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OZET
Son yillarda, katalitik konvertorler veya cesitli Pd-katalizli reaksiyonlardan arta
kalan serbest paladyum iyonlarinin farkedilmesiyle paladyum iyonlarinin analizinde
kullanilan optik problarin gelisimi biiyiik dl¢iide ilgi gérmeye baslamistir. Clinkii arta
kalan bu paladyum iyonlari potansiyel saglik sorunlarina neden olmaktadir. Ek
olarak, paladyum birgok klinik ila¢ iceren kompleks molekiillerin sentezi i¢in zor
baglarin olusumuna neden olan Buchwald-Hartwig, Heck, Sonogashira ve Suzuki-
Miyura gibi C-C ¢apraz baglama reaksiyonlarinda katalizor olarak kullanilmaktadir.
Farmasotik endiistrisinde paladyum-katalizli reaksiyonlarin verimli bir sekilde
kullanim1 da ilag aktif maddeleri i¢in Pd-kontaminasyonlar1 riskini daha da
arttirmaktadir. Ciinkii ¢ok titiz saflagtirma iglemlerine ragmen elde edilen son iiriinde
dahi yiiksek diizeyde artik paladyum kalintilarina rastlanmaktadir ve bu da insan
viicuduna zarar verebilmektedir. Bu nedenlerden dolay:r kemiliiminesans (CL) bazli
problarin gelisimi olduk¢a 6nemlidir. Bu calismada paladyum katalizli iki farkh
reaksiyon yoluyla beklenilen liiminesans olusumunu saglayan, proparjil eter ve allil

ester kisimlart igeren iki farkli 1,2-Dioksetan tlirevinin dizayni hedeflendi.
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ABSTRACT
In recent years, the development of optical probes to analyse palladium ions has
attracted great attention since residual palladium ions may cause potential health
hazards. In addition, palladium is also exploited as catalyst in many cross-coupling
reactions such as Buchwald-Hartwig, Heck, Sonogashira and Suzuki-Miyura, leading
to the formation of difficult bonds for the synthesis of complex molecules involving
many clinical drugs. Fruitful use of Pd-catalysed reactions in pharmaceutical industry
increases the risk of Pd-contamination in active pharmaceutical ingredients because a
high level of residual palladium is often found in final products despite rigorous
purification steps and thus, it can cause harm to human body. For these reasons, it is
quite important for the development of probes based on chemiluminescence (CL). In
this work, we wanted to design two different 1,2-Dioxetane derivatives by
incorporating propargyl ether and allyl ester moieties which are expected to

luminescence via two different palladium catalysed reactions.
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1. GIRIS

Kemiliiminesans, kimyasal bir reaksiyon sonucunda uyarilmis halde olusan
rtiniin radyatif relaksasyonu olarak tanimlanabilir. Emisyon, kimyasal reaksiyon
sonucunda elde edildigi i¢in harici 151k kaynagina gerek yoktur ve buna bagh olarak
da gerek detektordeki 1smnmadan ve sapmalardan kaynakli gerekse 1s1k
sacilmalarindan kaynakli hatalar ortadan kalkmaktadir. Ayrica kimyasal reaksiyon,
analite spesifik oldugu i¢in sadece hedeflenen analitin varliginda emisyon
gbozlenmektedir ve bu nedenle diger metodlarda goriilen arka plan emisyonlar
goriilmemektedir. Dahasi reaksiyon sonucunda agiga c¢ikan 1s18in siddeti, analitin
konsantrasyonuna dogrudan bagli oldugundan hedeflenen analitin duyarli ve dogru
tayini kolaylikla yapilabilmektedir. Literatiirde kemiliiminesan 6zellige sahip bir cok
bilesik bulunmaktadir. Bunlardan 1,2-Dioksetanlarin, termal kararliliklarindan dolayi
biyoanalitik ve klinik olarak bir¢ok uygulama alani bulunmaktadir. Kimyasal olarak
kolaylikla fonksiyonlandirilabildikleri i¢in ise hedef analite yonelik degisik tiirevleri

sentezlenebilmektedir.

Platinyum grup elementlerden olan paladyum, Buchwald-Hartwig, Heck,
Sonogashira, Suzuki-Miyaura gibi 6nemli reaksiyonlarda C-C bag olusumunu
katalizleyerek bir¢ok ilacin sentezinde kullanilmaktadir. Ancak, ilag endiistrisinde
paladyumun siirekli kullanim1 sonucunda, uygulanan ¢ok yonlii saflastirma
prosediirlerine ragmen, elde edilen iiriinde paladyum tespit edilmistir. Bu da insan
saglig1 icin potansiyel tehlikeler yaratmaktadir. Ayrica, paladyum araglarin egzoz
katalizor sistemlerindeki karbonmonoksit, hidrokarbon ve nitrojen oksit gibi gaz
halindeki kirleticilerin emisyonunu azaltmak i¢in de kullanilmaktadir. Araglarin
katalitik konvorterlerindeki emisyon sonucunda cevreye salinmasi ve buna baglh
olarak da besin zincirindeki birikimi ile de canlilara tasman paladyum
konsantrasyonunda artis gozlenmektedir. Tim bu olaylar sonucunda paladyum
iyonunun asir1 alinimi astim, bulanti, sa¢ dokiilmesinde artis ve dermatit gibi birgok
onemli rahatsizligin gelismesine neden olmaktadir. Bu nedenle paladyum
konsatrasyonunu dogru, hassas ve spesifik olarak tayin edebilecek yeni problarin

dizayn ve sentezi son derece dnemlidir.



Elektron transfers
saglayan Krsim

Kararhk saglayon
Kkisim

Sekil 1. Kemiliiminesan sensoriin kisimlari ve 1,2-Dioksetan oksidasyonu

Bu ¢alismada iki farkli 1,2-Dioksetan tiirevi kullanilarak Pd problar1 olarak
kemiliiminesan reaktiflerin gelistirilmesi planlanmistir. Tasarlanan sensdrlerin
kemiliiminesans yaparak kendi 1gimalarini1 saglamasi paladyumun algilanmasini daha

avantajli kilmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. KEMILUMINESANS

2.1.1.Tarihsel Gelisimi

Bilim her zaman doganin muhtesemliginden etkilenmistir ve boylelikle doga,
bilimin temelini olusturmustur. Insanoglu, vyiizyillardir doganin fisiltilarimi
dinleyerek, dogay1 gozlemleyerek ve doga tarafindan agiklanan sorulardan yola
cikarak bir¢ok konuda olduk¢a oOnemli bilimsel fikirler ortaya sunmaktadir.

Boylelikle ‘‘liiminesans (1s1ldama)’’ terimi de bilim literatiiriinde yerini almistir.

Isildama veya liiminesans; uyarilmis haldeki molekiiliin relaksasyonu
sonucunda tekrar temel hale donerken 151k emisyonu vermesi olarak tanimlanabilir
[1]. Liiminesans olayinda maddelerin 1s1s1 degismeksizin elektromanyetik bir 151n1m
yayilir ve liiminesansin elektromanyetik 1sinim kaynaklarindan temel farki da
kaynagin 1sisinda bir degisimin olmamasidir. Bu yiizden liiminesans ‘‘soguk 1s1k”’
olarak da adlandirilir. Aristoteles’e (M.O. 384-322) gore; liiminesans olaylarin
tarihsel evrimi, 6li baliklar, bazi mantar tiirleri, 151k salgilayan miirekkep baligi, 151k
saglayan bazi hayvanlar ve bocekler ile fosforlu tahtalar i¢indeki soguk 1s18mn
taninmast ile Antik Cag kalintilar1 iizerinde temellenmistir. 1877 yilinda
Radziszeswki tarafindan, sentetik yolla ilk kez 1s1gmn yayilimi goézlemlenmis ve
oksijen varliginda giiglii bir bazla reaksiyon vererek yesil 151k sacan liiminesan lopine
(2,4,5-trifenilimidazol) molekiilii elde edilmistir [2]. Daha sonra, ortalama kinetik
enerjilerini arttirmadan diger mekanizmalar aracilifiyla tahriklenen molekiiller
tarafindan yayilan 151k ile maddelerin termal uyarilmasiyla aciga c¢ikardig 15181 ayirt
etmek amaciyla, 1888 yilinda ilk kez Eilhardt Wiedemann tarafindan liiminesans
literatlirine  kemiliiminesans terimi  dahil edilmistir. Eilhardt Wiedemann
fosforesansin ve floresansin 1stya ihtiya¢ duymadan 15181 gonderebilen bilesikler

3

tarafindan yayilabildigini soyleyerek liiminesansi ‘‘soguk 151k’” olarak tanimlamistir
[3]. O zamandan beri, liiminesans; uyarma yoluna gore farkli siniflara kategorize
edilmistir. Bu kategorizasyon su sekildedir; fotoliiminesans (optik 1s1ma),

termoliiminesans (1s1l 1s1ma), elektroliiminesans (elektro 1s1ma), kristaloliiminesans,



triboliiminesans (siirtiinmeyle 1s1ma), 151n 1s1masi, kemiliiminesans (kimyasal 1s1ma,

CL) [3].

Fotoliiminesans (optik 1sima): Elektronlarin optik 1sinlarla bir iist enerji
seviyesine yiikseltilmesiyle gerceklesmektedir. Bu uyarma, ara enerji diizeyleri
tizerinden gecerek bir, iki veya ¢ok kademeli olarak da gerceklesebilir. Uyarilan
elektronun pozitif delikle birlesmesi faz i¢i ¢arpigmalar ve muhtemel enerji kayiplari
yiiziinden gecikmeli olarak yiirliyebilir. Uyaric1 1sinla ayni dalga boylu olan ve
birka¢ kademe iizerinden gerceklesen emisyonlar 1s1ma sayilmazlar. Ornegin;
Raman, Brillouin ve Rayleigh sacilmalari, iist dalga tiretimleri (overtones) vb. Stokes
kuralina gore, genelde emisyon 1silarinin dalga boyu, uyarici kaynaginkinden daha
uzun boyludur; iki veya daha ¢ok kuantli ya da kademeli uyarmalar buna dahil
degildir. Kisacasi 151k absorbsiyonunun neden olmasi ile gerceklesen liiminesans

fotoliiminesans olarak adlandirilmaktadir.

Termoliiminesans (is1l isima). Uyarllmig, uzun Omiirli kararsiz bir yik
tasiyict, madde sicaklifinin arttirilmasi ile uyarilabilir ve 1s1ma yaparak bir merkezle
birlesebilir. Isima esliginde gerceklesen birlesme siirecleri, tasiyict yiikiin tutundugu
merkezler hakkinda sicakliga bagli olarak bir grafige gecirilir. Bu grafik 1s1ma
spektrumu olarak isimlendirilmektedir. Sekil 2.’de siddetin sicakliga karsi bir grafigi
bulunmaktadir ve bu grafik termoliiminesans islemi sonucunda elde edilen 1s1ma
spektrumunu  gostermektedir. Kisacasi hafif bir isitmanin neden olmasi ile

gerceklesen liiminesans termoliiminesans olarak adlandirilmaktadir.

