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4’-DIOKTILAMINO-3-HIDROKSIFLAVON TEMELLI FLORESANS
PROBLARIN SENTEZLERI VE OZELLIKLERININ INCELENMESI

OZET

3-hidroksiflavonlar, c¢evrelerinde gergeklesen kiigiik degisimlere gosterdikleri
hassasiyet ve bu degisimlere, birbirinden olduk¢a iyi ayrilmis iki emisyon bandiyla
yanit vermeleri sebebiyle, dikkate deger floresans dzelliklere sahip bilesiklerdir. ki
floresans band verebilmeleri, bu molekiillerin uyarilma durumunda, i¢ proton
transferi (Excited state intramolecular proton transfer, ESIPT) yapabilmelerinden
kaynaklanmaktadir. Bu yiizden misel ve fosfolipid kesecikler gibi biyolojik
sistemlerde floresans sensor olarak kullanilabilmektedirler. Giinlimiizde yeni
flouresans prob arayislari ile ilgili arastirmalar biyoteknoloji, molekiiler biyoloji ve
hiicre biyolojisi, eczacilik, kimya, fizik ve bunlarla ilgili disiplinlerde

surdirilmektedir.

Ozellikle biyolojik sistemlerde daha iyi iletisime girecek floresans sensorler
gelistirmek icin yeni 3-hidroksiflavon analoglarinin sentez edilmesi Onem
tagimaktadir. Probun kararliligini artirabilmek igin, floresans spektrumunda
konjugasyonu arttirarak bandlarin kirmizi alana kaymasimi saglamak ve probun
ozelligini lipid yapmin Ozelligine benzetmek {izere probun yapisina farkl

uzunluklarda hidrokarbon zincirleri yerlestirmek s6z konusu olabilir.

Bu amacla bu ¢alismada, 3-hidroksiflavon’un yagsi 6zelligini artirmak iizere,
elektron verici grup olarak benzaldehitin para pozisyonuna dioktil amino gruplari
takilmistir. Nonpolar 6zelligi artan sensoriin, biyolojik sistemlerle daha iyi iletisime
girmesi, biyolojik kirliligi belirleme Ozelliklerinin gelistirilmesi,  segici olarak
hiicrelere duyarliliginin artirilmasi ve hiicre hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi

planlanmistir.

3-hidroksiflavonlar uyarilmis halde molekiil i¢i proton transferi yaptiklarindan dolay:
(excited state intramolecular proton transfer, ESIPT), floresans spektrumlarinda,
uyarilmis durum normal (N*) form ve fototautomer(T*) forma ait iki emisyon bandi

gosterirler. Bu emisyon bantlar1 dalga boyu skalasinda iyi ayrilmis iki bant

xii



seklindedir. Mavi bolgedeki bant normal uyarilmig durumdan (N*), kirmiziya kayan
diger bant ise uyarilmis tautomer durumdan (T*) kaynaklanir. ikinci bant carpici bir
sekilde yiiksek dalga boyuna (kirmiziya) kayarak bandlar arasinda iyi bir ayrim

saglanir.

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 6nemli Ol¢lide baghdir. 3-hidroksiflavonlar hidrojen bagi
etkilesimlerine duyarlhidir. Bu bantlarin 151k siddeti oranlar1 ve pozisyonlari ¢oziicii
molekiilleri ile yaptig1 hidrojen bagi ya da c¢oziicli polaritesine gore degisiklik
gosterir. Bu nedenle floresans Olclimleri farkli polaritelere sahip coziiciiler iginde

gerceklestirilmistir.

Sentezlenen molekiillerin absorbsiyon ve floresans spektrumlarinda ¢oziiciiye bagl
kaymalar goriilmiistiir (solvatokromizm ve solvatoflorokromizm). Absorbsiyon

Olctimleri farkli polaritedeki solventlerde yapilmistir.

Tiim solventlerde, absorbsiyon spektrumunda kirmiziya kayma gozlenmistir. Bu
kirmiziya kayma, m-elektron donér, dioktilamino grubunun ana yapiya ilavesiyle
gerceklesmistir. Coziicli polaritesi arttikga absorbsiyon maksimumu, Ama, uzun

dalga boylarina kaymaktadir.

Farkl1 polaritelerdeki ¢oziiciilerde yapilan floresans dl¢limlerinde, beklenildigi gibi,

normal (N*) ve tautomer(T*) forma ait iki band goriilmiistiir.

Yeni sentezlenen 3-HF tiirevleri, diisiik polaritedeki ¢oziiciilerde yapilan floresans
Ol¢iimlerinde, belirgin bir sekilde ¢oziiciiye bagimli degisim gdstermektedir.
Farkli polaritedeki ¢oziiclilerde yapilan floresans Ol¢limlerinde, ¢oziicli polaritesi

arttikca emisyon bandlarinda kirmiziya, yiliksek dalga boyuna kayma gozlenmistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada, 3-hidroksiflavon’un nonpolar 6zelligini artirmak {izere,
sentezlenen FN8, OFNS8 ve MFNS problart ile ilgili, biyolojik ¢alismalar ve floresans

Ozelliklerinin belirlenmesi ile ilgili ¢aligmalar grubumuzca siirdiiriilmektedir.
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THE SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF 4’-DIOCTYLAMINO-3-
HYDROXYFLAVONE BASED FLUORESCENCE PROBES

SUMMARY

3-Hydroxyflavone derivatives are very attractive fluorescence sensors due to their
ability to respond to small changes in their microenvironment via a dramatic
alteration of the relative intensities of their two-well seperated emission bands. The
presence of two well seperated emission bands belonging to excited state normal
(N*) and tautomer(T*) forms is a characteristic feature of 3-HF derivatives. These
two florescence maxima is a result of excited state intramoleculer proton transfer
(ESIPT) reaction of 3-hydroxyflavones. The unique spectroscopic properties of 3-
HFs allowed their applications as prospective sensors of polarity, ions and electric
fields, and also as probes to study polymers, reverse micelles, lipid membranes and
proteins. The advantage of these dyes as fluorescence sensors and probes is their
ratiometric response to interactions with the environment, provided by the changes of

relative intensities of these bands.

For the development of new fluorescence sensors to be used in the biological
systems, it is important to synthesize new 3-hydroxyflavone derivatives. To increase
the probe stability, it is possible to increase the conjugation that result with a red
shift in fluorescence spectra and introduction of long hydrocarbon chains to the prob
to make the prob similar to the lipid structure.

New strategies have recently been found for improvement of spectroscopic
properties of the parent 3-hydroxyflavone chromophore. They allow shifting its
absorbtion and fluorescence spectra to longer wavelengths, increasing the quantum
yield and modulating the two-wavelength sensitivity within the desired ranges.

We developed fluorescence probes with locations at different depths and orientations
of 3-HF moiety in the phospholipid bilayer, which determine their fluorescence
behaviour. 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.
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The other unique sensor property of the synthesized 3-HFs is the ability to report on
different properties of environment simultaneously. Its heterocyclic n electronic
system, which provides the strong increase in assymetry of charge distribution on the
excited state, allows the shifts of fluorescence spectra similiarly to common
solvatochromic and electrochromic dyes; but since the two bands in emission
originate from two seperate excited states, N* and T*, with different magnitudes and
orientations of their dipole moments, the sensitivity of these states to polarity and

electric field perturbation of their microenvironment is different.

Introduction of an electron donor group in the 4’-position increased the charge-
transfer nature of N* form and made the distribution between these forms in
emission very sensitive to solvent polarity. This property resulted in a variety of
applications of substitued 3-hydroxyflavones as probes in the studies of organized

ensembles such as micelles, phospholipid vesicles, protein molecules and polymers.

Absorbtion and fluorescence properties of synthesized derivatives were studied in
solvents of different polarity. As a result of increase in charge transfer character of

normal excited state, an extremely high sensitivity to solvent polarity is observed.

A red shift in absorbtion spectra is observed, in all of the studied solvents. This is a
result of introduction of dioctylamino group to the parent structure. As the solvent

polarity increases, the absorbtion maksima shifts to longer wavelengths.

In the fluorescence measurements, studied in different polarities of solvent, as the

solvent polarity increases, a red shift in the emission bands observed.

As a result, in this study, FN8, OFN8 and MFN8 probes are synthesized to increase
the nonpolar character of 3-hydroxyflavon and the biological and spectroscopical

studies within this project are still continuing by our group.
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1. GIRIS

3-hidroksiflavonlar, dikkate deger floresans Ozelliklere sahip bilesiklerdir. En
belirgin 6zellikleri ¢evrelerinde gerceklesen kiiciik degisimlere ¢cok hassas olmalari
ve bu degisimlere, birbirinden oldukg¢a iyi ayrilmis iki emisyon bandiyla yanit
vermeleridir. Iki floresans band verebilmeleri, bu molekiillerin uyarilma durumunda,
ic proton transferi (Excited state intramolecular proton transfer, ESIPT)
yapabilmelerinden kaynaklanmaktadir. Bu yiizden misel ve fosfolipid kesecikler gibi
biyolojik sistemlerde floresans sensor olarak kullanilabilmektedirler. Giiniimiizde
yeni flouresans prob arayislart ile ilgili arastirmalar biyoteknoloji, molekiiler
biyoloji ve hiicre biyolojisi, eczacilik, kimya, fizik ve bunlarla ilgili disiplinlerde

surdirilmektedir.

Ozelliklerinin gelistirilmesi amaciyla bazi 3-hidroksiflavon analoglar1 yakin zamanda
sentezlenmis ve floresan kuantum verimlerinin artmasi ve istenilen araliktaki ¢ift
dalga boyu hassasiyetinin artirilmast  yaninda, absorbsiyon ve floresan

spektrumlarinda kirmiziya kayma gozlenmistir.

Bunun yaninda, 6zellikle biyolojik sistemlerde daha iyi iletisime girecek floresan
sensorler gelistirmek i¢in yeni 3-hidroksiflavon analoglarinin sentez edilmesi 6nem
tagimaktadir. Probun kararliligini artirabilmek igin, floresans spektrumunda
konjugasyonu arttirarak bandlarin kirmizi alana kaymasimi saglamak ve probun
ozelligini lipid yapmin Ozelligine benzetmek {izere probun yapisina farkl

uzunluklarda hidrokarbon zincirleri yerlestirmek s6z konusu olabilir.

Bu amacla bu ¢alismada, 3-hidroksiflavon’un yagsi 6zelligini artirmak iizere,
elektron verici grup olarak benzaldehitin para pozisyonuna dioktil amino gruplari
takilmas1 amaglanmigtir. Nonpolar 6zelligi artacak olan sensoriin, biyolojik
sistemlerle daha 1yi iletisime girmesi, biyolojik kirliligi belirlemelerinin
gelistirilmesi, segici olarak hiicrelere duyarliliginin artirilmasi ve hiicre hakkinda

daha fazla bilgi edinilmesi planlanmigtir.



2. TEORIK BOLUM

2.1 Flavonoidler

Flavon ismi Latince flavus (sar1) kelimesinden gelmektedir. Bitkilerden elde edilen
ve genellikle sar1 renkli olan bu bilesikler “flavonoid” olarak isimlendirilmistir.
Flavonoidler bitki kaynakli bilesikler olup dogada yaygin olarak bulunurlar. Limon
kabugundan 1936 yilinda elde edilen flavon bilesiklerinin, P vitamini adi altinda,
kilcal damar gecirgenligi ve kirilganligini diisiirmede kullanilmasi, flavonoidlere
verilen 6nemi artirmig oldu. Bu nedenle flavonoidlere karst ilgi 1940’11 yillardan
itibaren hizlanmaya basladi. 1970°1i yillarda artan, flavonoidlerle ilgili ¢alismalarin
sonucu olarak bugiin bitkilerden 4000’den fazla flavonoid izole edilmis ve yapilari

aydinlatilmigtir [1].

Flavonoidler dogada bir milyar yildan beri bulunmaktadir [2]. Bu uzun zaman
sirecinde,  gelisen  organizmalarla  karsilikli  etkilesimde  bulunduklari
diisiiniilmektedir. Flavonoidler, dogada bircok onemli géreve sahip olduklarindan,

damarh bitkilerde korunup saklanmislardir.

Bitkilerde rastlanan bu bilesikler, dnceleri ¢igeklerin sari, kirmizi, turuncu, lacivert
ve benzeri renklerinden sorumlu olan pigmentler olarak biliniyorlardi. Flavonoidlere
genellikle meyve, sebze, tohum, ¢icek, yaprak ve dallarda rastlanir. Goriildiigu gibi,

bu bilesikler insan besininin bilesiminde yer alan vazgecilmez unsurlardir.

Flavonoidler bitkilerde antioksidan, enzim inhibitérii ve ayni zamanda i1simndan
korunma gibi bir dizi 6nemli 6zelliklere sahiptir [3]. Bunlardan baska flavonoidler,
bitkilerde enerjinin doniisiimiine ve biiylime hormonlarma etki ederler. Ayrica
solunumu ve fotosentezi diizenleme ve bulasici hastaliklara karst savunma

fonksiyonlarina sahiptirler [4].

Yapilan aragtirmalar [5] flavonoidlerin bitkilerde azotun tutulmasmi diizenleyen
bakteriyel genlerin aktiflestirilmesinde yer aldiklarmi da gostermistir. Bu ise,

flavonoidlerle genler arasinda belirgin bir iligski oldugunu diisiindiirmektedir [6].



Diger yandan flavonoidlerin, kanin bilesenleri iizerine etkisi arastirilarak, eritropoezi
(eritrosit olusumu) tesvik ettigi ve kanda 16kositlerin (akyuvarlar) miktarini artirdigi
aciklanmistir. Flavonoidlerin ayn1 zamanda, kolesteroliin seviyesini diisiirerek, kanin
bilesenlerine etkide bulundugu da gosterilmistir [7]. Quercetin, rutin ve bazi
flavonollerin kalp zayifligin1 kuvvetlendirme (hipodinamik), nabzi normallestirme

ozelliklerinde sahip olduklart agiklanmistir [8].

Geleneksel tipta, son 20 yilda flavonoidlere kars1 ilgi artmis ve gergeklestirilen genis
capl arastirmalar sonucu, flavonoidlerin ¢ok yonlii biyokimyasal ve farmokolojik
aktivitelere sahip olduklar1 belirlenmistir. Ornegin, bu tiir bilesiklerin antioksidatif,
antiinflamatuar, antimikrobiyal, antiiilserojen, antiviral, hepatopretektif ve
hipolidemik etkiye sahip olduklari agiklanmistir [9]. Bunlardan baska flavonoidlerin
(quercetin ve kaempferoliin) in vitro ve in vivo sartlarda antimutajenik ve

antikarsinojenik etkilere sahip olduklari da belirtilmistir [10].

Son yillarda, flavonoidlerin endiistrinin ¢esitli alanlarinda kullanilmasi i¢in yiiriitiilen
arastirmalarin sayis1 artmaktadir. Bu bilesiklerin, antioksidan 6zellikleri, ¢esitli iiriin
ve malzemeleri boyama yetenekleri, metallerle tepkide bulunma ve tabaklama
maddelerinin (tanenlerin) bilesenine katilmalarindan dolayi, besin, tekstil, deri,

metalurji, tip, ziraat ve benzer alanlarda kullanilma olasiliklar1 artmaktadir.

Bazi flavonoidler, UV isinlarindan koruma &zelliklerine sahip olmalar1 sebebiyle
kozmetik iriinlerde, Ozellikle kremlerde Onemli katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Metal iyonlar ile reaksiyon verme yetenegine sahip olduklarindan
analitik amagla, uranyum, zirkonyum, titan ve diger metallerin tayininde

kullanilabilirler.

Flavonoidlerin askorbik asitle birlikte et ve et tirlinlerinin proteolizini hizlandirdig:
aciklanmistir. Bu nedenle flavonoidlerin et-konserve endiistrisinde kullanilmasi da

mumkindiir.

2.1.1 Flavonoidlerin Yap1 Ozellikleri Ve Simiflandirilmalar

Flavonoidler, bitkilerde yaygin olarak bulunan fenilbenzopiran iskeletine sahip
bilesiklerdir. Flavonun y-piran halkasinin C-3 {izerindeki hidrojenine bir hidroksil
grubu baglandiginda flavonol (3-hidroksiflavon) meydana gelir. Flavonlar dogada,
hidroksil gruplar1 serbest, metil esteri veya glikozitleri halinde bulunurlar. Erime

noktalar1 yiiksek, kristal yapida maddelerdir. Suda, alkolde, seyreltik asitlerde ve



bazlarda ¢oziiniirler. Asitlerdeki ¢oziiniirliik, y-piran halkasindaki oksijen atomundan
ileri gelir ve oksonyum tuzlari olusur. Flavonlarin oksonyum tuzlari ¢ogunlukla suda
kararsizdir. Bu 6zellikleriyle de antosyanidinlerden ayrilirlar, ¢iinkii antosiyanidinler,
kararli oksonyum tuzlar1 halinde bitkilerde bulunurlar. Flavonlar, bazlarda

kaynatilinca fenol ve aldehite pargalanirlar.

Flavon molekiiliinde A ve B halkalari, aromatik halkalar gibi reaksiyona girerler.
Ozellikle, hidroksiflavonlar ve bunlarin eterleri, siibstitiisyon reaksiyonlarinda
fenoller ya da eterleri gibi davranirlar. Bu 0Ozelliklerinden yararlanilarak, degisik
reaksiyonlarla (nitrolama, bromlama gibi) 6zellikle hidroksiflavonlarin tiirevleri elde

edilmis ve yapilart aydinlatilmigtir.

Piran halkasi, bir karbonil grubu igermesine ragmen flavonlar , karbonil reaktifleriyle
reaksiyon vermezler. Grignard reaktifleri yine de karbonil grubu ile reaksiyon verir

ve yalnizca susuz pirilyum tuzlari izole edilebilir.

Flavonlarda bulunan ¢ift bag ve karbonil grubu, hidrojen atomunun farkli yollarla

katilabilecegi konjuge bir sistem olusturmustur.

Flavonoidler, her bitki tiiriinde yaygin olarak rastlanan fenolik bilesiklerdir.
Zamanla bitkilerden elde edilen flavonoid bilesiklerin ¢oklugu siniflandirma
zorluguna neden olmustur. Sekil 2.1 de degisik flavonoid bilesiklerinde ait iskelet

yapilarina bazi 6rnekler gosterilmistir.

Flavonoidler, bitkilerin fotosentezle sentezleyerek, yasamsal gereksinimleri i¢in
kullandiklar1 karbonhidrat, amino asitler, vb. birincil metabolitlerden tiirerler ve

bitkilerin ikincil metabolitlerinin 6nemli bir sinifin1 olustururlar.

Biyosentez arastirmalarindan elde edilen sonuglara gore flavonoidler fenilalanin gibi
aminoasitlerin enzimatik deaminasyonlarindan olusan fenil propanoidlerin (sinnamik
asit tiirevleri) asetil koenzim A ile kondanse olduktan sonra yine karbonhidrat
metabolizmasi sonucu olusan malonil koenzim A’nin {i¢ molekiiliine kondenzasyonu

sonucu olusurlar [1] .

Biyosentez esnasinda kalkon-flavonon izomerizasyonu, oksidasyon, c¢evrilme,

alkilasyon ve glikolizasyon gibi bir¢ok reaksiyon da yer alir.
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Sekil 2.1: Flavonoidlerin siniflandirilmast

2.1.1.1 Flavonoidlerin Yapi Ozellikleri

Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (Ce — C3 — Cg) yapisi olusturur.
Fenil halkalarinin propan zincirine farkli pozisyonlarda baglanmasi sonucu
flavonoidler alt siniflara ayrilirlar. Bu smiflardan  birisi, fenil gruplarinin propan
zincirine 1.3-pozisyonlarinda baglanmasindan olusan ve 1.3-difenilpropan iskeleti

iceren kalkonoidlerdir. Bunlan en basit iiyesi kalkondur (Sekil 2.2).
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(a) 1,3-Difenilpropan (b) Kalkon
Sekil 2.2: 1,3-Difenilpropan (a) ve Kalkon (b)

1.3-difenilpropan yapisindaki propan zinciri, oksijen atomu {izerinden fenil halkasi
(A) ile birleserek, bes veya alt1 iiyeli heterosiklik iiclincti bir halka olusturdugunda
trisiklik bir sistem meydana gelir. Bes iiyeli hetero halkanin olusmasi ile meydana

gelen trisiklik yapiya auron (Sekil 2.3), tiirevlerine ise auronoidler denir.

Auron

Sekil 2.3: Auron

Altt  iyeli  hetero halkanin  olugmast ile meydana gelen trisiklik
sistem ise hetero halkanin yiikseltgenme derecesine bagli olarak, iki farkh
yapida bulunabilir. Bunlardan birisi 2-fenilkroman veya fenilbenzopiran
iskeletine  sahip flavan, digeri ise 2-fenilbenzo-y-piron iskeleti iceren
flavondur (Sekil 2.4).

(@) (b)

Sekil 2.4: Flavan(a) ve Flavon(b)



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, tssii ( ')
rakamlarla numaralandirilir. Bazi yazarlar flavonoid yapisindaki C-9 ve C-10
atomlarin1 C-8a ve C-4a olarak da gostermektedirler. Yukarida s6z edilen kalkon,

auron, flavan ve flavon tlirevleri 1.3-difenilpropan iskeleti igeren bilesiklerdir.

Fenil gruplarinin propan zincirine 1,2-pozisyonlarinda baglanmasiyla 1,2-
difenilpropan iskeleti olusur (Sekil2.6).  1.2-difenilpropan iskeletinde, propan
zincirinin ugtaki karbon atomunun (C-3) oksijen atomu iizerinden halka kapanmasi
sonucu olusan hetero halkali yapiya izoflavan denir. Izoflavan yapisindaki hetero
halkanin modifikasyonuna bagli olarak izoflavon, 3-fenilkumarin ve pterokarpan

meydana gelir. Bu bilesiklerin ¢ekirdek yapilar1 Sekil 2.6'de verilmistir.

Fenil gruplarmin difenilpropan iskeletine 1,1-pozisyonlarinda baglanmasindan
olusan ve 1,1-difenilpropan iskeleti igeren bilesikler sinifina ise neoflavonoidler

denir. (Sekil 2.5)

Gortldigi gibi, Ce-C3-Cs (difenilpropan) iskeleti iceren dogal bilesikler, fenil
gruplariin propan zincirine baglanma pozisyonlarina gore flavonoid, izoflavonoid
ve neoflavonoidler olmak iizere, li¢ ana grupta toplanirlar. Bu gruplarin her biri de
cesitli alt siiflara ayrilirlar. Flavonoid yapilarinda Cs-sisteminin olusturdugu hetero
halka, degisik yiikseltgenme derecelerinde bulunabilir. Hetero halkanin
yiikseltgenme derecesi flavonoidlerin alt smiflarmi belirleyen bir gostergedir. Cs-
sisteminin yiikseltgenme derecesine bagli olarak, bilinen flavonoid siniflar1 ve

bitkilerde yaygin olan &rnekleri Tablo 2.1 ve Tablo 2.2°de verilmistir [1].

O O

G

1,1-difenilpropan Neoflavonoid

Sekil 2.5: 1,1-difenilpropan ve neoflavonoid yapilari
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Sekil 2.6: 1.2-difenilpropan iskeleti igeren flavonoidler



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

Flavonoid ) A ve B halka
Siniflari [-Cs-/ yapisi Ornekler Hidroksillerinin
Pozisyonlari
Apigenin 57,4
Flavonlar Luteolin 57,3,4
Kaempferol 57,4
Flavonoller Quercetin 57,3
Myricetin 57,3,4
~
Flavononlar o Naringenin 57,4
(Dihidroflavonlar) | Biitin 57,3
Eriodiktyol 573,44
o
=
Flavanonoller ° - Fussin 7,3,4
(Flavanon-3-oller) | Dihidrokaempferol 57,4
o Taxifolin 57,3,4
OH
=
Flavan-3-oller o Katekin 5,7,3,4
(Katekinler) Gallokatekin 5,7,3,4,5
OH
=
Flavan-3,4-dioller ) Leucocyanidin 55 77 33:
’ Leucodelphinidin >
OH
Delphinidin 5,7,3°
Antosiyanidinler Pelargonidin 57,4
Cyanidin 5,7,3,4,5




Tablo 2.2: Tablo 2.1’in devami

=
Kalkonlar
| ‘ Isollqumt_lgenln 4,2, 4
Bufein
(@]
=
Phloretin 4,2, 4,6

Dihidrokalkonlar Hidroksiphloretin | 3,4,2°,4’,6’

Sulfuretin 6,3, 4

Auronlar Aureusidin 4,6,3", 4

2.1.1.2 Flavonoidlerde yap1 cesitliligi

Flavonoidlerin yap1 ¢esitliligi, difenilpropan iskeletinin farkli yapilarda diizenlenme
Ozelliginin yani sira, her smif iginde, molekiiliin aromatik (A ve B) halkalarina
baglanan siibstitiienlerin sayisi, 0zelligi ve baglanma pozisyonlarina gore ortaya

cikar.

Hidroksil gruplari, flavonoid yapilarinda bulunan en yaygin siibstitiientlerdir. Bu
biyosentetik yolla olur. Dogal flavonoidlerin yapisinda en fazla yedi hidroksil
grubunun bulundugu bilinmektedir. A halkasinin genellikle floroglusin tipi
hidroksillenmeye (C-5 ve C-7 pozisyonlarinda) yatkin oldugu gézlenmistir. Ancak,
A halkasmin baska pozisyonlarda da hidroksillendigi flavonoidler dogada yaygindir.
Ornegin C-6 ve C-8 pozisyonlarinin hidroksillendigi flavonoidler cesitli bitki
tirlerinde bulunmustur. B halkasinda ise genellikle C-4’ pozisyonu, ¢ogu zaman da
C-3’ ve C-5’ pozisyonlar1 hidroksillenmistir. Son iki pozisyondaki (C-3* ve C-5’)
hidroksil gruplar1 ¢ogu kez metilenmis halde bulunurlar. Aromatik halkalardaki
hidroksil grubu icermeyen veya C-2° pozisyonu hidroksillenmis flavonoidlere

dogada ender rastlanir.

