonel izomerizasyonu sdzkonusu

degildir, ¢ilinkii kromon halkas1 doniislere izin vermeyecek 6zelliktedir. [10,12,13]
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Molekiiliin izomerizasyonuna ek olarak iki yayilim bandi eldesine imkan tantyan
diger bir reaksiyon, Uyarilmis Seviye Molekiili¢ci Elektron Aktarimi reaksiyonudur
(ESIPT). Uyarilmis Seviye Molekiili¢i Elektron Aktarimi reaksiyonlar: iki sekilde
gerceklesebilir.

1-Intermolekiiler

Dipol moment farki yaratarak yiik transferi ile gergeklestiren problar, uyarilmis
seviyedeki prob molekiiliiniin iki bolgesi arasindaki elektron yogunlugu farki fazla
olabilmektedir. Bir bolgesi elektronca fazla yiiklii iken digeri zayif olabilir. Boyle bir
durumda uyarilmis seviyede elektron yogunlugu fazla olan bdlgeden az olana bir
elektron akist s6z konusudur. Elektron, yiiklii bir parcacik oldugundan molekiiliin
dipol momentini biiylik 6l¢ciide degistirir. Biiyliyen dipol momenti ortamla daha
giiclii etkilesir ve etkilesimdeki bu degisim yayilma grafiginin kaymasina sebep olur,
bu da iki banthi floresans yayilmasina sebep olur. MolekiillerYiik transferi
gerceklestiren problara 6rnek olarak  ANS (8-anilinonaphthalenesulfonic) asit
verilebilir. [19]

* - * +
M B ESPT A BH
X U v *
Intermolecular
+
A - B A~ BH
+ B +

Sekil 2.29: Intermolekiiler ESIPT Reaksiyonu
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2-Intramolekiiler

Bir diger ESIPT reaksiyonu olan intramolekiiler Uyarilmis Seviye Molekiilici
Elektron Aktarimi reaksiyonunda molekiil i¢i dondr ve akseptorler arasinda proton

aktarimi gercgeklestiren problar s6z konusudur. [19,24]

- -

AH ESPT A
5Q
e Intramolecular —BH
w Ihﬂj J Kd1 hvzl 1 Kd2
AH A

Sekil 2.30. Intramolekiiler ESIPT Reaksiyonu

Bu tip Uyarilmig Seviye Molekiili¢i Elektron Aktarimi reaksiyonu veren maddelere

ornek olarak 3-Hidroksiflavon ailesi gosterilebilir.

Proton aktariminin gergeklesebilmesi i¢in proton aktarimi sonucu olusan tautomerik
formun uyarilmis seviyedeki (T*) enerjisi ile normal formun uyarilmis seviyedeki
(N*) enerjisi karsilagtirilabilir yakinlikta olmalidir. Temel seviyede gerceklesen
proton aktarimi sonucu olugan T* formun dipol momenti N* formundakinden daha
kiigiiktiir ve bunun sonucu bu forma ait fluoresans bandinda ¢oziiciiye bagli olusan

kayma N* formu ile olusana gore daha diistiktiir.

ESIPT sonucu iki bantli floresans yayilma veren floresans problarin tagimasi gereken
ozellikler vardir. Bunlardan en onemlileri; Calismay1 elverisli kilacak ytikseklikte
kuantum verimi, iki iyi ayrilmis floresans yayilma bandi, iki bandin 151k siddeti
oraninin karsilastirilabilir olmasi, floresans yayilmasi sonucu elde edilen iki bandin
floresans parametrelerinin birbirinden bagimsiz olmalari ve bunun sonucu ¢ok

parametreli bir analize imkan tanimasidir. [16,18,26]
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Istenen tiim bu 6zellikleri potansiyel olarak saglayan florofor ailesi 3HF’lardir. Bu
aile normal uyarilmis durum (N*) ve de foto-tautomer (T*) reaksiyon iiriinii veren iki
emisyon bandinin uyarilmis durum intramolekiiler proton transferi (ESIPT) yapma
ozelligi gosterir. Ikinci bant ¢arpict bir sekilde yiiksek dalga boyuna kayarak
birbirinden ayr1 iki tane emisyon yapan bant goézlenir.Bu iki bandin siddetleri
arasindaki oranlar farkli perturbasyonlara karsi olduk¢a duyarlidir. Bu yiizden 3HF
tiirevlerinin ters miseller, fosfolipid ve dogal membranlar alaninda kullanimlar
oldukca yaygindir [10]. 3HF kromoforlarinin spektroskopik o6zelliklerini artirmak
amaciyla yeni stratejiler gelistirilmektedir. Absorpsiyonun, floresan spektrumunun
yiikksek dalga boyuna kaydirilmasi, kuantum veriminin artirtlmasi ve de istenilen

araliktaki ¢ift dalga boyu hassasiyetinin artirilmasi yapilan ¢alismalar arasindadir.

3 HF kromoforunun en farkli 6zelligi ise ¢evresinde gergeklesen durumlara aninda
verdigi tepkilerdir. Uyarilmis durumda heterosiklik 7 elektronik sistemi yiik
dagiliminda yiiksek bir asimetrik artisa sebep olur. Bu durum da solvtokromik ve
elektrokromik boyalarin floresan spektrumunda kaymalara sebep olur, ancak N* ve
T* gibi iki farkli emisyon bandi oldugundan dolayr mikro ¢evrelerinde gerceklesen
polarite ve elektrik alan pertiirbasyonlarindan etkilenme duyarliliklar1 farlidir. Diisiik
kararlikta hidrojen bandi olusturan bes zincirli halkadaki 3-hidroksil ve 4-karbonil
gruplar1 ESIPT reaksiyonunun yogunlastigi bolgedir. Kromofor ve ESIPT
reaksiyonunun asimetrik yapisindan dolayi ¢evrenin ve belirli bir elekriksel alanin
anizotropik ozellikleri fluoresan spektrumunu etkiler. Membran igerisinde kromofor
gruba belirli bir lokasyon veya oryantasyon saglanmadigi takdirde yapilan caligmalar
anlamli olmaz. Kromofor grubun katman igerisinde yerlesebilecegi en iyi nokta
pozitif yiikli gruptur. Probun kararliligini artirabilmek i¢in yapilabilecekler arasinda
probun 6zelligini lipid yapinin 6zelligine benzetmek iizere probun yapisina farkl

uzunluklarda hidrokarbon zincirleri yerlestirmek olacaktir. [25,27,32]

2.9.1. 3-Hidroksiflavonlarin ESIPT Reaksiyonlari

ESIPT reaksiyonu sonucu reaktan ve reaksiyon iiriinii i¢in iki farkli uyarilmis bolge
yaymimi goézlenebilir. Bu emisyon bantlari dalga boyu skalasinda iyi ayrilmis iki
bant seklindedir. Mavi bolgedeki bant normal uyarilmis durumdan (N*) kaynaklanir.
(Sekil 2.31) Onemli 6lciide kirmiziya kayan diger bant ise uyarilmis tautomer
durumdan (T*) kaynaklanir. Bu bantlarin 151k siddetlerindeki farklilik gibi

spektroskopik davraniglar 3-hidroksiflavon ve 3-hidroksikromonlarin yapisina ve
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onlarin mikro ¢evre parametrelerine 6nemli dl¢iide baghdir. [18,19]

3-hidroksiflavonlar hidrojen bag1 etkilesimlerine duyarlidir. Bu bantlarin 1s1k siddeti
oranlar1 ve pozisyonlar1 ¢oziicii molekiilleri ile yaptig1 hidrojen bagi ya da ¢oziicii
polaritesine gore degisiklik gosterir. Bu nedenle 3-Hidroksiflavon ve 3-
hidroksikromonlarin bazi tiirevleri, daha avantajli fluoresans 6zelliklerinden dolayi

misellerde, model membranlarda ve protein molekiillerinde kullanilmaya elverislidir.