TL Siddet (keyfi birim)

o 100 200 300 400
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Sekil 2. Termoliiminesans egrisinin klasik bir gosterimi



Isin Isimast (radyoliiminesans: katado-1yono, X-ray liiminesans v.s.). Madde,
elektronlar, a-tanecikleri, ozellikle de iyonlar veya y-kuantlar1 gibi iginlar ile

1sinlanir.

Kemiliiminesans, CL, (kimyasal i1sima). Kimyasal bir tepkime sirasinda
molekiil uyarilmis hale gegebilir. Bu molekiil uyarilmis halden temel hale gecerken
biinyesinde bulundurdugu fazla enerjiyi 151k olarak geri verebilir. Eger bu olay ates
bocekleri ve algler gibi bazi deniz bitkilerinde gézlemlenirse olay biyoliiminesans,
BL, (biyo-izsima) olarak adlandirilir. Ayrica bitkiler de fotosentez islemi sirasinda
kizilotesi veya yakin IR bdlgesinde 1s1ma yaparlar. Bu anlamda, kemiliiminesans
(CL); kimyasal bir reaksiyonun sonucunda elektronik olarak uyarilmis, kendisi
liminesan 6zellikte olan ya da daha sonra liiminesans yapmak {izere enerjisini bagka
bir molekiile aktaran bir molekiiliin, elektromanyetik radyasyon (UV,Vis ya da

infrared) liretmesi olarak tanimlanabilir [4].

Diger taraftan bir yariiletken veya yalitkana elektrik akimi verildiginde
(elektroliiminesans), bazi kristaller mekanik olarak ogiitilir ve ya ezilirken
(triboliiminesans), (6rnegin NaOH veya As,Oz gibi) eriyikler kristallendirilirken
(kristalo-liminesans), kristalleri ¢dzerken (aquo-liiminesans), elektroliz sirasinda

(galvano-liiminesans) 1simalar da gozlenebilir.

2.2. GENEL ILKELER

‘‘Kemiliiminesans olayi, kimyasal reaksiyon boyunca kirilan ve olusan baglar
tarafindan agiga cikarilan enerjiye dayanmaktadir.”” tanimi1 goz Oniine alinarak, iki
sonug¢ ¢ikarilabilir: Birincisi, kemiliiminesans reaksiyonu ig¢in {irlinlerden birinin
floresan olmasi gerekir. ikincisi, 151ma yapan iiriin olusumuna neden olan kimyasal
reaksiyon molekiiliin uyarilmis hale gecebilmesi icin yeterli enerjiye sahip olmalidir.
Molekiiliin uyarilmis halden temel hale gecerken elektron gonderimi, genellikle
molekiil i¢i dairesel ve titresimsel degisimlerle gergeklesir. EK olarak, uyarilmis
molekiil, fosforesans ve floresans gibi diger fotofiziksel siireclerde oldugu gibi
kemiliiminesan emisyonun azalmasi veya kaybolmasi ile sonuglanabilecek

istenmeyen durumlara neden olabilen; kimyasal reaksiyonlar, c¢arpismalari



etkisizlestirme, igsel doniisim (IC) ya da sistemler arasi gegis (inter-sistem gegis
(ISC)) qgibi proseslerle radyasyonsuz olarak enerjisini kaybedebilir [1]. Uyarma
islemi hari¢, kemiliiminesans (CL), floresans (FL), fosforesans (P) islemlerinde
uyarilan molekiil, en diisiik uyarilmis singlet halden (S;) ya da uyarilmis triplet
halden (T1) temel hale (Sp) tekrar geri doner.

Molekiiler floresans spektroskopisi madde iizerine gelen elektromanyetik
1s1ma ile uyarilmasi ve temel haldeki elektronlarin uyarilmis enerji diizeyine gegmesi
ve sonra bu halde kararli kalamadiklarindan tekrar temel enerji diizeyine geri

donerken ortama verdigi 1stmanin 6l¢iilmesi ilkesine dayanmaktadir.
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Sekil 3. En tipik fotofiziksel siireglerle birlikte kemiliiminesansin Jablonski

Diyagrami’nda gosterimi [5].

Isima yapan bir maddede gozlenen uyarma ve 1sima olaylar1 sadece bir

merkez ya da atomda meydana gelmedigi i¢in 151ma mekanizmasi oldukc¢a karigiktir.



Isima mekanizmasinin agiklamasint basitlestirebilmek i¢in kullanilan en iyi
modellerden birisi de ‘‘Enerji Band Modeli”> olarak bilinen Jablonski

Diyagrami dir.

Uyarilan bu elektronun temel diizeye donerken izleyebilecegi farkli yollar
vardir. Bu yollar Sekil.3’de Jablonski Diyagrami ile gosterilmistir. Jablonski
Diyagrami’nda; So singlet temel hali, S; uyarilmis birinci singlet elektronik enerji
seviyesini, S, ikinci singlet uyarilmis hali ve Tp ise uyarilmis triplet hali temsil
etmektedir. Temel ve uyarilmig hallerde 0, 1, 2, 3..... ile tanimlanan ¢izgiler titresim

kuantum sayilarini ve enerji seviyelerini gostermektedir.

Cesitli dalga boylarinda 1s1n igeren bir demet seffaf bir ortamdan gegirilirse
icinden bazi dalga boylarinin kayboldugu goriiliir. Bu olaya “absorbsiyon” denir.
Absorbsiyonla 151n enerjisi maddenin iyon, atom veya molekiillerine aktarilir.
Boylece 1s1n enerjisini absorblamis olan iyon, atom veya molekiiller uyarilmis hale
gecerler. Uyarilmis bir atom veya molekiil 10® saniye kadar yasayabilir.

Absorbladig1 enerjiyi geri vererek tekrar eski hale doner.

Bu diyagramda; absorbsiyon olay1 sirasinda, singlet temel halden (*Sp) singlet
herhangi bir uyarilmis hale ((*S;) veya (*S;)) 10™ saniye kadar kisa bir siire
igerisinde elektronik bir gegis meydana gelmektedir. Meydana gelen bu
singlet—singlet gecisi spektroskopik olarak izinli bir gegistir. Singlet—triplet gegisi
ise fotofiziksel olarak yasakli bir gegistir. Sistemin triplet uyarilmis hale gecis

yapabilmesi i¢gin ancak singlet uyarilmis halden gecis yapmasi gerekmektedir.

Bir molekiil yiiksek enerji diizeyinden daha diisiik enerji diizeyine gecis

yaparken sahip oldugu fazla enerjiyi foton olarak yayar. Bu olaya “emisyon” denir.

Floresans soguk cisimlerde molekiiler fotonun yutulmasinin daha uzun bir
dalga boyunda diger bir fotonun yayilmasimi tetiklemesiyle ger¢eklesen 1sik verme
(1s1ma) olayidir. Floresans, 1sinimsiz diger rahatlama tiirlerine gore ¢cok daha yavas
gerceklestigi icin foton absorbsiyonu yapan c¢ogu molekiiliin floresansit yoktur.

Ancak bazi tiirlerde elektron birinci uyarilmis diizeyden temel enerji seviyesine


http://tr.wikipedia.org/wiki/Dalga_boyu
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floresans yaparak gecer. Bazi molekiillerde floresans cok etkili degilken, bagka
molekiillerde absorblanan fotonun neredeyse tamami floresans olarak geriye
donebilir. Floresansin bu etkinligi, floresans ile verilen foton sayisinin, sogurulan
foton sayisina oraniyla tanimlanir ve bu oran floresans kuantum verim (®F veya Q)
olarak adlandirilir. Floresans kuantum verim ayrica temel singlet diizeye floresans ile
dénme hizmnin biitlin geri doniis siireclerinin hizina orani olarak da tanimlanabilir (Q

= kiginimli / (Kistnimli + kKiginimsiz).

I¢sel Doniisiim: I¢sel doniisiim prosesi 1s1masiz bir sekilde gerceklesmektedir.
Bu islem uyarilmis enerji seviyeleri ile titresim enerji seviyeleri arasinda olabilecegi
gibi, sistem uyarilmis halden temel hale gegerken de gergeklesebilir. Sistem almis
oldugu uyarma enerjisini disartya 1s1 enerjisi seklinde verdigi i¢in sistemin sicakligi
yerine sadece molekiillerin kinetik enerjilerinde bir artis gézlenir. Clinkii bu uyarma
enerjisi, sistemin sicakhigini arttirabilecek kadar fazla degildir. i¢sel doniisiim olay
yaklasik 10™2 sn’lik bir zamanda meydana gelir. Bu olay izomerlesme 6zelligi olan

veya rezonans halleri bulunan bilesiklerde daha sik goriiliir.

Titregimsel Durumlar: Elektronik enerji seviyeleri titresim enerji seviyelerine,
bunlar da dénme enerji seviyelerine yarilmistir. Sistem uyarildigi zaman molekiil
uyarilmis enerji seviyesindeki herhangi bir titresimsel enerji seviyesine ¢ikar. Temel
hale donmek i¢in uyarilmis enerji seviyesindeki en diisiik titresim enerji seviyesine
gelmek zorundadir. Bu olay 1s1masiz bir sekilde meydana gelir ve sistem enerjisini

etrafindaki diger molekiillerle veya ¢oziicii molekiilleriyle carpisarak harcar.

Sistemler Arast Gegig: Singlet uyarilmis halden triplet uyarilmis hale ya da
triplet uyarilmis halden singlet uyarilmis hale ge¢is olayidir. Bu olayin olabilmesi

icin her iki halin titresim enerji seviyelerinin cakigsmasi gerekmektedir.

Gecikmis Floresans: Uyarllmis singlet enerji diizeyindeki bir elektronun
uyarilmis triplet enerji seviyesine gecisi, yasakli olmasina ragmen, bir¢ok molekiilde
gerceklesir. Sistemler arasi ge¢is denilen bu siire¢ diger siireglere kiyasla ¢ok daha
yavas isler ancak bazi durumlarda bu siirecler ile yarigabilir. Triplet uyarilmis

diizeyden temel singlet diizeyine gecerken yapilan 1sima fosforesans olarak



adlandirilir. Triplet uyarilmis diizeyden once singlet uyarilmis diizeye, ardindan
temel singlet diizeye 1smmimli doniise ise gecikmis floresans denir. Gecikmis
floresans normal floresansa gore daha uzun zamanda meydana gelir ve olusum

sekline gore ikiye ayrilir:

a) E-Tiirii Gecikmis Floresans: Temel halden singlet uyarilmis hale ¢ikan
molekiil, sistemler arasi gecisle triplet uyarilmis hale geger. Ancak
sistemin sicakligr arttirildiginda triplet uyarilmis haldeki molekiil tekrar
singlet uyarilmis hale geri doner. Bu durumun gézlenebilmesi icin sadece
sicakligin arttirillmasi degil ayni zamanda uyarilmis singlet ve triplet
hallerinin titresim enerji seviyelerinin de ¢akismis olmasi gerekir. Bu geri
dontisiimle singlet uyarilmis haldeki molekiil tekrar singlet uyarilmis hale
doner ve bu doniisiim 1s1mali olarak gerceklesir. Bu olaya E-tiirii gecikmis

floresans denir.

b) P-Tiirii Gecikmis Floresans: Bu tiir floresansta molekiil singlet uyarilmig
halden sistemler aras1 gecisle triplet uyarilmis hale gecer. Bu gecisten
sonra triplet uyarilmis haldeki molekiillerin birbirinden etkilenmesiyle
enerjilerini biribirlerine aktarirlar ve triplet uyarilmis haldeki molekiillerin
bazilar1 singlet uyarilmis hale 1s1masiz olarak geri donerler. Singlet
uyarilmis haldeki molekiiller ise 1s1mali bir bicimde temel hale donerler.