Flavonoidlerin yapisindaki hidroksil gruplari, reaktif &zelliklerinden dolay,

kolaylikla alkillenir veya glikozillenirler. Bu nedenle, flavonoidlerin metoksi ve
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glikozil tiirevlerine bitkilerde sik rastlanir. Metoksi flavonodilerin 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 gruplarinin metilenmesine pek sik rastlanmaz. Flavonoid

yapilarinda siibstitlientlerin genel yerlesme pozisyonlar1 Sekil 2.7°de verilmistir.

Bitkilerde flavonoidlere ¢ogunlukla mono-O-glikozitler halinde rastlanir. Ancak, di-
ve trisakkaritlerle glikozillenmis flavonoidler de dogada yaygindir. Flavonoidlerin,
Ozellikle antosiyanidin ve flavonollerin, 3-O- glikozitlerine daha sik rastlanir. Ancak
C-7, C-4 ve C-5 pozisyonlart glikozillenmis flavonoidlere de dogada
rastlanmaktadir. Bitkilerde rastlanan flavonoid glikozitlerin diger bir tiiri de C-

glikozitlerdir [1].

Aglikonlarin  glikozillenme derecesi, seker kalintilarinin aglikona baglanma
pozisyonlari, sekerlerin oksit halkasinin yapisi ve glikozit baglariin konfiglirasyonu

flavonoidlerin gesitliliginin nedenlerindendir.

OH <— Glikozil

AN

5 OH =—Me
3

N

Glikozil — OH\
T 5

OH

T

Glikozil

OH =— Gilikozil

Sekil 2.7: Flavonoid yapilarinda siibstitlientlerin en yaygin yerlesme pozisyonlari

Stlfatlanmis flavonoidler, bitkilerde bulunan, baska bir flavonoid grubudur. Bunlar,
molekiilde bulunan bir veya birka¢ hidroksile ya da seker kalintisina stilfat grubunun

baglanmasiyla olusur.

Hi¢ sliphesiz, dogada yukarida sozii edilenlerden farkli pozisyonlarda da

hidroksillenmis, metoksillenmis veya glikozillenmis flavonoidler de bulunmaktadir.
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Bitkilerde flavonoidlerin dimer formlar1 da yaygindir. Bu tiir bilesikler biflavonoid
olarak  adlandirilirlar.  Biflavonoidler monomer flavonoid molekiillerinin
kondenzasyonu sonucu olusurlar. Cogu flavonoidler bu tiir reaksiyonlara girme
yetenegine sahiptirler. Biflavonoid yapilarinda, flavonoid birimleri birbiriyle —O-, -
C- veya —C-C- bag ile baglanmistir. Biflavonoidler ilk olarak 1970’li yillarda
bulunmustur. Biflavonoid molekiiliinde iki flavon, iki flavonon veya katekin, flavon
flavanon birbiriyle birlesmis haldedir. Monomer katekin b :irimlerinden olusan
biflavonoidlere proantosiyanidinler de denir. Baska flavonoid siniflarinin 6rnegin,
kalkon, auron ve izoflavonlarin biflavonoidleri de bilinmektedir. Bitkilerde iki

molekiil apigeninden olusan biflavonoidler daha yaygindir [1].

Biflavonoid yapilarinda, flavonoid birimleri degisik yollarla baglanabilirler:
flavonoid birimleri yalmiz A-A, B-B ve C-C halkalarinin baglanmasindan
olusabildikleri gibi, ayn1 zamanda farkli halkalarin (6rnegin A ve B halkasi)
baglanmasiyla da olusabilirler. Monomer birimleri -C-C- ve -O- bagh

biflavonoidlere ait 6rnekler Sekil 2.8’de verilmistir.

Bryoflavon

Sekil 2.8: Hinokiflavon ve Bryoflavon
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2.1.1.3 Flavonoid siniflar
Flavonoidleri iskelet yapisinda keto grubunun varligina gore, “onoidler” keto grubu
igerenler ve “anoidler” keto grubu igermeyenler, olmak {izere iki gruba ayirmak da

olasidir.

Flavon, izoflavon, neoflavon, kalkon ve auron tiirevleri onoid grubuna, flavan,

izoflavan, kalkan ve pterokarpan tiirevleri ise anoid grubuna aittir.

2.1.2 Flavonlar

Flavonoidlerin bitkilerde sikca rastlanan bir sinifi flavonlardir. Cekirdek iskeletleri
Sekil 2.4’de verilmistir. Bu bilesiklerin hetero halkasinda C-2 ve C-3 atomlari
arasinda ¢ift bagin bulunmasi1 karakteristiktir. Flavonlar, flavononlarin 2,3-dehidro
tiirevleridir. Bitkilerde hem serbest (aglikon), hem de glikozitleri halinde bulunurlar.

Gliniimiizde bitkilerden 300’in iizerinde flavon aglikon izole edilmistir.

Flavonlarin basit iiyeleri, aromatik halkalarda hidroksil ve/veya metoksil gruplari
iceren tiirevleridir. Yapilarinda yalniz oksijen fonksiyonu (hidroksi ve/veya metoksil
gruplar1) icermelerinden dolayi, bu grup bilesiklere, oksijenli veya O-siibstitiiye
flavonlar da denir. Flavonlarin O-siibstitiiye tiirevleri dogada yaygindir. Flavonlar
yapilarinda bulunan, O-siibstitiientlerin (hidroksil ve metoksil gruplarinin) sayisina

bagli olarak gruplandirilabilirler [15].

Yapilarinda O-siibstitiientler yaninda izoprenil, geranil, metilendioksi ve baska
gruplarin da bulundugu, degisik flavon tiirevleri dogada yaygindir. Siibstitiientlerin
tiriine bagl olarak flavonlar genellikle, hidroksil ve/veya metoksil iceren (O-
stibstitiiye) basit flavonlar, ya da bu gruplar beraberinde bagka siibstitiientleri de

igeren karmasik flavonlar olmak tizere iki biiyiik gruba ayrilirlar.

2.1.2.1 Hidroksil ve metoksil iceren flavonlar

O-siibstitliye flavonlar yapilarinda bulunan hidroksil ve/veya metoksil gruplarinin
sayisina bagli olarak gruplandirilirlar. Yapilarinda bir hidroksil veya metoksil grubu
iceren flavon tiirevlerine mono-O-siibstitiiye flavonlar, iki hidroksil veya iki metoksil
ya da bir hidroksil ve bir metoksil grubu igerenlere ise di-O-siibstitiiye flavonlar
denir. Toplam hidroksil ve/veya metoksil sayisi ii¢ olan flavonoidler tri-O-siibstitiiye
flavonlardir. Cesitli bitki tiirlerinden tetra-, penta-, hekza- ve hepta-O-siibstitiiye

flavonlar da izole edilmistir.
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2.1.3 Flavonoller

C halkasinin en fazla vyiikseltgendigi flavonoid smifi, flavonollerdir. C-3
pozisyonunda hidroksil grubu iceren 2-fenilbenzo-y-piran ¢ekirdegi icerdiklerinden
dolay1, flavonollere 3-hidroksiflavonlar da denilebilir. Flavonoller, flavonoidlerin

bitkilerde en ¢ok rastlanan ve yapi ¢esidi en fazla olan sinifidir.

Flavonoller, kristalsi veya amorf 6zellikli olup, flavonlar gibi agik sar1 veya sari
renklidirler. Bu bilesikler genellikle oksijenli ortamda, flavonlara goére daha

dayaniksizdirlar.

Degisik pozisyonlarda hidroksil ve/veya metoksil gruplari igeren flavonol tiirevleri
dogada daha yaygindir. Giiniimiize kadar bitkilerden 400’iin tizerinde flavonol

aglikon izole edilmistir.

Flavonoller de, flavonlar gibi, yapilarinda bulunan hidroksil ve/veya metoksil
gruplarinin  sayisina bagli olarak gruplandirilabilirler. Flavonol c¢ekirdeginde
hidroksil grubu bulundugundan, boyle bir smiflandirmada, C-3 pozisyonundaki
hidroksil grubu dikkate alinmaz [1].

2.1.4 Kalkonoidler

Kalkonoidler, molekiil yapilarinda Cs-C3-Cs karbon iskeletine sahip, iki aromatik
halkali bilesiklerdir. Bu bilesiklere, piran halkas1 a¢ilmis flavonoidler olarak
bakilabilir. Kalkonoidler her ne kadar flavonoid degilse de, biyogenetik ve kimyasal
yonden flavonoidlere c¢ok yakin olduklarindan bu smifa dahil edilirler.
Kalkonoidlerin, biyosentez sirasinda farkli flavonoid gruplarmin onceli olduklar

diistintiliir. Asit etkisiyle kalkonoidler kolayca flavononlara doniistirler.

Kalkonoidlerin bazi iiyeleri genis spektruma sahip biyolojik aktivite gosterirler [11] .
Kalkonoidler suni tatlandirici, 1s1 ve 1s18a karst koruyucu ve diger amaclarla

kullanilir[12].

Kalkonoid terimi, 1,3-difenilpropan (Sekil 2.9) ve buna olefinik bag, keto ve/veya
hidroksil grubu takilmasi ile degistirilmis karbon iskeleti iceren tiim bilesikler i¢in
kullanilir. 1,3-difenilpropan iskeletinin modifikasyonuna bagli olarak kalkonoidler

birkag¢ gruba ayrilirlar.
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2.1.4.1 Kalkonoidlerin Yapi Cesitliligi
Kalkonoidlerin en yaygin grubu, 1,3-difenilpropan iskeletinin propan zincirine ¢ift
bag ve karbonil grubu takilmasindan olusan, 1,3-diarilprop-2-en-1-on (Sekil 2.9)

karbon iskeleti i¢ceren kalkonlardir.

3
2
1

1,3-difenilpropan 1,3-diarilprop-2-en-1-on
(Kalkan) (Kalkon)

Sekil 2.9: Kalkan ve kalkon bilesiklerine 6rnekler

Kalkonoidlerin adlandirilmasi flavonoidlerinkine benzer. Buna gore, Cs zincirinde
olefinik bag ve keto grubu icermeyen, yani 1,3-diarilpropan iskeletine sahip

kalkonoidler “kalkan” olarak isimlendirilirler.

Kalkanlarin 1,3-difenilpropan-1-ol ve 1,3-difenilpropan-2-ol karbon iskeleti iceren
hidroksi turevleri “kalkanol” olarak adlandirilirlar. Kalkanollarin adlandirilmasinda,
yapida bulunan hidroksil grubunun pozisyonunu gostermek i¢in, o ve B’ onekleri
kullanilir. Soyle ki, 1,3-diarilpropan-1-ol tiirevleri B’ kalkanol, 1,3-diarilpropan-2-ol

tiirevleri ise a-kalkanol olarak isimlendirilir(Sekil 2.10).

0 o

1,3-Diarilpropan-1-ol 1,3-Diarilpropan-2-ol
Sekil 2.10: p’-Kalkanol ve a-Kalkanol

Kalkan yapisindaki Cz-zincirininin herhangi bir karbon atomuna keto grubu

baglanmasindan olusan bilesiklere kalkanonlar denir. Cs-zincirinde C-1 pozisyonu
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keto grubu igeren kalkanonlara 1,3-diarilpropan-1-on (B’-Kalkanonlar) veya
dihidrokalkanon, C-2 pozisyonunda keto grubu bulunan kalkanonlara ise 1,3-

diarilpropan-2-on veya a-kalkanonlar (Sekil 2.11) denir.

3 3
2
1
O
O

1,3-Diarilpropan-1-on 1,3-Diarilpropan-2-on
Sekil 2.11: f’-Kalkanon ve a-Kalkanon

Cs zincirinde hidroksil grubu iceren kalkanlar “kalkanol” olarak adlandirildiklari
gibi, bu zincirde hidroksil grubu iceren kalkanon tiirevleri de kalkanonol olarak
isimlendirilirler. Dogada f’-Kalkanonun hidroksi tiirevlerine (Cs zincirinde)
rastlanmaktadir. Bu bilesikler hidroksil grubunun Cs zincirindeki pozisyonuna bagl

olarak B’-Kalkanon-a-ol ve B’-Kalkanon- B —ol (Sekil 2.12) olarak adlandirilir.

3 HO
1
OH
O @)

1,3-Difenilpropan-1-on-alfa-ol 1,3-Difenilpropan-1-on-beta-ol
Sekil 2.12: B’-Kalkanon-a-ol ve ’-Kalkanon- § —ol

2.1.4.2 Kalkonlar
Kalkon terimi 1,3-diarilprop-2-en-1-on (Sekil 2.9) iskeleti igeren tiim bilesikleri
kapsar. Bu bilesiklerin karakterisitik 6zellikleri, propan zincirinde olefinik bag ve

keto grubunun bulunmasidir.

Kalkonlar ve dihidrokalkonlar (kalkanonlar), flavonoidlerden farkli olarak
heterosiklik C halkasina sahip degildir. Kalkon yapisindaki A halkas1 biyosentetik

olarak heterosiklik flavonoidlerin A halkasina, B halkasi ise flavonoidlerin B
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halkasina esdegerdir. Bu iliski daha agik olarak 2’°, 4°, 6°, 4-tetrahidroksikalkonun
(kalkononaringeninin)  5,7,4’-trihidroksiflavanona (naringenine) (Sekil 2.13)

dontistimiinde izlenebilir[ 1].

OH OH
HO
HO oK o)
C
—>
OH O OH O

Sekil 2.13: Kalkononaringeninin naringenine dontistimii

Kalkonlar 1,3-diarilprop-2-en-1-on iskeletine farkli siibstitiientlerin baglanmasindan

dolay1 birkag¢ gruba ayrilirlar.

1. Basit Kalkonlar

2. Kinokalkonlar

3. Alkillenmis Kalkonlar
4. B-Kalkonlar

5. B-Metoksikalkonlar

2.1.4.3 Basit kalkonlar

Basit kalkonlar, 1,3-diarilprop-2-en-1-on iskeleti i¢eren kalkon tiirevleridir ve bitki
aleminde yaygindirlar. Basit kalkonlarmn A ve B ya da her iki halkada cesitli
stibstitiientler (-OH, OCHs3) iceren ¢ok sayida tiirevleri bilinmektedir[1].

A halkasindaki O-siibstitiientlerin  (hidroksil ve/veya metoksil gruplarinin)

pozisyonuna bagli olarak basit kalkonlar birkag¢ gruba ayrilirlar.
a) A halkasi mono-O-substitiiye kalkonlar,
b) A halkasi rezorsinol tipi O-siibstitiiye (2’,4’-dioksi) kalkonlar,

¢) A halkasi floroglusinol tipi O-siibstitiiye (2°,4°,6°-trioksi) kalkonlar.

2.1.5 Flavonoidlerin Taninmalari

2.1.5.1 Renk Reaksiyonlari:
Gliniimiizde en ¢ok kullanilan renk reaksiyonlari, kromotogramlardaki flavonoid

lekesini dogrudan UV 151k altinda inceleme ve yine bu lekenin NHz buharina tutulup
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NA(Naturstoffreagenz A) belirteci piiskiirtiildiikten sonra UV 1s1k altinda gostermis
oldugu renk degisikliginin incelenmesidir. Bu yontemle flavonoid bilesigin tipi ve

stibstitiisyonlar1 hakkinda kabaca 6n bilgi edinmek miimkiin olmaktadir. (Tablo 2.3).

2.1.5.2 Ultraviyole (UV) Spektrumu
UV spektroskopisi, analiz i¢in diisiik miktarlarda numunenin yeterli olmas1 ve UV
cihazinin kolay bulunabilmesi bakimindan, flavonoidlerin yapi tayininde siklikla

kullanilan bir yontemdir.

Bilesigin metanoldeki ¢ozeltisinin spektrumu ve 6zel belirteglerle bu spektrumda
gbzlenen kaymalar, bilesigin ana iskeleti ile siibstitlisyon durumlar1 hakkinda genis
bilgi verir [1]. Flavonoid bilesiklerinin ¢ogunda, UV spektrumunda biri uzun digeri
kisa dalga boyunda olmak iizere iki biiyiik absorbsiyon bandi gézlenir. Bunlardan
uzun dalga boyunda olan1 flavonoid yapinin B halkasi ile iligkilidir ve Bant I adim
alir. Kisa dalga boyunda olan1 ise A halkas: ile iliskilidir ve Bant II adin1 alir (Sekil
2.14).

Sinnamoil

Benzoil

Sekil 2.14: Bant I ve Bant II’yi gdsteren gruplar

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.
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Tablo 2.3: Flavonoidlerin renk reaksiyonlari

uv UV/NH3 UV/NA Flavonoid bilesik
5-OH agik, 3-OH yok ya da kapali,
Koyu mor Koyu mor Koyu mor 3' 4-OH yok veya kapall,
5-OH agik, 3-OH yok ya da kapall,
Koyu mor Koyu mor Sari 4'-OH kapali, 3-OH acik.
5-OH agik, 3-OH yok ya da kapall,
Koyu mor Sari Turuncu 4'-OH serbest, 3'-OH yok ya da
kapali.
5-OH agik, 3-OH yok ya da kapali,
Koyu mor Sari Turuncu 3' 4-OH agik.
Kovu 5-OH agik, 3-OH yok ya da kapali,
Koyu mor ya Kahverengi 3' ya da 4'-OH acik, 6-OH
kahverengi -
bulunabilir.
Koyu 5-OH agik, 3-OH yok ya da kapall,
Koyu mor kahverengi Turuncu 3',4'-OH acik, 6-OH bulunabilir.
Sari Sari Sari Serbest 3 ve 5-OH var.
Sari Sari T}l(Jruncu- 3,5-OH aclik, 3',4'-OH var.
Irmizi
Parlak Parlak . . 5-OH yok ya da kapall,
. | floresans mavi- Mavi
floresans mavi vesil 3-OH yok ya da kapal..

2.1.5.3 METANOLDEKIi SPEKTRUMU:

Degisik iskeletlere sahip flavonoid bilesiklerinin metanoldeki UV absorbsiyonlar1 da
farklidir. Flavonlarda Bant I, 304-350 nm arasinda, flavonollerde ise 352-386 nm
arasinda yer alir. Bant II, 5,7-disiibstitiie flavonlarda 240-260 nm ve flavonollerde
260-270 nm’de izlenir. Flavon ve flavonollerde A halkasinda 6 ve 8 konumlarinda

oksijen bulumasi Bant II'nin uzun dalga boylarina dogru kaymasina neden olur.

UV kayma belirtegleri ile alinan spektrumlar (MeOH/NaOMe) flavonlarda hidroksil
gruplarinin (6zellikle 3°, 4°, 3 ve 7 konumundaki) serbest olup olmadig1 ve diger

stibstitiientlerin yeri hakkinda 6nemli bilgiler verir.

2.1.5.4 NMR Spektrumu ile Flavonoidlerin yap:1 Analizi

A halkas1 protonlart:

5,7-dihidroksi flavonlarda C6 ve C8 protonlar1 5.7-6.9 ppm arasinda (J=2.5 Hz) iki
dublet olarak gozlenir. 6 veya 8’de de siibstitiient varsa, C6 ve C8 protonu 6-6.5
ppm arasinda bir singlet olarak goriiliir. Sadece C7°de bir hidroksil grubu
bulunuyorsa, C6 protonu hem C8’deki hem de C5’teki protonlarla orto ve meta
etkilesiminden J degeri 9 ve 2.5 Hz olan bir dublet-dublet halinde, C8 protonu ise J
degeri 2.5 Hz olan bir dublet halinde, 5,7-dihidroflavonlarda gozlenenden daha alt
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alanda ¢ikarken C5 protonu C6 protonuyla orto etkilesmesi ile J degeri 9Hz olan bir

dublet halinde 8ppm civarinda gozlenir.
B-halkas1 protonlari:

C4 siibstitiiye flavonlarda B halkasinin serbestge donebilmesine bagli olarak C2’ ve
C6’ ile C3’ ve C5’ protonlart orto etkilesimli J degeri 8-9 Hz olan iki dublet halinde
6.5-7.9 ppm arasinda goriiliir. C3” ve C5’ protonlarinin dubletleri genellikle C2’ ve

C6’ protonlarindan daha tist alanda goriiliirler.

3’, 4’ disiibstitiiye flavonlarda C5’ prototnu J degeri 8.5 Hz olan bir dublet halinde
6.7-7.1 ppm arasinda ¢ikar. C2’ ve C6’ protonlarindan C2’ protonu J=2.5 Hz olan bir
dublet halinde (meta etkilesimi), C6’ protonu ise hem orto hem meta etkilesiminden
dolay1 J=2.5 e J=8.5 Hz olan bir dublet halinde goriiliir, ancak C2’ ve C6’ bantlari
birbiri iizerinden astiklarindan genellikle 7.2-7.9 ppm arasinda bir multiplet olarak
gozlenirler. Flavonlarda C halkasindaki C3 protonu 6.3 ppm civarinda keskin bir

singlet halinde gozlenir.
Metoksi protonlari:

Genellikle 3.5-4.1 ppm arasinda ¢ikarlar. Farkli ¢oziiciilerde alinan spektrumlarda
3,6 ve 8 konumlarindaki metoksi gruplar1 ¢ok az kayarken 3°, 4°, 2° ve 7
konumlarindaki metoksi gruplar1 iist alana dogru 0.35-0.70 ppm’lik bir kayma

gostermislerdir. En biiyiik kayma 7’deki metoksi grubu i¢in gézlenmistir.

2.1.5.5 Flavonoidlerin Kiitle Spektrumu

Flavonoid aglikon ve glikozitlerinin yapisal analizlerinde kiitle spektrumu ile
tamamlayic1 bilgiler saglanir. Az miktardaki numuneler i¢in de ¢alisma kolaylig
sagladigindan, flavonoidlerin yap1 analizlerinde siklikla kullanilir. Cogu flavonoid
aglikonlar1 siddetli molekiiler iyon (M+) piki verirler, hatta bu genellikle
spektrumdaki ana piktir. Flavonoid glikozitleri ugucu o6zelliklerinin az olmasi
nedeniyle nadiren molekiiler iyon verirler, bu nedenle de kiitle spektrumunda

tiirevleri halinde incelenirler [1].

2.1.6 FLAVONLARIN DOGAL KAYNAKLARDAN iZOLASYONU
Kolon kromotografisi, biiylik miktardaki flavonoid karisimlarinin ayrilmasinda
kullanilan bir yontemdir. Kii¢iikk miktarlarin ayrilmasi i¢in preparatif ince tabaka ya

da kagit kromotografisi yontemi kullanilabilir.
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2.1.6.1 Kolon Kromotogafisi

Bu yontemde kullanilan adsorbanlar;

Poliamid: Flavonoid bilesikler icin ayirma giicii yiikksek oldugundan kolon
kromotografisinde en c¢ok kullanilan adsorban poliamiddir. Flavonoidlerin
ayrilmasinda rol oynayan faktor poliamid molekiiliindeki -NH2 ve C=O gruplarinin

fenolik OH’larla hidrojen bagi yapmasidir.

Silikajel: izoflavonlar, flavanonlar, dihidroflavonoller ve polimetoksi flavonlar igin

tercih edilir.

Seliiloz: Ozellikle mikrokristal tipi kullanilir. Bu adsorban ile ¢esitli flavonoid
aglikon ve glikozidler kolaylikla en 1yi sekilde ayrilirlar. Selilloz kolon
kromotografisinde gerek adsorbsiyon gerekse partisyon yOntemine gore ayrim

yapilabilir.

Sefadeks LH-20: Flavonoid bilesiklerin saflastirmasinda jel gegirgenlik
kromotografisi esasina dayanarak ayrim saglayan sefadeks jellerdir. Ozellikle
organik ¢oziiciilerle calisma olanagi veren Sefadeks LH-20 tipi bu amagla siklikla

kullanilmaktadir.

Bu adsorbanlardan baska bazi hallerde alumina, magnezyum silikat ve iyon
degistirici regineler de flavonoidlerin ayrilmalarinda ¢cok daha az olmalarina ragmen

kullanilmaktadir.

2.1.6.2 ince Tabaka Kromotografisi
Bu yontemde ¢esitli adsorbanlarla preparatif ince tabaka kromotografisinde yapilan
ayirmalarin yani sira eskiden beri preparatif tek veya iki boyutlu kagit kromotografisi

de kullanilir.

Preparatif kagit kromotografisinde kullanilan kagitlar analitik ¢alismalarda kullanilan

tiplerinden daha kalindir (Ornegin Whatman 3 MM).

Preparatif ¢aligmalarda ¢ok az miktarda olan flavonlar da elde edilebilmekte ve
yapilar1 aydinlatilabilmektedir. Ozellikle az miktardaki flavonoidlerin UV, kiitle
spektrumu ve 1-2 mg ile galisilabilen, yiiksek rezoliisyona sahip, NMR spektral

analizleriyle yapi tayini miimkiin olmaktadir.

Bu yontemlerden baska wugucu tiirevleri haline getirilmis flavonlarin gaz

kromotografisinde ya da yiiksek basingli sivi kromotografisinde (HPLC) ayrilmalar
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mimkiin olmaktadir. Hatta gaz kromotografisi-kiitle spektrumu (GC-MS) veya
HPLC-kiitle spektrometresi aletleri ile birlikte kullanilip dogrudan yapi1 analizleri de

yapilabilmektedir.

Ayrica Ozellikle biflavonoidler ve neoflavonoid denilen 4-fenil-kumarinlerin

yapilarmin tayininde 2*C NMR spektrumlari son derece yararl olmaktadir.

2.1.7 Flavonoidlerin Tibbi ve Biyolojik Ozellikleri

Bazi flavonoidlerin biyolojik aktivite gdstermesinden dolayi, flavonoidlere kars1 ilgi
1940’11 yillardan itibaren artmaya baslamistir. Bu ilginin baglica nedenlerinden biri,
1936 yilinda limon kabuklarindan elde edilen flavonoidli bir preparatin P-vitamini

aktivitesi gostermesi olmustur [1].