A

=z o

TEMEL HAL T

Sekil 2.31: 3-Hidroksiflavonlarin ESIPT Reaksiyonlar1

2.10. Fluoresans Problar

Problar genellikle flouresans ozellik gosteren organik yapilardir ve en uygun
spektroskopik ozellikler ile fonksiyonel performansi bir arada tasidiklari Slglide

deger kazanirlar.

Floresans problar sivi-sivi ve sivi-kati yiizeyler, proteinler, biyomembranlar ve
onlarin fosfolipid modelleri, ince filmler (49), miseller ve ters miseller (50) gibi
mikroskopik olarak heterojen sistemlerin incelenmesinde 6nemli bir ara¢ haline
gelmektedir. [14,32]
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Floresans problar genelde aromatik heterosiklik bilesiklerdir. Suda zayif
coziiniirliikleri ve hidrofobik baglanma bdlgelerine yiiksek ilgileri vardir. Bunlar
dogal ligandlarin ve ilaglarin analogu olabilir ya da c¢esitli ligandlar ile
gergeklestirilen yarisim deneylerinde baglanma bolgesi isaretleyicisi olarak gorev

alabilirler.

3HF tiirevleri de bu amagla detayli incelenmistir. Ancak bu c¢alismalarin hi¢birinde
yiiksek 6zgiinliik ve stokiyometrik baglanma elde edilememistir. Ayrica bu problar
icinde iki iyl ayrilmis floresans emisyon bandi veren ve degisik ortamlara yiiksek

hassasiyet gdsteren 6zgiin bir prob yer almamustir. [14,19]

Baz1 floresans maddelere ornekler:
a) Dogal fluoresans maddeler

b)  Yapay fluoresans maddeler

N

[ |
H HEY H @\ H
»i4 AQ\E:# Scoon Ez/c Neoon

Triptofan Trozin Fenilalanin

Sekil 2.32: Dogal Floresans Maddelere Ornekler
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Sekil 2.33: Yapay Floresan Maddelere Ornekler

Elektron spektrumunda degisiklik gOsteren problar ratiometrik olarak adlandirilir.
Ciinkii bu problar secilen iki dalga boyunda 151k siddeti oraninin belirlenmesi ile

emisyon spektrumundaki degisimlerin kantitatif olarak karakterize edilmesini saglar.
Orantisal (Ratiometrik) problar iki grupta siniflandirilabilirler.[ 14]

1. Birinci grup orantisal (ratiometrik) etkili gruplar:

Etkileri spektrum kaymalari ile gozlemlenir. Genellikle bu kaymalarin temelinde
prob molekiiliiniin uyarilmig durum elektronik yiik transferi (ESCT) vardir. Bu ESCT
cevredeki atom gruplari1 ve molekiillerle probun etkilesimlerinin molekiiler
diizeydeki degisimleri tarafindan indiiklenir. Biyomembran potansiyeline duyarl
boyalar elektrokromik kaymalar gdOsterirken, polariteye duyarli problar

solvatokromik kaymalara dayanir.

2. Ikinci grup orantisal (ratiometrik) problar:

Iki ya da daha fazla banttan meydana gelen fluoresans spektrumu ve bu bantlar
arasinda 151k siddeti degisimleri gbzlemlenir. Bu, probun katilimiyla uyarilmis durum

reaksiyonunun bir sonucu olarak meydana gelebilir.
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2.10.1. 3-Hidroksi Flavonlarin Flouresans Prob Olarak Kullanim

Ikinci grup orantisal (ratiometrik) prob 6zelligi gdsteren 3 hidroksi flavon tiirevleri
mikro ¢evrelerinde meydana gelen ufak degisimlere karsi ¢cok hassas olduklarindan
ve de bu degisimlere birbirlerinden oldukga iyi ayrilmis iki emisyon bandiyla yanit

verdiklerinden dolay1 oldukga popiiler floresan sensorleridir.

Yeni gelistirilen 3-hidroksiflavon tiirevleri sahip olduklar1 500 nm civarindaki mavi-
yesil ve 600 nm civarindaki sari-kirmizi emisyon bandlar ile spektral pozisyonlar
bagil siddetleri sayesinde mikrogevrelerinde olan olaylara karsi son derece
hassastirlar. Bu degisimler atomik mesafelerde gergeklestiginden dolay1 bu problarin
konumlarinin belirlenmesi ve oryantasyonlarinin gergeklesmedigi durumlarda mutlak
bir hassasiyet beklenemez. Iki band gosteren 3-HF problart hiicre igine
yollandiklarinda bulunduklari konuma bagli olarak onlart tanimlayan bir ¢ok
parametreler belirlenmistir.Buna benzer olarak polarite duyarli boyalardaki iki

emisyon bandindaki kaymalar da ortamin pH’1 ile dogrudan iliskilidir.

Emisyon bantlarin 151k siddeti oranlar1 ve pozisyonlar1 ¢6ziicii molekiilleri ile yaptig

hidrojen bag1 ya da ¢6ziicii polaritesine gore degisiklik gosterir.

Bu nedenle 3-Hidroksiflavon ve 3-hidroksikromonlarin bazi tiirevleri, daha avantajli
fluoresans ozelliklerinden dolayr misellerde, model membranlarda ve protein

molekiillerinde kullanilmaya elverislidir.

3-Hidroksiflavon ve 3-hidroksikromon tiirevlerinin daha genis alanlarda
uygulanmas1 baz1 problemler nedeniyle kisitlanmistir. Bu problemlerden biri,

maksimum absorbsiyon dalga boyunun, kisa dalga boylarinda olmasi ve diisiik
kuantum verimidir. Daha uzun absorbans maksimum dalga boyu elde etmek ve
kuantum verimini arttirmak ig¢in 3-hidroksiflavonun 2-fenil grubuna benzo ve

naftofuril gruplar yerlestirilmistir.[29,30]

Diger bir problem ise ESIPT reaksiyonundaki iki emisyon bandi arasindaki 151k
siddetleri oraninin istenen araliklarda olmamasiydi. 3- Hidroksiflavonlarda
elektron dondr 4-dialkilamino grubun varligi In* / I7* 151k siddeti oranin1 6nemli
Olclide arttirmistir. 3-Hidroksiflavon ailesinin protik c¢dziiciilerde hidrojen bagi

yapmasi ¢ok onemli bir 6zelliktir.
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2.10.2. Prob- Coziicii Etkilesimleri

Ozellikle aromatik halkalarinda polar siibstitiientler iceren ¢ok sayida floroforun
emisyon spektrumunun, ¢oziiciilerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine duyarli oldugu
bilinmektedir.[31] Fluoresans spektruma ¢oziicii etkileri, genel ve spesifik ¢oziicii
etkileri olmak {izere ikiye aynlir. Genel ¢oziicii etkileri ile kastedilen etkiler, kirinim
indeksi (n) ve dielektrik sabitten (s) kaynaklanir. Bu fiziksel sabitler ¢oziicii
molekiillerindeki elektronlarin hareket serbestligi ve bu molekiillerin dipol
momentini igaret etmektedir. Spesifik ¢oziicii etkileri, komplekslesme ve hidrojen
bag1 gibi florofor ve ¢dziicii molekiilleri arasindaki spesifik kimyasal etkilesimleri
gosterir. Hem genel hem de spesifik ¢oziicli etkilesimleri 6nemli spektral kaymalara
neden olabilir. Bu etkilerin iki kateoriye ayrilmasi spektral kaymalarin farkli orjinleri
nedeniyledir. Genel ¢6ziicii etkilerinin olusmasi her zaman beklenen bir durumdur.
Buna karsilik spesifik ¢oziicli etkileri ¢oziicii ve floroforun 6zel kimyasal yapilarina

bagli olacaktir.