Bu olaya P-tiirii gecikmis floresans denilmektedir.

Kemiliiminesans (CL) reaksiyonlar1 dogrudan ve dolaylh (ya da
duyarlastirilmis) olmak iizere iki farkli mekanizma tizerinden gerceklesir. Dogrudan
kemiliiminesans modelinde substrat ve oksidan madde 1s1gin emisyonuyla temel
hallerine geri donebilen bir {iriin ya da ara {iriin olusturulmasi i¢in reksiyona sokulur
(Sekil 4. A). Bu tip kemiliiminesans modelinde substrat CL 6n maddesidir ve 1s1gin
emisyonunda gorevli uyarilmis maddeye ¢evrilmek iizere kullanilir. Oksidan madde
ise genellikle CL reaksiyonlarini baglatabilecek 6zellige sahip molekiiller arasindan
tercih edilir. Dogrudan reaksiyonda; katalizor, enzim ya da metal iyonu, reaksiyonun
aktivasyon enerjisini azaltarak CL verimini artirmak i¢in kullanilabilir. Ayrica,

kofaktorler bir ya da birden fazla substrati katalistle reaksiyona girebilecek sekilde



degistirmek iizere kullanilabilir ve bu kofaktorler ayrica iyi bir ayrilan grup
olusturarak bag kopma emisyonunun gergeklesecegi durumlarda kullanilabilirler [2].
Diger yandan, dolayli ya da duyarlastirilmis reaksiyon durumunda elektronik olarak
uyarilan {iriin ya da ara iiriin floresan 6zellige sahip olmadigindan, 1s1k emisyonu
floroforla uyarilmis tiirlerin enerji transferinin bir sonucu olarak goriilmektedir (Sekil
4. B). Enerji florofor tarafindan absorblandiginda; foton emisyonunun temel hale geri

relaksasyonu sonucunda, florofor elektronik olarak enerjik hale uyarilir [4].

Kisacas1 dogrudan kemiliiminesans tepkimesinde birincil uyarilmis halde olan

bir bilesik [I]* ortaya ¢ikar ve bu bilesigin kendisi 1s1ma tepkimesini gergeklestirir.
A+B — [I]* —> URUNLER +hv

Dolayli CL tepkimesinde ise, uyarilmis tepkime {riinii [I]* 1s1may1 kendisi
yapmaz, fakat enerjisini 151ma yapacak olan bagka bir aliciya [F]* aktarir ve bu alici

sayesinde 1s1ma gerceklesir.

A+B —> [IJ*+F —> [F]* —> F+hy

000 90 -60
e 10—’0

Sekil 4. Dolayli ve dogrudan CL’nin sematik gosterimi. (*) uyarilmis tirtinleri

gosterir.

Bir bilesigin kemiliiminesans ozellik gosterebilmesi igin asagidaki temel

gereklilikleri yerine getirmesi gerekir:
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1. Elektronikge uyarilmis hali olusturabilmek i¢in tepkimenin

ekzotermik olmas1 gerekmektedir. Genellikle CL reaksiyonlarinin
emisyonlar1 400 nm ile 750 nm arasinda yer alir. Yalnizca elektronik
olarak uyarilmis hal i¢in degil CL emisyonu i¢in gerekli 40-70
Kcal.mol™ enerjiyi saglamak igin de ekzotermik reaksiyon
gerekmektedir. Ayn1 zamanda, bu ekzotermik reaksiyon, oksijen ve
hidrojen peroksit ya da benzer oksidanlarin kullanildigi redoks

tepkimeleri ile iligkilendirilir.

Elektronik¢ce uyarilmis hale gegmek icin izlenen tepkime yolu
reaksiyon i¢in tercih edilen olmalidir. Enerji; 1s1 yoluyla, titresimsel
ya da rotasyonel carpismalarla kaybedilmemelidir. Eger
reaksiyonlarda agia ¢ikan kimyasal enerjinin biiylik bir bolimi bu
yollarla kaybedilirse reaksiyonlar kemiliiminesan ozellikte olmazlar
ve 1s1ma yapamazlar. Ek olarak reaksiyonlarin foton emisyonu
yapmast icin, azalmakta olan prosesler elverisli oranlarda olmalidir.
Reaksiyon siiresi ne kadar uzun olursa, enerji kayb1 o kadar fazla olur,
bu yiizden de bu tiir reaksiyonlarin kemiliiminesan olma olasilig1

azalir.

Deaktivasyon i¢in izlenen yolun baskin olmasi gerekmektedir. Foton
1s1mast sirasinda gerceklesebilecek olan diger radyasyonsuz islemler
(molekiil-i¢i veya molekiiller-arasi enerji ge¢isi, molekiiler bozulma,
izomerizasyon veya fiziksel soniimleme (quenching)) radyasyonlu CL
islemine oranla az olmalidir. Boylece, radyasyonsuz yontemler yerine,

151k emisyonu tercih edilmis olur.
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AB + Isik

(1 A+B
ABHD )
BA = AB* » AC+B
(6) (3)
* AB

Sekil 5. Uyarilmis bir hal durumunda kaybedilen enerji i¢in gerekli muhtemel
prosesler (1) dogrudan CL, (2) molekiillerin ayrilmasi; (3) diger benzer tiirlerle olan
kimyasal reaksiyonlar, (4) molekiil-i¢i enerji transferi, (5) molekiiller-aras1 enerji
transferi (bir floroforun varligi durumunda, dolayli CL), (6) izomerizasyon, ve (7)

fiziksel sontimleme [5].

Biitiin liminesan prosesler dikkate alinirsa, uyarilmig halde {iretilen
molekiillerin verimliligine bagli olan emisyon yogunlugu, temel hale donerken bir
foton yayan molekiillerin fraksiyonu olarak tanimlanan kuantum verimi (®c|)

tarafindan temsil edilir.

@d:‘bc.@e.@f

Yukaridaki  formiilde; @, uyarilabilir molekiil veren reaksiyon
molekiillerinin fraksiyonunu ve kimyasal reaksiyonlarin verimi i¢in hesaplamalari
temsil eder. ®e ise elektronik olarak uyarilmis haldeki molekiillerin fraksiyonunu
temsil eder ve enerji transferi verimi ile de ilgilidir. Son olarak @ yayilan foton

araciligiyla temel hale donen uyarilmis molekiillerin fraksiyonunu temsil eder [5].

Kemiliiminesans giiclii bir analitik yontem olmasina ragmen, CL verimliligi;
sicaklik, pH, iyonik gii¢, solvent, ¢ozelti bilesenleri, substrat derisimi, elektronik
uyarilmadan sorumlu kisim olan kemiliiminesan Onciilerinin kimyasal yapisi, diger

substratlarin derisimi, enerji transfer akseptorlerin varligi gibi bir¢ok deneysel
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faktorlere baglidir [1, 5]. CL analitiksel bir teknik olarak kullanilirsa, emisyon
yogunlugu icin etkili oldugu diisiiniilen parametreler en iyi sekilde kullanilmalidir.
Bu deneysel faktorlerin etkisi kemiliiminojenik oncii ¢esidine gbre gbéz Oniine

alinmalidir.

Kemiliiminesans diger liminojenik tekniklerden daha fazla avantaja sahip
olan istiin bir tekniktir. Bu avantajlart su sekilde siralayabiliriz: 1) Kimyasal
reaksiyon sonucu iiretilen 151k emisyonu, uyarilma i¢in herhangi bir 151k kaynagina
gerek duyulmadan saglanir ve 151k kaynagindan kaynakli arkaplan sinyalleri elimine
edilir. 2) Kimyasal reaksiyondan elde edilen 151k miktar1 olduk¢a kullanighidir, ¢iinki
151k yogunlugu, duyarlt ve dogru ol¢iimii saglayan analit yogunluguyla dogrudan
iligkilidir. 3) CL miktarinin yiiksek gozlemlenebilirligi, 151k kaynagi ya da
dedektoriin 1sinmasi, absorbans ve floresans metodlarinda oldugu gibi 1s1k sagilimi
vb. arkaplan emisyonlarinin diisiik olmasinin bir sonucudur. 4) Boylelikle numune
matrisi bilesenlerinin tipik floresan arka plan emisyonlarindan kaginilir ve analite
Ozgii spesifik reaksiyonlar sonucu 1s1k emisyonu saglanir. 5) Dahasi, numunelerin
genis dinamik araliga sahip olmasindan dolayi, numunenin modifikasyonunu ya da
seyreltilmesini gerektirmeden cihaza bagli konsantrasyon 6l¢timii en az 5 yil i¢inde
yapilabilir. 6) Ayrica, CL ve BL yi birka¢ sn iginde hizli bir sekilde yapan 151k
emisyonu gergeklesir [7]. 7) Kemiliiminesansin en yaygin diger avantaji ise basit
enstriimantasyon gerektirmesi ve diisiik arkaplan sinyallerinden dolay:r diisiik tayin
siirina sahip olmasidir [8]. 8) Kemiliiminesans prosesindeki siirece katilan; CL
substratlari, CL onciisii maddeler, oksidanlar, CL reaksiyonlariin verimliligini veya
oranini etkileyen tiirler, katalizér gibi aktivatorler, CL emisyonunu Onleyici
indirgeyiciler gibi inhibitorler, dolayli CL reaksiyonlar1 durumunda kullanilan
floroforlar, dogrudan tepkimeye karigsmayan fakat diger reaktiflerle etkileserek CL
reaksiyonunda reaktif olacak bir iiriin olusturabilen tiirler, baz1 CL 6nciisii maddeler
ya da floroforlar (dogrudan ya da dolayli CL olmasiyla florofor ya da CL onciisii
kullanilip kullanilmayacag belirlenir.) tarafindan modifiye olabilen tiirler gibi bircok
bilesenin belirlenmesinde CL kullanilabilir. 9) CL reaksiyonlari nicel veya nitel bilgi
vermek i¢in immiinoassay (antikor kullanilan test metodu) ya da kilcal elektroforez

gibi kromotografi tekniklerinde de bir tayin teknigi olarak kullanilabilmektedir [2].
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CL ¢esitli avantajlara sahip olmasina ragmen, ¢esitli ¢evresel faktorlere bagl
olarak bazi olasi1 dezavantajlari da diisiinmemizi miimkiin kilar. Ornegin; 151k
emisyonu tek bir analite spesifik degildir ve boylece segicilikte eksiklik olusabilir.
Ayrica, emisyon yogunlugundaki dalgalanmalar1 onlemek igin optimize edilmesi
gereken; pH, iyonik giicler, sicaklik, solvent gibi cesitli faktorler de dikkate
alimmalidir. CL emisyonu sabit degildir, zamanla degisebilir ve ayni zamanda
emisyona karsi zaman profili CL sistemine gore degistirilebilir. Bu yiizden sinyaller
muhakkak belirlenen periyotlarda ve kesinlikle optimize edilmis ¢evresel faktorler

uygulanarak tayin edilmelidir [9].