Flavonoidlerin ilk olarak belirlenen biyolojik 6zelligi kilcal damar duvarlarina
olumlu etkileridir. Genellikle kan sizdirmanin Onlenmesinde, kirtllganlik ve
gecirgenligin ortadan kalkmasinda, bu bilesiklerin kilcal damar sistemine olumlu
etkisi kendini gostermistir.  Flavonoidlerden flavon ve flavonoller, katekinler,
leykantosiyanidinler ve flavononlarin kilcal damarlarin tedavisinde etkili olduklar1
tespit edilmistir. Flavonoidlerin kan damarlarina olumlu etkisinin, spazmolitik

ozelliklerinden ileri geldigi gosterilmistir [13].

Flavonoidlerin kanin bilesenleri iizerine etkisi de agiklanmistir. Ornegin, Hedusarum
L. Tiirlinlin toplam flavonoidlerinin eritropoezi (eritrosit olusumu) tesvik ettigi ve
kanda I6kositlerin(akyuvarlar) miktarini artirdigi agiklanmistir. 3-metilflavonoidlerin
kanin forumlu elementlerine (bu elementler kan hiicrelerinin agregasyon ve

sedimentasyonunu Onlerler) etki gosterdikleri de belirtilmistir [41].

Flavonoidler kan damarlarina etkileriyle birlikte, zayif kardiyotonik (kalp
kuvvetlendirici) maddeler olarak da bilinirler. Bunlar kalp ritimlerinin kisalmasim
sinirlama ve amplitiidiinii artirma 6zelligi gosterirler. Bagka bir aragtirma sonucuna
gore quercetin, rutin ve bazi flavonoller zayif (hipodinamik) kalbi kuvvetlendirme,
nabzi normallestirme 6zelligine sahiptirler. Bazi flavonoidlerin zayif hipotansif etki

gosterdikleri de agiklanmustir.

Flavonoidlerin en onemli 6zelliklerinden biri de, karaciger fonksiyonuna olumlu
etkileridir. Flavonoidlerin safra salgilanmasini hizlandirdiklari, karacigerin barbiturat
ve arsenik gibi bilesiklere karsi detoksikasyonuna etki ettikleri agiklanmistir.

Flavonoidlerin  detoksikasyon etkisinin nedenlerinden birinin, idrar kovucu
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ozellikleri oldugu gosterilmistir. Bazi flavonoidler bagirsaklarin  kuvvetini

yiikselterek, hazim prosesine olumlu etki gosterirler.

Flavonoidlerin pratik kullanim amaci ile incelenmeleri 1970’li yillarda daha da
hizlanmaya baglamistir. Gergeklestirilen genis c¢apli arastirmalar sonucu
flavonoidlerin ¢ok yonlii biyokimyasal ve farmokolojik aktivitelere sahip olduklar
belirlenmistir. Ornegin, bu tiir bilesiklerin antioksidan ozellige, antimikrobiyal,
antililserojenik, antiviral, hepatoprotectiv, hipolidemik ve iltihaba kars1 etkiye sahip
olduklar1 agiklanmistir. Bunlardan bagka flavonoidlerin (quercetin ve kaempferolun)
antimutajenik ve antikarsinojenik etkilere sahip olduklari in vitro ve in vivo sartlarda

belirlenmistir [14].

2.1.7.1 Flavonoidlerin Antioksidatif Etkileri
Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda organik bilesiklerin nonenzimatik, serbest

radikal mekanizmal1 oksidasyonunu 6nleyen bilesiklerdir.

Son zamanlarda besin kimyasi ve koruyucu tibbin bitki kaynakli dogal
antioksidanlara kars1 ilgisi artmaktadir. Bunun nedeni, sentetik antioksidanlarin
(butilhidroksianizol ve butilhidroksitoluen gibi) kanserojen olarak diisiiniilmesidir.
Dogal antioksidanlar ise, insan organizmasi igin genellikle zararsiz olup yan etki
gostermezler. Dogal antioksidanlar gida sanayinde besinlerin bozunmasini1 6nlemek,
lipidlerin ve vitaminlerin pargalanmasini, besin rengini korumak i¢in kullanilan
onemli katki maddeleridir. Flavonoidlerin antioksidatif 6zelliklerinden dolay1 onlara

kars ilgi gittikge artmaktadir [43].

Canli organizamanin, serbest radikallerin etkisinden korunmasi igin, antioksidatif
korunma sistemine sahip oldugu bilinmektedir. Baz1 durumlarda, antioksidatif
koruyucu sistemin yetersiz kalmasindan dolayi, serbest radikal olusumunda belli bir
artma meydana gelir. Bu ise, serbest radikal mekanizmali hasarin meydana
¢ikmasina neden olur. Bu etkiyi ifade etmek i¢in “oksidatif baski” terimi kullanilir.
Eger diislik seviyede bir oksidatif baski meydana ¢ikarsa, dokular bunu karsilayacak
sekilde ekstra antioksidan savunma sistemi olustururlar. Ancak, meydana c¢ikan
siddetli bir oksidatif baski hiicrelerin hasarina, hatta 6liimiine neden olur. Serbest
radikallerin sebep oldugu hiicre 6limii, doku oOliimiine ve beyin damarlariin
tahribatina kadar ilerleyebilir. Oksidatif baskiy1r artiran etkenlerden biri, serbest

radikallerin olusmasina ve antioksidanlarin azalmasina neden olan bazi toksinlerdir.
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Kismen diger bir sebebin de, bazi ilaglarin yan etkileri oldugu bilinmektedir. Serbest

radikallerin yiizden fazla insan hastaliginda yer aldig1 tespit edilmistir.

Organizmada bulunan bilesiklerin ¢ogu radikal o6zellikli degildir. Buna ragmen
olusturulan herhangi bir serbest radikal nonradikallerle tepkide bulunabilir. Bu
tepkimeden olusan serbest radikal mekanizmali zincir reaksiyonu yeni radikallerin

meydana ¢ikmasina neden olur.

Aktif oksijen formlar1 olan siiper oksit (O27), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil
radikalleri (HO") normal metabolizmanin yan tiriinleridir ve oksidatif baski sirasinda
biyolojik molekiillere hiicum ederek, hiicre ve dokularin hasar gdérmesine neden
olurlar. Aktif oksijen formlar1 ve diger serbest radikallerin ¢esitli hastaliklarda doku
zedelenmelerine neden olduklari tespit edilmistir [13]. Bu radikallerin ayrica
inflamasyon, immunizasyon, ihtiyarlama, mutajeniklik ve karsinojeniklik gibi

degisik fizyolojik ve patolojik durumlar1 da etkiledikleri bilinmektedir.

Oksijenin aktif formlarmin etkilerine ilk sirada maruz kalan doku bilesenlerinden
baslicalari, lipidlerin doymamis asitleri ve hiicre membranlarinin temel kisimlarini
olusturan fosfolipidlerdir. Lipidlerin peroksitlenmesi sonucu olusan peroksil
radikalleri, hidroperoksitler ve pargalanma iiriinleri, daha sonra bir seri prosesleri
baslatirlar. Bu prosesler hiicre membranlarinin ¢aligmasini bozan ve genetik sistem

de dahil olmak iizere hiicrenin esas bilesenlerini zedeleyen faktorlerdir.

Aktif oksijen ve serbest radikallerin belirli kimyasal karsinojenler tarafindan
olusturuldugu ve kanserojenik proseslerde yer aldiklar1 da agiklanmistir. Baska bir
arastirmada hidrojen peroksitin fare cildinde sisliklerin olusumunu hizlandirdig1 da
tespit edilmistir [1]. 12-O-tetra-decanoilforbol 13 asetat (TPA), 12-O-retinoilforbol
13 asetat (RPA) gibi baz1 sis olusturucularin insanin polimorfoniikleer 16kositlerinde
hidrojen peroksit olugsmasina ve DNA zedelenmelerine neden olduklar

gosterilmistir.

Dogal flavonoidler i¢inde antioksidan 6zellikli bilesiklerin belirlenmesi ve bunlarin
antioksidatif etkilerinin agiklanmasi flavonoidlere karsi ilginin daha da artmasina

neden olmustur.

Son zamanlarda yiiriitiilen, bu amaca yonelik arastirmalar, bazi flavonoidlerin (en

fazla incelenen quercetindir.) super oksit ve hidroksil radikallerini ortadan
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kaldirdigini; lipid peroksil radikallerini indirgedigini ve lipid peroksidasyonunu

inhibe ettigini ortaya koymustur.

Flavonoidlerin alt smiflarindan biri olan katekinler, insan besinin genel bileseni
olarak taninmaktadir. Ayrica, yesil ¢ay yapraklarinda, nispeten bol miktarda (-)-
epikatesin, (-)-epikatekingallat, (-)-epigallokatekin ve (-)-epigallokatekingallat
bulunmaktadir. Katekinler antimutajenik ve antikansorejenik aktivite gibi biyolojik
Ozelliklerinden dolay1 son yillarda biiyiik ilgi ¢cekmektedirler. Bu nedenle, cay
ekstratlar1 ve ¢ay bilesenlerinin biyolojik aktivitelerinin incelenmesi i¢in genis ¢apl

aragtirmalar yiiriitiilmektedir.

Cayin antipiretik, diiiretik ve diger bazi 6zellikleri daha 6nceden bilinmektedir. Diger
yonden, bazi arastirmalar cay tliketiminin kanserin 6nlenmesinde belirli bir etkiye

sahip oldugunu gostermektedir.

Ancak, son yillarda, ¢ayin farmokolojik ozellikleri yeniden incelenerek, ¢ay
bilesenlerinin antioksidatif, antimutajenik ve antikanserojenik aktiviteye sahip

oldugu belirlenmistir.

Yesil cayin antioksidan ve antikarsinojenik etkileri ile ilgili olarak, ¢ay bilesenlerinin
aktif oksijen formlari, hidrojen peroksit ve siiperoksite karsi antioksidatif aktivite
gosterdigi, oksijen radikalleri ve hidrojen peroksitin neden olduklar sitotoksikligi ve
hiicre kiiltiirlerinde hiicreler arasi etkilenmeyi 6nledigi bildirilmistir[35]. Baska bazi
aragtirmalar neticesinde de katekin ve bazi flavonoidlerin oksijen radikallerini

ortadan kaldiran 6nemli antioksidanlar olduklar1 gosterilmistir.

Cesitli ¢ay ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi ile antimutajenik etkileri arasi iligki
arastirilarak cay ekstraktlariin kuvvetli antimutajenik ve antioksidan aktiviteye,
indirgeme giicline (reducing power), aktif oksijen ve serbest radikalleri ortadan

kaldirma (tutma) 6zelligine sahip oldugu kanitlanmigtir.

Oksijenin aktif formlarim1 tutan bilesiklerin, g¢esitli mutajenler tarafindan dogan
mutasyonu bastirdiklarint  gdstermislerdir. Diger ydnden, c¢ay ekstraktlarinin
superoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin kuvvetli tutucusu oldugu
ortaya cikmistir. Bdoylece, oksijenin aktif formlarini tutan c¢ay ekstraktlarinin

antioksidatif ve antimutajenik aktiviteleri dogrulanmaistir.

Bu bilesiklerin antioksidatif etkileri, kansere yol acan proseslerin ihtiva ettikleri

oksijen radikallerini ve lipid peroksidasyonunu onlemek agisindan ¢ok Onemlidir.
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Cok sayida arastirma, katekinlerin biyolojik doku ve hiicre alt1 fraksiyonlarda yer

alan lipid peroksidasyonunu 6nledigini gostermistir [15].

Tributil hidroperoksit etkisiyle iri farelerin karaciger ve bdbreklerinde olusturulan
lipid peroksitlenmesinin ¢ay katekinlerinin etkisiyle onlendigi gosterilmistir. Ancak,
katekinlerin  oksijen radikallerinin  hiicumlarina duyarliligi  yiiksek olan
biyomembranlardaki  antioksidatif  aktiviteleri ~ hakkinda  yeterli  bilgi

bulunmamaktadir.

Model sistem olarak unilamellar lipozomlar igeren fosfolipid ¢ift tabakalarda serbest
radikal olusturucu olarak, suda ¢oOziinen azo bilesik kullanarak, katekinlerin
antioksidatif etkileri arastirllmistir [16]. Bu amagla ¢ay katekinleri (-)-epikatekin, (-)-
epikatekingallat ve bitki kaynakli besinlerde yaygin olan flavonoid olarak quercetin
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar, bu bilesiklerin sulu ortamda oksijen
radikallerinin etkisiyle baslatilan membran lipidlerinin peroksidasyonunu a-
tokoferole gore daha aktif olarak Onleyen lipofilik antioksidanlar oldugunu

gostermistir.

Polugonum hidropiper tiiriinden elde edilen flavonoidlerin (quercetin, isoquercitrin,
3’-O-metilquercetin ve 7,4’-O-dimetilquercetin) antioksidatif aktiviteleri arastirilarak
bu bilesiklerin her birinin dogal antioksidan a-tokoferole gore daha aktif oldugu
belirlenmistir. Bunlardan isoquercitrin ve 7,4’-O-dimetilquercetinin daha yiiksek

antioksidatif aktivite gosterdikleri agiklanmistir (Sekil 2.15).

Ry R, R3 R4
OCH; OH OH OCHj; 7,4-O-Dimetilquercetin
OH OCH; OH OH 3-O-Metilquercetin
OH OH OH OH Quercetin
OH OH O-Glc. OH Isoquercitrin

Sekil 2.15:  Polygonum hidropiper bitkisinden elde edilen antioksidatif
flavonoidler.
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Polygonum hidropiper flavonoidlerinden izoquercitrinin daha yiiksek antioksidan
aktivite gostermesi ve quercetinin bagka glikozitlerinin de peroksidasyonu etkili
olarak inhibe etmesi, glikozillenmenin antioksidan etkiye katkida bulundugunu

gostermektedir.

Flavonoid radikallerinin indirgeme potansiyelleri alkil peroksil ve superoksit
radikallerinin indirgeme potansiyellerinde gore daha digiiktiir. Bu yiizden
flavonoidler bu oksit tiirlerini deaktive eder ve reaksiyonlarinin verebilecegi zararh

sonuglari 6nlerler [17].

Flavonoidlerin yap1 6zellikleri ile antioksidan aktiviteleri arasindaki bagint1 birkag
grup tarafindan arastirilmistir. Flavonoidlerin serbest radikalleri etkili olarak ortadan
kaldirmas1 i¢in bazi1 kimyasal kriterlerin gerekli oldugu Bors ve ark., (1990) ve
Sichel ve ark., (1991) tarafindan ac¢iklanmistir. Flavonoidlerin yapisinda 3-OH, C-2
ve C-3 atomlar1 arasinda doymamis bag ve C-4 pozisyonunda (piron halkasinda)
karbonil grubu bulunmsinin antioksidan 6zellige olumlu etki yaptig1 gosterilmistir. C
halkasindaki 2,3-¢ift bagin 4-okso grubuyla konjugasyonu B-halkasinin elektron
delokalizasyonuna katkida bulunur; A ve C halkalarinda bulunan C-3 ve C-5
hidroksil gruplari ise 4-okso grubuyla birlikte maksimum radikal uzaklastirma etkisi
saglar. Molekiilde 3’,4’-pozisyonlarinda hidroksil grubunun bulunmasi da
antioksidan aktiviteye katkida bulunur. B halkasinda bulunan o-dihidroksi grubu
elektron delokalizasyonuna etki ederek,yliksek kararlilikta flavonoid radikalinin
olusmasinda neden olur. izoflavonlar, yapilarinda bulunan 4-karbonil ve 5-hidroksi
grubunun, olusan izoflavon radikaline sagladiklar1 kararlilik nedeniyle, flavonlara

gore daha aktiflerdir.

3,4-dihidroksikalkonlar, kalkon tiirevi radikalinin yiiksek elektron delokalizasyonu
nedeniyle, Ornegin butein, analog flavonlara gore daha aktif antioksidan O6zellik

gosterirler.

Cesitli arastirmacilar tarafindan, o-dihidroksi flavonoidlerin antioksidan etkilerine

metallerle selatlasma mekanizmasinin 6nemli etki gosterdigi de agiklanmustir.

Bu bilgilere dayanarak flavonollerin (6rengin, quercetin), flavanollerden (6rnegin,
katesin) daha etkili antioksidan oldugu ileri siiriilmistiir. Quercetin ve baska

flavonoller yukaridaki 6zelliklere sahip olduklar1 halde, katesin sahip degildir.
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Baz1 polifenollerin sulu ¢ozeltide olusturulan radikallere kars1 antioksidan aktiviteleri

ve yap1 formulleri Sekil 2.16° da verilmistir.

OH

Quercetin
4.7

HO

Dihidroquercetin
(1.9)

Sekil 2.16: Flavonoidlerin yap1 6zellikleri ile total antioksidan aktiviteleri arasindaki
iligki

Flavonollerin yapisinda bulunan hiroksil gruplarinin pozisyonlar ile antioksidatif

aktivite arasindaki iliski arastirilmistir. Quercetinin de morin, kaempferol ve luteolin

gibi etkili antioksidan oldugu gosterilmistir.

Myricetin, quercetin ve rhamnetinin hidroksil radikaline karsi antioksidan 6zelligi
gostermekte ve bu etki B aromatik halkasinda bulunan hidroksil gruplarinin sayisina

bagl olarak artmaktadir.

Antosiyaninler ¢icek ve meyvelerin renklerinden sorumlu bilesikler olup, besin ve
farmasoétik dirlinlerin boyanmasinda kullanilirlar [18]. Giiniimiize kadar antioksidan
ozelligi test edilen antosiyaninlerin sayis1 fazla degildir. Ancak, test edilen
antosiyaninlerin ¢ok yiiksek antioksidatif aktivite gosterdikleri de belirlenmistir.
Ornegin, antosiyaninlerin {iziim kabugundan izole edilen ekstrakti ¢ok iyi
antioksidatif aktivite gostermistir. Acillenmis malvidin glikozit, liziim kabugunun

temel bileseni, linoleik asidin oksidasyonunda oldukga yiiksek aktivite gostermistir.

2.1.7.2 Flavonoidlerin Kanserle Ilgili Ozellikleri
Giinliik yiyeceklerimizin bileseni olan flavonoidlerin genotoksik etkileri her gecen

giin artmakta ve dikkat ¢ekmektedir. Flavonoidlerin genotoksik etkilerini belirlemek
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igin gesitli aragtirmalarla: a) degisik flavonoidlerin Salmonella typhimyrium tiirleri ve
diger mikroorganizmalarin mutajen Ozelliklerinde etkisi denenmis; b) flavonoid
igeren bitkilerin mutajen 6zellikleri; ¢) non-mikrobiyolojik sistemlerde in vitro ve in
vivo genetik etkileri ve d) deney hayvanlar1 kullanarak karsinojen 6zellikleri test

edilmistir.

2.1.7.3 Mikrobiyal Mutajen Ozelliklerin Arastirilmasi

Baz1 flavonoidlerin mutajen 6zellikleri degisik Salmonella typhimyrium tiirlerinde
denenmis ve flavonoid aglikonlarin ©nemli mutajenik aktivite gosterdikleri
belirlenmistir. Quercetin, myricetin, kaempferol ve tamarixetin gibi flavonoidlerin

aktif mutajenler oldugu bulunmustur.

2.1.7.4 Flavonoidlerin Antikarsinojenik Etkileri

Taze sebze ve meyvelerle alinan besinlerin bazi kanser tiirlerine karsi koruyucu etki
gosterdigine dair 6nemli bilgiler mevcuttur. Genellikle bu koruyucu etkinin,
besinlerde  bulunan antioksidan  Ozellikli  bilesiklerden = kaynaklandigina
inanilmaktadir. Bununla beraber son yillarda, yiiriitiilen ¢aligmalar bitkilerden elde
edilen polifenolik bilesiklerin antioksidan etki veya farkli bir mekanizma ile
antikanserojen etki gosterdikleri ileri siiriilmektedir. Ozellikle, i¢ilen sarap ve gayin

in vitro ve in vivo kosullarda antioksidatif etki gosterdigi agiklanmistir.

Polanisia dedecandra bitkisinden izole edilen 5,3’-dihidroksi-3,6,7,8.4’-
pentametoksiflavonol ve 5.,4’-dihidroksi-3,6,7,8,3’-pentametoksi flavonolun bazi
kanser tiirlerine karsi aktivitelerini arastirmislardir. Bu arastirmada 5,3’-dihidroksi-
3,6,7,8,4’-pentametoksi flavonolun in vitro kosullarda merkezi sinir sistemi
kanserine, akciger kanseri hiicrelerine, yumurtalik kanseri hiicrelerine, kalin bagirsak
kanser1 hiicrelerine, bobrek kanseri hiicrelerine, melanoma hiicrelerine ve iki degisik

16semi hiicresine kars1 sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Antimutajenler etki tarzlarina bagh olarak, desmutajen ve biyoantimtajenler olarak
siniflandirilirlar. Desmutajenlik DNA’ya hasar verdikten sonra, mutajeni ndotralize
aktivitesi olup bazi testlerde antimutajenlik olarak degerlendirilmektedir.
Biyoantimutajenlik ise DNA’nin mutajen etkisiyle hasarindan sonra, mutajenezis

prosesinin bastirilma aktivitesidir.

Quercetin, luteolin ve galangin yapilarindaki farkliliga ragmen kuvvetli antioksidan

olarak bilinir. Luteolinin quercetine gore daha kuvvetli antioksidan oldugunu ve
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antioksidatif etki i¢in C-3’,C-4” pozisyonlarinda mutlaka hidroksil grubu
bulunmasinin  gerekli olmadig gosterilmistir. Boylece, bu flavonoidlerin
desmutajenik etkileri ile beraber antioksidan aktiviteye de sahip olduklar1 da

acgiklanmustir.

Bu nedenle, flavonoidlerin olast desmutajenik etki mekanizma yollarindan biri,
DNA’nin hasarindan sonra radikallerin yakalanmasidir. Bu flavonoidler genellikle
yenilen sebze, meyve ve c¢ayda yeterli miktarda bulunurlar. Bu nedenle,
flavonoidlerin olas1 desmutajenik etki mekanizmalarindan biri, DNA’ nin hasarindan

sonra radikallerin yakalanmasidir [19].

2.1.7.5 Flavonoidlerin Antitoksik Ve Hepatoprotektif Etkileri

X-1sinlarinin - kapiler gegirgenligin artmasina neden oldugu bilinmektedir. Iki
flavonoid ve bir “citruz biflavonoid” karigiminin fare bagirsaklarinda X-1smlarinin
neden oldugu kapiler gegirgenlige etkisi aragtirtlmistir. Her ii¢ bilesik mavi Evans
boyasinin bagirsaklara sizmasini azaltmis ve X-isinlarma kars1 yiiksek koruyucu
aktivite gostermistir. Flavonoidlerin hasarlara neden olan 1s1n etkisine kars1 koruyucu
Ozelliklerinden faydalanmak i¢in yeni aragtirmalarin yapilmasia ihtiyag

duyulmaktadir.

2.1.7.6 Flavonoidlerin Viriislere Kars1 Etkileri

Flavonoidlerin virlislere karg1 aktivite gosterdigi 1940°l1 yillardan itibaren
bilinmektedir. Flavonoidlerden: quercetin, morin, rutin, dihidroquercetin (taxifolin),
dihidrofisetin, leykocyanidin, pelargonidin kloriir, apigenin, katesin, hesperidin ve
naringeninin bazi virlislere karsi etkili oldugu belirlenmistir. Viriislere kars1 etkinin
aglikonlar i¢in karakteristik oldugu ve C-3 pozisyonunda hidroksil varliginin

aktiviteye katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir.

2.1.7.7 Flavonoidlerin Memelilerin Enzim Sistemlerine Etkileri

Baz1 flavonoidlerin patolojik olaylara karisan farkli enzimlere, Ornegin adenazin
deaminaz, angiotenzin-doniistiiriicii enzim, siklooksigenaz ve lipooksigenaz , protein
tirozin kinaz ve HIV-1 proteinaza etkileri arastirilmistir. Flavonoidlerin in vitro
sartlarda memelilerin enzim sistemlerine gosterdikleri etkiyle yapilari arasindaki

iligki de arastirilmistir. Flavonoidlerin bazi enzimlere etkisi oldugu bulunmustur.
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2.1.8 Cesitli Flavon Sentez Yontemleri

Oldukga aktif bilesikler olan flavonlar i¢in sentez yoluna gidilmis ve bu amagla farkli
yollar izlenmistir. Genellikle hedef flavonun yapisina goére uygun baslangic
maddeleri kullanilarak once ¢alkon sentezlenmis, daha sonra da halka kapanmasi

gerceklestirilmigtir [20].

2.1.8.1 3-hidroksi flavon’larin Sentezi

3-hidroksiflavonlar(3HF), ilgin¢ fotokimyasal Ozellikleri ve 2 bandli floresans
sensorleri olarak kullanilmalar1 dolayistyla son zamanlarda aragtirmacilarin ilgisini
cekmektedir. 3HF, ESIPT reaksiyonu vererek, 2 yiiksek siddetli, iyi ayrilmis ve
solvent etkilesimli, N* ve T* bandi veren essiz bir organik boya ailesidir. Sekil
2.17°de, 1 numarali bilesigin 4 pozisyonuna bir e dondr, bir dialkil amino grubu
takilarak N* formunun yiik-transfer karakteri arttirilir. Bu da N* bandinin rolatif
siddetini yiikseltir ve solvent polaritesine bagimli hale getirir.