2.11. 3-Hidroksi Flavonlarin Sentez Yontemleri
2.11.1. Algar-Flyn-Oyaamada reaksiyonu ile 3-hidroksiflavon sentezi

2-hidroksiasetofenon ve benzaldehit bilesiklerinin kondenzasyonu ile gergeklestirilen
bu sentez yonteminde; tasarlanan probun dizayninda 3-hidroksiflavonlarin, floresans
spektrumunda konjugasyonu arttirarak kirmizi alana kaymasi, ve alkil grubunun
farkli uzunluklarda olmasi ile de probun membranda ¢oziiniirliigiinii artirmak igin,
elektron verici grup olarak benzaldehidin para pozisyonuna dialkilamino gruplar

farkli uzunluklarda takilarak 3-hidroksiflavon tiirevleri sentezlenmistir.[30]

NH, NR;
0°C'de
R+l POC;- DMF /7 \
KgCO; 60 OC s
, 120 :
Anilin Dialkilaminobenzen Dialkilaminobenzaldehit

Sekil 2.34: Anilin Uzerinden Dialkilamino benzaldehit Bilesiginin Sentezlenmesi
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Sekil 2.35: (Vilsmeier Formylation) dialkilaminobenzene aldehit substitlientinin
eklenmesi

Flavonun A halkasindan ¢esitli gruplara konjugasyonu diisiiniilerek bu amagla
klorometil grubu flavonun 6 pozisyonuna eklenmistir. Bunun igin de 2-hidroksi
asetofenon bilesigine 5 pozisyonunda klorometil grubu takilmasi diisiiniilmiistiir.
Molekiildeki hidroksi grubunun para yonlendirici ve ayrica asetoksi grubunun da
meta yonlendirici olmasindan dolay1 (Sekil 9) 2-hidroksiasetofenonun asidik ortamda

paraformaldehit ile tepkimesi sonucu C-5 pozisyonuna klorometil grubu takildi.

Burada asil istenen formaldehit kullanilarak bu tepkimenin yapilmasidir. Fakat
formaldehit erime noktasi -19 °C oldugu i¢in normal sartlarda gaz halinde bulunan
bir bilesik olup, bilesigin ticari sunum sekli ya suda ¢6ziinmiis halde ya da kat1 halde

polimer seklinde uzun zincirli olmaktadir.
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Organik kimyada sulu ortam pek istenmediginden burada polimer halindeki adiyla
paraformaldehit bilesigi satin alinarak derisik HCI ile zincirlerinin kirilmasi ve 2-

hidroksi asetofenon' a C5 pozisyonunda baglanmasi saglanmustir (Sekil 2.36).[32]

o-H

@*@*

2-hidroksi asetofenon

[\o/\o o” ] = &J\ ---------- T o

5-klorometil-2-hidroksi asetofenon

paraformaldehit

Sekil 2.36: 5-klorometil-2-hidroksi asetofenon bilesigi

5-klorometil-2-hidroksi asetofenon bilesiginde en asidik proton olan asetildeki metil
protonlarindan biri bazik ortamda koparilarak bilesigin bu kisimdan negatif yiiklii
hale ge¢cmesiyle, alkilamino grubu takili benzaldehit bilesiginin karboniline saldir1
gerceklestirir. Boylelikle kalkon bilesigi meydana getirilir. Bu esnada C6
pozisyonundaki klorometil siibstitiienti de yerini metoksimetile birakir. Kalkondaki
cifte bag H202 etkisi ile epoksite doniistiiriiliir ve NaOMe'in asiris1 kullanilarak
olusan bilesigin 2 pozisyonundaki hidroksil grubu Na tuzu haline donerek bu baga a
ve P yoniinde saldirir ve halka kapamasi meydana getirir.[17,18] Sonug iiriin

flavonol ve auron olmak iizere sirasiyla %70 ve %30 oraninda elde edilir (sekil 2.37)
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Sekil 2.37: Kalkondan 3-Hidroksi Flavon Eldesi
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Genel Teknikler

3.1.1. Kromatografi

3.1.1.1. Kolon Kromatografisi

Bitki ekstrelerinin ve sentez iriinlerinin fraksiyonlandirilarak ayrilmasi amaci ile
kullanildi. Adsorban olarak Merck firmasinin, Kieselgel 100 (0.063-0.200mm, 70-
230 mesh ASTM) alindi. Adsorban, dibine az miktarda pamuk yerlestirilmis cam
stitunlara konuldu, hafifce vurularak yerlestirildi ve tist kismina paketleme yoluyla
yani adsorbanla karigtirilmis ve ¢oziiclisii tamamen ugurulmus ekstre ilave edildi.
Ayrica c¢ozelti gecirilmis adsorban {izerine ayni ¢oziicli iginde ¢oziilmiis ekstre de
ilave edilerek ¢alisilabilir. Ekstrelerin miktarina bagli olarak farkli ebatlarda siitunlar

kullanilmistir.

3.1.1.2. ince Tabaka Kromatografisi

35 g silikagel G (Kiesel G, E. Merck. Typ 60) adsorbanin 70 mL distile su ile
calkalanip CAMAG plak kaplama aletiyle 20 x 20 cm boyutlarindaki cam plaklarin
0.5 mm kalinlikta kaplanmast ve oda 1sisinda kurutulup 105°C'de 1 saat aktive
edilmesiyle hazirlanan plaklar preparatif amagla kullanildi. Ince tabakalar ve diger

preparatif ¢aligmalar icin (G.Merck 5554) hazir plaklardan yararlanildi.

3.1.2. Spektrometreler

2.1.2.1. Ultraviyole (UV) Spektrofotometresi
Spektrumlar Shimadzu 1601 cihazinda 1 cm'lik kuvars kiivetlerde alind1. Olgiimler

bilesiklerin farkli ¢ozeltilerinde yapildi.
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3.1.2.2. infrared (IR) Spektrofotometresi
IR Spektrumlan 'Perkin Elmer 1615 " cihazinda alindi. Kat1 bilesikler KBr ile pellet

hazirlanarak spektral analizleri yapildi.