2.3. KEMILUMINESAN SiSTEMLER

2.3.1. Acil Hidrazidler

Reaksiyon Mekanizmast: Liiminolin (5-amino-2,3-dihydro-1,4-
phthalazinedione) alkalin ortamdaki oksidasyonu dogrudan kemiliiminesans
reaksiyonlar1 arasindaki en iinlii olanidir. Bu reaksiyon ilk kez 1928 yilinda Albrecht
tarafindan rapor edilmistir. Liiminoliin dogrudan CL mekanizmasi, heterosiklik
halkanin oksidasyonu sayesinde elde edilen a-hidroperoksit formunun (mekanizma
icin 6nemli ara iriin) olustugu mekanizma iizerinden ilerlemektedir. Bu olusum

asagidaki sekilde basitge gosterilmisitr (Sekil.6).

NH, O NH, O NH, O-
Liiminol 1
OH OH * o
o] o N
o — - «— 1]
(o) -N, N
o o) NH, O OOH
+ lsik hidroperoksit

Sekil 6. Liiminoliin reaksiyon mekanizmasinin gosterimi
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Direkt CL reaksiyon mekanizmasi alkalin ortamda ya oksijen ile ya da baska
alternatif bir oksitleyici madde ile liiminoliin reaksiyonunu takip eder. Bazik ortamda
elektronik olarak uyarilmis halde o-hidroperoksit olusur. Bu molekiil ise uyarilmis
halden temel diizeye donerken 1s1ma yapar ve boylelikle CL olusur [10, 11]. Isik,
liminoliin potasyum ferrisiyonit, permanganat, periyodat, hekzasiyanoferrat(lll) ve
hidrojen peroksit gibi oksitleme maddeleriyle oksijenli bazik sivi ¢ozeltilerdeki
oksidasyonuyla aciga ¢ikar. Fe?*, Cu®*, ve Co* gibi metal iyonlar1 liiminoliin
yiikseltgenme tepkimesini katalizler. Ancak gelismis emisyon; hidrojen peroksitlerin
(Reaksiyon iriinlerinin  bozunmalarin1 arttirir.) oksitlenme maddesi olarak
uygulandiginda elde edilir [11]. Ayrigma mekanizmasi gbz Oniine alindiginda, ilk
adim bilesimin oldugu ortama bagli iken; bozunmanin diizeni ve 1s1k emisyonu
sistemin pH’ma baghdir. Dimetilsiilfoksit ve dimetilformamit gibi aprotik
¢oziiclilerdeki CL daha kolaydir, oksijen ve giiglii baz ister. Diger bir yandan, su gibi
protik ¢oziiciiler (sulu ¢6ziicii karisimlari ve diisiik oranlarda su bulunduran alkoller),
molekiiler oksijen, peroksitler, superoksitler anyon gibi bir¢ok oksijen tiirevleri,

luminol tiirevlerini enzimler ya da mineraller sayesinde oksitleyebilirler [12]

Liiminesan ézellikleri: Liminole donlisen miktarlarn %5’i DMSO’da [13]
ve %1,5’1 swv1 ¢oOzeltilerde olacaktir [12]. Heterosiklik kismin yapisal
modifikasyonlari, Liiminol sistemin verimliligini artirmak i¢in denenmistir. Ancak
bu kemiliiminesansin tamamen kaybolmasina sebep olmustur. Bir diger yandan, non-
heterosiklik kistmin modifikasyonlari emisyonun artmasina sebep olmustur. Elektron
veren siibstitlientler daha 1iyi oldugu zaman, elektron alan siibstitiientler
kemiliiminesansin kaybolmasina sebep olmustur [13]. Kemiliiminesansin artmasi
icin uygulanan bir diger metod ise enzimlerin kullanilmasidir. Kemiliiminesans
verimliliginin ve 151k yogunlugunun ayarlanamamasina ragmen enzimlerin siirekli
olarak geri doniisiimii sayesinde daha ¢ok 151k uzun bir zamandan sonra yayilir [1].
Ayrica, karbonat ve bikarbonat kullanilan ortamlar da diisiik konsantrasyonlu
peroksitlerin belirlenmesinde daha iyidir. Bunlara ek olarak, kimyasal artiricilar da

sistemin emisyonlarini artirmak i¢in bir bagka yontemdir.
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Uygulamalar: Liiminol ve onun en yaygin sekilde kullanilan tiirevi
isoliiminol, immiinoassay ya da non-immunoassay uygulamalarinin teshisinde,
gorlntiilenme tekniklerinde ve biyosensorlerde genis uygulama alani bulur. Liiminol
tepkimeleri akis-enjeksiyon, sivi kromatografisi ve kapiler elektroforez sistemlerinde
tayin sistemi olarak kullanilabilir. Liiminol ve tlirevleri literatiirde kemiliiminesan
enerji transfer kasetleri (bilesik A ve B) [14], fotodinamik terapiler icin
kemiliiminesan maddeleri (bilesik C) [15], ve kemiliiminesansa dayali sensdrler

(bilesik D) [16] olarak rapor edilmistir.

Sekil 7. Liminol tiirevlerinin literatiir 6rnekleri

2.3.2. Akridinyum Esterleri

Reaksiyon Mekanizmast: Bir diger kemiliiminesan bilesigi de Lucigenin’dir
(10,10'-dimetil-9,9"-bisakridinyum nitrat). Bu bilesik hidrojen peroksit yada alkalin
ortamda oksijen ile oksitlendikten sonra yogun yesil 151k yayar. Bu olay Gleu ve
Petsch tarafindan 1935 yilinda kesfedilmistir [17]. Akridinyum esterleri sekil.8’de
gosterilen mekanizma ile alkalin bir ortam i¢inde hidrojen peroksit oksidasyonuyla
151k iiretebilir. Clinkii arkidinyum esterlerin tiirevleri hidroksil siibstitiisyonu ile elde
edilen non-kemiliiminesan pseudo-baz ile dengede bulunmaktadir. Pseudo bazin yari
omrii pH 9°da 26 sn, pH 11°de 8 sn, pH 13’de 1 sn oldugu igin, akridinyum

esterlerinin kemiliiminesanst ardisik olarak hidrojen peroksit ve bundan sonra da
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giiclii bazin eklenmesiyle tetiklenebilir [1]. Isik emisyonu i¢in Co(ll), Fe(ll), Fe(lll),
Cu(ln), Cr(ln), Ni(ln, Pb(In, Bi(l), TI(IT) ve Hg() gibi farkli bir¢ok katalizor

secenegi vardir. Bunlar daha yogun bir emisyonun saglanmasina katki saglarlar [2].

CHy
N GHs o s
©0H N N
—_— + —_— + CO; 1.yol
© ¢ o' c=0
’ (o] ]

OH
Pseudo baz

e OOHl
CH3 C|7H3
2.yol
‘;;o O — Lo
+

HO CO

Sekil 8. Akridinyum esterlerin kemiliiminesansi i¢in en olast mekanizma ve

alternatif mekanizma yollar1 [1].

Liiminesan  ozellikleri:  Akridinyum tlirevlerinin  ¢ogu  akridinyum
heterohalkas1 ve ayrilan grup olmak iizere iki kistmdan olusur. Her iki grup da
kemiliiminesans igin énemli rollere sahiptir. Akridinyum esterleri dengenin pseudo
baz tarafina hizla kaymasi sonucu, kimyasal tepkimenin tetiklenmesinden hemen
sonraki 5 sn icinde bir flag gibi 151k yayarlar. Isik emisyonu orani ayrilan grup
tizerindeki modifikasyonlar tarafindan ayarlanir. Fenol serileri g6z Oniine
alindiginda, akridinyum halkasinin metilasyonu 151k emisyonu kinetigini yavaslatir;
distibstitiisyon monosiibstitiisyona gore reaksiyon kinetigini daha fazla yavaslatir.
Elektron ¢ekici bir grubu fenil halkasina takmak 151k emisyonunu ve reaksiyon hizini

arttirirken; elektron verici bir grubu takmak tam tersi etki gostermektedir [18].
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Sistemin kemiliiminesans verimliligi periyodat iceren katyonik surfaktan
(ylizey aktif madde) miselleri i¢indeki epinefrin kullanilarak arttirilabilir ancak
arttirict kullanimi heniiz daha rapor edilmemistir [19]. Diger taraftan, ortama baglh
kalarak, sistemin liiminesans verimliligi Triton X-100 ve hexa-desil trimetil
amonyum kloriir gibi surfaktanlar kullanilarak arttirilabilir. Bu maddeler rapor
edilenler i¢indeki en etkililerdendir [20].

Uygulamalar: Diisiik arka plan sinyaliyle birlikte yiiksek kuantum verimine
sahip olmasina ragmen, katalizor kullanilimimi gerektirmemesi ve esterler ya da
imidler araciligiyla rahatlikla proteinlere baglanma kolayligi saglamasiyla [21, 22],
arkidinyum tiirevleri; tiroid uyarici hormon (TSH) [23], timoér belirtegleri (a-
fetoprotein) [24], imminoglobiilinler ve ilgili benzer bilesiklerin imminoassaylerinde
kullanilmak i¢in en 1iyi adaydir. Buna ek olarak, akridinyum bilesikleri
kemiliiminojenik DNA problarinin sentezinde DNA etiketlemek i¢in de kullanilabilir
[25].

2.3.3. Perokzalat Tiirevleri

Reaksiyon Mekanizmasi: Kemiliiminesans ajanlarini bagka bir cesiti de
okzalik asit tiirevleridir. Bunlar florofor varliginda ¢ok fazla emisyon verirler. Bu tip
CL reaksiyonlari, dioksetanlar, dioksetononlar, dioksetandionlar gibi okzalik asit
tiirevlerinin  siklik peroksitlerinin bozunmalar1 sonucunda wuyarilmis halde
bulunduklarindan dolay1 perokzalat kimyasi (PO-CL) olarak adlandirilirlar.
Perokzalat kimyasinin ilk 6rnegi, 1963 yilinda Chandross tarafindan rapor edilen ve
parlak, kisa Omiirlii, mavi emisyon veren 9,10-difenilantrasen gibi floresan bir
bilesigin varliginda okzalit asit tiirevlerinin hidrojen peroksit oksidasyonudur [26].
CL emisyonu, perokzalat reaksiyonlarinin duyarlastirilmis ya da dolayli CL
mekanizmalarina gore ilerlemesi sonucunda olusurlar. Béylece CL onciisii maddenin
oksidasyonu sirasinda iiretilen enerji florofora aktarilir ve florofor en diisiik

uyarilmis halden temel hale donerken floresans yayar [3].