Bu oOzellikleri gelistirmek tizere yapilan ¢alismalar sonucu 2-benzolnaftofuril-3-
hidroksikroman tiirevleri sentezlenmistir. Bu bilesikler yiliksek floresans kuantum
verimine sahiptir ve absorpsiyon ve floresans spektralarinda giiclii kirmiziya kayma
gdzlenmistir. Sonug olarak 2°nin 6’ pozisyonuna bir dialkilamino grubu takilarak, 3-
hidroksikroman tiirevleri i¢in absorbsiyon ve floresansta yiliksek dalga boylar
saglanmistir. Bununla birlikte, biyolojik sistemlerde floresans sensor olarak daha iyi
kullanilmalar1 i¢in 3-hidroksikromanlarin daha ¢ok gelistirilmeleri gerekmektedir.
Normalde %30°dan diisiik olan kuantum verimine 35000 civarinda olan ekstinksiyon
katsayisinin ~ yiikseltilmesi istenmektedir. Dahasi, ¢ift renkli oOlglimler ve
mikroskopide, uygulanan problarin floresans maksimumlar1 arasi iyl ayrim olmasi
istenmektedir. Bu 6zelligin yiliksek polarite ve homojen olmayan ortamlara maruz
kalan 3-hidroksi kroman problarda yetersiz oldugu goriilmiistir. Bu problem
ozellikle, giiclii solvatokromik N* band1 kirmiziya kayan ve T* band1 ile ortiisen, 4°-

dialkil amino siibstitiiye 3-HF i¢in 6nemlidir [20].
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Sekil 2.17: Sentezlenen 3-hidroksiflavonlar

4'-Dietilamino-3-hidroksi-furano[3,2-g]flavon(1a) ve 2-(6-dietilaminobenzo[b]furan-
2-il)-3-hidroksifurano[3,2-g]kromon (2a) 2',4'-dihidroksiasetofenon (Sekil 2.18)’dan
baslayarak 4 basamakta sentezlenmistir. Baglangi¢ maddesi 6nce sodyum hidriir ile
sodyum tuzuna doniistiiriiliir ve daha sonra bromoasetaldehit dietilasetal ile 50°C’de
DMSO igerisinde, KI Kkatalizérii kullanilarak reaksiyona sokulur. Uriin (3)
polifosforik asit varliginda, toluen igerisinde 2 saat reflux edilir. Olusan benzofuran
tirevi kolon kromotografisi ile izole edilir(hekzan/etil asetat, 8/1, v/v). 4’0 iki
asamal1 Algar-Flynn-Oyamada prosediirii ile uygun 3-hidroksikroman tiirevine
doniistiirmek miimkiin olmadigindan her iki basamak da modifiye edilmistir. 4’{in 5
ve 6 numarali aldehitlerle kondenzasyonu i¢in, ¢ogunlukla kullanilan, sulu NaOH
yerine, DMF igerisinde sodyummetoksit kullanilir. Reaksiyon bir saatte
tamamlanarak, karisim etanol ile seyreltilmis ve sodyum metoksit ile 30% hidrojen
peroksit ilave edilir. Daha sonra bir dakika kadar reflux edilir, oda sicakligina
sogutularak su igerisine dokiiliir. Notralizasyondan sonra olusan ¢okelti siiziiliir.
Hedef kromanlar butanolden kristallendirilir.  Genel Algar-Flynn-Oyamada
reaksiyonunun burada ki basarisizligi, dialkilamino grubunun -elektronlarini
vermesinden ve yogun furan heterohalkasindan kaynaklanmis olabilir. Bu modifiye
yontemle sentezlenen komplike yapili 3-hidroksikromanlar diisiiniiliirse, bu yeni

yontem gelismis kroman sentezlerinde oldukca yararli olacaktir.
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Sekil 2.18: 1a ve 2a’nin sentezi.

2.1.8.2 Sentezlenen 3HF’larin spektral 6zellikleri

3-hidroksifurano[3,2-g]kromon (la ve 2a)’larin absorpsiyon ve floresans ozellikleri,
1 ve 2 numarali temel 3-hidroksikromonlar esas alinarak, farkli polaritedeki alti
¢Oziiciide calisilmustir: hekzan, toluen, etil asetat, kloroform, asetonitril ve etanol.
Tim c¢oziicilerde furanokromonlarin  absorpsiyon spektrasi1 daha yiiksek
dalgaboylarma kaymistir (4-5 nm) (210-300 cm™'), aym zamanda la’ da
ekstinksiyon katsayisi yaklasik 5,000 1xmol 'xecm™' (Sekil 2.19 and Tablo 2.3 )
artmistir. Boylece kromon kromoforunun ¢esitli kisimlarina bir furan heterohalkasi
takilarak, farkli spektral ozellikler elde edildigi sOylenebilir. 1a’daki yogun furan
halkas1 molekiiler ekstinksiyonda, gii¢lii kirmiziya kayma olmaksizin, gézle goriiliir
artis gosterirken, 2’deki furan halkas1 giicli kirmiziya kayma ve molekiiler
ekstinksiyonda goreceli olarak kii¢lik bir artigla sonuclanir. Floresans spektrumunda
la ve 2a furanokromonlar1 2 band gosterirler, siddet oranlari (In+/lt+) ¢Oziicii
polaritesine olduk¢a duyarlidir. Bu davranig 3-hidroksikroman tiirevlerinin tipik bir
davranigidir. Floresans bandlarinin pozisyonlaria etkileri oldukca ilgingtir. 1 ve 2
numarali kromanlara furan heterohalkasinin eklenmesiyle T* emisyon bandinda
kirmiziya kayma gozlenirken N* bandi asag1 yukar1 ayn1 pozisyonda kalmistir(Sekil
2.20, Sekil 2.21, Tablo 2.4). Bu oldukca sira disidir ¢iinkii daha 6nce ki tiim
modifikasyonlarda, 2-aril siibstitiientinin donér 6zellikleri, 3-hidroksikromon’un her
iki bandim1 da, N* bandinda giiglii kaymalarla, etkilemistir. [73,74] Daha diisiik
polaritedeki ¢oziiciilerde daha giiclii goriinen, T* bandindaki kirmiziya kayma (Tablo
2.4), la ve 2a furanokromonlarinda band ayrimini sirasiyla 12-17 nm (360-520
cm™') ve 7-13 nm (180-320 cm!) arttirir. (Sekil 2.20, Sekil 2.21). Bu

furanokromonlarin bir diger 6zelligi ise yiiksek floresans kuantum verimidir. Bu,
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ana kromonlarmn yaklagik iki katidir ve diger 3-hidroksikromonlarla kiyaslandiginda
rekor seviyeye ulasmaktadir (70% la i¢in etanolde ve 61% 2a i¢in kloroformda)

(Tablo 2.4).

Abzarbance

350 400 450 500

Wavelength, nm

Sekil 2.19: Sentezlenen kromanlarin toluen igerisindeki normalize absorbsiyon
spektrasi

Fluorescence Intensity

0.0 T T T T T T T T T
450 500 550 &00 650 700

Wavelength, nm

Sekil 2.20: 1 ve 1a’nin kloroform(A) ve asetonitrildeki(B) normalize floresans
spektrumu
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Tablo 2.4: Sentezlenen kromanlarin spektral 6zellikleri

Solvent Am:ta abs (nm) ?‘mm\ AN+ (nm) Au::n AT (nm)  Tye/Tme £ (Ixmol - ®xem™) @
Hexane 1 403 425 553 0.010 37000 0.14
1a 407 426 571 0.0077 42000 0.26
2 439 457 583 0.078 44800 0.20
2a 445 460 599 0.088 47000 0.23
Toluene
1 408 456 566 0.044 35000 0.14
1a 413 458 581 0.0313 40000 0.29
2 446 508 613 0.55 37600 0.26
2a 451 508 623 0.601 39000 0.36
EtOAc 1 401 475 570 0.253 35000 0.05
1a 406 476 584 0.133 41000 0.13
2 436 537 618 1.93 37000 0.26
2a 440 538 626 2.24 38000 0.40
CHCL 1 413 481 560 0.669 35000 0.19
1a 418 482 573 0422 41000 0.34
2 453 545 621% 4.21% 37000 0.46
2a 458 546 629" 407" 38000 0.61
CH;CN 1 404 509 571 1.30 35000 0.09
1a 408 510 586 1.01 38000 0.18
2 437 582 - - 36000 0.25
2a 441 582 - - 37000 0.37
EtOH 1 412 523 35000 0.52
1a 418 523 - - 38000 0.70
2 444 600 - - 36000 0.09
2a 449 600 37000 0.18

Fluorescence Intensity

0.0-E

T T T T T T T T T T
450 500 Sa0 00 a50 Fon
Wavelength, nm

Sekil 2.21: 2 ve 2a’nin toluen (A) ve asetonitrildeki(B) normalize floresans spektrasi
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Furan heterohalkasinin ilavesiyle, 3-hidroksikromonlarin  temel floresans
Ozelliklerinin degigsmedigi agiktir. Dahasi, emisyon bandlar1 arasindaki siddet
oraninin (In+/lIt+) solvent polaritesine gii¢lii hassasiyeti korunmustur. Hekzandan
asetonitrile dogru artan ¢oziicii polaritesi her iki furanokromon igin In+/lT= ‘da gliglii

artig ile sonug¢lanmistir. (Tablo 2.4), ki bu da ana kromonlarda da benzerdir [20].

Sonugta yeni prosediir ile 2-aril-3-hidroksifurano[3,2-glkromonlar kisa siirede,
yiiksek verimde sentezlenmislerdir. Furan heterohalkasindaki IT elektronlar1 3-
hidroksikromon kromoforunun floresans ozelliklerini gelistirmistir, bunlardan en
onemlileri floresans kuantum verimindeki 6nemli artig ve iki emisyon maksimumu

arasindaki genis ayrimdir.

2.2 Fluoresans Spektroskopisi

2.2.1 Fluoresans Spektroskopisinin Teorisi

Fotonlarin bir molekiil tarafindan sogurulmasi olarak tanimlanan 151k absorbsiyonu
sonucu, molekiil temel enerji durumundan uyarilmis duruma gecer. Bu durumda
yaklasik 10 saniye kalan molekiil enerjisini radyasyon (isik ile) ya da radyasyonsuz
olarak ortama aktararak tekrar kararli durum olan temel duruma doner. Radyasyon
ile uyarma sonucu molekiiliin enerjisini ortama radyasyon olarak yaymasi olay1
fotoliiminesans ya da liiminesans olarak adlandirilir. Liiminesans; uyarilmis enerji

seviyesinin durumuna gore iki sekilde olabilir: Floresans veya fosforesans [21].

Temel seviyedeki bir organik molekiil, So olarak adlandirilan singlet temel elektronik
durumda bulunur. Uyarilmis singlet durumda, yiiksek-enerji orbitalindeki bir
elektron ile diisiik-enerji orbitalindeki ikinci bir elektron zit spin ydnelimlerine
sahiptirler. Singlet durumu belirleyen zit spin yonelimli bu elektronlara
“ciftlenmistir” denir. Fluoresans; 151k ile uyarilan aromatik organik bir molekiiliin,
birinci uyarilmis singlet elektronik durumdan 1sima yapmasi olayidir. Singlet
uyarilmis durumdan, singlet temel duruma doniis, zit yonelimli elektronlarin
yonelimlerini degistirmelerini gerektirmezken, triplet durumda bu zorunludur. Pauli
Digarlama Ilkesi’ne gore ayni spin ydnelimine sahip iki elektronun bir arada
bulunmalar1 yasaklanmistir. Bu durumda elektronlar ¢iftlendiklerinden floresansda,
kuantum mekanigince izinli gecisler s6zkonusudur. Triplet durumda bu elektronlar
“ciftlenmemislerdir” , yani ayni spin yonelimine sahiptirler. Triplet seviyeden

yapilan 1simalar fosforesans olarak adlandirilir. Floresans ve fosforesans
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mekanizmas1 ilk kez Alexander Jablonski tarafindan onerilen enerji seviyeleri

diyagramu ile agiklanmaya galisilmistir (Sekil 2.22).

Sekilde temel, 1. ve 2. uyarilmis elektronik seviyeler So, S1 ve Sy ile gosterilmistir.
Fluoresans oOzellik gosteren molekiilii tanimlayan florofor, uyarildigi herhangi bir
elektronik enerji seviyesinin 0.,1.,2.,...vs titresim enerji seviyelerinden birinde
bulunur. Belirtilmesi gereken bir diger nokta da cesitli elektronik enerji seviyeleri
arasindaki gegislerin dik olmasidir, bu gegisler 10™° saniye gibi kisa bir siirede
gerceklesir. Molekiil uyarilmis hale o kadar hizli geger ki ¢ekirdek koordinatlari
degismez. Bu FRANCK-CONDON yasast olarak adlandirilir. Uyarilma 107
saniyede gerceklesen oldukga hizli bir prosestir. Boylece singlet uyarilmis hal i¢in
potansiyel enerji diyagrami, temel hal ile tam simetrik degildir (Sekil 2.23). Temel
halden uyarilma ilk singlet uyarilmis halin en diisiik enerjili durumuyla sonu¢lanmak
zorunda degildir. Ik singlet uyarilmis halin en diisiik enerji seviyesine gecisler
emisyonla kiyaslandiginda oldukca hizli gergeklesir. Singlet uyarilmig halin en diistik
enerji seviyesinden emisyon 10 saniyede gerceklesir. Bu yiizden, bu seviye ilk
absorbsiyon haline gore yar1 kararli bir durum sergiler. Bu yar1 kararli durum
uyarilmis denge hali olarak diisiiniilebilir ve ¢ogunlukla Franck-Condon uyarilmis
hali olarak adlandirilir. Temel halde, normal sicakliklarda ¢ogu elektron en diisiik
enerji seviyelerini tercih edeceginden, absorbsiyon genelde bu seviyelerden
gerceklesir. Uyarilmis hal titresim enerjisi, uyarilma sirasinda kullanilan 1518 dalga
boyuna baglhidir. Bununla birlikte, floresans ile temel enerji diizeyine doniis her
zaman uyarilmis denge halinden gergeklesir. Franck-Condon prensibine gore,

uyarilmis denge halinden, temel hale geciste de ¢ekirdekler arast mesafe degismez.
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ABSORBSIYON FLORESANS FOSFORESANS

Sekil 2.22: Jablonski diyagrami

Excited
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Ground Fluorescence
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Sekil 2.23: Molekiiler elektronik enerji seviyeleri aras1 gecisler
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Bazi istisnalar disinda, kat1 fazdaki molekiiller uyarildiktan sonra enerjilerinin bir
kismin1 titresim veya 1s1 olarak ortama aktarirlar ve bu sekilde Si elektronik enerji
seviyesine donerler. Bu islem i¢ doniisiim olarak adlandirilir ve 10712 saniye gibi kisa
bir siire i¢cinde gergeklesir. Proteinlerin uyarilmis diizeyde bulunma siireleri olarak
tanmimlanan “lifetime”, yaklasik 10® oldugundan i¢ déniisiim, emisyondan daha kisa
bir siire igerisinde gerceklesir. S1 seviyesinde bulunan molekiiller Ti’e gecerek

oradan 151k yayabilirler. Bu islem de ¢apraz gecis olarak adlandirilir [22].
Floresans yayilimin ii¢ onemli karakteristik 6zelligi:

1. Stoke’s kaymasi floroforun uyarma enerjisinden daha diistik
bir enerji ile yayilim vermesi olarak tanimlanabilir. Bu durum,
yayilim spektrumunun absorbans spektrumuna oranla daha biiyiik
dalga boyuna (diisiik enerjiye) kaymasi olarak, spektrum iizerinde

acikea goriliir.

2. Floroforun enerjisinin bir kismini hizli bir sekilde ortama
aktararak Si’e inmesi nedeniyle olusan emisyon spektrumunun

dalga boyu, uyarma dalga boyundan bagimsizdir.

3. Floresans spektrumu, absorbansin ayna goriintiistidiir.

2.2.2 Molekiiler Fluoresans Spektroskopisi
Optik yontemlerden biri olan molekiiler fluoresans spektroskopisi, spektrofotometri

ile yakindan ilgili bir analitik yontemdir.

Uzerine uygun dalga boyunda bir 151n yollanan molekiil bunu 10 saniye gibi ¢ok
kisa bir siirede absorblamakta ve uyarilmis duruma gegmektedir. Bu dayanikli bir
durum degildir. Uyarilmis haldeki molekiil fazla enerjisinin bir kismini ya da
tamamm kaybetmeden ancak 107-10® saniye kadar bu halde Kkalabilir. Uyarilmus
durumdaki bir¢ok molekiil fazla enerjilerini komsu molekiiller ile ¢arpigsarak ve
disariya 1s1 vererek harcar. Bazi molekiiller ise bu fazla enerjilerini bir radyasyon
yayarak harcar ve temel duruma donerler. Absorbe edilmis 1s1nin yeniden yayilmasi
genel olarak fotoliiminesans veya liiminesans olarak tanimlanir. Fotoliiminesans,

fluoresans veya fosforesans yayma olmak tizere iki sekilde olabilir.

Temel durum + UV veya  absorpsiyon Uyarilmis durum emisyon Temel + floresans/
—_—
gorlinlir 1s1n~ uyarilma durum fosforesans
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X+hy > X* X+hy' (2.1)

v

Molekiiliin uyarilmis durumdan temel duruma doniis sekline gore fluoresans veya
fosforesans yayma olusur. Bir molekiil absorbsiyon ile temel -elektronik ve
vibrasyonel durumdan uyarilmis hale geger. Molekiil uyarilmis elektronik halde iken
titresim enerjisinin fazlast molekiiller aras1 c¢arpigsmalarla dagitilir. Daha sonra
molekiil temel enerji seviyesine ya dogrudan dogruya bir 151n yayarak veya bir triplet
seviyeye gectikten sonra bir 15in yayarak doner. ilk halde yayilan 1s1n fluoresansi,

ikinci halde yayilan 1s1n ise fosforesansi olusturur [23].

Bu iki 151n yayma olaymin ortaya ¢ikmasi i¢in gegen zaman da farklidir. Genel
olarak fluoresans yayilmasi, molekiiliin radyasyonu absorblamasindan hemen sonra
(yaklasik 104-10® saniye) olur. Fosforesans yayilmasi ise daha yavas ortaya ¢ikar (»
10* saniye). Bu nedenle fluoresans gosteren bircok madde radyasyon kaynagi
uzaklagtirildiktan sonra goriilmezken, fosforesans gosteren maddeler 1s1maya devam
edebilirler. Saptanan en uzun fosforesans Willemite(ZnSiOs) mineralinin gosterdigi

fosforesanstir. Bu mineralin 340 saat fosforesans gosterdigi bildirilmistir.

Isin absorblayarak uyarilmis duruma gegen pek ¢ok molekiil radyasyon yaymaksizin
fazla enerjisini harcarken, az sayida molekiil fluoresans ve cok daha azi ise
fosforesans yayar. Hem fluoresans hem de fosforesans yayma absorblanan enerjiden
daha diisiik enerjilidir. Yani daha uzun dalga boyunda ortaya c¢ikar. Burada
fosforesans Ol¢melerine kiyasla ¢ok daha yaygin olarak kullanilan fluoresans

spektroskopisi yontemi anlatilacaktir.

Fluoresans, hem gaz hem sivi, hem de kati halde ki sistemlerde ortaya ¢ikabilir.
Fluoresansin en basit sekli seyreltik atomik gazda goriilendir. Ornegin gaz haline
getirilmis sodyum atomlarmin 3s elektronlart 589.6 ve 589 nm’deki 1smnin
absorbsiyonu ile 3p haline uyarilmabilirler. Uyarilmadan yaklasik 10 saniye sonra
uyarilmis haldeki elektronlar normal seviyeye absorbladiklar ile ayn1 dalga boyunda
151n yayarak donerler. Bu ¢esit fluoresans yani absorbladiklari ile ayni frekansta 151n
yayma, rezonans radyasyon veya rezonans fluoresanstir. Bu olay molekiiller arasi
carpismanin olmadig1 bazi kat1 maddelerde de olabilir. Baz1 kat1 veya sivi haldeki
molekiiller daha uzun dalga boyunda fluoresans yayma yaninda ayni frekansta 1sin da

yayabilirler (Rayleigh yayilmasi). Bu olay konumuzun disindadir.
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Molekiillerin fluoresans yayma o&zelliklerinden gelistirilen molekiiler fluoresans
spektroskopisi yontemi ile eser miktarlardaki bir ¢ok organik ve anorganik maddenin

kalitatif ve kantitatif analizi yapilabilmektedir.

Maddenin yaydigi fluoresans 1sinin dalga boyu o madde igin karakteristik
olmasindan yararlanilarak kalitatif analizi yapilir. Diger taraftan yontemin daha
yaygin olarak kullanma alan1 kantitatif tayinlerdir. Belirli bir konsantrasyon
araliginda yayilan fluoresans 1sinin siddeti konsantrasyon ile orantili oldugundan

yararlanilarak bu maddelerin miktar tayini yapilabilmektedir [24].

Yontemin en Onemli {stlinliigli absorbsiyon yontemine kiyasla ¢ok daha az
miktarlardaki maddelerin analizinin yapilabilmesi yani duyarliligidir. Ayrica
fluoresans gosteren maddelerin ¢ok fazla sayida olmamasi yontemin segiciligini
digerlerine kiyasla arttirmaktadir. Fakat diger taraftan bu son ozellik yontemin

uygulama alanini siirli tutmaktadir.

2.2.3 Fluoresans Olusumun Prensipleri

Genellikle temel durumda yani en diisiik enerjili halde tiim elektronlar1 ¢iftlesmis
halde bulunan molekiiller fluoresans veya fosforesans 151in yaymaktadirlar. Molekiiler
fluoresans olay1 molekiildeki bag elektronlarinin, 6zellikle IT bagi elektronlarinin bir
foton ile etkilesmesinden olusmaktadir. Ciftlesmis spinli elektronlarin molekiiler
elektronik durumu, singlet hal olarak adlandirilir. Normal halde molekiildeki
elektronlar en diislik enerjili temel singlet durumdadir. Ve spinleri birbirine zittir.
Gonderilen elektromanyetik radyasyonun enerjisi, molekiiliin temel durumu ile eksite
durumu arasindaki farka esdeger ise elektronlarin biri veya birkagi bu enerjiyi
absorblar ve temel durumdan eksite singlet duruma yiikselir. Elektronik seviyeler
arasindaki enerji farki UV veya goriiniir alandaki enerjilere esdeger oldugundan,
enerji seviyeleri gecislerine neden olan alan bu alandadir. Bu gecis sirasinda
elektronlarin spininde bir degisiklik olmamis, ayn1 yonde kalmistir. Eksite singlet
hale yiikseltilmis, elektronun spini temel durumdaki elektronun spini ile ¢iftlesmis

halde kalir, sistemler arasi1 bir gecis yoktur [22].

Uyarilmis triplet durumunda ise elektronlardan birinin spini yon degistirir. Ayni
kuantum sayili iki elektron bir orbitalde bulunamayacagindan yeni bir orbitale
yiikselir. Uyarilmis triplet durumunda elektronlarin spinleri ¢iftlesmemistir, paralel

haldedir. Triplet seviyeye ¢ikmak iizere spinini ters dondiiren elektron bu is i¢in bir
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enerji harcamistir. Bu nedenle triplet durumunun enerjisi singlet durumunkinden
biraz daha diisiiktiir. Singlet temel durumdan dogrudan dogruya eksite triplet duruma
gecis olmaz. Ancak eksite singlet durumdan eksite triplet duruma gecis
olabilmektedir. Uyarilmis triplet durumda elektronun spininin baglangigtaki yoniine
donmesine bir diren¢ olustugundan bu durumun 6mrii eksite singlet halin dmriinden

daha uzun stirmektedir.

Molekiiliin temel hale geciste sectigi yol, uyarilmis halin en kisa siireli oldugu
yoldur. Yani eger floresans yayma ile deaktivasyon islemi radyasyonsuz yola kiyasla
daha ¢abuk oluyorsa floresans yayar. Radyasyonsuz yol daha hizli ise 1s1n yayma ya

cok azdir ya da yoktur.

Eger uyarilmis singlet hal nispeten dayaniksizsa molekiil temel duruma genellikle
radyasyon yaymaksizin doner. Temel duruma dénmenin disinda uyarilmis veya
temel durumlarin gesitli titresim seviyelerinden en diisiik seviyeye inislerde ya da bir
uyarilmig singlet halden bir baskasina veya uyarilmis triplet hale gecislerde de enerji

kayiplar1 olmaktadir.
Radyasyon yaymaksizin ortaya ¢ikan baslica enerji kayb1 durumlari sunlardir:

1. Titresimsel dinlenme (vibrational relaxation : VR)

2. I¢ déniisiim (internal conversion: IC)

3. Sistemler aras1 gecis (intersystem crossing : ISC)

4. Enerji transferi (energy transfer)
2.2.3.1 Titresimsel Dinlenme
Uyarilma ile herhangi bir titresim seviyesine gecis olabilir. Cozeltide uyarilmis
haldeki molekiiller ile ¢6ziicli molekiillerinin ¢arpigmasi sonucu titresim enerjisinin
fazlas1 derhal kaybedilir ve uyarilmis halin en diislik seviyesine gecis olur. Bunun
sonucunda 1s1 aciga cikar ve ¢ozeltinin sicakligi artar. Temel durumda da benzer
durum s6z konusudur. Herhangi bir yol ile temel haldeki bir titresim seviyesine

doniis olduktan sonra bu seviyelerden en diigiik olanina gec¢is yine vibrasyonal

dinlenme islemi ile olmaktadir.
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2.2.3.2 ¢ Déniisiim
Iki elektronik durumun titresim seviyelerinin ayni olmas1 halinde iki uyarilmis halin
potansiyel enerjileri ayn1 olur. Bu durumda ayni enerjili titresim seviyeleri arasinda

bir gegis olur. I¢ doniisiim sonucunda elektronun spini ayn1 yonde kalir.

2.2.3.3 Sistemler Aras1 Gegis

Uyarilmis singlet durumdan triplet duruma gegislerdir. Bu islem sirasinda elektronun
spini déner. ¢ déniisiimde oldugu gibi iki durumun titresim enerjilerinin ayn1 olmasi
sarttir. Genellikle iyot, brom gibi agir atomlu molekiillerde bu gecis goriilmektedir.
Oksijen gibi paramagnetik tiirlerin varligi da sistemler arasi gecisi arttirmakta,

floresans olusumunu azaltmaktadir.

2.2.3.4 Enerji Transferi

Bu islem uyarilmis durumdaki bir molekiiliin fazla enerjisini alict bir molekiile
dogrudan ve 1siksiz bir sekilde aktararak normal duruma donmesidir. Enerji nakli
aynt zamanda bir molekiilde birbirinden uzaktaki iki kromofor grup arasinda da

ortaya ¢ikabilir.
Bu islemlerin dordii de floresans yaymayi engelleyicidir.

Radyasyon yayilmasi sonucu floresans ve fosforesans olusur.