2.1.2.3. 'H NMR ve 3C NMR Spektrometresi
Uriinlerin *H-NMR spektrumlar1t CDCls de, 1.T.U. de Bruker AC 250 model cihazda
kaydedilmistir. Kimyasal kaymalar TMS i¢ standarda gore 6 (ppm) cinsinden,

etkilesme sabitleri (J) ise Hz cinsinden verilmistir

2.1.2.4. Fluoresans Spektrofotometresi
Problarin ¢6ziictiler igindeki fluoresans spektrumlart Quanta Master (PTI)
spektrometresi ile alinirken, membran c¢aligsmalar1 sirasinda vezikiiller igindeki

spektrumlan da SLM 48000 (SLM-Aminco) spektrometresi ile alinmigtir

3.1.3. Coziiciiler ve Kullanilan Kimyasal Maddeler
Ekstraksiyon islemlerinde ve siitunda 6n ayirma islemlerinde teknik ¢oziiciiler distile
edildikten sonra kullanilmig, madde saflastirilmasinda Merck ¢oziiciiler ve spektral

analizler i¢in spektroskopik ¢oziiciiler kullanilmistir.

Derisik HCI (Filika), 2-hidroksi asetofenon (Aldrich), p-formaldehit (Aldrich),
sodyum hidroksit (Sigma), 4'-N,N-dietilamino-2-hidroksikalkon (Aldrich), H>O>
(%30'Iuk) Fluka, HBr (%63'liik) Aldrich, sodyum karbonat (Sigma), DMF (Acros),
sodyum hidriir (Aldrich). metanol (Merck), hekzan (Merck), diklorometan (Merck),
asetonitril (Merck), kloroform (Merck), etil asetat (Merck).

48



3.1.4. Kullamilan Elektronik Aygitlar

Ultraviyole Spektrofotometre Shimadzu UV-1601

Infrared Spektrofotometre Perkin EImer Model 1600

Niikleer Magnetik Rezonans Spektrometre (R) Varian Mercury-Vx 400 ve
Jeol 500 MHz

Floresas Spektrofotometresi Biichi512

3.2. Sentez Bilesikleri

3.2.1. FN12 Sentezi icin Genel Prosediir

3.2.1.1. N,N-didodesilbenzamin Sentezi i¢in Genel Prosediir

NH; N(C12H2s)2
K,CO5
DMF

+ 2 C12H25| _—

120°

Bir balon igerisindeki 0,1 mol anilin 15 mL kuru DMF iginde 6nceden 120%ye
getirilmis yag banyosunda karismaya birakilir. Ardindan 0,11 mol K>COz ilave
edilip, 0,2 mol didodesiliyodat da eklenip 6-12 saat karismaya birakilir.
Reaksiyonun ilerleyisi ince tabaka kromatografisi ile takip edilir.Sonug {iriin CH2Cl:
ile ekstrakte edilir ve Na,SOj ile kurutulur. Daha fazla saflandirma yapilmadan bir

sonraki reaksiyona gegilir.
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3.2.1.2. 4-(didodesilamino)benzaldehit Sentezi icin Genel Prosediir

(Vilsmeier Formulation)

N(C12H25)2 N(C12H25)2

DMF 60 °C

POClI,

CHO

0,07 mol POCIs buz banyosunda olan 0,3 mL DMF igine yavas yavas ilave edilir,
yogun sar1 renkli gaz ¢ikisindan dolay1r CaCly tiipii kullanilir. Gaz ¢ikigi sona
erdikten sonra karisima 0,04 mol didodesilaminobenzen ilave edilir ve 6-8 saat siire
ile 60% de karismaya birakilir. Reaksiyonun ilerleyisi ince tabaka kromatografisi ile

takip edilir. Daha fazla saflandirma yapilmadan bir sonraki reaksiyona geg¢ilir.

3.2.1.3. Kalkon Sentezi icin Genel Prosediir

(Algar-Flyn-Oyaamada Reaksiyonlar)

N(C12H25)2

—_—
CHo NaOMe S
0
(0]

1 ekivalen didodesilaminobenzaldehit ve 1 ekivalen 2-hidroksiasetofenon yeterli
miktarda DMF igerisinde ¢oziiliir. Ardindan 4 ekivalen NaOMe ilave edilir ve de
kirmizi renkli kalkon olusana kadar karismaya birakilir. Zincir molekiile yagsi
Ozellik kazandirdigindan reaksiyon gerceklesme siiresi 12-24 saat siirebilir.

Reaksiyonun ilerleyisi ince tabaka kromatografisi ile takip edilir.
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3.2.1.4. 2-(4-(didodesilamino)fenil)-3-hidroksi-4H-kromen-4-one

(Flavon) Sentezi i¢cin Genel Prosediir (Halka Kapanmasi)

- +
O'Na N(C12H25)2
EtOH
_
X

NaOMe
(0] H,0,

N(C12H2s)2

Kirmiz1 renkli kalkona o6nceden kullanilan DMF miktarinin 3-5 ( 1,38-2,3ml) kati
kadar EtOH ilave edilir. 1 equvalent aldehite karsilik 14 equvalent NaOMe ilave
edilir. Herhangi bir 1sinma gergeklestigi takdirde balon sogutulur. Bu islemin
ardindan 12 ekivalen H,O, Karisima ilave edilir, ve de dnceden 120%°ye ayarlanmis
yag banyosunda kopiirme gerceklesinceye kadar geri sogutuculu diizenekle
karigmaya birakilir. Elde edilen sar1 renkli flavon 50-100 mL su igerisine dokiilerek
asetik asit ile noétralizasyon gergeklestirilir. Bu islemin ardindan CH2Cl, ile
ekstraksiyon, Na2SOy ile kurutma yapilir. Solvent rotary de uzaklastirilip ham iiriin

%30 etilasetat %70 hekzan solvent sisteminde, kolon kromatografisi ile saflandirilir.

3.2.2. OFN Sentezi i¢cin Genel Prosediir

3.2.2.1. 2-Hidroksi-4-oktiloksiasetofenon Sentezi i¢in Genel Prosediir

HO
O Oktiliyodiir/K,CO; CgH170 OH

-

kuru aseton

1 mol 2,4-dihidroksiasetofenon , 1 mol oktiliyodiir ve de 1,1 mol K>COs ii¢ saat
boyunca aseton icerisinde geri sogutuculu diizenekte karigsmaya birakilir.

Reaksiyonun ilerleyisi reaksiyon karisimindan alinan bir miktar maddenin once suda
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¢oziliip, noétralize edilip ardindan da mini-ekstraksiyon yapilmasindan sonra
gerceklestirilecek ince tabaka kromatografisi ile takip edilir. Aksi takdirde
dihidroksiasetofenon tuzu seklinde olacagindan ince tabaka kromatografisinde
gozlenmeyecektir. Reaksiyon karisimi sogutulduktan sonra su ilave edilir. Ardindan
da etilasetat ile ekstraksiyon gerceklestirilir. Ekstraksiyonun ardindan Na»SOgs ile
kurutma gerceklestirilir. Ardindan ¢oziicii rotaride ugurularak kolon kromatografisi
ile saflastirma gergeklestirilir. Bu reaksiyon igindeki en 6nemli noktalardan biri
ortamin bazikliginin korunmasidir. Hafif bazik bir pH baslangi¢ maddesi olan 2,4-

dihidroksiasetofenonun su igerisinde kalmasini saglayacaktir.