Isik emisyonuyla sonuglanan bozunma mekanizmasini, CIEEL’i (Kimyasal

olarak Baglatilmis Elektron Degisim Liiminesans) takip eder. Perokzalat tiirevleri,
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florofor olusturucu yiik transfer kompleksine bir elektron veren yiiksek enerjili ara
trtin 1,2-Dioksetandion yoluyla (sekil.9) ayrismasi icin oksitlenirler. Bu elektron
tekrar florofora transfer edilirse, florofor uyarilmis hale gecer ve floresans
emisyonundan sorumlu olur [4, 27]. Emisyon rengi floroforun ¢esidine bagli olarak

ayarlanabilir.

In (I? 11 c')_(l) F
R-0-C-C-0-R + H,0, —® R-0-C-C-0-OH ——= |~ § | —>
00

9| .
‘vl

1
65,_ —I-v-|:*+2002—"':+hv

Sekil 9. PO-CL sistem i¢in olas1 reksiyon yolu

Liiminesan oézellikleri: PO-CL duyarlastirilmis CL mekanizmasindan
ilerledigi igin, okzalat tiirevleri ve florofor ya CL kuantum verimini ya da floresan
kuantum verimini arttiracak sekilde segilebilir. Bunun yani sira, ortam (sulu, sulu
olmayan), tampon bilesimi ve orani, pH, emisyonun dalgaboyu ve konjuge sentez
gibi gereksinimleri karsilayacak sekilde modiile edilebilir [1]. Reaksiyon optimum
kosullar altinda yiritiildiigiinde, hidrojen peroksitle oksidasyonunda %22-27
arasindaki bir oranda CL verimi ile uzun stireli emisyon verir. Okzalat tiirevlerinin en
bilinen 6rnekleri sekil.10°da gosterilen bis (2,4,6-triklorofenil) okzalat (TCPO) ve bis
(2,4-dinitrofenil) okzalat’dir. Buna ek olarak, okzalat esterlerinin tinii CL kuantum
verimi 0.34 olan okzamit A’nin bir tiirevi olan triflorometilsulfonilin kesfiyle zirveye
ulagmistir [28]. Isik emisyonun orani sabit kalirken oksitlenmis molekiillerin
sayisinin  artig1  yliziinden kemiliiminesans kuantum verimi hidrojen peroksit
konsantrasyonu arttirilarak dogrusal bir sekilde arttirilabilir. Bunun yani sira, okzalat
esterlerinin konsantrasyonunu arttirmak da sistemin tiim verimini diisiirmek igin bir

diger 6nemli yoldur.
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Sekil 10. Okzalat tiirevlerinin en yaygin drnekleri

Reaksiyonun mekanizmasi goz Oniline alindiginda, ayrilan grubun kimyasal
yapisinin, PO-CL’nin verimi iizerinde onemli bir etkisi vardir. Elektron cekici
siibstitlientler tasiyan ayrilan gruplar sadece yiiksek CL kuantum verimi {izerinde
degil ayn1 zamanda PO sistemi i¢in standart reaktiflerin hazirlanma kolayliligin1 ve
oksalik ester tlirevlerinin hidrolize kars1 kararliligin1 da saglar [28]. Ayrica, elektron
cekici siibstitiientlerin varligi yapidaki konjugasyonlar1 uzatarak ayrilan grubun
kararliliginin artmasini ve boylelikle 151k emisyonunun da oraninin artmasini saglar.
Ek olarak, asidik ortamda kayda deger herhangi bir 151k gozlenmemis olsa da,
optimum pH nétre yakin olandir. Ancak, hidrojen peroksit varliginda oksidasyon
tizerinden 151k emisyonu olusturuldugundan, sistemi aktiflestirmek i¢in alkalin

kosullar gereklidir.

Uygulamalar: PO-CL sistemlerinde CL ara iiriinlerinin olusumunun ve
ayrismasinin, reaktiflerin siirekli olarak ortama eklenmesiyle kaldirilabilecek olan
yiiksek arkaplan emisyonlarindan sorumlu oldugu goriilmektedir [1]. Bu sistemin
baska bir dezavantaji esterlerin sudaki diisiikk ¢oziiniirliigii ve asetonitril, dioksan,
tert-biitanol, etilasetat gibi organik ¢oziciilerin birlikte kullanimini gerektiren
hidroliz i¢in yiiksek duyarlilik gerktirmesidir. PO-CL sisitemi iirikaz, kolin oksidaz,

kolestrol oksidaz, ksantin oksidaz ve glukoz oksidaz gibi hidrojen peroksit formu
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enzimlerin tespiti icin uygulanmustir [1, 29]. Literatiirde, ¢ok islevli yeni gelistirilen
HPOX miseller ya hidrojen peroksitleri goriintilemek amaciyla ya da gigli
antioksidan ve antiapoptik aktiviteli terapatik ajanlar olarak gérev yapmak igin
tasarlanmiglardir A [30]. Bu yiizden, biyolojik ortamda hidrojen peroksit tayini
yapmak i¢in kullanilan hidrofobik kisimin igindeki floresan boya ve perokzalatin
etrafin1 sararak ayrilmig amfifilik PCL-PEG molekiillerinin kendiliginden bir araya
gelip bag olusturmasiyla (self-assembly) kemiliiminesan miselleri hazirlanilmistir B
(Sekil 11) [31, 32].

tOANO~Y

HPOX
A Self -
W” assembly
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F-127
Floresanboya *
N
\ ™ :I \i /,,
Ho ‘\-\‘\ ol @ Peroksalat
22 / ~
e J ¥ boya
- o' PCL-PEG
— v
B 4 -

Sekil 11. HPOX kemiliiminesan miselleri

2.3.4. Dioksetan Turevleri

Reaksiyon Mekanizmasi: Kemiliiminesan bilesiklerin ve biyoliiminesan
bilesiklerin (lisiferin substrati/liisiferaz enzimi) daha Once belirtilen ayrigma
mekanizmalar1 incelendiginde enerjik 1,2-Dioksetan ara iriiniinden elde edilen
emisyon bu mekanizmalardan birinin sonucunda fark edilebilmistir ve
kemiliiminesan maddelerin asil gelisimi 1,2-Dioksetanlar olarak adlandirilan dortli

halkanin taninmasiyla baglamistir.
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1,2-Dioksetanlarin hidrojen peroksitle yaptigi dihedral acis1 (COOC) ve kendi
bag agist (CCO) karsilastirildiginda, beklenildigi gibi 1,2-Dioksetanlarin yiiksek

gerilme enerjisine sahip oldugu gézlenmistir [33].

-0 O O
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Bisadamantylidenediozetans

Sekil 12. 1,2-Dioksetanlarin dihedral agis1 ve gerilme enerjisinin

gosterimi[33].

1,2-Dioksetanlarin hafif¢e 1sitilmasiyla, iiriin olarak iki tane aseton molekiilii
veren ayrisma reaksiyonu baslatilir. Bunlardan bazisi temel hale dénerken 15181n bir
foton emisyonunun sonucunda uyarilmis haldedir [34]. Dioksetanlarin
kemiliiminesansinin arkasindaki kriter, elektronik¢e uyarilmis {iriiniin 6ncti maddeye

ayrigmasini saglayan enerjik kriterin yerine getirilmesidir.

En basit ve en kii¢iik kemiliiminesan Onciisii tetrametildioksetan molekiiliidir.
Tetrametildioksetan molekiiliiniin termal olarak ayrigmasi sonucunda, deneysel
olarak reaksiyon 1s1 entalpisi (AHo) -61 kcal mol™ ve aktivasyon entalpisi (AH™) 25
kcal mol™ olan iki tane aseton molekilii elde edilir (sekil.13). Singlet ve triplet
enerjileri sirastyla 84 ve 78 kcal mol™ oldugundan, aseton molekiillerinden birini nm*
uyarilmis hale gegirmek i¢in toplam olusum entalpisi olan 86 kcal mol™ yeterlidir.
Boylece, bu kemiliiminesan Onciilerinin, gecis halindeki aktiflesmis kompleksin

termal ayrigmasini saglamak icin yeterli enerjiyi sagladiklart kanitlanmistir [33].
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Sekil 13. Tetrametildioksetanin termal ayrigsmasiyla elektronik¢e uyarilmisg

bir aseton liretiminin gdsterimi [33].

Ayrisma Mekanizmast: Yeni nesil dioksetan tiirevleri yillar sonra bile termal
kararliliga sahip olacak sekilde sentezlenmistir. 20 yildan fazla yar1 dmre sahip ve
aktiflesme enerjisi 37 kcal/mol™ olan en kararli dioksetan tiirevi sentezlenmistir [35,
36]. Kemiliiminesan onciisiiniin uyarilmig haldeki ara iriine ayrismasi ancak 1si
yoluyla saglanabilir ve bu da bu molekiillerin uygulama alanlarmi kisitlar. Diger
yandan, dioksetanlarin reaktivitesi ve termal kararlilig1 yiiksek enerjili bag kirilmasi

mekanizmasi iizerinden ve kimyasal yapisi tarafindan kontrol edilebilir [37].

Sterik olarak az engellenmis olan basit dioksetanlarin termal ayrigmasi,
singlet uyarilmis karbonil bilesiklerinin az bir miktariyla birlikte triplet uyarilmis
karbonil bilesiklerinin olusumuna yol acar. Bunun bir sonucu olarak 1s181n dogrudan

emisyonu beklenemez [33].
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Sekil 14. Basit bir dioksetanin termal ayrismasinin gésterimi

1,2-Dioksetanlar  konserted (concerted), biradikal ve alternatif bir

mekanizmanin yarigmasit yoluyla termal olarak ayrisirlar. Konserted (concerted)
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mekanizma, eszamanli termal indiikklenmeyi takip eder ve birisi uyarilmis halde olan
iki karbonil bilesiginin olusumu ig¢in dortli halkanin C-C ve O-O baglarinin
homolitik kirilmasina dogrudan yol acar (Sekil.15-a). Biradikal mekanizma
durumunda ise, O-O baglar1 ara triin formunu olusturmak igin iki farkli yol
izleyebilir. Birinci olasiligin oldugu durumlarda ara iriinlerden bazilar1 hala temel
haldeyken bazilar1 singlet uyarilmis hale gegebilir. ikinci olasihigin oldugu
durumlarda ise, ara iiriin molekiillerinin bazilar1 hala temel haldeyken, bazilar1 da
sistemler arasi ge¢is (intersystem crossing) yoluyla triplet uyarilmis hale gegebilir.
Her iki prosesde de, C-C bagmin kirilmasi gergeklesmektedir ve boylece iki farkli
karbonil bilesigi olusmaktadir (Sekil.15-b) [38]. Konserted ve biradikal
mekanizmalar1 tek bir ortak 6zellik tizerinde ilerlemistir: Gegis halinde dioksetan

halkasinin biikiilmesidir. Boylece reaksiyon bu biikiilmiis gegis hali iizerinden ilerler.