2.2.4 Floresans Yayma

Molekiil eger goreceli olarak daha dayanikli bir uyarilmig singlet durumda ise
uyarilmig singlet durumun en diislik titresim seviyesinden temel elektronik hale
doniis floresans yayma ile olur (Sekil 2.22) . Diisiik konsantrasyonlarda, diisiik
sicaklikta ve yogun coziiciilerde calisilarak uyarilmis singlet durum daha dayanikli
hale getirilebilir. Bunun sonunda ¢arpigsma ile olan enerji kaybi azaltilarak floresans

yayma arttirtlabilmektedir [25].

Uyarilmis singlet halin titresim seviyelerine uyarilmis bir molekiil 6nce radyasyon
yaymaksizin bu durumun en diisiik titresim seviyesine indigi ve sonra floresans
yaydig1 i¢in, floresans yayma ile sonuglanan gegisler absorbsiyon gecislerinden daha
diisiik enerjilidir. Bu nedenle floresans 1smnin dalga boyu absorbe edileninkinden
daha uzun olmakta yani emisyon spektrumu uyarilma spektrumundan daha uzun
dalga boyunda ortaya ¢ikmaktadir. Bazi 6zel durumlarda ise temel halin bazi iist

titresim seviyelerinde bulunan molekiiller de olabilir. Enerji diyagraminda (Sekil
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2.22) goruldigii gibi boyle bir seviyeden Si haline uyarilma ve buradan temel
durumun en diisiik enerji seviyesine doniis de miimkiin olabilir. Bu durumda ise
uyarilma spektrumunun en uzun dalga boyundan daha kisa dalga boyunda floresans

yayilmasi nedeniyle uyarilma ve emisyon spektrumlarinda ¢cakismalar gézlenebilir.

2.2.5 Fosforesans Yayma

Molekiiliin daha dayanikli bir uyarilmis singlet durumda olmasi halinde once singlet
halden triplet duruma bir sistemler aras1 gegis olur ve daha sonra temel duruma gegis,
fosforesans yayma ile olur. Uyarilmis triplet durumun en diisiikk enerji seviyesi en
uzun omiirlii olan haldir. Dis kosullara bagl olarak buradan ya fosforesans yayma ya

da molekiiller aras1 carpisma ile temel duruma gegis olur.

2.2.6 Floresansi Etkileyen Faktorler
Bir bilesigin floresans gosterip gostermemesi ve floresans 111 siddeti hem molekiil

yapist hem de kimyasal ¢evreye bagli olmaktadir.

2.2.6.1 Yapisal Faktorler

Bir molekiiliin floresans gosterebilmesi i¢in ilk kosul UV veya goriiniir alandaki
radyasyonun absorblanmasidir. Bu absorblama ne kadar kuvvetli olursa yayilan
floresansin siddeti de o kadar kuvvetli olur. En diisiik enerjili elektronik gegisleri
[I—IT" olan molekiillerin hem & degerleri hem de floresans etkinlikleri yiiksek

olmaktadir.

Basit alifatik yapili bilesikler absorbladiklar1 enerjiyi 151n yaymaksizin harcarlar ve
floresans gostermezler. Ketonlar, aldehitler, karboksilli asitler, amidler, esterler gibi
[T bagh heteroatom igeren ve endiisiik enerjili gegisleri n—II" olan bilesikler
genellikle absorbladiklar1 enerjiyi i¢ doniisim seklinde harcarlar ve az floresans
gosterirler. Polienler ve aromatikler ile bunlarin tiirevleri ise floresans gosteren
bilesiklerdir. Ozellikle bunlardan diizlemsel ve kati yapida olanlarin floresans

etkinligi en yiiksektir.

Benzenin kendisi zay1f floresans gosterir. Benzen halkasinin siibstitlisyonu stibstitiiye
olan gruba gore floresansi olumlu veya olumsuz ydnde etkiler. Ornegin, orto ve para
yonlendiricilerinden —OH, -NHa, -NHR, -NRR’, -OR gibi siibstitiientler floresansa ya
etkili olmazlar ya da arttirirlar. -COOH, -NO, -RCO, -CHO, -N=N, -I, -Br, -Cl gibi
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meta yoOnlendiriciler ise floresansi azaltici etki gosterirler. Bazi siibstitlientlerin

benzenin floresansina etkisi Tablo 2.5’de verilmistir [23].

Tablo 2.5: Benzenin floresansina siibstitiisyonun etkisi

Bilesik Formiil Florgza;rlljlz rﬁalga Flore;;lc{l;zltlibagll
Benzen CeHe 270-310 10
Anisol CsHsOCHs 285-345 20
Anilin CeHsNH: 310-405 20
Fenol CeHsOH 285-365 18
Toluen CeHsCHs 270-320 17
Klorobenzen CeHsCl 275-354 7
Bromobenzen | CsHsBr 290-380 5
Benzoik asit | CeHsCOOH 310-390 3
Nitrobenzen | CgHsNO: - 0

2.2.6.2 Molekiiler katihk

Molekiiler katilik hareket serbestligini azalttigindan, triplet duruma sistemler arasi
gecisler ve molekiiller arasi ¢carpigmalar gibi 151n yaymadan gecis olasiliklart azalir.
Ornegin, benzer yapida olan fluorescein ve fenolftaleyn bilesiklerinden fluorescein
cozeltt halinde kuvvetli floresans gostermesine karsilik molekiiler katilik

gostermeyen fenolftaleynin boyle bir 6zelligi yoktur (Sekil 2.24).

Metal iyonlar1 ile selat olusturma da titresimleri azaltan molekiiler katilik
sagladigindan floresans: arttirir. Ornegin, pontakrom BBR : 2,2’°-dihidroksi-1,1’-
azonaftalen-3-sulfonik asit sodyum tuzu floresans gostermezken aliminyum ile
olusturdugu selat kuvvetli floresans gosterir (Sekil 2.25). Aliiminyum ile selat
olusturmadan 6nce naftalen gruplar1 azo grubu etrafinda serbest¢ce donebilmektedir.

Selat olusumundan sonra molekiil diizlemsel ve kat1 bir duruma kavusur.

Selatometrik titrasyonlarda bu tiir maddelerden floresans indikatérii olarak
yararlanilabilir. Ornegin, kalsiyum veya bakirmn EDTA ile titrasyonunda, EDTA ile
reaksiyon vermeyip kalsiyum veya bakir ile yesil floresans gosteren selatlar

olusturan kalsein bu amagla kullanilmaktadir.
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Fluorescein Fenolftaleyn

Sekil 2.24: Fluorescein ve fenolftaleyn

HZO‘ ,OHZ
‘A'|+3
OH HO o "\ Do
Pontakrom BBR Pontakrom BBR'nin

aliminyum selati
Sekil 2.25: Pontokrom BBR ve Pontokrom BBR’nin aliiminyum selati

2.2.6.3 Sicaklik ve Viskozite

Bircok molekiiliin floresanst sicakligin artmasi ile azalir. Sicakligin artmasi ve
¢oziliciiniin viskozitesinin azalmasi, uyarilmis molekiil ile diger molekiillerin
carpismasi ve ayrica sistemler arasi gecislerin olasilifini arttirmaktadir. Diisiik
sicaklikta ve yiiksek viskoziteli ortamda ise dinlenme zamani uyarilmis durumun

omrinden daha uzun olmakta ve floresans artmaktadir.

2.2.6.4 Coziicii

Kullanilan ¢oziiciiler floresans siddetinin veya floresansin goriildiigi dalga boyunun
degismesine neden olabilir. Coziiciiniin genellikle uyarilmis durumdaki molekiiller
ile hidrojen bagi olusturmasi temel hale radyasyonsuz doniis isleminin hizini
artirdigindan floresansin siddetinde azalma olur. Bu nedenle —OH, -COOH, -NH:
gibi hidrojen bagi olusturabilecek gruplar igeren maddelerin analizinde c¢oziicii
seciminde dikkatli olunmalidir. Ornegin, 5-hidroksi kinolinin izopentandaki floresans
etkinligi degeri 0,3 iken DMSQO’da 0,07 ye diismektedir.

Bir veya daha ¢ok sayida agir atom iceren ¢oziiciiler, sistemler arasi gegis olasiligini

arttirdiklarindan floresansi azaltirlar.
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Coziiciiniin polaritesi floresansin siddetinden ¢ok dalga boyunu etkiler. Genellikle
polaritenin artmasi ile floresans emisyonunun maksimumu daha uzun dalga boyuna
kayar. Ornegin, uyarilma maksimumu 285 nm olan indoliin emisyon maksimumlari
siklohekzanda 297 nm, benzende 305 nm, dioksanda 310 nm, etanolde 330 nm ve
suda 350 nm’dir [21].

Uyarilma spektrumuna solvent etkileri, absorpsiyondakine benzerdir. Bir florofor,
daha az polar ortama koyuldugunda emisyon spektrumunda maviye kayma gozlenir.
Bu sekil 2.26’te gosterilmistir. Polar bir ¢oziiciide (Sekil 2.26A), solvent molekiilleri
temel hal ¢evresinde diizenlenmislerdir. Uyarilmada ise, floroforun dipolii degismis
ve Franck-Condon uyarilmis halde, solvent molekiilleri artitk en kararh
konfigiirasyonda degildir. Bununla birlikte, emisyon uyarilmis denge halinde
olugmaktadir ve solvent molekiilleri emisyondan 6nce yeni uyarilmis hal dipoli
cevresinde kendilerini diizenlemek igin yeni bir sansa sahip olmuslardir. Ve
uyartlmis hal solvent etkilesimleri ile kararli hale gelmistir. Apolar bir solventte
(Sekil 2.26B) solvent molekiillerinin uyarilmis hal ¢evresinde yeniden
diizenlenmeleri s6z konusu degildir ve de uyarilmis hal kararli hale gelmez. Bir
florofor polar bir ¢oziicliden apolar bir ¢oziiciiye aktarildiginda, uyarilmis hal ve
temel hal arasindaki enerji farki, apolar ¢Oziiciiniin uyarilmis hali stabilize

edememesine bagli olarak, artar. Bu, emisyon maksimumunda “maviye kayma” ile

sonuglanir.
Franck-Condon f 5 Franck-Condon e o
uyariimig hal uyariimig hal
—— — o
+ \ i \ Denge
Denge _r’ D ——— =‘/a
—_— /p Uyariimig hal
Uyariimis hal S
Temel hal Temel hal
A S B

Sekil 2.26: Floresans emisyonuna ¢oziicii etkileri (A) polar ¢oziicii, (B) nonpolar

¢oziicii, (—) florofor dipolii, (f\“;r) solvent dipolii, (o) dipolil olmayan solvent
molekiilleri
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2.2.6.5 pH

Asidik ve bazik grup igeren bir bilesigin floresans1 ortamin pH’ma baghdir. Ornegin,
notr ortamda hem fenol hem metoksibenzen floresans gosterir. Bazik ortamda fenol,
floresans gostermeyen anyonuna doniigiirken, metoksibenzen degisiklik gdstermeden
kalir. Anilin ¢ozeltisi nétr ve bazik ortamda iken goriiniir alanda floresans gosterir.
Cozelti asitlendirildiginde bu floresans kaybolur. Diger taraftan anilin pH’a bagh
olmaksizin UV alanda floresans gostermektedir. Asidik ¢ozeltide azot atomu pozitif
yiik ile yiiklenerek anilinyum iyonu olusturur. Bu durumda amin grubu halka ile
rezonansa girememekte ve bu nedenle anilinyum iyonunun rezonansi benzeninkiyle
ayni olmaktadir (Sekil 2.27). Nitekim benzen de UV alanda floresans gosterir. Diger
taraftan notr ve bazik ortamda anilin {i¢ ilave rezonans yapist gosterir ve bunu
sonucunda daha dayanikli uyarilmis singlet durumu olugsmasi nedeniyle floresans

1s1nin dalga boyu daha uzun dalga boyuna kayar.

H
H— l\||+—H H +/
Anilinyum iyonu Anilinin bazi rezonans sekilleri

Sekil 2.27: Anilinyum iyonu ve anilinin bazi rezonans sekilleri

Bu sekilde ortamimn pH’ma bagli olarak floresans gosteren bilesiklerden asit-baz

titrasyonlarinda indikator olarak yararlanilabilir.

2.2.6.6 Coziinmiis Oksijen, Paramanyetikler ve Agir Atomlar

Floresans gosteren bir ¢ozeltinin floresans siddeti ¢oziinmiis halde bulunan oksijenin
etkisi ile azalir. Bu etki organik maddenin fotokimyasal yolla oksidasyonu sonucu
olabilecegi gibi oksijenin paramanyetik yapisi da bu duruma neden olabilir. Oksijen
bu yapist nedeniyle uyarilmis durumdaki molekiillerin sistemler aras1 gegisler ile
triplet duruma ge¢melerine neden olur ve bunun sonucunda floresans azalir. Bu

bakimdan analizden 6nce ¢ozeltiden ¢oziinmiis havanin uzaklastirilmasi uygun olur.

Oksijenden baska Fe', Co*?, Ni*2, Cu*? gibi paramanyetik ve dis d orbitalleri

dolmamis gegis elementleri de floresansi sondiirmektedir. Bunlarin etkisi de
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oksijende oldugu gibidir. Uyarilmis singlet durumdan triplet duruma gegis hizi
arttirilir. Buradan temel duruma gegis genellikle radyasyon yaymaksizin ¢arpismalar

ile olur [24].

Benzer bir etki de Hg*?, Au*, TI*® gibi diyamanyetik fakat agir atomlarin floresans
tizerine olumsuz etkileridir. Bunlar da benzer sekilde sistemler arasi gecisi
hizlandirmakta ve floresansi azaltmaktadir. Na*, K*, Ca*2, Mg*? gibi diyamanyetik

hafif metaller floresans1 degistirmezler.

2.2.7 Is1k Sogurumu

Molekiillerin 15181 sogurma o6zellikleri, sogurum (absorbsiyon) spektrometresinin
esasint  olusturur. Molekiillerin sogurma 6zellikleri, yapilar1 ve bulunduklar1 ortama
gore degisir. Boylece sogurum spektrometresi molekiillerin yapilar1 ve c¢evrelerine
iliskin 6nemli bilgiler verir. Ayrica belirli bir dalga boyundaki 151810, i¢inden gectigi
¢ozeltide sogurulan miktar1 maddenin ¢ozeltideki derisimi ile orantilidir [25]. Bu
ozellik so6zkonusu maddenin c¢ozeltideki igeriginin belirlenmesine imkan tanir.

Sogurum (A), Bouger-Lambert-Beer yasasiyla:
A=log(lo/)=¢e.C.D (2.2)

seklinde ifade edilmistir. Burada &, molar sogurum(ekstinksiyon) katsayis1 (M cm™)
C, derisim ve d, 15181n kiivet boyunca gectigi yol (cm)’dur. Bu esitlik kullanilarak ¢

degeri bilinen ve sogurum degeri dl¢iilen bir ¢ozeltinin derisimi hesaplanir.

Floresans kuantum verimi (q), yayilan 1s18in yiizdesini gosteren bir ifadedir ve
floresans boyalarin kalitesini belirleyen bir tanimdir (2.2). Deneysel olarak g,

kuantum verimi belirli bir standartla kiyaslanarak belirlenir.
q= yayilan fotonlarin sayisi / absorblanan fotonlarmn sayisi (2.3)

Belli bir dalgaboyunda floresans emisyon veren fotonlarin 1s1k siddetlerinin uyarma
dalgaboylarina gore dagilimi floresans uyarma grafigidir ve bu, sogurum grafiginin

bir analogudur.

2.2.8 Floresans Yayilhim Grafigi
Floresans yayilim bilgileri, floroforun kimyasal yapisi ve i¢inde bulundugu ¢oziicti
ortamina bagl olarak degisiklik gdsteren yayilim spektrum araciligiyla elde edilir.

Floresans yayilim spektrumu, floresans 1sik siddetinin dalga boyu ya da dalga
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sayisina gore degisimidir. Floresans kuantum verimi 1g1k sogurumu sonucu yayilan
foton sayisinin sogurulana orani olarak tanimlanir. Uyarilmig seviyedeki molekiiliin
temel elektronik seviyeye ge¢cmeden Once gecirdigi zaman floresans yagam siiresi
(lifetime)olarak tanimlanir ve t ile gosterilir. Floresans enerji aktarimi: uyarilmig
elektronik seviyedeki kromofor (floresans 6zellik tasiyan grup) enerjisini, dogrudan

etkilesimde olmadig1 diger bir kromofora aktarabilir.

Floresansin siddeti ile floresans yayan maddendin konsantrasyonu arasinda ¢izilecek
grafik diisiik konsantrasyonlar i¢in dogrusaldir. Absorbansin 0.05’ten fazla oldugu

konsantrasyonlarda dogrusallik bozulur.

Floresans 1ginin siddeti gelen 1s1nin siddetine dogrudan baglidir. Bu durumda gelen
1sinin siddetinin arttirilmasi ile duyarlilik kolayca arttirilabilir. Fakat gelen 1sinin
siddeti arttikca hem fotodekompozisyon olabilir hem de ¢oziicii ve bazi kirliliklerden
olusabilen floresans da bu sirada artar. Bu nedenle florometrik ol¢limlerde teshis

sinirt bos deneme ¢ozeltisinin floresans siddeti ile sinirlidir [22].

Isik kaynagini siddeti zaman zaman degisebileceginden floresans sinyalleri mutlak
degerler olarak dlciilemez. Bu nedenle floresans siddeti ger¢ek degerden ¢ok bagil
floresans degerleri ile ifade edilir. Olgmeler bazi standart maddelerin floresans
siddetine bagli olarak yapilir. Bu amacgla en c¢ok kullanilan standart maddeler

kininstilfat, diklorfluorescein, rhodamin B gibi maddeler veya cam referanslardir.

Floresansin siddeti molar absobtivite ile orantilidir. Bu nedenle uyarici 1s1min dalga

boyunun maksimum absorbsiyonunun dalga boyunda olmasi gerekir.

Kantitatif analiz ¢alismalarinda analiz edilen maddenin bilinen konsantrasyonlardaki
cozeltilerinin floresans degerleri Olgiilir ve standart maddelere oranlanir.
Konsantrasyonlar ile bunlara esdeger bagil floresans siddetleri arasinda ¢izilen
standart egri yardimiyla bilinmeyen konsantrasyon bulunur. Tiim dlgmelerde uyarici

151k kaynagi, ¢oziicli, sicaklik, pH vb. deney kosullart ayni olmalidir.

Yayilan floresans 1sinin ¢ozeltideki bilesenler tarafindan absorbe edilmesi nedeniyle
siddetinin azalmasi olayina sondiirme (quenching) denir. Bu etki dogrudan dogruya
maddenin kendisi tarafindan olusturuluyorsa kendi kendini sondiirme (self
quenching) s6z konudur. Konsantrasyonun artmasi ile bu durum ortaya ¢ikar. Sekil
2.28’ de naftalenin floresans siddetinin kendi kendini sondiirme nedeniyle azalmasi

goriilmektedir [23].
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Floresans
siddeti

x

Konsantrasyon, mg/ml

Sekil 2.28: Naftalende konsantrasyonun floresans siddeti lizerine etkisi

Sondiirme uyarilmis durumdaki molekiillerin safsizlik olarak bulunan yabanci
molekiiller ile carpismasi sonucu 151ns1z enerji kaybiyla da olabilir. Bu olaya safsizlik
sondiirmesi (impurity quenching) denir. Ayrica ortamda bulunan ¢éziinmiis haldeki
oksijen, agir metaller veya paramanyetikler sistemler arasi gecis hizim

etkilediklerinden sonmeye neden olabilirler.

Florimetrik ¢alismalar i¢in hazirlanmis 6zel saf ¢oziiciilerin kullanilmasi ile sonmeye
sebep olan bazi etkenler onelenebilir. Sicaklik ve pH degismeleri de sonmeye neden
olabilir. Maddenin uzun siire UV 1sina maruz birakilmasi sonucu fotokimyasal

reaksiyon olabileceginden floresans azalir.

2.2.9 Florometre ve Spektroflorometre Aleti
Floresans analizlerinde floresans 1sinin siddetini 6l¢mek i¢in kullanilan aletin baslica
kisimlar1 151k kaynagi, 6rnek kiiveti, uyarma ve emisyon dalga boylarini segecek bir

cift filtre veya monokromator ve floresansi 6l¢ecek dedektordiir. (Sekil 2.29)

Isik kaynagindan ¢ikan UV veya goriiniir alandaki 151n, analiz edilecek Ornege
gelmeden once bir yarik ve sonra monokromatdrden gecirilir. Ornek ¢ozeltisinden
her yone dagilan floresans 1sin belli bir agidan, dnce bir yariktan ve sonra emisyon
filtresi veya monokromatoriinden gecirildikten sonra fototiipe gelir. Yiikselticiden
gecirildikten sonra floresans 1smin siddeti gostergeden okunur veya yazicida bir pik
halinde kaydedilir. Bazi aletlerde ise 151k kaynagmin siddetindeki ve dedektor
cevabindaki degisiklikleri gidermek iizere ¢ift 1sinli (double beam) diizenek

kurulmustur. Burada 151k kaynagindan ¢ikan 1sin monokromatorden gectikten sonra
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ikiye ayrilir. Isinlardan biri 6rnek ¢ozeltisinden gegtikten sonra, digeri ise dogrudan
dogruya fototiipe gelir. Bu sekilde calisilarak 151k kaynaginin siddetindeki
degisiklikler  giderilebilmektedir. Ancak ¢ift 1sinli  deyimi  absorbsiyon
spektrofotometresinde kullanildig1 anlamda degildir. Coziicii veya belirteclerden ileri
gelebilecek floresans yayma veya kati pargaciklardan yayilabilecek 1sinlar bu sekilde
giderilemez. Bunun i¢in blank floresansinin ayrica Olgiilerek Orneginkinden

cikarilmasi gerekir [21].

Uyarma I Ornek
Kaynak ; ]
| Y ﬁmunokmmatﬁrﬂl I hicresi

Emisyon
monokromatdrd

IKaydedici I-—IYllikseltici I-—I Dedektdr I

Sekil 2.29: Florometre cihazi

Floresans 1smnin gsiddeti gelen 1smmin siddetine bagli oldugundan duyarlilik

bakimindan 151k kaynaginin kuvveti 6nemli olmaktadir.

En cok kullanilan 151k kaynaklar1 civa ark lambas1 ve ksenon ark lambasidir. Ksenon
lamba degisik dalga boylarinda ¢ok fazla degismeyen bir emisyon gosterirken, civa
lamba belirli dalga boylarinda yiiksek siddette bandlar halinde emisyon yaymaktadir.
Ksenon lambanin devamli ve yakin siddetteki emisyonu genellikle farkli dalga
boylarinda calisildiginda tercih edilir. Fakat analiz edilen maddenin numunenin
uyarilma maksimumunun civanin emisyon bantlarindan birine uymas: halinde
floresans siddeti daha fazla olacagindan civa lamba ile daha hassas analizlerin

yapilmas1 miimkiin olacaktir.

Civa ark lamba ile emisyon spektrumu alinabilir. Fakat emisyonu devamli
olmadigindan uyarilma spektrumu alinamaz. Bu nedenle spektroflorometrelerde 200-
700 nm arasinda ve diizenli emisyonu olan ksenon lamba kullanilarak hem uyarilma

hem de emisyon spektrumu alinabilmektedir.
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Son yillarda ultraeser analizlerde 1sin kaynagi olarak gii¢lii lazer i1sinindan da

yararlanilmaktadir.

Uyarilma ve emisyonun segiciligini saglamak iizere gelen 1sin ile 6rnek ¢ozeltisi
arasina ve Ornek c¢ozeltisi ile dedektdr arasina filtreler veya monokromatdrler
yerlestirilmistir. Monokromatorler filtrelere kiyasla daha dar aralikta bir 1s1n demeti
gecirirler. Florometrelerde filtreler, spektroflorometrelerde ise monokromatorler
kullanilir. Florometrelerde kullanilan filtreler ¢esitlidir. Genellikle eksitasyon filtresi
istenen dalga boyundan daha biiyiik dalga boyundaki 1sinlar1 gecirmeyecek sekilde
secilir. Boylece 1s1n kaynagindan dagilarak dedektore gelebilecek isinlar onlenir.
Civa lamba ile ¢alisilirken 6zel plastik filtreler kullanilarak 300 nm’nin tizerindeki
emisyon absorblanir ve sadece 254 nm’deki radyasyon elde edilir. Interferans
filtreler tek tek civa bandlarimi se¢mek igin kullanilir. Band-pass filtreler ise belirli
birka¢ bandi gegirir. Civa lamba fosfor ile kaplanarak kesik kesik olan emisyonu
devamli hale getirilebilir [22].

Spektroflorometrelerde 6zellikle goriiniir alanda prizmaya karsi daha iyi bir ayrim

saglayan difraksiyon sebekeli monokromatorler (grating monochromator) kullanilr.

Yarik araliginin uygun bie genislikte secilmesi gerekir. Genellikle genis yarik
hassasiyeti arttirirken girisim gosteren dagilan 1ginlarin goriinmesine yani ayirmanin
azalmasina neden olur. Uyarilma spektrumu anliyorsa uyarilma yarig1 iyi ayirma igin
dar tutulurken emisyon yarig1r daha yiiksek hassasiyet i¢in daha genise ayarlanir.

Emisyon spektrumu alinirken ise aksi yapilir.

Dedektor olarak genellikle foto c¢ogalticili tiipler kullanilir. Dedektére gelen 1sin
burada elektrik enerjisi haline doniistiiriiliir ve yiikselticiden gecirildikten sonra

akim siddetinin degeri gdstergeden okunur veya yazicida kaydedilir.

Ornek ¢ozeltilerini igeren kiivetler kuvarz veya camdan yapilmistir. Uyarmanin 320

nm’nin altinda olmasi halinde kuvarz kiivetler kullanilir.
Ornek ¢ozeltisinin yerlestirildigi boliimiin ici gelen 15111 yansimasini dnlemek iizere

siyah renge boyanmustir.