3.2.2.1. Kalkon Sentezi I¢cin Genel Prosediir

N(C12H2s)2 CeHys0

CgH,;-O OH N(C12H2s5)7
817 OH+ DME O O
—>
=
NaOMe
o) .CH o
O

1 ekivalen didodesilaminobenzaldehit ve 1  ekivalen  2-Hidroksi-4-
oktiloksiasetofenon yeterli miktarda DMF igerisinde ¢oziiliir. Ardindan 4 ekivalen
NaOMe ilave edilir ve de kirmizi renkli kalkon olusana kadar karigsmaya birakilir.
Zincir molekiile yags1 6zellik kazandirdigindan reaksiyon gerceklesme siiresi 12-24

saat siirebilir. Reaksiyonun ilerleyisi ince tabaka kromatografisi ile takip edilir.
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3.2.2.3. 2-(4-(Didodesilamino)fenil)-3-hidroksi-7-(oktiloksi)-4H-kromen-4-one

(Flavon) Sentezi i¢in Genel Prosediir

CaH170 O'Na* N(C12H25)2 CgHy70
EtOH
%
N NaOMe

o] H,0;

Kirmizi renkli kalkona Onceden kullanilan DMF miktarinin 3-5 ( 1,38-2,3ml) kati
kadar EtOH ilave edilir. 1 ekivalen aldehite karsilik 14 ekivalen NaOMe ilave
edilir. Herhangi bir 1sinma gergeklestigi takdirde balon sogutulur. Bu islemin
ardindan 12 equvalent HO0,  karigima ilave edilir, ve de &nceden 120%ye
ayarlanmis yag banyosunda kopilirme gerceklesinceye kadar geri sogutuculu
diizenekle karigsmaya birakilir. Elde edilen sar1 renkli flavon 50-100 mL su igerisine
dokiilerek asetik asit ile notralizasyon gergeklestirilir. Bu islemin ardindan CH2Cl»
ile ekstraksiyon, Na2SQOg ile kurutma yapilir. Coziicli rotaevaporator de uzaklagtirilip
ham iriin %30 etilasetat %70 hegzan solvent sisteminde, kolon kromatografisi ile

saflastirildi.

3.2.3. MFN12 Sentezi i¢in Genel Prosediir
3.2.3.1. 1-(2-Hidroksi-4-metoksifenil)etanon Uzerinden

Kalkon Sentezi Icin Genel Prosediir

N(C12H25)2
MeO OH MeO O"Na” N(C12H25)2
DMF
+ —
\
cHo NaOMe
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1 ekivalen didodesilaminobenzaldehit ve 1 ekivalen 1-(2-hidroksi-4-
metoksifenil)etanon yeterli miktarda DMF igerisinde ¢oziiliir. Ardindan 4 ekivalen
NaOMe ilave edilir ve de kirmizi renkli kalkon olusana kadar karismaya birakilir.
Zincir molekiile yags1 6zellik kazandirdigindan reaksiyon gerceklesme siiresi 12-24

saat siirebilir. Reaksiyonun ilerleyisi ince tabaka kromatografisi ile takip edilir.

3.2.3.2. 2-(4-(didodecylamino)phenyl)-3-hydroxy-7-methoxy-4H-chromen-4-

N(C12H25)2
MeO O Na* N(C12Hos)> MeO o
EtOH |
~ S
NaOMe OH
0

one (Flavon) Sentezi

H,0,

Kirmizi renkli kalkona o6nceden kullanilan DMF miktarinin 3-5 ( 1,38-2,3ml) kati
kadar EtOH ilave edilir. 1 ekivalen aldehite karsilik 14 ekivalen NaOMe ilave
edilir. Herhangi bir 1smma gerceklestii takdirde balon sogutulur. Bu islemin
ardindan 12 ekivalen H20: karisima ilave edilir, ve de énceden 120%ye ayarlanmig
yag banyosunda kopiirme gerceklesinceye kadar geri sogutuculu diizenekle
karigmaya birakilir. Elde edilen sar1 renkli flavon 50-100 mL su igerisine dokiilerek
asetik asit ile notralizasyon gerceklestirilir. Bu islemin ardindan CHoCl> ile
ekstraksiyon, Na2SO4 ile kurutma yapilir. Coziicii rotary de uzaklastirtlip ham {iriin

%30 etilasetat %70 hegzan solvent sisteminde, kolon kromatografisi ile saflastirilir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

3 hidroksi flavon tiirevleri mikro ¢evrelerinde meydana gelen ufak degisimlere karsi
cok hassas olduklarindan ve de bu degisimlere birbirlerinden olduke¢a iyi ayrilmis iki
emisyon bandiyla yanit verdiklerinden dolaytr olduk¢a popiiler floresans
sensorleridir. 3-hidroksiflavonlarin tasarlanan problarinin dizayninda, floresans
spektrumunda konjugasyonunun arttirtlarak kirmizi alana kaymasini saglamak ve
alkil grubunun farkli uzunluklarda olmasi ile de probun membranda ¢oziiniirligiini
artirmak i¢in, elektron verici grup olarak benzaldehidin para pozisyonuna
dialkilamino gruplar1 farkli uzunluklarda takilmigtir. 3-hidroksiflavon'un yagsi

ozelliginin artirilarak non-polar 6zelligi artacak olan sensorler sentez edilmistir.

FN SERISI
F=H, By=Ni{CoHq 5

OFN SERISI
B=0CH 5, B =D C5Ho50,

MFN SERISI
R:C]ME, R]:N(Dlezj]z

Sekil 4.1: Sentezlenen Problar

Bu calismada sekil 4.1.’de goriildiigi gibi, grubumuzca membran caligmalarinda
floresans sensor olarak kullanilmak itizere 3-hidroksiflavon probunun sentezi ve
probda benzaldehidin para pozisyonuna didodesilamino grubu takilarak FN12 (Sekil
4.2 ) sentezi gerceklestirildi.
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Yine R pozisyonuna metoksi grubu takilarak MFN12 (sekil 4.3 ) sentezi; R
pozisyonuna oktiloksi grubu eklenerek de OFN12 (sekil 4.4) sentezi gergeklestirildi.
Boylece non-polar 6zelliginin artirilmasi ve membranda ¢dziiniirliigiiniin saglanmasi

amaglanan floresans sensorler sentez edilmistir.

N(C12H2s)2

Sekil 4.2. FN12 Probu Sekil 4.3. MFN12 Probu

N(C12H25)2

Sekil 4.4. OFN12 Probu
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4.1. Sentez Bilesikleri

4.1.1. FN12 Serisi

4.1.1.1. N,N-Didodesilbenzamin Sentezi

NH; N(C12H25)2
K,CO5
DMF He He
+ 2 C12H25| _—
120°
HB HB
Ha

Boliim 3 de verilen yonteme gore sentezlenmistir. Uriine ait H-NMR spektrumunda
( Sekil 4.5 ) azota bagl karbondaki protonlar i¢in 3.35 ppm’de (triplet), en ugtaki
protonlar i¢in yaklasik 0.9 ppm’de triplet ve aradaki protonlar i¢in yaklagik 1.3
ppm’de multipletler goriilmektedir. Aromatik halkada Ha, Hc protonlar1 6.6. ppm de
kompleks Hg protonlari da 7.1 ppm civarinda kompleks pikler vermektedir. Piklere

ait integral alanlar1 yapidaki proton sayisini (55) dogrulamaktadir.