\
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Sekil 155. 1,2-Dioksetanin iki ayrisma mekanizmasi: (I) Diradikal

7

mekanizmas1 ve (II) CIEEL mekanizmasi. CIEEL mekanizmasi genellikle singlet
uyarilmis hal (S;) ile sonuglanirken, diradikal mekanizmasi daha ¢ok triplet uyarilmis

hal (T1) ile sonuglanir [1].

Uciincii fenomen olarak bilinen kimyasal olarak baslatilmis elektron degisim
kemiliiminesans mekanizmasinda (CIEEL), bozunma reaksiyonu fenoksit iyonu gibi
yiikseltgenebilir bir donorden elektron transferiyle baslar. Fenoksit iyonu
kullanilarak ¢oziicli i¢inde hapsolmus diradikal ¢ifti olusumu ve dioksetan baginin
kirtlmas1 meydana gelmektedir. Geri elektron transferi sonucunda uyarilmis halde
bulunan fenoksit ara iiriinii temel hale gecerken foton emisyonu verir [39]. Ozellikle

aromatik bir grubun ayrismasinda, yiikseltgeyici gruplar iceren 1,2-Dioksetanlar
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CIEEL mekanizmasi sirasinda ¢ok daha yiiksek verimde singlet uyarilmig halde ara

tirlin olustururlar (Sekil.16).

@*@ﬂ*@ *@

Solvent kafesli
araiiriin

Sekil 16. 1,2-dioksetanlarin CIEEL mekanizmasina gore ayrismasi [39]

Liiminesans dzellikleri: Kemiliiminojenik maddeler bes kisimdan olusur

(sekil.17).

Elektron transferd
saglayen Kisim

Karariik saglayon
Kisim

Sekil 16. Kemiliiminojenik molekiiliin kisimlarinin gésterimi

1. Dioksetan Halkasi: Dortlii halkanin  ayrismast ile liiminesans

olusumundan sorumlu parcadir.
2. Aktifleyici (tetikleyici) Kisim: Analite 6zgli dizayn edilebilen,

aromatik kisimin aktivasyonu ile ayrisma reaksiyonlarini baslatan

parcadir.
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3. Aromatik-elektron Transferi Saglayan Kisim: Elektron transferiyle
aktiflestiginde 1,2-Dioksetan halkasinin agilmasini tetikler ve ayrica

emisyondan sorumlu olan pargadir.

4. Alkoksi Grubu: Dioksetan halkasinin C-O kismiyla ve aromatik grup
ile aromatik ester formu olusturarak en diisik uyarilmis hal (mm*
singlet) yapan kisimdir. Dahasi, dortli halkanin sentezi sirasinda,
alkoksi grubu singlet oksijenin katilimim1 saglamak icin olefinik

fonksiyonu aktiflestirir.

5. Adamantil Grubu: Dioksetan halkasinin kararliligin1 saglayan
kisimdir. Aromatik gruplar ve alkoksi grubu ile birlikte dioksetan
halkasindaki C-C baginin biikiilmesini engelleyerek termal kararliligin

artmasini saglar [33].

Liiminesansa etki eden yalnizca bes parametre goriinmesine ragmen, dikkate
alinmasi gereken 6nemli bir 6zellik daha vardir. Uyarilan kisimin pozisyonu oldukca
onemlidir. Ciinkii, uyarilan kisstm CL kuantum verimini, uyarilan ara iirliniin
emisyonun dalga boyunu, ayrisma oranini ve 1518in emisyon oranini etkiler. Uyarilan
kisim, dioksetan halkasina orto ya da para konumda baglanmaktansa aril kisminda
meta pozisyonunda baglandigi zaman, meta pozisyonundan en bilyiik yik
miktarlarinin halkaya transferi saglanabilir ve yiiksek singlet uyarilmig verimleri
rahatlikla gdzlemlenebilir. Boylece kimyasal uyarilmis kuantum verimi arttirilarak

CL kuantum veriminin de artmasi saglanir [37].

Aromatik halkanin anilin ile modifikasyonu dioksetan halkasini negatif olarak
etkiler. Ciinkii amino gruplarinin bazik ozelligi yiiksektir ve ayrisma reaksiyonu
sirasinda elektronlar1 iizerinde tutarak elektronlarin transferini engeller. Bu da

emisyon yogunlugunun azalmasina neden olur [40].

Aromatik kistmdan elektron transferiyle baslatilan dioksetan halkasinin
ayrigsmasi reaksiyon verimini belirleyen asamadir. Emisyon orani, kuantum verimi

vs. acisindan ortam pH’1 ¢ok onemlidir. Fenolik siibstitiient ile modifiye edilmis
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dioksetanin kemiliiminesans1 aporitik solventler icinde bir baz yardimi ile
baslatilabilir. Protonu koparilan (deprotonated) dioksetanin ayrigsma orani,
protonlanmamis (unprotonated) olandan 4.4x10° kez daha hizlidir. Bu da baska bir
noktaya dikkat ¢eker; tetikleyici kisim analit tarafindan kaldirilsa bile kullanilan
¢oOziicli tiiri ve ortam pH’inin uygunsuzlugundan dolayr emisyon goézlenemez.
Ormegin, pKa’s1 9 civari olan ariloksi grubunun protonlanmasindan dolay1 sudaki
emisyon orant ve yogunlugu azalir. Bu ylizden, ayrisma reaksiyonu 9 ya da
tizerindeki pH’larda fenoksit iyonunu protonlamayan ama kararlilig1 saglayan aprotik

coziicliler kullanilarak gercgeklestirilmelidir [37].

Fenoksit anyonu, ortamin pH’ina, ¢oziiciisiine vs. ye bagh olarak 2 ile 3
dakika arasinda bir yar1 6mre sahip orta kararlilikta bir anyondur. Aslinda 1s1k
emisyonu olusumu iki asamali bir siirectir. ilk asamada, analit tetikleyici kismin (X)
ayrilmasmi saglar ve bu ayrilma analitin konsantrasyonuna bagli olarak sabit bir
hizda ilerler. Ikinci asamada ise, yavas ayrilan alkoksi ester ara iiriiniiniin uyarilmis
halde siirekli tiretiminden dolay1 bir gecikme fazi olusur. Boylece, bir siire sonra CL
reaksiyonu bir diizliige ulasir. Bunun sonucunda, digerleri hizla kaybolan bir
emisyon (flash emisyon) olustururken, 1,2-Dioksetanlarin ayrismasi parlak ve daha

uzun siireli bir emisyonun (glow emisyon) olusmasina yol agar [37].

Glow

Intensity [/} cps

Flash

I — i -

Time

Sekil 17. Glow ve flash emisyonun zamana bagli siddetinin gosterimi
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Uygulamalar: Bazi tiirlerin termal kararsizligi, sulu ortamda emisyonun
soniimlenmesi, alkalin ortam yoklugunda emisyonun soniimlenmesi ve liiminesans
proseslerinin zorlugundan dolayi, 1,2-Dioksetan tiirevleri uzun yillar boyunca teshis
uygulamalar1 i¢in uygunsuz kabul edilmistir. Molekiildeki siibstitlientlerin yar1
omiirleri ve S; ve T; oranlarina bagl olarak gelisimi arastirmacilari daha kararli
dioksetanlar kesfetmeleri konusunda tesvik etmistir. Ayrica, pratik uygulamalari
anlaminda, dioksetanlarin termal kararliligi onlarin biyoanalitik ve klinik
uygulamalarimi  kolaylastirmistir. Hatta, modifiye olmus tetikleyici grubun
reaktivitesiyle fosfataz enzimi [41], p-galaktosidaz enzimi [42] gibi farkli tiirden

analitlerin tayini yapilabilir [1].

1,2-Dioksetanlarin yeni tiirleri, kolin esteraz aktivitesinin A [43], glutation
transferaz aktivitesinin B [44], ve proteaz aktivitesinin C [40] kemiliiminesan tayini

i¢in dizayn edilmis ve sentezlenmistir.

o~ o~
NO,
S\s O\S/Q/

7\

NO, 00 no,
A B
NO,
0-0
MeO
Enerji kaynag
O
Peptid sekans )’L N Se::‘:r;r::lo;zaatgiue C
H

Sekil 18. 1,2-Dioksetanlarin kemiliiminesan tayini i¢in kullanimina liiteratiir

ornekleri
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2.4. POLAR ORGANIK ORTAMLARDA PALADYUM IYONU IiCIN
KEMILUMINOJEN PROBLAR

Bu calismada, kemiliiminesansin giiciiniin diger problarla birlestirildiginde,
ilgili analitler i¢in hizli, nitel ve/veya nicel analiz saglayabildigi gercegi gbz Oniine
alinarak kemiliiminesan Onciisii maddeler kullanilip yiiklerinin ne oldugu dikkate
alinmadan Pd iyonlarin1 algilamak amaciyla yeni bir perspektif gelistirilmek
istenmistir. Su, toprak, toz, biyolojik bitkiler vs. gibi bir¢ok maddedeki Pd
konsantrasyonlarinin kemiliiminojenik degerlendirilmesi i¢in parlak kemiliiminesan
problarin veya yapisal olarak ilgili tiirevlerinin kullanimi timit verici bir alternatif

olacaktir.

Biz bu ¢alismanin Pd(0)/Pd(Il) temelli kemiliiminesan algilayicilarin analitik

bakis agisinin gelisimine 6ncii olacagina inaniyoruz.

2.5. PALADYUM ALGILAMA

C-C bag1 olusturan reaksiyonlar bircok yeni maddenin sentezini saglamak
icin olduk¢a &nemlidir. Ornegin; Buchwald-Hartwig, Heck, Sonogashira, Suzuki-
Miyaura Reaksiyonlari elde etmesi kolay olmayan kovalent baglar olusturma giiciine
sahip olduklar i¢in dikkatleri bir hayli lizerlerine ¢ekerler. Bu reaksiyonlar birgok
ilacin sentezini de katalizleyen paladyum (Pd) katalizorii varliginda gergeklesir [45].
Pd ila¢ kimyasinda da katalizor olarak ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmaktadir ve ilag
endiistrisindeki kullanimindan sonra, yapilan genis analizler sonucunda bile nihayi

tirtinde artik Pd kalintilar1 tespit edilmigtir.

Ayrica, Pd katalizor olarak kullanilmasinin yani sira, hidrokarbonlar, azot
oksitler ve karbon monoksit gibi gaz igerikli kirliliklerin emisyonlarin1 azaltmak
amactyla araglarin egsoz katalizor sistemlerinde Pt, Rh, Ru gibi diger platinyum grup
elementleri ile birlikte kullanilir. Araglarin katalitik konvertorlerindeki emisyonlar,
kiy1 ve okyanus cevreleri, nehirler, bitkiler, ve toprak gibi g¢evresel alanlarda

platinyum grup elementlerinden olan Pd konsantrasyunundaki artisa da yol acar. Bu
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durumda da, Pd iyonlar1 besin zinciri yoluyla birgok biyolojik materyale
aktarililabilir [46].