2.2.10 Uyarilma ve Emisyon Spektrumlari
Cift monokromatorlii bir spektroflorometre ile analiz edilecek maddenin uyarilma ve

emisyon spektrumu alinabilir. Bunun i¢in 6rnek dnce herhangi bir dalga boyunda 151n
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ile uyarilarak maksimum emisyon gosterdigi dalga boyu saptanir. Madde ¢ozeltisi ile
dedektor arasindaki emisyon monokromatorii sabit tutulurken 151k kaynagi ile madde
¢ozeltisi arasindaki uyarilma monokromatorii 200 nm yakinlarindan baslanarak
otomatik olarak degistirilir. Bu sekilde yazicida ¢izilen, maddenin uyarilma
spektrumudur. Daha sonra uyarilma monokromatorii, uyarilma spektrumundan
saptanan maksimum dalga boyunda sabit tutulurken, emisyon monokromatdrii
degistirilir. Boylece maddenin emisyon spektrumu elde edilir. Uyarilma spektrumu,
uyarilma dalga boyu ile floresans 1sinindaki degismelerin kaydedilmesi ile alinir.

Emisyon spektrumu ise floresans yaymanin spektral dagilimidir.

Analitik uygulamalarda emisyon spektrumu kullanilmaktadir. Ancak analiz edilecek
maddenin en uygun uyarilma dalga boyunun saptanmasi i¢in uyarilma spektrumunun
alinmas1 uygundur. Maddenin uyarilma spektrumu absorbsiyon spektrumu ile
aynidir. Maddenin floresans yayma ile kaybettigi enerji, absorbsiyon ile
kazandigindan daha az oldugundan emisyon spektrumu uyarilma spektrumuna

kiyasla daha uzun dalga boyunda ortaya ¢ikar.

Filtreli florometreler ile calisilirtken Olgme isleminden Once uygun filtrelerin
secilmesi gerekir. Bunun i¢in drnegin ¢alisilacak konsantrasyonda bir ¢ozeltisinin ve
blank’in floresansi gesitli primer filtreler denenerek Olgiiliir. Blank i¢in en disiik,
ornek icin en yliksek floresansin dl¢iildiigi filtre saptanir. Bu secilen primer filtre ile
bu defa sekonder filtreler degistirilerek en yiiksek floresansin okundugu filtre

saptanir. Olgiimlerde bu filtreler kullanilir [23].

2.2.11 Floresans Uygulamalari

Floresans gosteren bir maddenin yaydigi 1s1nin maksimum dalga boyu o madde i¢in
karakteristik oldugundan floresans analizleri ile maddelerin kalitatif analizleri
miimkiin olmaktadir. Kantitatif analizler ise belli bir konsantrasyon araliginda
floresans siddeti ile konsantrasyon arasindaki iligkinin dogrusal olmasindan
yararlanilarak yapilmaktadir. Floresans ozellik gosteren fakat ornekteki miktarlar
cok az oldugundan kolorimetrik veya spektrofotometrik  yontemler ile tayin
edilemeyen pek ¢ok madde, ¢ok diisiik konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinden (107-10°

® M) florometrik yontem ile tayin edilebilirler.
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Floresans analizlerinin hem organik hem anorganik maddelerin 6zellikle biyokimya,

farmasotik kimya, ¢evre kirliligi analizlerinde ¢ok genis bir uygulama alani vardir

[24].

2.2.11.1 Anorganik Maddelerin Analizi

Cozeltisi halindeyken floresans gosteren az sayida anorganik iyon bulunmaktadir.
Bunlardan en iyi bilineni uranil iyonudur. Bundan baska krom(lll), seryum (llI),
talyum(I) iyonlar1 da floresans goOsterdiklerinden florometrik olarak tayin

edilebilirler.

Az sayida anorganik iyon dogrudan dogruya floresans gostermesine ragmen, pek ¢ok
sayida anorganik iyon bazi aromatik yapida maddeler ile selat olusturarak kuvvetli
floresans yayan bilesikler olustururlar. Boylece pek cok elementin hassas bir sekilde
miimkiin olmaktadir. Ornegin aliiminyum, 8-OH kinolin veya 2,2’-bipridin gibi
bilesikler ile kuvvetli floresans gosteren kompleksler olusturur. Bu ligandlarin bir

kismi zayif floresans gosterir, bir kismi hi¢ géstermez [25].

Siyaniir ve floriir gibi bazi anyonlar floresans sondiirme Ozelliklerinden

yararlanilarak analiz edilebilirler.

2.2.11.2 Organik Maddelerin Analizi

Biyokimya, farmasotik kimya ve gevre kirliliginden pek ¢ok maddenin analizi
florometrik olarak yapilmaktadir. Yontemin hassasiyeti ve ozellikle segiciligi pek
cok biyolojik kaynakli maddenin kompleks karigimlarindan dahi analizine olanak

saglar.

Triptofan, tirozin ve fenilalanin gibi bazi aromatik yapili aminoasitler floresans
gosterirler. Diger cok sayida asit ve protein floresans gostermemesine ragmen bunlar,
bazit uygun maddeler ile tiirevlendirilerek floresans gosteren bilesiklerine
doniistiiriildiikten sonra analiz edilebilirler. Ornegin fenilalaninin floresans1 zayiftir.
Ninhidrin ve Cu(Il) ile kuvvetli floresans gosteren tiirevi haline doniistiiriildiikten

sonra analiz edilir. Bu amagla en ¢ok kullanilan belirtegler sunlardir:

Aminoasitler i¢in, dansilkloriir, NBD kloriir, o-ftaldialdehit, feniltiohidantoin; amin
grubu iceren maddeler i¢in floreskamin, kinolin-8-siilfonil kloriir, asetilbenzaldehit;

alkol grubu i¢eren maddeler igin 3-kloroformil-7-metoksikumarin’dir.
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pH’a bagl olarak farkli siddette floresans gosteren pirimidin, purin ve nukleik asitler
de dogrudan dogruya veya tiirevlendirildikten sonra tayin edilirler. Enzim kinetiginin
ve mekanizmalariin aydinlatilmasi ¢alismalarinda, enzimlerin kalitatif ve kantitatif

analizlerinde de florimetriden yararlanilmaktadir.

Dozaj formlarindaki etken maddeler genellikle hassasiyet gerektirmeyecek
miktarlarda bulunmaktadir. Fakat kan, idrar gibi biyolojik sivilarda etken madde ve
bunlarin metabolitleri ¢ok az miktarlardadir. Bu nedenle ilag absorbsiyonu,
metabolizmas1 ve atilimmin hiz ve mekanizmalarinin arastirildigi c¢aligmalarda

floresans analizlerinden yararlanilmaktadir.

Vitaminler, steroidler, sedatifler, tranklizanlar, analjezikler, antihistaminikler gibi bir
¢ok ilag maddesi florometrik yintem ile tayin edilebilmektedir. Vitaminlerden, Bai:
thiamin analizi en bilinenidir. Thiamin floresans 6zellik gostermez, fakat oksidasyon
triinii  thiocrome kuvvetli floresans o6zelliktedir. Thiamin analizi oksidasyon
isleminden sonra yapilir. Reserpin de floresans gosterir. Fakat analizi genellikle daha

kuvvetli floresans veren oksidasyon iiriinii iizerinden yapilir.

Hem hava hem de su kirliligine neden olan bazi maddelerin analizi de floromoetrik
yontem ile yapilabilmektedir. Hava kirliligine neden olan aromatik maddelerden en
¢ok tanmani kanserojen etkili benzopirendir. Benzopiren nanogram seviyede sigara
dumani, egsoz dumani gibi etkenlerle kirlenmis hava orneklerinde kalitatif veya

kantitatif amacla analiz edilebilmektedir.

Su ve havadaki kirliliklerin izlenmesinde radyoaktif izleyiciler yerine floresans
gosteren bilesiklerin  kullanilmasi, kullanildiklar1 miktarlarda sagliga zararli
olmamalar1 bakimindan ¢ok daha uygun olmaktadir. Bu amacgla rhodamin B’den ¢ok

yararlanilir. Bu galigmalar ile gevrede ortaya ¢ikan kirlilikler izlenebilmektedir.

Floresans gosteren bir¢ok maddenin florometrik analizi, ydntemin seciciligi
nedeniyle dogrudan yapilabilmesine ragmen karisimlarda birden fazla floresans

gosteren maddenin bulunmasi durumunda analizde bazi hususlara dikkat edilmelidir.

Floresans gosteren iki maddeden analiz edilecek olan, digerinden farkli dalga
boyundaki 1511 absorbe ediyorsa, uyarilma filtresinin ayarlanmasi ile sadece bu
maddenin uyarilmasi miimkiin olur. Her iki madde ayn1 alanda absorblama yapiyor
fakat farkli alanda floresans yayiyorsa bu defa emisyon filtresi veya monokromatdrii

ayarlanarak sadece analiz edilen maddenin emisyonu saptanir. Bu sekilde iki
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degiskenin ayarlanmasi ile bir ayirma yapmaksizin basit karisimlarin analizi

mimkin olmaktadir.

Aspirin tabletlerindeki asetilsalisik asit miktari, kirlilik olarak bulunan salisilik asit

yaninda tayin edilebilir. Bu iki maddenin eksitasyon ve emisyon spektrumlar1 Sekil

2.30 de goriilmektedir.
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Sekil 2.30: a) Asetilsalisilik asidin, b) Salisilik asidin eksitasyon ve emisyon
spektrumlari

Iki maddenin uyarilma maksimumlarinin farkli olmasindan yararlanilir. Ornek 235
nm’de uyarilirsa, asetlilsalisilk asit uyarilacak, 6rnekte az miktarda bulunan salisilik
asit bu dalga boyundaki 1s1ndan pek etkilenmeyecektir. Floresans 1s1min siddeti 335
nm’de ol¢iildiigiinde ise salisilik asidin bu dalga boyunda emisyonu olmadigindan bu

dalga boyunda rahatlikla ¢alsilabilir.

Bazi durumlarda dis kosullar ayarlanarak 6l¢iim yapilabilir. Ornegin floresansin pH
ile degismesinden yararlanilarak o-, m-, p- hidroksi benzoik asit bir aradayken analiz
edilebilir. p-benzoik asid floresans gostermezken m-benzoik asit pH=12’de, o-
benzoik asit ise pH’1 5.5 ve daha yukar1 olan ¢ozeltilerde floresans gostermektedir.
Ik olarak pH’1 5.5 olan ¢ozeltide galisilarak o- ve m- bilesiklerinin toplam miktar:
bulunur. ilk ¢alisma ile aradaki farktan m-benzoik asit hesaplanir. Diger taraftan bir

baska uygun yontemle {igiiniin analiz sonucundan p-benzoik asit hesaplanabilir.

Daha kompleks karigimlardan floresans dlgmeleri sadece uyarilma ve emisyon
dalgaboylarinin ayarlanmas ile yapilamaz. Yakin dalga boylarinda floresans yayan
bircok maddenin yaninda analiz edilecek maddenin floresansinin 6l¢iilmesi, herhangi

bir kromotografik ayirma ydntemini takiben yapilabilir. Bir¢ok organik madde
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yiiksek basingli sivi kromotografisi, kagit ve ince tabaka kromotografisi gibi
tekniklerle ayrilmalarindan sonra floresans Olclimleri ile taninmakta veya tayin
edilmektedir [22].

Floresans gosteren birgok organik madde, kagit veya ince tabaka kromotografisi
uygulandiktan sonra 254 ve 366nm’deki civa lambasi ile aydinlatildiginda floresans
gosteren lekeler halinde gériiliirler. Ince tabaka kromotografisinde ayrica anorganik
fosforlar iceren adsorbanlar da kullanilmaktadir. incelenecek maddeler fosforlu
tabakanin floresans yaymasin1 sondiirdiigiinden parlak zemin {izerinde karanlik

lekeler halinde goriiliirler.

Ince tabaka iizerinde kalitatif analizden baska maddelerin kantitatif analizi de
yapilabilmektedir. Florodansitometrik yontem denilen bu yontemde florometre
aletine bir ince tabaka tarayicisinin takilmasi ile hazirlanan diizenekte, floresans
gosteren lekelerin floresans siddeti Ol¢iiliir. Floresans siddeti lekedeki madde miktari
ile orantilidir. Boylece karisimin basarili bir sekilde ayrilmasindan sonra madde

miktar1 tayin edilebilmektedir.

Florodansitometrik yontemde iki sekilde calisilabilir. Dogrudan dogruya kendileri
veya bazi belirtegler ile olusturduklar tiirevleri floresans 1simn yayan maddeler,
emisyon yaymayan ince tabaka tizerinde ol¢iilebilir. Madde miktar1 arttik¢a yayilan
floresans 151ninin siddeti artar. Diger bir yontem olan quenching yonteminde ise UV
15101 absorblayan fakat floresans yaymayan maddeler analiz edilir. Uygun floresans
indikatorleri ile floresan 6zellik kazanan ince tabakanin floresansindaki azalmadan
maddelerin miktar1 tayin edilebilir. madde miktar1 arttikca sondiirme artacagindan
floresans siddeti azalacaktir. Ilk yontem ikinciye kiyasla daha yaygin olarak
kullanilmaktadir. Maddeler floresans gosteren bilesikleri haline uygun bir belirteg
kullanilarak ~donistiriilebilirler. Bu reaksiyon kromotografi isleminden 6nce
yapilabilecegi gibi, kromotografik ayirmadan sonra tabaka iizerine belirte¢ ¢ozeltisi

puskiirtiilerek de yapilabilir.

Yiiksek basin¢li sivi kromotografisi aletinde florometrik bir dedektoriin kullanilmasi
ile karisimdaki maddelerin siitiinda ayrilmalar1 sonrasinda eluat floresans olgiimii
yoniinden izlenir. Boylece floresans gosteren bilesiklerin kalitatif veya kantitatif

analizleri mumkiin olmaktadir.
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Florometrik analizlerin spektrofotometrik analizlere kiyasla iki dstiinliigli, daha
diisiik konsantrasyonlarda 6lgme yapilabilmesi nedeniyle yiiksek duyarliligi ve hem
uyaritlma hem de emisyon dalga boyunun degistirilebilmesi sayesinde yiiksek
seciciliginin olmasidir. Genel olarak floresans analizleri 108-10° M konsantrasyona
kadar duyarlidir. Sadece belirli yapida maddelerin floresans gdstermesi, bir yandan
yonteme secicilik kazandirirken diger yandan bir dezavantajdir. Ancak belirli yapida
maddelerin analiz edilebilmesi yontemin uygulama alaninin siirli kalmasina neden
olmaktadir. Ayrica uyarilmis durumdaki molekiiliin floresansin1 sondiiren pek ¢ok

faktor olmast titiz bir sekilde calismay1 gerektirmektedir.

2.3 Floresans Problar: Prensipler Ve Uygulamalari

Canli hiicrelerin dogal bilesenleri olan ve biyopolimerlerin yapitagi olan aromatik
bilesiklerin yani sira, molekiiler biyoloji ve hiicre biyolojisinde yapay etiketler ve
problar da kesfedilmistir [26].
Cogunlukla su amaclarla kullanilirlar:
1. Molar absorpsiyona ve floresans kuantum verimine bagli olan hassasiyeti
arttirmak
2. Floresans ol¢iimlerinin goriiniir bolge ve yakin IR bolgesinde yapilmasina
olanak saglama,
3. Floresans 6mriinii arttirma,
4. Belirli molekiiler etkilesimleri inceleyebilme ( hidrofobik baglanma vb.)
5. Aromatik gruplar arasindaki uzakliklari, uyarilma enerji transferi ile

belirleyebilme.

Problar genellikle flouresans  6zellik gosteren organik yapilardir. Floresans

problar ise genelde aromatik heterosiklik bilesiklerdir.

Floresans problarin suda zayif ¢oziiniirliikleri ve hidrofobik baglanma bdlgelerine
yiiksek 1ilgileri vardir. Bu ylizden, sivi-sivi ve sivi-kati yiizeyler, proteinler,
biyomembranlar ve onlarin fosfolipid modelleri, ince filmler, miseller ve ters
miseller gibi mikroskopik olarak heterojen sistemlerin incelenmesinde onemli bir
ara¢ haline gelmektedirler. Floresans rengini degistiren floresans problar ragbet
gorur.

Floresans problar proteinlerin ligand baglanma bolgelerinin ve degisik kosullardaki

konformasyonel degisimlerinin  karakterizasyonu gibi bir ¢ok konunun
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incelenmesinde de yaygin olarak kullanilmaktadirlar [27]. Bunlar dogal ligandlarin
ve ilaglarin analogu olabilir ya da cesitli ligandlar ile gergeklestirilen yarigim

deneylerinde baglanma bolgesi isaretleyicisi olarak gorev alabilirler.

Problarin en ilgi g¢ekici 6zelligi, uyarilmis halde belirli bir reaksiyon gostermeleri
(izomerizasyon, elektron veya proton transferi) sonucu floresans parametrelerinde
(spektral pozisyon, polarizasyon, kuantum verimi) degisim gostermeleridir.

Floresans tabanli bir molekiiler prob veya sensorde en ¢ok aranan 6zellik, uygulanan
pertiirbasyona yliksek secicilikte ve hassasiyette, emisyon renginde etkili degisiklikle
cevap vermesidir.

Etiketler (labels) ve problar arasindaki fark; etiketler kovalent bag ile baglanirken,
problarin kovalent olmayan etkilesimlerle baglanmasidir.

Ik grup floresan problar, elektronik uyarilma sonucu, dipol momentlerinde biiyiik
farklilik gosterirler (Sekil 2.31). Genel olarak dipol momentleri artar fakat dipol
momentin azaldig1 6rnekler de mevcuttur, Mq buna giizel bir 6rnektir. Bunun sebebi
elektronik yiikiin uyarilmis halde tekrar dagilimidir. Bu yiik dagilimi antrasen
dimerinde(biantril) ¢arpici olarak goriiliir(Sekil 2.32). Biantrildeki elektron transfer
reaksiyonu ¢evrede bulunan dipolar molekiiller veya atom gruplarinin hareketleriyle

kontrol edilmistir [28].
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Sekil 2.31: Elektronik uyarilma sirasinda dipol momentleri degisen floresans
problara 6rnekler; Mq: stilbazolium betain, PRODAN: 6-propiyonil-2-
metilaminonaftalen, 1,8-ANS: 1-anilinonaftalen-8-sulfonikasit.
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/
Sekil 2.32: Biantrildeki yiik dagilimi

Prob molekiillerine diger bir 6nemli 6rnek 3-hidroksi flavon ailesidir. Sentezlenmis
olan 3HK (3-hidroksikromon) tiirevi problarin konfigiirasyonel izomerizasyonu
sozkonusu degildir, bu, uyarilmis seviyedeki molekiiliin yap1 konfiglirasyonunun
farkli oldugu ikinci bir molekiiliin de olusmast anlamina gelmektedir ve kromon
halkas1 doniislere izin vermeyecek 6zelliktedir. Bu molekiiller, floresans spektrasini
onemli Ol¢iide degistiren, uzun dalga boylarina spektral kaymaya neden olan,
molekiil i¢i proton transferi gerceklestirmektedirler. Crown-siibstitiiye ve
dimetilamino siibstitiiye 3-hidroksiflavonlar elektron ve proton transferine olanak
saglarlar. Proton transferine bagli olarak floresans spektrumunda belirgin bir kayma
gozlenirken, ayn1 zamanda bu reaksiyon, elektron transferine bagli olarak, diger
molekiillerle etkilesimleriyle de kontrol edilebilir. Ca problarinin dizayninda bu yol

izlenir (Sekil 2.33).

Sekil 2.33: 3-hidroksiflavon problara 6rnekler
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2.3.1 Yeni Floresan Problarin Dizaym
Modern biyokimya ve molekiiler biyolojideki gelismelerle birlikte, yeni floresan

problarin gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

Floresan prob, iki kisimdan olustugu diisiiniilen bir molekiildiir:
e Florofor
e Sensor

Sensdr, floroforla etkilesimi sonucu, molekiilii ¢esitli ¢evresel parametrelere hassas
hale getirir: katyon veya anyon konsantrasyonlari, mikroviskozite, polarite,
biyomembranin elektrik potansiyeli vb. Iyi bir prob tasarimi igin, her iki kismimn
gereklilikleri de yerine getirilmelidir. Florofor igin, yiliksek floresans kuantum
verimi, ekstinksiyon katsayisi, fotostabilite vb., sensor i¢in ise, se¢icilik, hassasiyet,

florofor tizerinde giiglii etki gereklidir [29].

2.3.1.1 Iyon tamima icin kullanilan problar:

Emisyon ve/veya uyarilma spektrumlarinda kaymaya neden olan veya band
goriinimlerinde degisiklikler yaratan problar, sadece floresans siddetini degistiren
problara tercih edilir. Kalibrasyon sonrasi, floresans siddetlerinin iki belirli (emisyon
veya eksitasyon) dalga boyundaki orani, prob konsantrasyonundan bagimsiz olarak,
prob konsantrasyonundan bagimsiz ve 151k siddetine duyarsiz olan iyon veya molekiil

konsantrasyonu hakkinda bilgi verir.

2.3.1.2 Membran potansiyeli icin kullanilan problar:

Yanit verme mekanizmalarina gore ikiye ayrilirlar:

Fast response problar: Elektronik yapilari ve dolayisiyla floresans ozellikleri
(elektrokromik oOzellikleri) ile taninirlar. Ve ic¢inde bulunduklari elektrik alanin
degisimine cevap verirler. Optik yanitlari, sinir hiicreleri ve kardiyak hiicreler gibi
hiicrelerde potansiyel degisimleri takip edebilecek kadar hizhidir. Fakat potansiyele
bagimli floresans degisimlerinin biiytikliikleri genelde kiiciiktlir. Bu problar 100 mV

i¢cin %2-10 floresans degisimi gosterirler.

Slow-response problar: Transmembran dagilimlarinda floresans degisimle birlikte,
potansiyele bagimli degisim gosterirler. Optik yanitlarinin biiyiikliigii genel olarak

fast-response problardan fazladir.
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Elektrokromik mekanizmanin en biiylik avantaji, bir kromoforun, sentezlenmeden
Once, Kkalitatif olarak, basit molekiiler orbital metodlarla analiz edilebilmesidir.
Boylece, probun, ihtiyaclar karsilayip karsilamayacagi, membran potansiyeline
cevabi, sentezlenmeden oOnce ogrenilebilir. Oncelikle problar model membran
sistemlerde-lipozomlarda karakterize edilmeli ve uygun sonuglar alindigi takdirde

gercek biyomembran sistemlerinde ¢aligmalara baglanmalidir.

Lipozom, hiicre zarinin basit bir modelidir ve yeni molekiiler problar etkin bir
sekilde bu sisteme dahil edilebilirler. Lipid ¢ift tabaka yapinin, belirli sicakliklarda
(transition point) jelden likid kristal yapiya dontistiigii bilinmektedir. Kalorimetri ve
diger uygulamalar, bu 6rnekleri karakterize etmek ve tranzisyon noktasini belirlemek
icin kullanilabilir. Floresans problar lipid ¢ift tabakadaki yapisal degisimlere ait

onemli bilgiler vermektedir [30].

Membran potansiyeline bagimli problara 6rnek olarak 3-hidroksiflavon tiirevleri
verilebilir. Probun florofor kismini, 3-hidroksiflavon olusturur. Sahip oldugu essiz
floresans 6zellikleri ESIPT reaksiyonundan ileri gelmektedir, ki bu da giiglii oransal
yanit veren membran-potansiyel problar i¢in gereklidir. Lipozomlardaki yapisal
degisimler, polarite, hidrasyon, viskozite gibi bir¢ok parametreye bagimlidir. Bu da

her iki flavonol floresans bandinda degisimle sonuglanir.

Membran potansiyeli, floresansa bagimli olarak kolaylikla 6l¢iilebilen bir membran
parametresidir. En kullanishh membran potansiyel problari, oransal (ratiometric) yanit

verenlerdir [31].

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.

1. Birinci grup orantisal (ratiometrik) etkili gruplar: Etkileri spektrum kaymalari ile
gbzlemlenir. Genellikle bu kaymalarin temelinde prob molekiiliiniin uyarilmis durum
elektronik yiik transferi (ESCT) vardir. Bu ESCT c¢evredeki atom gruplari ve
molekiillerle probun etkilesimlerinin molekiiler diizeydeki degisimleri tarafindan
indiiklenir. Biyomembran potansiyeline duyarli boyalar elektrokromik kaymalar

gosterirken, polariteye duyarli problar solvatokromik kaymalara dayanir.
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2. Ikinci grup orantisal (ratiometrik) problar: iki ya da daha fazla banttan meydana
gelen fluoresans spektrumu ve bu bantlar arasinda 151k siddeti degisimleri
gozlemlenir. Bu, probun katilimiyla uyarilmis durum reaksiyonunun bir sonucu

olarak meydana gelebilir.

Floresans problar proteinlerin ligand baglanma bolgelerinin ve degisik kogullardaki
konformasyonal degisimlerinin  karakterizasyonu gibi bir ¢ok konunun

incelenmesinde de yaygin olarak kullanilmaktadirlar.

Bazi floresans maddelere 6rnekler asagida verilmistir.

a) Dogal fluoresans maddeler (Sekil 2.34)
Yapay fluoresans maddeler (Sekil 2.35)

Bt ol o

Triptofan Tirozin Fenilalanin

Sekil 2.34: Dogal floresans maddelere bazi 6rnekler

N(CH3),

SOLCl

5-iyodoasetamid fluorescein Dansil klorir

Sekil 2.35: Yapay Floresans maddelere 6rnekler

2.4 Uyarilms Seviye Yiik Aktarimi Reaksiyonu (ESCT)

Molekiiliin izomerizasyonuna ek olarak iki yayilim bandi eldesine imkan taniyan
diger bir reaksiyon, Uyarilmis Seviye ylk Aktarimi reaksiyonudur (ESCT).
Uyarilmis Seviye yiik Aktarimi reaksiyonlari iki sekilde gergeklesebilir.
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1. Intermolekiiler: Dipol moment farki yaratarak yiik transferi gerceklestiren
problarda, uyarilmig 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
bolgeden az olana bir elektron akis1 s6z konusudur. Elektron, yiiklii bir parcacik
oldugundan molekiiliin dipol momentini biiylik dlclide degistirir. Biiyiiyen dipol
momenti ortamla daha giiclii etkilesir ve etkilesimdeki bu degisim yayilma grafiginin
kaymasina sebep olur, bu da iki bantli floresans yayilmasina sebep olur (Sekil 2.36).
Molekiiller arasi yiik transferi gergeklestiren problara ornek olarak ANS (8-
anilinonaphthalenesulfonic) asit verilebilir.