14131211109 8 7 B & 4 3 2 1 0 4

Sekil 4.5: N,N-didodesilbenzamin *H-NMR spektrumu
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4.1.1.2.-(Didodesilamino)benzaldehit Sentezi

NH(C12Hzs)2 NH(C12H25)2
DMF 60 °C Ha Ha
POCI, He He
CHO

Béliim 3 de verilen yonteme gore sentezlenmistir. Uriine ait *H-NMR spektrumunda
( Sekil 4.6 ) azota bagl karbondaki protonlar igin 3.35 ppm’de (triplet), en ugtaki
protonlar i¢in yaklasik 0.9 ppm’de triplet ve aradaki protonlar i¢in yaklasik 1.3
ppm’de multipletler goriilmektedir. Ha protonlar1 6.7 ppm de dublet (Jas = 9.1 Hz),
Hg protonlar1 7.7 ppm’de dublet ( Jea= 9.1Hz ) vermektedir. Karbonil -CHO
protonuna ait pik 9.8 ppm’de (singlet) goriilmektedir. Piklere ait integral alanlari

yapidaki proton sayisini (55) dogrulamaktadir.

BE2MmW09g 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 pm

Sekil 4.6: 4-(didodesilamino)benzaldehit *H-NMR spektrumu
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4.1.1.3. Kalkon Sentezi

N(C12H25)2 O Na' NH(C12H2s)2
OH DMF
+ — \
NaOMe
CHO o (@]

4.1.1.4. 2-(4-(didodesilamino)fenil)-3-hidroksi-4H-kromen-4-one

(Flavon) Sentezi

N(C12H25)2
- +
O'Na N(C12H2s)2
Ha
EtOH
[ —
A
NaOMe

o] H,0,

Béliim 3 de verilen yonteme gore elde edilmistir. Uriine ait *H-NMR spektrumunda
( Sekil 4.7 ) azota bagl karbondaki protonlar i¢in 3.35 ppm’de (triplet), en ugtaki
protonlar i¢in yaklasik 0.9 ppm’de triplet ve aradaki protonlar i¢in yaklasik 1.3
ppm’de multipletler goriillmektedir. Aromatik halkada Ha protonlart 6.7 ppm’de
dublet (Jas = 9.4 Hz ) Hg protonlar1 7.1 ppm’de dublet ( Jea= 9.4 Hz ), aromatik
halkadaki Hc ve Hp protonlar1 da 7.2 ppm ile 8.2 ppm aromatik bdlgesinde
kompleks pikler vermektedir. Piklere ait integral alanlari yapidaki proton sayisini

desteklemektedir.
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.

Mm@212z2n1Tw09 5 7 6 5 4 3 2 1 0 -

Sekil 4.7: FN12 ait 'H-NMR spektrumu
p

4.1.2. OFN12 Serisi

4.1.2.1-Hidroksi-4-oktiloksiasetofenon Sentezi

HO OH . CgH170 A OH
Oktiliyodir/K,CO4

Y o

kuru aseton
Hp

o Hg o)

Boliim III. de verilen ydnteme gore sentezlenmistir. Uriine ait *H-NMR

spektrumunda (Sekil 4.8) —CgH170 grubunda oksijene komsu karbondaki protonlar

i¢in yaklasik 3.9 ppm’de (triplet), en ugtaki protonlar i¢in 0.9 ppm (triplet) ve aradaki

protonlar i¢in yaklasik 1.3-1.5 ppm’de (multiplet) pikler goriillmektedir. Asetile ait

proton 2.55 ppm (singlet) vermektedir.
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Aromatik halkaya ait protonlardan Ha 6.5 ppm’de dublet-dublet ( Jag = 7.4 Hz
Jac= 2 Hz ), He 7.6 ppm’de dublet ( Jga = 7.4 Hz ) HC 6.4 ppm’de pik

vermektedir. Piklere ait integral alanlar1 yapidaki proton sayisin1 dogrulamaktadir.

1 A 1 L '-__.L—...__
| |

2121 1wses 8 7 6 5 4 3 2 1 0 41

pim
Sekil 4.8: 2-Hidroksi-4-oktiloksiasetofenon *H-NMR  spektrumu
4.1.2.2. Kalkon Sentezi
N(C12H2s)2
CgH170 OH CgH170 OH N(C12Has),
(S g
~
fo) o//CH 0
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4.1.2.3 2-(4-(didodesilamino)fenil)-3-hidroksi-7-(oktiloksi)-4H-kromen-4-one

(Flavon) Sentezi

CH 2 O hlat M eH sl
EwoH
—
T,
HaOMe

0 H,0,

Boliim 3de verilen yénteme gore sentezlenmistir. Uriine ait *H-NMR spektrumunda
(Sekil 4.9) —CgH170 grubunda oksijene komsu karbondaki protonlar i¢in yaklagik
3.9 ppm’de (triplet), en ugtaki protonlar i¢in 0.9 ppm (triplet) ve aradaki protonlar
icin yaklagik 1.3-1.5 ppm’de (multiplet) pikler goriilmektedir. Aromatik halkada Ha
protonlar1 6.7 ppm’de dublet-dublet (Jag = 9.4 Hz ) Hg protonlar1 7.1 ppm’de dublet-
dublet ( Jea= 9.4 Hz ), aromatik halkadaki Hc ve Hp protonlari da 7 ppm ile 7.9 ppm
aromatik bolgesinde kompleks pikler vermektedir. Piklere ait integral alanlari

yapidaki proton sayisin1 desteklemektedir.

pre = s bare o A LA
[ ]

B2 e s 76 543 2101,

m

Sekil 4.9: OFN12 ait *H-NMR spektrumu
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4.1.3. MFN12 SERISIi

4.1.3.1. 1-(2-hidroksi-4-metoksifenil)etanon Uzerinden kalkon sentezi

N(C12Hzs),
MeO OH MeO O Na* N(C15Hs5),
DMF
+ e
\
&Ho NaOMe
o)

4.1.3.2. 2-(4-(didodesil)fenil)-3-hidroksi-7-metoksi-4H-kromen-4-one

(Flavon) Sentezi

el 0 Ma* MG zHzs)z
Solan
= HaOMe
! Halhy

Béliim 3 ‘de verilen yonteme gore sentezlenmistir. Uriine ait *H-NMR spektrumunda

(Sekil 4.10) metoksi grubu protonlarina ait pik 3.9 ppm’de singlet, aromatik halkada
Ha protonlari 6.7 ppm’de dublet (Jag = 9.4 Hz ) Hg protonlar1 7.1 ppm’de dublet
( Jea= 9.4 Hz ), aromatik halkadaki Hc ve Hp protonlart da 7 ppm ile 7.9 ppm
aromatik bolgesinde kompleks pikler vermektedir. Piklere ait integral alanlar

yapidaki proton sayisin1 desteklemektedir.
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Sekil 4.10: MFN12’ye ait *H-NMR spektru
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Tablo 4.1: Gergeklestirilen Reaksiyonlar