Ilag endiistrisinde elde dilen nihayi iiriinde ve besin zinciri yoluyla biyolojik
materyallere aktarilan artik Pd iyonlar1 varligi goz oniine alindiginda, bu Pd iyonlari
potansiyel saglik tehlikelerini temsil etmektedir. Ciinkii 6nerilen paladyum alimi her
bir birey i¢in <1.5-15 pg/glin’diir ve ilaglardaki esik degeri 5-10 ppm’dir. Pd katalizli
reaksiyonlar yaklagik 300-2000 ppm arasinda Pd igerdigi i¢in bu esik degerini
kolaylikla asarlar [47].

Gereginden fazla alinan paladyum ve platinyum grup elementleri astim,
bulanti, sa¢ dokiilmesi, hamilelerde aniden gbzlenen diisiik ve dermatit gibi bir¢ok
hastaligin gelismesine yol agabilir. Ustelik, Pd*? iyonu tiyol grubu igeren amino
asitler, proteinler, DNA ve B6 vitamini gbi biyokimyasallari baglayarak c¢esitli
hiicresel siire¢lerin bozulmasina yol acabilir. Hatta Pd*? iyonunun cok kiiciik miktari

bile bir¢ok alerjik reaksiyonun olugmasina neden olabilir [46].

Bu nedenlerden dolayi, paladyum iyonlarinin hassas ya da segici yontemlerle
tayini i¢in acil metodlar gelistirilmelidir. Bugiine kadar, atomik absorbsiyon
spektrometresi, plazma emisyon spektrometresi, kati fazli mikro-ekstraksiyon-
yiiksek-performans sivi kromotografisi (HPLC), X-1s1n1 floresansi ve indiiktif olarak
eslesmis plazma kiitle spektrometresi gibi geleneksel yontemler yiiksek hassasiyet ve
hizl1 6l¢iimii elde etmek i¢in uygulanmistir [48]. Fakat, bu metodlarin uygulanmasi
sirasinda On analizlerdeki ¢apraz kontaminasyonlar1 dnlemek i¢in biiyiik ve pahali
ekipmanlara, gelismis Ornek hazirlama tekniklerine ve iyi egitimli operatorlere

thtiya¢ duyulmaktadir.
2.5.1. Paladyum Iyonlarinin Floresan Tayini

Floresan tayin metodlar1 geleneksel yontemlerle karsilastirildigi zaman,
diisiik maliyetli olmalarindan ve diisiik tayin sinirina sahip olmalarindan dolay1 daha
fazla tercih edilmektedirler. Literatiirde oldukc¢a fazla kolorimetrik ve floresan

yontemler kullanilarak tayin edilen Pd iyonu algilayici 6rnekler vardir. Kolorimetrik
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problar ¢ogunlukla Pd* iyonlarinin tayinleri baz alinarak gelistirilmektedirler.
Ornegin; baz1 problar p-nitrofenilamino [49] bilesiklerinin tiirevlerinin kullanimina
gore tasarlanirken, bazi problar da azo bilesikleri [50], oksimler [51], hidrazonlar
[52] ve merkapto reseptorlerinin [53, 54] baz alinmasina gore tasarlanmustir.
Bunlarin yani sira, floresan bazli yontemlerin kullanilmasi durumunda, problar,
floresan koordinasyonlu soniimleme [55], floresan koordinasyonlu gelistirme [56],
reaksiyon tabanli algilama ve floroforun olusum yontemleri [57] de diisiiniilerek
dizayn edilir. Ciinkii bu problar, canli hiicreler ve canli dokulara ait analitlerin

mikroskopik goriintiileme teknikleriyle tayini i¢in kullanilabilir.

Koordinasyon mekanizmalarina dayanilarak sentezlenen floresan problar,
paladyum iyonlarmin diger gegis metallerinden 6nemli derecede etkilenmesinden
kaynakli dezavantajlari ile birlikte paladyum iyonlarinin paramanyetik 6zelliginin bir
sonucu olarak sonlimlenirler. Diger yandan, problari1 baz alan algilama
mekanizmalari, reaksiyon parametrelerinin etkili bir sekilde kontroliinii saglayacak
0zel bir mekanizma {lizerinden ilerledigi igin bu problar olaganiistii bir segiciligi
temsil eder [58]. Allilik kisimda ayrilan grup igeren bir substrat ile Pd(0)
katalizorliigiinde gergeklesen niikleofilik siibstitiisyon reaksiyonu olan Tsuji-Trost

reaksiyonuna gore allil eter grubu igeren problar elde edilir [59, 61].

Pd iyonlarinin spesifik tespiti i¢in uygulanan bir diger reaksiyon g¢esidi de
proparjil kisimin bozunma (depropargylation) reaksiyonlaridir. Proparjil eterle
modifiye edilmis problar, Pd*?/Pd** katalizli hidrasyon ara iiriinlerinden ya da alkin
kismina Pd”m oksidatif katihmiyla elde edilen allenil-Pd ara iiriiniinden saglanan
paladyum kaynagina bagl olarak iki farkli mekanizma tizerinden (Sekil.19) hidroliz
edilebilir. Sekil.20’deki molekiillerin depropajilasyon reaksiyonlar: temel alinarak
dizayn edilen problarin Pd iyonlari ile reaksiyonlar1 dikkatleri iizerine ¢eker [58, 62-

64].
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Sekil 20. Deproparjilasyon reaksiyonu ile Pd iyonunun floresan tayini
2.5.2. Kemiliiminesan Probun Dizayni

1,2-Dioksetanlarin yapist ve emisyon yogunlugunu etkileyen parametreler
dikkate alinarak, spektroskopik Olclimler sirasinda kullanim kolayligi saglayan
adamantil grubu, bilesigin termal kararliligini saglamak i¢in segildi. Ayrica,
reaksiyonu tetikleyici (aktiflestirici) kistm olarak problardan birinin bir pargasi
proparjil eter ile digerinin bir parcasi ise allil ester ile modifiye edildi. Boylelikle 151k
emisyonu ¢ikaran kemiliiminojenik bir reaksiyon ic¢in en onemli kosullardan biri
olan; giiglii ve spesifik ayrigma igin problardan biri deproparjilasyon reaksiyonuna

gore digeri ise Tsuji-Trost reaksiyonuna gore, hizli bir sekilde ayrisma reaksiyonunu
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baslatacaktir. Olefinik kisimin aktivasyonunu saglamak i¢in de metoksi grubu secildi
ve aktifleyici kisim, kemiliiminojenik reaksiyonun hizlanmasma katki saglamak

amaciyla dogrudan aril kismina takildi.

Bildigimiz kadariyla simdiye dek, Pd iyonlarinin tayini i¢in kemiliiminesans
yontemini baz alan bir ¢aligma yapilmamistir. Biz bu ¢aligmanin farkli analitik bakis
acistyla kemiliiminesan bazli yeni sensorlerin sentezinde Oncii olacagini umut

ediyoruz.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. GENEL

Aksi belirtilmedikge ticari olarak satin alinan kimyasallar daha fazla
saflastirilmadan  kullanilmistir. 'H-NMR ve BC-NMR spektrumlar1  Bruker
Instrument Avance Series-Spectrospin DPX-400 Ultra Shield cihazi ile igerisinde
referans miktarda TMS bulunan CDCl; ¢oziiciisii kullamlarak alinmistir. *H-NMR
sinyalleri kimyasal kayma 6 (ppm), yarilma [singlet (s), dublet (d), dubletin dublet
(dd), triplet (t), kuvartet (q), multiplet (m) ve broad (br.)], yarilma sabiti J (Hz) ve
integrasyon olarak verilmistir. BC-NMR igin kimyasal kayma degerleri yazilmistir.
'H-NMR’inda TMS & = 0, BC-NMR’inda CDCl3 6 = 77.23 referans alinmistir. Tam
kiitle tayini (HRMS) Agilent Technologies 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS
cihaz1 ile gergeklestirilmistir. Kemiluminesans Olgtimleri Varian Eclipse
spektroflorometre  cihazi  ile  yapilmistir.  Spektroskopi  deneyleri igin
spektrofotometrik grade solventler kullanilmigstir. Flash kolon kromotografisi (FCC)
flash grade kalite silika jel (Merck Silica Gel 60 (40-63 um)) ile cam kolonlarda
yapilmustir. Ince tabaka kromotografisi (TLC) icin Merck (Silica Gel PF-254) 0.25
mm silika jel ile kapli 20x20 cm ¢apindaki aluminyum tabakalar kullanilmistir ve
UV-Vis 151k altinda gozlenerek gereken durumlarda uygun boyar madde ile
boyanmustir. Biitiin organik 6ziitler FCC‘ye verilmeden 6nce kuru Na,SO, eklenerek
kurutulmus ve vakum altinda konsantre hale getirilmistir. Coziiciiler literatiirde
bilinen yontemlerle kurutulmustur. Diger biitiin kimyasallar ve c¢oziiciiler ticari

kaynaklardan elde edilmis ve alindig1 gibi kullanilmistir.
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3.2. SENTEZLENEN BILESIKLERIN YAPILISI ve ANALIZI

3.2.1. Kemiliiminesan Pd(0) Problarinin Sentez Yolu

Hedef bilesikler (6 ve 8) i¢in izlenen sentez semasi asagidaki gibidir:

; @lm 5 -0,0- 0~ PO
©) @2 X P(OMe); 69
OH TEA, DMAP OT(© p-TsOH O Ticl, 0@

THE ) o DCM,-78°C O
1 2 3

LDA, THF 0
-78 °C
(0]
M~ O—
o 0 Metilen
mawsu
6

DCM Aseton, reflux

o
Piridin,DMAP | < B]

090— o/~ Metilen 0~ o
(o} -< mavisi = o _<\
o] O,, hv 0
DCM
8 7

Sekil 21. Kemiliiminesan paladyum problarinin (bilesik 6 ve bilesik 8) sentez

semasl
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3.2.2. Bilesik 1’in Sentezi:

—>
TEA, DMAP o)
OH THF

3-Hidroksi benzaldehit (1 g, 8.19 mmol) kuru THF i¢inde ¢oziildiikten
sonra reaksiyon karisimi 0 °C’ye sogutuldu ve iizerine TEA (1.71 mL, 12.2 mmol)
ilave edilerek 20 dakika karistirildi. Katalitik mitkarda DMAP eklendiken sonra,
benzoil kloriir (1.38 mL, 12.2 mmol) reaksiyon karigimina damla damla ilave edildi
ve oda sicakliginda karistirilmaya birakildi. Reaksiyonun ilerleyisi TLC ile takip
edildi. TLC’de baslangic maddesi goriilmediginde reaksiyon yarisina kadar
konsantre edildi. Konsantre edilen reksiyon karisimi EtOAc ile seyreltildi ve NaCl
¢ozeltisi (brine) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na,SO, iizerinden kurutuldu.
Coziictinin  vakum altinda uzaklastirilmasindan sonra flash silika-jel kolon
kromotografisi (EtOAc/Hexane (1:5, v/v) ) kullanilarak saflastirildi. Beyaz kat1 halde
bilesik 1 elde edildi (1.41 g, 76%).