M B ESPT A
A B
intermolekiiler

W
AH B -""L_E;-|
=011

Sekil 2.36: intermolekiiler yiik aktarim reaksiyonu

2. Intramolekiiler: Bir diger ESCT reaksiyonu olan intramolekiiler Uyarilmig Seviye
Molekiilici Elektron Aktarimi reaksiyonunda molekiil i¢i dondr ve akseptorler

arasinda proton aktarimi gergeklestiren problar s6z konusudur(Sekil 2.37).

AH ESPT A
.EC .
B Intramolekiler BH
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Sekil 2.37: Intramolekiiler yiik transfer reaksiyonu
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Bu tip Uyarilmig Seviye Molekiili¢i Elektron Aktarimi reaksiyonu veren maddelere

ornek olarak 3-Hidroksikroman ailesi gosterilebilir [32].

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 ger¢eklesen
proton aktarimi sonucu olugan T* formun dipol momenti N* formundakinden daha
kii¢iiktiir ve bunun sonucu bu forma ait fluoresans bandinda ¢oziiciiye bagli olusan

kayma N* formu ile olusana gore daha diisiiktiir.

ESIPT sonucu iki bantl floresans yayilma veren floresans problarin tagimasi gereken

Ozellikler vardir. Bunlardan en 6nemlileri;
e Calismayi elverigli kilacak yilikseklikte kuantum verimi,
e iki iyi ayrilmis floresans yayilma bandi,
e iki bandin 1s1k siddeti oraninin karsilastirilabilir olmasi,

e floresans yayilmasi sonucu elde edilen iki bandin floresans parametrelerinin
birbirinden bagimsiz olmalar1 ve bunun sonucu ¢ok parametreli bir analize

imkan tanimasidir.

Istenen tiim bu &zellikleri potansiyel olarak saglayan florophore ailesi 3HF lardir. Bu
aile 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 gozlenir.Bu iki bandin siddetleri
arasindaki oranlar farkli perturbasyonlara karsi olduk¢a duyarlhidir. Bu ylizden 3HF
tiirevlerinin ters miseller, fosfolipid ve dogal membranlar alaninda kullanimlar
olduk¢a yaygindir [33]. 3HF kromoforlarin spektroskopik 6zelliklerini artirmak
amaciyla yeni stratejiler gelistirilmektedir. Absorpsiyonun, floresan spektrumunun
yiiksek dalga boyuna kaydirilmasi, kuantum veriminin artirilmasi ve de istenilen

araliktaki cift 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
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T* gibi iki farkli emisyon bandi oldugundan dolayr mikro g¢evrelerinde gerceklesen
polarite ve elektrik alan pertiirbasyonlarindan etkilenme duyarliliklar1 farklidir.
Diisiik kararlikta hidrojen bandi olusturan bes zincirli halkadaki 3-hidroksil ve 4-
karbonil gruplar1 ESIPT reaksiyonunun yogunlastig1 bolgedir. Kromofor ve ESIPT
reaksiyonunun asimetrik yapisindan dolayr ¢evrenin ve belirli bir elekriksel alanin
anizotropik ozellikleri fluoresan spektrumunu etkiler. Membran igerisinde kromofor
gruba belirli bir lokasyon veya oryantasyon saglanmadigi takdirde yapilan ¢aligmalar
anlamli olmaz. Kromofor grubun katman igerisinde yerlesebilecegi en iyi nokta
pozitif yiiklii gruptur. Probun kararliligin1 artirabilmek i¢in yapilabilecekler arasinda
probun &zelligini lipid yapinin 6zelligine benzetmek {izere probun yapisina farkli

uzunluklarda hidrokarbon zincirleri yerlestirmek olacaktir [34].

2.5 Biyolojik Sistemlerde 3-Hidroksi Flavonlarin Prob Olarak Onemi

3-hidroksiflavon ve 3-hidroksikromonlar, dikkate deger floresans 6zelliklere sahip
bilesenlerdir. Bunlarin tiirevleri uyarilmis durum molekiil i¢i proton transfer
reaksiyonu gosterir. (Excited State Intramolecular Proton Transfer, ESIPT) (Sekil
2.38). ESIPT reaksiyonu sonucu reaktan ve reaksiyon {iriinii i¢in iki farkli uyarilmis
bolge yayinimi gozlenebilir. 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 uyarilmig tautomer
durumdan (T*) kaynaklanir. Bu bantlarin 151k siddetlerindeki farklilik gibi
spektroskopik davraniglar 3-hidroksiflavon ve 3-hidroksikromonlarin yapisina ve
onlarin mikro ¢evre paramterelerine onemli Olgiide baglidir. 3-hidroksiflavonlar

hidrojen bag etkilesimlerine duyarlidir [35].

Bu bantlarin 151k siddeti oranlar1 ve pozisyonlar:t ¢oziicii molekiilleri ile yaptig
hidrojen bagi ya da ¢oOziicii polaritesine gore degisiklik gosterir. Bu nedenle 3-
hidroksiflavon ve 3-hidroksikromonlarin bazi tiirevleri, daha avantajli floresans
ozelliklerinden dolayr misellerde, model membranlarda ve protein molekiillerinde

kullanilmaya elverislidir [36].

3-hidroksiflavon ve 3-hidroksikromon tiirevlerinin daha genis alanlarda uygulanmasi
baz1 problemler nedeniyle kisitlanmistir. Bu problemlerden biri, maksimum
absorbsiyon dalgaboyunun, kisa dalga boylarinda olmasi ve diisiik kuantum

verimidir. Daha uzun absorbans maksimum dalga boyu elde etmek ve kuantum
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verimini arttirmak i¢in 3-hidroksiflavonun 2-fenilgrubuna benzo ve naftofuril
gruplar yerlestirilmistir. Diger bir problem ise ESIPT reaksiyonundaki iki emsiyon
band1 arasindaki 151k siddetleri oraninin istenen araliklarda olmamasiydi. 3-
hidroksiflavonlarda elektron donor 4-dialkilamino grubun varligi In+/lT= 151k siddeti
oranint 6nemli Olgiide artirmistir. 3-hidroksi flavon ailesinin protik c¢oziiciilerde

hidrojen bag1 yapmasi ¢ok 6nemli bir 6zelliktir [37].
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Sekil 2.38: 3-Hidroksiflavonlarda uyarilmis hal molekiili¢i proton transferinin
gosterimi (ESIPT)

2.5.1 Prob-Coziicii Etkilesimleri

Ozellikle aromatik halkalarda polar siibstitiientler iceren c¢ok sayida floroforun
emisyon spektrumunun, ¢oziiciilerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine duyarli oldugu
bilinmektedir. Floresans spektruma ¢oziicii etkileri, genel ve spesifik ¢oziicii etkileri
olmak lizere ikiye ayrilir. Genel ¢oziicii etkileri ile kastedilen etkiler, kirinim indeksi
(n) ve dielektrik sabitten (€¢) kaynaklanir. Bu fiziksel sabitler ¢oziici
molekiillerindeki elektronlarin hareket serbestligi ve bu molekiillerin dipol
momentini igaret etmektedir. Spesifik ¢oziicii etkileri, komplekslesme ve hidrojen
bag1 gibi florofor ve ¢oziicii molekiilleri arasindaki spesifik kimyasal etkilesimleri
gosterir. Hem genel hem de spesifik ¢oziicii etkilesimleri onemli spektral kaymalara
neden olabilir. Bu etkilerin iki kategoriye ayrilmasi spektral kaymalarin farkl

orjinleri nedeniyledir. Genel ¢oziicii etkilerinin olugsmasi her zaman beklenen bir
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durumdur. Buna karsilik spesifik ¢oziicii etkileri ¢oziicii ve floroforun 6zel kimyasal

yapilarina bagli olacaktir [38].

Biyokimyasal arastirmalarda rutin olarak kullanilan floroforlar genellikle spesifik
¢ozicii etkilesimleri yaparlar. Bu nedenle ¢oziicii etkilesimlerini uygun bir bilgi

saglayici olarak iki kategoriye ayirabiliriz.

Bu c¢alismada kullanilan 3-hidroksiflavon ailesi 0zellikle protik ¢oziiciilerle
molekiiller aras1 hidrojen bagi yapabilme 0Ozelligine sahiptir. Daha 6nce yapilan
titrasyon ¢alismalarinda ortamdaki protik ¢oziiciiniin % derisimi arttik¢a In+/l7=

oraninin arttig1 gozlenmistir [39].

2.5.2 Prob-Ters(reverse) Misel Etkilesimleri

Ters miseller, giiclii birlesimler gostermek zorunda olan molekiiler bilesimlerin
dinamik ve diizenliliginde bir integral sistemidir. Prob bilesikleri farkli yerlerden bu
yaptya eklenir ve bolgesel polarite, viskozite, dinamikler hakkinda bilgiyi

saglayabilirler.

Suda ¢oziilebilen bazi molekiiller tarafindan indiiklenen, misel organizasyonundaki
degisikliklere artan bir duyarlilik gosteren floresans problar olduk¢a ragbet
gormektedir. Bu ylizden, 3HF tiirevleri ¢ok ilgi ¢cekmektedir. Yayinim spketrumunda,
ESIPT reaksiyonundan kaynaklanan iki bant gosterirler. Bu bantlardan biri normal
forma ait (N*), digeri fototautomer (T*) forma aittir. Her iki formda yiiksek yayilim
gosteren spektral bantlar, dalga boyu skalasinda 1yi ayrilmig ve bantlar arasindaki
siddet oranlar1 cesitli hidrojen bagi, polarite gibi etkenlere karsi oldukc¢a hassastir.
Ana 3HF probu bu o6zellikleri gostermektedir. AOT [Aerosol OT, sodyumbis(2-
etilhekzil)sulfoksinat] kimyasal igerikli bir madde olup ters misel olarak
kullanilmaktadir. Dolayisiyla 3-hidroksiflavonlara da, AOT kullanilarak ters misel
calismlar1 yapilmistir. Misel i¢inde su molekiiliiniin dogast ve miktarina kars1 ilging
hassasiyetleri gdzlenmektedir. Ozellikle titrasyon deneylerinde farkli molar
derisimlerde suyun eklenmesi ile N* bandi 151k siddetinin azaldigi gozlenmistir,
ayrica yine N* bandinin kirmiziya kaydigi bildirilmektedir. Bu o6zellik yaygin

¢oziicii-polarite etkisinin tersi bir etkidir.

2.5.3 Problarin Fosfolipid keselerdeki Fluoresans Ozellikleri
Problarin kesecikler igerisine niifuz etmesi fluoresans siddetinde artisa sebep olur. Bu

durum da suyla karsilagtirildiginda kuatum veriminin oldukca yiliksek oldugu
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gozlenir. Calisilan tiim prob tiplerinde fosfolipid keseciklerdeki uyarilma
spektrumunun biiyiik 6l¢iide absorpsiyon spektrumu ile ayni oldugu ve de N* ve T*

emisyon bandlarinin maksimumunun ¢ok farkli olmadig1 gézlenir.

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 gerceklestiginden dolay1 bu problarin
konumlarinin belirlenmesi ve oryantasyonlarinin ger¢eklesmedigi durumlarda mutlak
bir hassasiyet beklenemez. iki band gosteren 3-HF problar1 hiicre igine
yollandiklarinda bulunduklar1 konuma bagli olarak onlari tanimlayan bir c¢ok

parametre belirlenmistir [40].
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1 Genel Teknikler
3.1.1 Kromotografi

3.1.1.1 Kolon kromotografisi

Kolon kromotografisi yontemi, sentez iriinlerinin fraksiyonlandirilarak ayrilmasi
amaci ile kullanildi. Adsorban olarak Merck firmasmin, Kieselgel 100 (0.063-
0.200mm, 70-230 mesh ASTM) alindi. Adsorban, dibine az miktarda pamuk
yerlestirilmis cam kolonlara, yiiriitiicii ¢ozelti sistemiyle karistirilarak konulur,
ayrilacak madde, adsorban iizerine konulan deniz kumu iizerine diizgiin bir sekilde

ilave edilir. Ve fraksiyonlar ayrilarak kolondan toplanir.

3.1.1.2 ince Tabaka Kromatografisi

Reaksiyon ilerleyisini kontrol etmek amaciyla bu yontemden siklikla yararlanilmistir.
Calismalarda (G.Merck 5554) hazir plaklardan yararlanildi. Sentezler siiresince
reaksiyonlardaki gelismeler ve elde edilen maddelerin safliklari, ince tabaka
kromatografisi ile (TLC), degisik ¢oziicii sistemleri kullanilarak kontrol edilmistir.
Kromatogramlar UV 1sik altinda incelendiginde maddelere ait lekeler cesitli

renklerde gézlenmistir.

3.1.2 Spektrometreler
3.1.2.1 Ultraviyole (UV) Spektrofotometresi

Spektrumlar Shimadzu 1601 cihazinda 1 cm' lik kuvars kiivetlerde alindi. Olgiimler

bilesiklerin farkli ¢6zeltilerinde yapildi.

3.1.2.2 'H NMR Spektrometresi
H NMR spektrumlar1 Bruker, 250 MHz AC Aspect 3000 aletlerinde alinmustir.
Referans bilesik olarak Tetrametilsilan (TMS), ¢o6ziicii olarak ise CDClI3s

kullanilmustir.
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3.1.2.3 Fluoresans Spektrofotometresi
Problarin ¢o6ziicliler igindeki fluoresans spektrumlan; Quanta Master (PTI)
spektrometresi ile alinirken, membran c¢alismalar1 sirasinda vezikiiller i¢indeki

spektrumlart da SLM 48000 (SLM-Aminco) spektrometresi ile alinmistir.

3.2 Coziiciiler Ve Kullamilan Kimyasal Maddeler

Derisik HC1 (Fluka), 2-hidroksi asetofenon (Aldrich), 2,4-dihidroksiasetofenon
(Aldrich), 1-iyodooktan(Aldrich), potasyumkarbonat(Sigma), POCIs(Aldrich), H.O>
(%30'luk) Fluka, sodyum karbonat (Sigma), DMF (Acros), magnezyumsiilfat
(Aldrich), sodyummetoksit (Aldrich), etanol (Merck), hekzan (Merck),
diklorometan (Merck), asetonitril (Merck), kloroform (Merck), etil asetat (Merck).

Absorpsiyon ve fluoresans dlgiimleri igin kullanilan tiim ¢oziictiler Aldrich ve Fluka'

dan alinmis olup, spektroskopi i¢in kullanilacak safliktadir.

3.3 Kullanilan Elektronik Aletler

Ultraviyole Spektrofotometre Shimadzu UV-1601
Spektrofotometre Cary 3 Bio (Vanan)
NMR Spektrometre(*H) Bruker, 250 MHz AC Aspect 3000

Floresans spektrofotometre ~ Quanta Master (PTI) ve SLM 48000 (SLM-Aminco)

3.4 Deney Prosediirii

3.4.1 Anilin’in Oktiliyodiir ile Reaksiyonu - Dioktilaminobenzen eldesi
NH, N(CgH17)2
kuru DMF
—_— >

CgHq7l
+ Lghyz K,CO;

Sekil 3.1: Dioktilaminobenzen sentezi

0.72mL anilin(1 mol), 5mL DMF igerisinde, dnceden 120 °C’ ye ayarlanmis yag
banyosunda karigmaya birakilir, iizerine SmL 1-iodooktan (3.5 mol) ve 2.18 gram
K2COs3 (2 mol) konularak en az 6 en ¢ok 12 saat, kuru ortamda, TLC ile kontrol
edilerek, karistirihir(reflux) (Sekil 3.1). Uriin diklorometan (CH2Cly) ile ekstrakte
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edilir ve MgSOs ile kurutulur. 4/1 Hekzan/diklorometan ¢oziicii sisteminde kolon

kromotografisi uygulanir.

Saflandirma isleminden sonra, incelenen NMR spektrumuna gore: *H-NMR (200
MHz, CDCIs), 7.17 ppm (2H, d, J=2.5Hz), 6.67ppm (2H, d, J=8), 6.4ppm (1H, t,
J=2.3), 3.25ppm ( 4H, t, J=7.3), 1.8ppm (30H, m)

3.4.2 Dioktilaminobenzaldehit eldesi (Vilsmeier Formulation)

N(CgH
N(CgH17)2 (Ceta7)
POCI;
—_—
kuru DMF
CHO

Sekil 3.2: Dioktilaminobenzaldehit sentezi

Bir balona alinan 10mL DMF’e buz banyosunda 6.8 mL POCIs ilave edilir. Agik
sar1 renkteki karisimda, yogun gaz ¢ikisi gerceklesir. Bu yiizden balonun agzina
CaCl, tiipti takilmalidir. Gaz ¢ikisi bitene kadar, karisim buz banyosunda karistirilir.
Oda sicakliginda 0.5 g dioktilaminobenzen ilave edilir ve ayr1 bir yerde hazirlanan 60
°C su banyosunda, en az 2 en ¢ok 4 saat karismaya birakilir (Sekil 3.2), reaksiyon
ilerleyisi TLC ile kontrol edilir. Buz ilave edilerek reaksiyon tamamlanir.
Diklorometan ile ekstrakte edilip MgSOa ile kurutulur. 2/1 Hekzan/diklorometan

¢oziicii sisteminde kolon kromotografisi uygulanir.

Saflandirma isleminden sonra, incelenen NMR spektrumuna gére: *H-NMR (200
MHz, CDClz), 9.6 ppm (1H, s), 7.7ppm (2H, d, J=8.5), 6.6ppm (2H, d, J=8.5),
3.35ppm (4H, t, J=7.6).
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3.4.3 Calkon Sentezi icin Genel Prosediir (FN8)

CgHi7 CgHi7
N
OH
CHO kuru DMF O
NaOMe
O Na* N(CgH17)2
(]
O

Sekil 3.3: Calkon eldesi

0.3 g dioktilaminobenzaldehit (1 mol), 0.105mL 2-hidroksiasetofenon (1 mol), 5 mL
DMF ve 0.18 g NaOMe (4 mol), oda sicakliginda 1 giin boyunca karigmaya birakilir
(Sekil 3.3). Reaksiyon ilerleyisi TLC ile kontrol edilir. Kirmizi-turuncu renkli

“calkon” elde edilir.

3.4.4 FN8 (2-(4-(dioktilamino)fenil)-3-hydroksi-4H-kromen-4-on)eldesi, Flavon
olusum(halka kapama) reaksiyonu

ONa* N(CeH17)2 NaOMe
\ —_—

H,0,

N(CgH17),

0]
Sekil 3.4: FN8 sentezi

Olusan kirmizi renkli ¢alkona 20 mL etanol ve 0.7 g NaOMe ilave edilerek
karigtirtlir. Sogutulan balona 0.3 mL H20: eklenip daha 6nceden 120 °C’ye getirilmis
yag banyosunda, lizerine geri sogutucu takilarak, 5-10 dakika kaynatilir(Sekil 3.4).
Kopiirerek sariya donen karisim, iginde yaklasitk 100 mL su bulunan bir behere
konur. HCI ¢ozeltisi ile notralize edilir ve diklorometan ile ekstrakte edilir. Na2SOg4

ile kurutulur.
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Dikkat edilmesi gereken noktalar:

1. Calkon olusumunda kullanilan DMF miktarinin 3-5 kat1 kadar EtOH

kullanilir.

2. Her zaman H202 miktarindan daha fazla mol oraninda NaOMe
kullanilir ( 12 mol H202 — 15 mol NaOMe).

3. 1 mol aldehit ile en az 10 mol, en ¢ok 15 mol H20, (%35)

kullanilmalidir.

4. Az miktarda madde ile ¢alisirken, ¢ok miktarda H2O2 (15 mol); ¢ok

miktarda madde ile ¢alisirken, az miktarda H202(12 mol) kullanilmalidir.

Saflandirma islemi i¢in 6/1 Hekzan/EtOAc ¢oziicii sisteminde kolon kromotografisi

uygulanir.

Saflandirma isleminden sonra, incelenen NMR spektrumuna gore: *H-NMR (200
MHz, CDCls), 8.22 ppm (1H, d, J=7Hz), 8.1ppm (1H, d, J=7Hz), 6.7ppm (2H, d,
J=7Hz), 7.5ppm (1H, d, J=7Hz), 7.6ppm(1H, dd), 7.4ppm(1H, t), 3.35ppm ( 4H, t,
J=7.1).

3.4.5 2-hidroksi-4-oktiloksiasetofenon Eldesi icin Genel Yontem

HO OH I-oktan CgH170 OH
K,CO4
0 kuru aseton o)

Sekil 3.5: 2-hidroksi-4-oktiloksiasetofenon sentezi

5 g 2,4-dihidroksiasetofenon, 5.9 mL oktiliyodiir ve 5 g K2COs 20 mL aseton
icerisinde 3 saat boyunca karistirilir (reflux edilir) (Sekil 3.5). (Reaksiyon ilerleyisi
TLC ile kontrol edilebilir fakat bunun i¢in 6nce reaksiyon karisimindan bir damla
aliarak su igerisine konur, notralize edilir ve ekstrakte edildikten sonra TLC
uygulanabilir. Bu islem uygulanmadigi taktirde 2,4-dihidroksiasetofenon, tuz

formunda oldugundan TLC’ de goriinmeyecektir.)

Reaksiyon karigimi sogutulduktan sonra su eklenir ve etilasetat ile ekstrakte edilir.

MgSOQzg ile kurutulur.

Saflandirma islemi i¢in diklorometan ile kolon kromotografisi uygulanir.
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3.4.6 OFNS icin Calkon Sentezi

CgHi7. ,CgHi7
N
OCgHy- OH
@)
CHO kuru DMF
NaOMe
OCgH N(CgH17)2

v O'Na*

s9¥e)
O

Sekil 3. 6: Calkon sentezi (OFN8)

Bolim 3.4.3’te anlatilan, FN8 i¢in c¢alkon senteziyle ayni prosediir

uygulanmistir(Sekil 3.6).

3.4.7 OFNS eldesi, Flavon olusum(halka kapama) reaksiyonu

C8Hl7o O'Na+ N(C8H17)2
(@]
NaOMe
EtOH
H,0,
N(CgH17)2
C8H17O

Sekil 3.7: OFN8 sentezi

Boliim 3.4.4° teki prosediire gore H2O: ile halka kapatma islemi yapilir. OFN8 elde
edilir(Sekil 3.7).

Saflandirma islemi i¢in 6/1 Hekzan/EtOAc ¢oziicii sisteminde kolon kromotografisi

uygulanir.

OFNS8 icin c¢alkon olusumu ve halka kapama reaksiyonlar1 asagidaki gibi
Ozetlenebilir (Sekil 3.8)
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N(CgH17)2

CgHy70 OH
.\
(@)
1.NaOMe, CHO
kuruDMF
2.NaOMe, EtOH
H,0,

N(CgH17)2

Sekil 3.8: OFNS icin 6zet sentez reaksiyonu

Saflandirma isleminden sonra, incelenen NMR spektrumuna gore: *H-NMR (200
MHz, CDCl3), 8.1 ppm (3H, d, J=7Hz), 6.9ppm (2H, d, J=2.5), 6.7ppm (2H, d,
J=7THz), 4.02 (2H, t, J=6.5), 3.35ppm ( 4H, t, J=7.1).

3.4.8 Calkon Sentezi icin Genel Prosediir (MFNS)
C8Hl7\ /C8H17

H5CO

H3CO O—Na+
kuru DMF
NaOMe N
O

Sekil 3.9: MFNS i¢in ¢alkon eldesi

N(CgH17)2

Bolim 3.4.3’te anlatilan, FN8 icin c¢alkon senteziyle ayni prosediir

uygulanmistir(Sekil 3.9).

3.4.9 MFNS8 eldesi, Flavon olusum(halka kapama) reaksiyonu
N(C8H17)2

Sekil 3.10: MFN8 halka kapama reaksiyonu
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Boliim 3.4.4° teki prosediire gore H2Oz ile halka kapatma islemi yapilir. MFNS elde
edilir(Sekil 3.10).

Saflandirma islemi igin 6/1 Hekzan/EtOAc ¢oziicii sisteminde kolon kromotografisi

uygulanir.

MFNS8 icin c¢alkon olusumu ve halka kapama reaksiyonlari asagidaki gibi
Ozetlenebilir (Sekil 3.11)

CgHiz CsHi7

MeO OH
@)

CHO

1.NaOMe,

kuruDMF

2.NaOMe, EtOH

H,0,

N(CgH17)2

Sekil 3.11 MFNS i¢in 6zet sentez reaksiyonu

Saflandirma isleminden sonra, incelenen NMR spektrumuna gére: *H-NMR (200
MHz, CDClz), 8.22 ppm (3H, d, J=8Hz), 6.96ppm (2H, d, J=2.5), 6.7ppm (1H, d,
J=8Hz), 6.9ppm (2H, m) 3.9 (3H, s), 3.35ppm (4H, t, J=7.1), 2.5 (4H).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

3-hidroksiflavonlar, dikkate deger floresans ozelliklere sahip bilesiklerdir ve en
belirgin 6zellikleri ¢evrelerinde gergeklesen kiiclik degisimlere ¢ok hassas olmalari
ve bu degisimlere, birbirinden oldukg¢a iyi ayrilmis iki emisyon bandiyla yanit
vermeleridir. Iki floresans band verebilmeleri, bu molekiillerin uyarilma durumunda,
ic proton transferi (Excited state intramolecular proton transfer, ESIPT)
yapabilmelerinden kaynaklanmaktadir. Bu yiizden misel ve fosfolipid kesecikler gibi

biyolojik sistemlerde floresans sensor olarak kullanilabilmektedirler.

Ozelliklerinin gelistirilmesi amaciyla bazi analoglari yakin zamanda sentezlenmis ve
floresan kuantum verimlerinin artmasi ve istenilen araliktaki ¢ift dalga boyu
hassasiyetinin artirilmasi yaninda, absorbsiyon ve floresan spektrumlarinda kirmiziya

kayma gézlenmistir.