Gergeklestirilen Reaksiyonlar

NH; N(C12H25)2
K,CO4
DMF
+ 2 C12H25| _—
120°
N(C12H2s)2 N(C12H2s)2
DMF 60 °C
:
POCI,
CHO
N(C12H2s5)2
OH O Na* NH(C1-H
@ . DMF (C12H2s)2
NaOMe
CHO Fo)
(6]

65




N(C12H25)2
N(C12H2s)2
EtOH
NaOMe
Hy0,

HO
OH  Okiliyodir/K,COs CgH170 OH

Y

kuru aseton

N(C12H2s)2

CgH,70 C8H17O OH N(C12H2s)2
Y

MIC jHosk
NIC1Hagk CaH 0
EtTH
e
MaOhde
Hyhy
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N(C12H25)2

MeO OH MeO O"Na” N(C12H25)2
DMF
+ T e
cHo NaOMe \
(0]
(e}

N(Cy12H25)2
MeO O"Na* N(C12Hz5), MeO o
EtOH |
\ L
NaOMe OH

H20,

4.2. Sentezlenen Problara ait Floresans Olciimleri

3-hidroksiflavonlara ait olan, iki floresan pik verebilme 6zelligi, bu molekiillerin
uyarilma durumunda (excited state), i¢ proton transferi (intramolecular proton

transfer) yapabilmelerinden kaynaklanmaktadir.

3HF normal uyarilmis durum (N*) ve de photo-tautomer (T*) reaksiyon iiriinii veren
iki emisyon bandmin uyarilmis durum intramolekiiler proton transferi (ESIPT)
yapma ozelligi gosterir. Ikinci bant carpici bir sekilde yiiksek dalga boyuna kayarak
birbirinden ayr1 iki tane emisyon yapan bant gézlenir. 3HF nin ESIPT reaksiyonu
sonucu reaktan ve reaksiyon {rlinii i¢in iki farkli uyarilmis bolge yaymimi
gbzlenebilir. Bu emisyon bantlar1 dalga boyu skalasinda iyi ayrilmis iki bant
seklindedir. Mavi bolgedeki bant normal uyarilmis durumdan (N*) kaynaklanir.
Onemli 6lgiide kirmiziya kayan diger bant ise uyarilmis tautomer durumdan (T*)
kaynaklanir. Bu bantlarin 151k siddetlerindeki farklilik gibi spektroskopik davranislar

3-hidroksiflavon ve 3-hidroksikromonlarin yapisina ve onlarin mikro g¢evre
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parametrelerine Onemli Ol¢iide baglidir.  3-hidroksiflavonlar hidrojen bagi
etkilesimlerine duyarlhidir. Bu bantlarin 151k siddeti oranlar1 ve pozisyonlari1 ¢oziicii
molekiilleri ile yaptig1 hidrojen bagi ya da c¢oziicii polaritesine gore degisiklik
gosterir. Bu nedenle floresans Ol¢limleri farkli polaritelere sahip coziiciiler iginde

gerceklestirilmistir.

4.2.1. FN12 Probuna ait Floresans Olgiimleri

Floresans olgtimleri molekiiliin maksimum absorbsiyon yaptigi dalga boyunda 1s181n
molekiil tizerine yollanmasi ile gergeklestirilmistir. Bu amagla molekiiliin 6nce
maksimum absorbsiyon yaptigi dalga boyu tespit edildi. Absorbsiyon ol¢iimleri
sirasinda  farkli  ¢oziicii  sistemleri  kullanildi. Beklenildigi gibi sentezlenen
molekiillerin absorbsiyon ve floresans spektrumlarinda ¢oziiciiye bagli kaymalar
goriildii. Genellikle polaritenin artmas1 ile floresans absorbsiyonunun ve

emisyonunun maksimumu daha uzun dalga boyuna kaymustir.

018 FN12
J Toluene
0.16 4 — Chioroform _—— 15/02/2005
) DMF
1 Acetonitrile 416nm
0.14 4 Ethylacetate (54
| ——Etoh
409nm
0.12
3
) 418nm
c
@ 0.10 H /
O /
re J
(@]
» 0.08 1
Q
< -
0.06
0.04 A
0.02
A
o0 pb—-os—4——- -
340 360 380 400 420 440 460

Wavelength (nm)

Sekil 4.2.1.1: Farkli ¢6ziiciilerde FN12 probu i¢in elde edilen maksimum absorbans
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Sekil 4.2.1.2: Farkli ¢oziiciilerde FN12 Probu igin elde edilen maksimum
emisyon noktalar1 ( Coziiciiler: 1-hekzan, 2-toluen, 3-etilasetat, 4-

kloroform, 6-aseton )

3HF nin ESIPT reaksiyonu sonucu reaktan ve reaksiyon iriinii igin iki farkli
uyarilmis bolge yayimimi gézlenebilir. Bu emisyon bantlar1 dalga boyu skalasinda iyi
ayrilmis iki bant seklindedir. Bu bantlarin 151k siddetlerindeki farklilik, absorbsiyon
ve floresans maksimumlarinin pozisyonlari, floresans kuantum verimleri gibi
spektroskopik davraniglar, 3-hidroksiflavon ve 3-hidroksikromonlarin yapisina ve
onlarin mikro ¢evre parametrelerine dnemli 6l¢iide baglidir. Bu bantlarin 151k siddeti
oranlar1 ve pozisyonlar1 ¢dziicii molekiilleri ile yaptig1 hidrojen bagi ya da ¢dziicii
polaritesine gore degisiklik gosterir. 3-hidroksiflavonlar hidrojen bagi etkilesimlerine

duyarhdir.
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Sekil 4.2.1.3: FN12 probunun farkli polaritelere sahip ¢oziiciiler i¢inde T*
bandina gore normalize edilmis floresans spektrumlari

Coziciiniin genellikle ekzite durumdaki molekiiller ile hidrojen bagi olusturmasi
temel hale radyasyonsuz doniis islemini arttirdigindan fluresansin siddetinde azalma
olur. Bu nedenle floresans Ol¢iimleri farkli polaritelere sahip ¢oziiciiler iginde
gerceklestirilmistir.  Sentezlenen  molekiillerin  absorbsiyon ve  floresans
spektrumlarinda ¢d6ziicliye bagli kaymalar goriilmiistiir. Coziicliniin  polaritesi
fluresansin siddetinden ¢ok dalga boyunu etkiler. Genellikle polaritenin artmasi ile
fluresans absorbsiyonunun ve emisyonunun maksimumu daha uzun dalga boyuna
kayar. Bu, elektronik uyarilma sirasinda dipol momenti artan kromoforlarin tipik
ozelligidir. Oksijen iceren ¢oziiciilerde (dibiitileter, dietileter, THF, etil asetat) bu
ozellikten sapmalar s6z konusudur ve daha diisiik dalga boylaria yerlesirler. Bu
sapma, proba ait 3-OH ile solvent molekiillerine ait proton akseptor oksijen atomlari
arasinda olusan molekiiller aras1 hidrojen baginin (ki bu da temel hale fazladan

kararlilik kazandirir) sonucu olarak ortaya c¢ikar.
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4.2.2. OFN12 Probuna ait Floresans Olciimleri

25200 - i
g 25000 - m
=
o 110
£ 24800
= 11
E [
m} =
= 24600 4 oy fm 2
=
= b
E 24400 12
i) ]
=T
24200 +
I=Tokeres 240 Rorosrm 3 DR F +-202 lonl Hle 5 Ehyl ace lak O FM 215,10 Heukal
T[E-E H T-2ce kore S-Dehkorom e bare @ He xare 10-Ankole 11-DMS0 2457 01 Hb o acepla
IZrrBu H 1ZFMe 0 H &,12,12 Frio ke
24':'0':' T I T I T I T I T I T I T I T I
016 017 0,18 0,19 0,20 0,21 022 023 024
f{ri=(n*11(2n +1)

Sekil 4.2.2.1: Coziiciliniin elektronik polarizlenebilirliginin birim fonksiyonu olan
f(n) ile prob FN12 nin absorbsiyon maksimumundaki pozisyonunun,
karsilagtirmali grafigi

Absorbsiyon 6l¢iimleri sirasinda farkli ¢oziicli sistemleri kullanildi. Beklenildigi gibi
sentezlenen molekiillerin absorbsiyon ve floresans spektrumlarinda ¢oziiciiye bagh
kaymalar goriildii. Tim ¢o6ziiciilerde, absorbsiyon spektrumunda kirmiziya kayma

gozlenmistir.
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Sekil 4.2.2.2: OFN12 probuna ait farkli polaritedeki ¢oziiciilerde alinan emisyon
band maksimumlarina karsi f(€) grafigi
Coziciiler: 1-hekzan, 2-toluen, 3-etilsetat, 4-kloroform, 5-aseton, 6-

DMF, 7-asetonitril, 8-BuOH, 9-EtOH, 10-MetOH, 11-hexane

Sentezlenen molekiiliin  emisyon spektrumunda ¢o6ziiciiye baghh kaymalar
goriilmistiir. Polaritenin artmasi ile floresans absorbsiyonunun ve emisyonunun

maksimumu daha uzun dalga boyuna kaymustir.

Farkli polaritelere sahip ¢oziiciiler i¢inde gerceklestirilen floresans Ol¢limlerinde
¢Oziiciinlin polaritesi fluoresansin siddetinden c¢ok dalga boyunu etkilemistir.

Hidrojen Bagi olustugu durumlarda da floresans siddetinde azalma olmustur.
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Sekil 4.2.2.3: OFN12 Probunun farkli polaritelere sahip 8 ¢dziicii igindeki
karsilastirmali flouresans spektrumlari

4.2.3. MFN12 Probuna ait Floresans Olciimleri

MFN212
m POLAR
® NON-POLAR
412 ) PROTIC POLAR
ButOH CHLOROFGrawr
410
IS
S
s 408 1
3 MetOH
>
< 406 A
s
Z 404 EtoH
o
0
402 4 [ ]
% - TOLUENE
0 ACETONITRILE
@ 400 - " DMF
< ACETONE
[ |
398 @ HEXAN
ETHYLACETATE B
T T T T T T T
0.16 0.17 0.18 0.19 0.20 0.21 0.22 0.23

f(n)=(n*1)(2n°+1)

Sekil 4.2.3.1: Coziciiniin elektronik polarizlenebilirliginin birim fonksiyonu olan f(n)

ile prob MFN12 nin absorbsiyon maksimumunun Kkarsilastirilmasi
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Sekil 4.2.3.2: MFN12 probuna ait artan polaritedeki ¢6ziiciilerde alinan emisyon

band maksimumlari

Farkli polaritelere sahip ¢oziiciiler i¢inde gergeklestirilen floresans Olgiimlerinde
¢Oziiciiniin polaritesini fluoresansin siddetinden ¢ok dalga boyunun etkiledigi
goriilmiistiir.  Polaritenin artmasi ile floresans absorbsiyonunun ve emisyonunun

maksimumu daha uzun dalga boyuna kaymaktadir.
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Sekil 4.2.3.3: MFN12 Probunun farkl: polaritelere sahip 8 ¢oziicii i¢indeki

karsilastirmali floresans spektrumlari
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Tablo 4.2: MFN12 probuna ait, farkh ¢oziiciilerde hesaplanmis floresans

ozellikleri
Number | Solvent Aabs™ax AmaxV” Amax' €
(nm) (nm) (nm)

1 Toluene 402 449 572 31326
2 Chloroform 412 476 569 35226
3 Acetone 399 489 580 37786
4 DMF 401 513 585 29254
5 Hexane 398 450 572
6 EtOH 405 512 - 21210
7 MeOH 408 520 -
8 Acetonitrile 400 509 589
9 Ethyl acetate 397 469 584

Aaps™: absorbsiyon maksimumu

* . . .
AmadY" : Normal(N*) forma ait floresans emisyon maksimumlari

Amax' : Tautomer(T*) forma ait floresans emisyon maksimumlari

Tablo 4.3: FN12 proba ait, farkh coziiciilerde hesaplanms floresans 6zellikleri

Number | Solvent AabsMax AmaxN* Amax' €
(nm) (nm) (nm)
1 Toluene 409 457 568 34478
2 Chloroform 418 482 565 33668
3 Acetone 407 502 578 35960
4 DMF 409 511 583
5 MeOH 416 529 - 35100
6 EtOH 416 525 - 37620
7 BuOH 416 518 - 35870
8 Acetonitrile 407 512 573 45765
9 Ethyl acetate 406 483 572 33247
10 Anisole 413 476 574 35150
11 Dichloromethane 415 494 571 35320
12 Isoprophanol 414 513 - 35875
13 DMSO 411 513 585 30745
14 tetrahydrofuran 407 477 576 36190
15 Hexane 407 420 556 28380
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Tablo 4.4: OFN12 proba ait, farkh coziiciilerde hesaplanmis floresans ozellikleri

Number | Solvent AabsMax AmaxN” Amax (NM)
(nm) (nm)
1 Toluene 402,5 443 572
2 Chloroform 406 473 571
3 Acetone 400 495 580
4 DMF 406 509 582
5 MeOH 409 520
6 EtOH 409 515
7 BuOH 411 510 553
8 Acetonitrile 397 499 578
9 Ethyl acetate 397 473 574
10 Anisole 403 463 578
11 Dichloromethane | 407 478 576
12 DMSO 405 500 589
13 Hexane 397 443 563

Aaps™: absorbsiyon maksimumu
Amax" : Normal(N*) forma ait floresans emisyon maksimumlari

Amax' : Tautomer(T*) forma ait floresans emisyon maksimumlari

Sonug olarak; bu c¢alismada amaglanan floresans spektrumunda konjugasyonu
arttirtlarak kirmizi alana kaymasini saglanan ve alkil grubunun farkli uzunluklarda
olmasi ile membranda ¢oziiniirliigiini artirllmak istenen FN12 (sekil 4.2.) MFN12
(Sekil 4.3) ve OFN12 (Sekil 4.4) problar1 sentezlenmistir. Floresans spektrumlari
problarin uygun birer floresans sensor olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
Non-Polar 6zelligi artan sensdrlerin, biyolojik sistemlerle daha iyi iletisime girecegi

ve hiicre hakkinda daha fazla bilgi edinilebilecegi diistiniilmektedir.

Grubumuz 3-hidroksiflavonlarin sentezleri ve 6zelliklerinin incelenmesi konusunda
uzun yillarin tecriibesine sahiptir. Grubumuzca sentezlenen bu problarin membranlar

tizerindeki biyolojik ¢alismalar siirdiiriilmektedir.
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