Bunun yaninda, 6zellikle biyolojik sistemlerde daha iyi iletisime girecek floresan
sensorler gelistirmek icin yeni 3-hidroksiflavon analoglarinin sentez edilmesi dnem
tagimaktadir. Probun kararliligin1 artirabilmek i¢in yapilabilecekler arasinda, probun
ozelligini lipid yapinin Ozelligine benzetmek {izere probun yapisma farklh
uzunluklarda hidrokarbon zincirleri yerlestirmek olacaktir. Bu amagla bu ¢alismada,
3-hidroksiflavon’un yagsi 0Ozelligini artiran, uzun “oktil” zincirlerinin c¢esitli 3-
hidroksiflavon tiirevlerine takilmasi amaglanmigtir. Nonpolar 6zelligi artacak olan
sensOriin, biyolojik sistemlerle daha iyi iletisime girmesi ve hiicre hakkinda daha

fazla bilgi edinilmesi planlanmustir.
Sentezlenen 3-hidroksiflavon tiirevleri agsagidaki gibi dzetlenebilir (Sekil 4.1).
NR

R;: H; R': CgH45

R;: MeQ; R': CgHy5
Rqi: CgH7;O; R': CgHy4

Sekild.1: Sentezlenen 3-hidroksiflavon tiirevleri
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4.1 Gerceklestirilen Reaksiyonlar

4.1.1 Anilin’in Oktiliyodiir ile Reaksiyonu - Dioktilaminobenzen eldesi

NH, N(CgH17)2

kuru DMF
—>

CgHq7I
+ CgHyz K,COs

Sekil 4.2: Dioktilaminobenzen sentezi

Sekil 4.2°de sematize edilen dioktil aminobenzen eldesi reaksiyonu, boliim 3.4.1°de
anlatilan prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait *H-NMR spektrumunda(Sekil
4.3), Aromatik halkaya ait protonlar, 7.17 ve 6.67 ppm’de dublet olarak
goriilmektedirler. Her ikisinde de 2H bulunmaktadir. 6.4 ppm’de ise yine aromatik
protona ait bir triplet bulunmaktadir. Azota komsu proton 3.25ppm’ de bir triplet
seklindedir(4H). 1.8 ppm’de ise bir multiplet seklinde uzun hidrokarbon zincirine ait
protonlar goriilmektedir(30H).

-

-

A -

;WWWWFTW”W”WT”WWWWWWI PP
121211109 8 7 6 &5 4 3 2 1 0 -1
ppm

Sekil 4.3: Dioktilaminobenzen’ e ait H-NMR spektrumu
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4.1.2 Dioktilaminobenzaldehit eldesi (Vilsmeier Formulation)

N(CgH
N(CgHir)z (Cour)e
POCI,
—_—
kuru DMF
CHO

Sekil 4.4: Dioktilaminobenzaldehit sentezi

Sekil 4.4’de sematize edilen dioktil aminobenzaldehit eldesi reaksiyonu, boliim
3.4.2°de anlatilan prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait H-NMR
spektrumunda (Sekil 4.5), 9.6ppm’de karbonile komsu protona ait bir singlet, 7.7ppm
ve 6.6 ppm’de aromatik halkaya ait protonlarin dubletleri (4H), 7.2ppm’de CDCl3
piki, 3.35 ppm’de ise azota bagli protona ait bir triplet goriilmektedir.

. N

132wy 38 7 6 & 4 3 21 0 A

PPmM

Sekil 4.5: Dioktilaminobenzaldehite ait *H-NMR spektrumu
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4.1.3 FN8 eldesi, Flavon olusum(halka kapama) reaksiyonu

O'Na* N(CeH17)2 NaOMe
EtOH
\ —_—

H,0;

N( CS Hl7)2

O
Sekil 4.6: FN8 sentezi

Sekil 4.6’da sematize edilen FN8 eldesi reaksiyonu, boliim 3.4.4’de anlatilan
prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait tH-NMR spektrumu ve bu spektrumda
piklere ait integral alanlar1 yapiyr dogrulamaktadir(Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). 8.1ppm’
de 2’ ve 6’ protonlarina ait bir dublet (2H), 8.22ppm’de 5 protonuna ait bir dublet
(1H), 6.7ppm’de 3’ ve 5’ protonlarina ait bir dublet goriilmektedir. 7.4 ppm’de 6
no’lu protona ait triplet, 7.5ppm’de 8 no’lu protona ait bir dublet ve 7.6ppm’de 7
no’lu protona ait pikler goriilmektedir, 3.35ppm’ de azota komsu protona ait bir

triplet bulunmaktadir (4H).

T
—-.—Jﬂ !
131211109 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1  Ppm

Sekil 4.7: FN8’e ait *H-NMR spektrumu
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Sekil 4.8: FN8’e ait H:-NMR Spektrumu(8.4-6.6ppm)

4.1.4 2-hidroksi-4-oktiloksiasetofenon Eldesi icin Genel Yontem

HO OH I-oktan CgH170 OH
\i;;( KoCO3 \i;;(
O kuru aseton o

Sekil 4.9: 2-hidroksi-4-oktiloksiasetofenon sentezi

Sekil 4.9’de sematize edilen 2-hidroksi-4-oktiloksiasetofenon eldesi reaksiyonu,
boliim 3.4.5°de anlatilan prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait *H-NMR
spektrumu yapiyr dogrulamaktadir(Sekil 4.10). Aromatik halkaya ait protonlar, 7.5
ppm’de dublet, 6.6 ppm’de dublet ve 6.3 ppm’de goriilmektedir. CgH170 grubuna ait,
oksijene bagli metilen protonlar1 4.06 ppm’de triplet halde goriilmektedir. Piklere ait

integral alanlar yapidaki proton sayisini desteklemektedir.
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Sekil 4.10: 2-hidroksi-4oktiloksiasetofenona ait *H-NMR spektrumu
Y

4.1.5 OFNS eldesi, Flavon olusum(halka kapama) reaksiyonu

N(CgH 1), N(CgH17)2
CgH170 OH iu'?'jgmf’ CgH170
* —_—
o CHO Zi_l}lz%OZMe, EtOH

Sekil 4.11: OFNS i¢in 6zet sentez reaksiyonu

Sekil 4.11’da sematize edilen OFNS eldesi reaksiyonu, boliim 3.4.7°de anlatilan
prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait *H-NMR spektrumu ve bu spektrumda
piklere ait integral alanlari yapiyr dogrulamaktadir (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).
8.1ppm 2’ ve 6’ protonlarina ait dublet, 8.22 ppm’de 5 numarali protona ait bir
dublet goriilmektedir. 6.9 ppm’ daki dublet 6 ve 8 numarali protonlara aittir, 6.7
ppm’ de ise 3’ ve 5’ protonlarinin dubleti goriilmektedir (2H). 4.02 ppm’de CgH170
grubunda oksijene bagli protonun tripleti (4H), 3.35ppm’de ise azota komsu protona
ait triplet bulunmaktadir (4H).
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Sekil 4.13: OFN8’e ait 'H-NMR spektrumu(8.2-6.4ppm)
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4.1.6 MFNS eldesi, Flavon olusum(halka kapama) reaksiyonu

CgHi7.  CgHi7

1.NaOMe,
kuruDMF

o) CHO  2.NaOMeg, EtOH
H,0;,
Sekil 4.14: MFNS icin 6zet sentez reaksiyonu
Sekil 4.14’da sematize edilen MFNS eldesi reaksiyonu, boliim 3.4.9’da anlatilan
prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait *H-NMR spektrumu ve bu spektrumda
piklere ait integral alanlar1 yapiyr dogrulamaktadir(Sekil 4.15, Sekil 4.16).
8.1ppm’de 2’ ve 6’ protonlarinin dubleti, 8.15ppm’de 6 no’lu protonun dubleti,
6.96ppm’de 7 ve 9 numarali protonlarin dubleti(2H), 6.7ppm’de 3’ ve 5’
protonlarinin dubleti (2H) goriilmektedir. 3.9ppm’de CH30 grubundaki protonlarin
singleti(3H), 3.35°de azota bagl protonlarin tripleti goriilmektedir.

| —

L |

PPmM

13121109 87 65 43 2 1 0 -
ppM

Sekil 4.15: MFNS’e ait *H-NMR spektrumu
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Sekil 4.16: MFN8 e ait H-NMR spektrumu (8.2-6.4 ppm)
Sentezlenen problar Tablo 4.1° de gosterilmektedir.

Tablo 4.1: Sentezlenen problar (FN8, MFN8, OFN8)

Sentezlenen probun ismi Sentezlenen Probun Yapisi

N(CgH17)2

FN8

N(CgH17)2
MeO. O ‘
MFN8 O |

OH

OFN8
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4.2 Sentezlenen Problara ait Floresans ve Absorbsiyon Olciimleri

3-hidroksiflavonlar uyarilmis halde molekiil i¢i proton transferi yaptiklarindan dolay1
(excited state intramolecular proton transfer, ESIPT), floresans spektrumlarinda,
uyarilmig durum normal (N*) form ve fototautomer(T*) forma ait iki emisyon bandi
gosterirler. Bu emisyon bantlar1 dalga boyu skalasinda iyi ayrilmig iki bant
seklindedir. Mavi bolgedeki bant normal uyarilmis durumdan (N*), kirmiziya kayan
diger bant ise uyarilmis tautomer durumdan (T*) kaynaklanir. ikinci bant carpici bir
sekilde yiiksek dalga boyuna (kirmiziya) kayarak bandlar arasinda iyi bir ayrim

saglanir.

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 gevre
parametrelerine  6nemli Olclide baghdir. 3-hidroksiflavonlar hidrojen bagi
etkilesimlerine duyarhidir. Bu bantlarin 151k siddeti oranlar1 ve pozisyonlar1 ¢oziicii
molekiilleri ile yaptig1 hidrojen bagi ya da c¢oziicli polaritesine gore degisiklik
gosterir. Bu nedenle floresans Ol¢limleri farkli polaritelere sahip ¢oziicliler iginde

gerceklestirilmistir.

Sentezlenen molekiillerin absorbsiyon ve floresans spektrumlarinda ¢oziiciiye bagl
kaymalar goriilmiistiir (solvatokromizm ve solvatoflorokromizm). Absorbsiyon

Olctimleri farkli polaritedeki solventlerde yapilmistir.

Tim solventlerde, absorbsiyon spektrumunda kirmiziya kayma gozlenmistir. Bu
kirmiziya kayma, m-elektron donér, dioktilamino grubunun ana yapiya ilavesiyle
gerceklesmistir. FN8, MFN8 ve OFN8 molekiillerine ait absorbsiyon spektrumlari
Sekil 4.17, Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da verilmektedir.

Coziicii polaritesi arttikca absorbsiyon maksimumu, Amax?®, uzun dalga boylarma
kaymaktadir. Bu, elektronik uyarilma sirasinda dipol momenti artan kromoforlarin
tipik 6zelligidir. Oksijen igeren ¢oziiciilerde (dibiitileter, dietileter, THF, etil asetat)
bu 6zellikten sapmalar s6z konusudur ve daha diisiik dalga boylarinda 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 ¢ikar.
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Sekil 4.17: FN8’e ait absorbsiyon spektrumu
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Sekil 4.18: MFNS’e ait absorbsiyon spektrumu

89



0,18 4| —— Toluene OFNS8
4| — Chloroform
Ethylacetate
0164 DMSO
DMF
0,14 - | — Acetonitrile
' ] Acetone

0,12
@ ]
=
< 0,10
e ]
o .
2 0,08
o ]
< 0,06 \\

0,04 + f/

0,02 4. =

0,00 T T T T T T T T T T T T

340 360 380 400 420 440 460

Wavelength(nm)

Sekil 4.19: OFN8’e ait absorbsiyon spektrumu

Floresans Olctimleri i¢in, dncelikle absorbsiyon spektrumlarina bakilarak maksimum
absorbsiyon dalga boyu bulunmustur. Bu dalga boyunda uyarilan molekiiliin
floresans spektrumlar1 incelenmistir. Farkli polaritelerdeki c¢oziiciilerde yapilan
floresans olgtimlerinde, beklenildigi gibi, normal (N*) ve tautomer(T*) forma ait iki

band goriilmiistiir.

Yeni sentezlenen 3-HF tiirevleri, diisiik polaritedeki ¢oziiciilerde yapilan floresans
Olcimlerinde, belirgin bir sekilde ¢oziicliye bagimli degisim gostermektedir.
Birbirinden 1iyi ayrilmis iki emisyon bandinin rolatif siddetlerinin (intensity)
degismesi sonucu, hekzanda ¢ok diisiik siddete sahip, diisiik dalga boylu N* bandi,
polaritesi daha yiiksek olan etilasetatta daha baskin hale gelmektedir. 3-HF’lar i¢in
karakteristik olan uyarilmis hal molekiil i¢i proton transferinin yiiksek polariteye

sahip ¢oziiclilerde daha etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Farkli polaritedeki ¢oziiciilerde yapilan floresans olglimlerinde, ¢oziicli polaritesi
arttikga emisyon bandlarinda kirmiziya, yliksek dalga boyuna kayma gozlenmistir.
Hekzanda T*’ye ait uzun dalga boylu emisyon bandi, kisa dalga boylu N* bandina
gore olduk¢a baskindir. Polarite arttikga, N* bandinin biiylikliiglinde de artis

goriilmektedir.



3-HF tiirevleriyle yapilan caligmalar sonucu, N* ve T*’ye ait bandlarin, ¢oziicii
polaritesinin bir fonksiyonu olarak floresans spektrumunda kaydigi ve N* bandindaki
kaymanin T*’ye gore daha fazla oldugu ortaya c¢ikmistir. Bunun nedeni, N*
formunun dipol momentinin daha biiylik olmasinin sonucu, ¢oziicii molekiilleriyle
etkilesimde olusan dielektrik kararliliginin daha fazla olmasidir. Caligilan
coziiciilerin ¢cogunda, bandlarda iyi ayrim gdzlenmistir. Fakat N* bandindaki gii¢lii
kaymadan dolayi, yiliksek polaritedeki solventlerde girisim (overlap) sézkonusudur.
T* bandinin siddetinin, N* bandmin siddetinden kiiciik oldugu durumlarda bu
girisim belirgin hale gelir. FN8, OFN8 ve MFNS problarina ait floresans siddeti-
dalgaboyu grafikleri Sekil 4.20, Sekil 4.21 ve Sekil 4.22’de verilmektedir.
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Sekil 4.20: FN8 probuna ait, farkli polaritedeki ¢oziiciilerde incelenen, T* bandina
gore normalize edilmis floresans spektrumu
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Sekil 4.21: OFNS probuna ait, farkli polaritedeki ¢oziiclilerde incelenen, T* bandina
gore normalize edilmis floresans spektrumu
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Sekil 4.22: MFNS8 probuna ait, farkli polaritedeki ¢oziiciilerde incelenen, floresans
spektrumu
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Son yillarda yapilan caligmalar sonucu, ¢ozelti igindeki organik kromoforlarin
elektronik spektray1r ¢esitli yonlerden etkiledigi ortaya c¢ikmustir. Coziicii
parametreleri ve absorbsiyon-emisyon spektralar1 arasi baglantinin ¢ok parametreli
oldugu bilinmektedir. Elektronik ve niikleer solvent polarizasyonlariyla belirlenen,
¢oziicii-coziinen etkilesimleri, en basit yaklasimla, refraktif indeks n, f(n)=(n*
1)/(2n%+1), ve diisiik frekans dielektrik sabitinin, €, f(€)=(e-1)/(2e+1), fonksiyonlari
olarak tanimlanabilirler. Bu etkilesimlerin temelinde H-bag1 gibi spesifik etkilesimler
vardir. Spektra tizerindeki etkileri, solvent molekiillerinin H-baginda ¢6ziinene dondr
veya akseptor olarak davranmasina gore farklilik gosterir. Tim bu faktorlerin
elektronik spektrada isaret ve bilyliklik olarak farklilik gdstermesi sonucu,
absorbsiyon ve floresans spektrasi, molekiiller arasi etkilesimlerde daha yeterli

bilgiye ulagilmasini saglar [39].

Coziiciiye bagimli degisen N* bandi, dielektrik sabiti ¢ ile iyi bir korelasyon
saglamaktadir ve f(€) ile lineer bir fonksiyon vermektedir(Sekil 4.23, Sekil 4.25,
Sekil 4.27). T* bandinin pozisyonu f(€) ya da f(n) ile yiiksek korelasyon saglamaz.
Dikkat edilmesi gereken nokta protik solventlerde N* ve T* bandlarinin
davraniglaridir. N* bandi kirmiziya kayarken, T* band1 maviye kaymaktadir. Bunun

sonucu olarak N* ve T* bandlar birbirlerine yaklagmaktadir.

En belirgin ¢oziiciiye bagimli degisimler In+/lt= siddet oranlarinda goriilmektedir.
Olgiimler sonucunda, In+/IT= siddet oranlarmin f(g) ile korelasyon gosterdigi
bulunmustur. Coziicii polaritesinin artigi, N* bandinin etkisini belirgin bir sekilde

artirmaktadir.
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Sekil 4.23: FN8 probuna ait farkli polaritedeki ¢oziiciilerde alinan emisyon band
maksimumlarina kars1 f(e) grafigi
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Sekil 4.24: FN8 probuna ait farkli polaritedeki ¢oziiciilerde alinan log(In+/l7+ ) siddet
oranlarina kars1 f(¢g) grafigi
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Sekil 4.25: OFNS probuna ait farkli polaritedeki ¢oziiciilerde alinan emisyon band
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Sekil 4.26: OFNS probuna ait farkli polaritedeki ¢oziiciilerde alinan log(In+/17+)
siddet oranlarina kars1 f(¢) grafigi

OFN8 proba ait, floresans Ol¢limlerinde kullanilan farkli polaritedeki c¢oziiciiler,

numaralartyla birlikte su sekilde siralanmaktadir:1. Toluen 2. Kloroform, 3. DMF, 4.
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Asetonitril, 5. Etilasetat, 6. EtOH, 7. Aseton,
Anisol, 11. DMSO, 12. n-BuOH, 13. MeOH

8. Diklorometan, 9. Hekzan, 10.
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Sekil 4.27: MFNS probuna ait farkli polaritedeki ¢oziicililerde alinan emisyon band

Sekil 4.28:

f(e)=(c-1)/(26+1)

maksimumlarina kars1 f(g) grafigi
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96




MFNS proba ait, floresans ol¢iimlerinde kullanilan farkli polaritedeki c¢oziiciiler,

numaralariyla birlikte asagida verilmektedir.
1.Toluen, 2. Kloroform, 3. DMF, 4. Asetonitril, 5. Etilasetat, 6. ETOH, 7. Aseton, 8.
Diklorometan, 9. Hekzan, 10. DMSO, 11. n-BuOH, 12. MeOH (1,9: Notral,
3,4,5,7,11: H-bag1 akseptor, 6,12,13: Protik)

FN8, OFN8 ve MFNS8 problarina ait farkli ¢oziiciilerde hesaplanmis floresans
ozellikleri Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de verilmektedir.

Tablo 4.2: OFNS8 probuna ait, farkli ¢oziiciilerde hesaplanmis floresans 6zellikleri

Numara Solvent € Aabsmax(nm) | AN*max(nm) [ AT*max(nm)| IN*/IT*
1 Toluene 42315 402 447 572 0,099
2 Kloroform 64000 409 477 568 0,259
3 DMF 63137 405 509 580 0,386
4 Asetonitril 43897 401 501 579 0,46
5 Etilasetat 50146 398 475 573 0,228
6 Etanol 42406 407 516 ... 0,654
7 Aseton 39218 399 482 580 0,355
8 Diklorometan| 42118 406 479 575 0,309
9 Hekzan 41050 396 425 566 0,009

10 Anisol 41680 403 468 578 0,198
11 DMSO 36284 404 500 579 0,144
12 n-BuOH 36940 411 511 553 0,586
13 MeOH 43682 409 520 0,762

Toluen igerisinde dlgiilen floresans kuantum verimi: Qr = 0,32

Tablo 4.3: MFNS proba ait, farkli ¢oziiciilerde hesaplanmis floresans 6zellikleri

Number Solvent Aabsmax maxN*(nm)l AmaxT*(nm) €
1 Toluen 403 450 571 23767
2 Kloroform 409 477 569 30044
3 Aseton 399 485 581 35041
4 DMF 401 468 579 30471
5 Hekzan 397 455 572 42660
6 EtOH 405 514 - 36565
7 MeOH 408 520 - 35684
8 Asetonitril 400 508 588 30470
9 Etil asetat 397 471 585 33518

Qr(Toluen)=0.28, Qr(Etanol)= 0.47
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Tablo 4.4: FNB8 proba ait, farkli ¢oziiciilerde hesaplanmis floresans 6zellikleri

Numara Solvent m ;”;(?]Sm) Nﬁr?r?r)r(]) Tﬁr?nar)r(]) €
1 Toluen 402 447 572 42315
2 Kloroform 409 477 568 64000
3 Aseton 399 482 580 39218
4 DMF 405 509 580 63137
5 MeOH 409 520 - 43682
6 EtOH 407 516 - 42406
7 BuOH 411 511 553 36940
8 Asetonitril 401 501 579 43897
9 Etil asetat 398 475 573 50146
10 Anisol 403,5 467 578 41680
11 Dikloromethan 406 479 575 42118
15 DMSO 404 500 589 36284
16 Hekzan 396 425 566 41050

Qr(Toluen)=0.10

4.3 MFNS’ e ait Biyolojik Caliymalar

Sentezlenen problar, dimetilsiilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilerek stok cozeltiler elde
edilmistir. Cozeltilerin  konsantrasyonlar1 taramali UV-VIS spektrofotometrede

absorbans pikleri 6l¢iilerek ve € degerleri kulanilarak hesaplanmugtir.

L929 fibroblast hiicreleri deney giinli tripsin ile tutunduklart petri kaplarindan
kaldirilmis, 150 pl icinde 300.000 hiicre olacak sekilde sayilarak siispanse edilmistir.

Hiicreler, deneye kadar gecen siirede buz lizerinde tutulmuslardir.

Cihaz,emisyon taramasi modunda calistirilmistir. Uyarilma dalga boyu 405 nm iken
415-600 nm aras1 emisyon taramast yapilmustir. Slitler: Em 2/Ex:4’diir. Deneyler
2.85 ml fosfat tamponu (PBS) icine hiicreler ya da problarin eklenmesi ile

baslatilmistir.

MFNS icin 1 ila 3 nM konsantrasyonlarda yapilan ilk deneyler, problarin sulu
cozeltide aggrage oldugunu ve hiicrelerle etkilesmedigini gdstermistir. Bunun
lizerine, suda ¢ozlinmeyen problar1 hiicrelere yerlestirmede sik kullanilan, bir tiir

deterjan olan Pluronic F-127 kullanilmistir.
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2.4 nM MFNS ile yapilan deneylerde Pluronic varliginda probun spektasinin zamana
bagli olarak hizla arttigi belirlenmis ve olusan spektranin Triton X-100 eklenmesi ile
olusanlara ¢ok yakin oldugu gozlenmistir. Hiicrelerin eklenmesi bu probun
spektrasinda degisime yol agmakta; 575 nm’de artis olmakta 500 nm piki ise

degismemektedir.

Sonu¢ olarak, biyolojik deneyler sonucunda, MFN8’in floresans siddetinde
(intensity), hiicre varliginda artma gézlenmistir. Bunun nedeni, problarin su iginde
aggrege olmalart ve ¢oOziinmemeleri nedeni ile floresans gostermemeleridir.
Hiicrelerin varliginda ise, problar hiicre duvarlarina tutunmakta ve floresans kuantum
verimleri artmaktadir. Bu probun Onemli bir avantaji da, hiicre duvarina
tutundugunda, iki emisyon bandinda yiiksek ayirim gostermesidir (80 nm’ye kadar).
Bu, hiicre ¢esidinin tanimlanmasinda énemli avantaj saglayabilir. Normal bandin (1.
band) tautomer banda (2. band) gore daha az siddet gosterdigi gbzlenmistir.
Gelistirilen problardan biyolojik deneyleri yapilan MFN8’in, hiicrelerin belirlenmesi
ve nicel 6l¢iim yapilmasina olanak saglayabilecegi belirlenmistir. Diger yandan, tam
¢ozlimlenemeyen bir problem, Pluronic F-127 ve Triton X-100 gibi deterjanlarin,
yaklagik 0.01 % konsantrasyonlarda ortamda bulunmalarinin, floresans artisina
neden olmasidir. Bunun nedeni, deterjanin problara, hiicrelerde oldugu gibi,
¢Oziiniirliik saglayarak floresans gostermelerini saglamasidir. Dolayist ile, yiiksek
miktarlarda deterjan kullanildiginda, biyolojik kirlenmenin belirlenmesinde problarin
kullanilmast miimkiin olmamaktadir. Diger yandan, emisyon band oranlari, hiicre
icinde, deterjanlara gore oldukca fark gostermektedir. Bu, deterjan varligi ile olusan
istenmeyen yan etkiyi kismi olarak cozecek niteliktedir. Karsilasilan diger bir
problem, problarin hiicre icine yavas girmeleridir, (yaklasik 10 dak.) Bu, problarin
diisiik polariteye sahip olmalar1 nedeniyle suda “aggregate” olmalar1 ve hiicre igine

yavas girmeleri seklinde aciklanabilir.

4.4 Sonug¢

Sonug olarak, bu calismada, 3-hidroksiflavon’un yagsi 6zelligini artirmak iizere,
elektron verici grup olarak benzaldehitin para pozisyonuna dioktil amino gruplari
takilmistir. Nonpolar 6zelligi artan sensoriin, biyolojik sistemlerle daha 1yi iletisime
girmesi, biyolojik kirliligi belirleme Ozelliklerinin gelistirilmesi, segici olarak

hiicrelere duyarliliginin artirilmast ve hiicre hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi
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planlanmistir. Bu amagla, sentezlenen FN8, OFN8 ve MFNS§ problan ile ilgili,
biyolojik calismalar ve floresans o&zelliklerinin belirlenmesi ile ilgili calismalar

grubumuzca strdiiriilmektedir.
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