'H NMR (400 MHz, CDCls): §10.04 (s, 1H), 8.23 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.78-
7.82 (m, 2H), 7.57-7.69 (m, 2H), 7.51-7.57 (m, 3H) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCls) 6 191.1, 164.8, 151.5, 137.8, 133.9, 130.24,
130.21, 129.0, 128.71, 128.69, 127.9, 127.3, 122.5 ppm.
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3.2.3. Bilesik 2’nin Sentezi:

Bilesik 1 (1 g, 4.42 mmol), 2,2-Dimetoksi propan (1.2 mL) ve
katalitik miktarda p-toluensiilfonik asit -78 °C’de karistirildi. Reaksiyonun ilerlemesi
TLC ile izlendi. TLC’de baslangi¢c maddesi goriilmediginde, reaksiyon yarisina kadar
konsantre edildi. Konsantre edilen reaksiyon karigimi EtOAc ile seyreltildi ve NaCl
cozeltisi (brine) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na;SO, iizerinden kurutuldu.
Coziictinin  vakum altinda uzaklastirilmasindan sonra flash silika-jel kolon
kromotografisi (EtOAc/Hexane (1:5, v/v) ) kullanilarak saflastirildi. Agik sar1 renkli
vizkos sivi halde bilesik 2 elde edildi (745 mg, 62%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 58.24 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.65 (t, J = 7.4 Hz,
1H), 7.39-7.55 (m, 5H), 7.23 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 5.48 (s, 1H), 3.37 (s, 6H) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCl3) ¢ 165.1, 151.0, 140.0, 133.6, 130.1, 129.5,
129.3, 128.6, 124.2, 121.7, 120.2, 102.2, 52.5 ppm.

MS (TOF- ESI): m/z: Hesaplanan C1gH1604: 295.09408 [M+Na]". Bulunan:
295.09078 [M+ Na]®, A=11.18 ppm
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3.2.4. Bilesik 3’iin Sentezi:

\0 ~ o
o
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DCM, -78°C
(o) (o)
3

Bilesik 2’nin (500 mg, 1.84 mmol) nin DCM igerisindeki ¢ozeltisine,
-78 °C’de Ar altinda trimetil fosfit (0.3 mL, 2.58 mmol) ilave edildi. 15 dakika sonra,
-78 °C’de TiCl, (0.3 mL, 2.58 mmol) reaksiyon karisimina damla damla ilave edildi.
Karigim, oda sicakligina gelmesine izin verilmeden once 30 dakika karistirildi ve
daha sonra 1 saat boyunca da oda sicakliginda karistirildi. H,O:MeOH (2:1) ilave
edildikten sonra, reaksiyon karisimi DCM ile seyreltildi ve ilk olarak doymus
NaHCOj; c¢ozeltisi ile daha sonra da NaCl ¢ozeltisi (brine) ile ekstraksiyon yapildu.
Organik faz Na,SO,; iizerinden kurutuldu. Coziiciinin  vakum altinda
uzaklastirilmasindan sonra flash silika-jel kolon kromotografisi (EtOAc) kullanilarak
saflastirildi. Beyaz kat1 halde bilesik 3 elde edildi (583 mg, 91%).

'H NMR (400 MHz, CDCls): 8.22 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.66-7.68 (m, 1H),
7.52-7.55 (m, 2H), 7.48 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.38 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.34 (s, 1H),
7.24 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.60 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 3.74 (dd, J = 7.0, J = 10 Hz,
6H), 3.45 (s, 3H) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 165.0, 151.19, 151.16, 136.1, 133.6, 130.1,
129.6, 129.5, 128.6, 125.4, 125.3, 122.0, 121.94, 121.2, 121.1, 80.7, 79.0, 59.0, 58.8,
54.0, 53.9, 53.8, 53.7 ppm.

MS (TOF- ESI): m/z: Hesaplanan C19H1706P: 373.07657 [M+ Na]". Bulunan:
373.07657 [M+ Na]®, A=12.27 ppm.
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3.2.5. Bilesik 4’iin Sentezi:

PIO\ o~
5\0 LDA, THF OH
-78 °C ~

(0)
Sl o S
3

Ar altinda -78 °C’de 1 mL kuru THF igerisinde ¢Oziilmiis olan bilesik 3’ilin

(430 mg, 1.23 mmol) reaksiyon karigimi lizerine damla damla lityumdiisopropil amit
(1.8 mL, 3.07 mmol) ilave edildi. Reaksiyon karisimi 45 dakika boyunca
karistirildiktan sonra, 2-adamantanon (166 mg, 1.11 mmol) kuru THF igerisinde
¢ozilildi ve Ar altinda -78 °C’de reaksiyon karisimina damla damla ilave edildi.
Reaksiyon oda sicakliginda gece boyunca karismaya birakildi. Reaksiyon karisimi
fosfat tamponu (0.2 M, pH = 7) i¢ine dokiildiikten sonra, EtOAc ile ekstrakt edildi.
Organik faz NaySO4 tizerinden kurutuldu. Coziiciiniin  vakum  altinda
uzaklastirilmasindan sonra flash silika-jel kolon kromotografisi (EtOAc/Hexane (1:5,
v/v) ) kullanilarak saflastirildi. Beyaz kat1 halde bilesik 4 elde edildi (312 mg, 94%).

'H NMR (400 MHz, CDCls): §7.17 (s, br, 1H), 7.09 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.81
(s, 1H), 6.70-6.77 (m, 2H), 3.24 (s, 3H), 3.15 (s, 1H), 2.57 (s, 1H), 1.67-1.85 (m,
12H) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCls) ¢ 155.8, 142.8, 136.7, 132.4, 129.1, 121.8,
115.9, 114.6, 57.7, 39.1, 39.0, 37.1, 32.2, 30.3, 28.2 ppm.

MS (TOF- ESI): m/z: Hesaplanan CigH2,0,: 271.16926 [M+H]". Bulunan:
271.16357 [M+H]", A =13.59 ppm.
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3.2.6. Bilesik 5’in Sentezi:

@] O/
OH Z
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Bilesik 4 (70 mg, 0.26 mmol) ve propargil bromiir (45 uL, 0.52 mmol), 5 ml
aseton iginde ¢oziilerek reaksiyon karisimina, K,CO3 (107 mg, 0.78 mmol) ilave
edildi. Reaksiyon karigimina KI’nin katalitik miktarinin ilave edilmesinden sonra, 65
°C’de reflux edildi. Reaksiyonun ilerleyisi TLC ile takip edildi. TLC’de higbir
baslangi¢ maddesi goriilmediginde reaksiyon su ile (3x100 mL) ile ekstrakt edildi ve
organik faz Na,SO, flzerinden kurutuldu. Coziicinin vakum altinda
uzaklastirilmasindan sonra flash silika-jel kolon kromotografisi ( EtOAc/Hexane
(1:5, v/v) ) kullanilarak saflastirildi. Renksiz kati halde bilesik 5 elde edildi (75 mg,
94%).

'H NMR (400 MHz, CDCly): § 7.29 (td, J=8.1, 1.1 Hz, 1H), 6.99-6.97 (m,
2H), 6.94-6.91 (m, 1H), 4.72 (s, 2H), 3.32 (s, 1H), 3.28 (s, 1H), 2.65 (s, 1H), 2.55-
2.54 (m, 1H), 2.00-1.81 (m, 12H) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCl3) ¢ 157.3, 143.2, 136.9, 131.7, 128.9, 122.7,
115.6, 114.0, 75.5, 57.7, 55.7, 39.3, 39.1, 37.2, 32.2, 30.2, 28.3 ppm.

MS (TOF- ESI): m/z: Hesaplanan CyH0,: [M+H]". Bulunan: 309.18983
[M+H]*, A =-1.68 ppm.
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3.2.7. Bilesik 6’nin Sentezi:

@] > 0o y
o) -~
Z O\// Metilen O\_//
mavisi
02, hv
5 DCM 6

Bilesik 5 (100 mg, 0.32 mmol,), DCM igerisinde ¢0ziildii. Isinlandirilan
reaksiyon karigiminin i¢inden oksijen gazi gecerken, metilen mavisi (5 mg) karisima
ilave edildi. Reaksiyonun ilerleyisi TLC ile takip edildi. TLC’de higbir baslangi¢
maddesi goriilmediginde karisim vakum altinda konsantre edildi ve ¢oziiciiniin
vakum altinda uzaklastirilmasindan sonra flash silika-jel kolon kromotografisi
(DCM) kullanilarak saflagtirildi. Beyaz kati1 halde bilesik 6 elde edildi (108 mg,
98%).

'H NMR (400 MHz, CDCls): § 7.37-7.13 ( br, m, 3H), 7.05-7.02 (m, 1H),
4.74 (s, 2H), 3.24 (s, 3H), 3.04 (s, 1H), 2.52 (s, 1H), 2.22 (s, 1H), 1.92-1.01 (m, 12H)
ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCls) ¢ 157.5, 136.3, 129.3, 122.8, 121.3, 120.2,
119.1, 116.2, 111.9, 95.4, 75.7, 55.8, 49.9, 36.4, 34.7, 33.1, 32.9, 32.3, 31.6, 31.5,
26.0, 25.9 ppm.
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3.2.8. Bilesik 7’nin Sentezi:

Piridin, DMAP
DCM

Molekiil 4 (135 mg, 0.5 mmol) DCM i¢inde ¢oziildii ve piridin (56 uL, 0.7
mmol) ilave edildi Reaksiyon karigimi 10 dakika boyunca oda sicakliginda
karismaya birakildi. Katalitik miktarda DMAP ilave edildikten sonra, allil
kloroformat (72.3 mg, 0.6 mmol) DCM igerisinde ¢oziilereck 0 °C'de reaksiyon
karisimina damla damla ilave edildi ve reksiyon karisimi gece boyunca oda
sicakliginda karigmaya birakildi. Reaksiyonun ilerleyisi TLC ile takip edildi. TLC’de
hicbir baslangic maddesi goriilmediginde, reaksiyon karigimi vakum altinda
konsantre hale getirildi. Coziictiniin uzaklastirilmasindan sonra ham iiriin flash silika-
jel kolon kromotografisi ( EtOAc/Hexane (1:5, v/v) ) kullanilarak saflastirildi.
Renksiz kat1 halde bilesik 7 elde edildi (150 mg, 85%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 67.37 /t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.22 (d, J = 7.6 Hz,
1H), 7.16 (s, 1H), 7.12 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.07-5.99 (m, 1H), 5.45 (d, J = 14.4 Hz,
1H), 5.34 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.77 (m, 2H), 3.32 (s, 3H), 3.27 (s, 1H), 2.68 (s, 1H),
2.00-1.81 (m, 12H) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCl3) ¢ 153.4, 150.9, 142.5, 137.1, 132.6, 131.1,
128.9, 126.9, 121.7, 119.8, 119.4, 69.1, 57.8, 39.1, 39.0, 37.1, 32.1, 30.2, 26.2 ppm.

MS (TOF- ESI): m/z: Hesaplanan CxH»04: 355.19039 [M+H]". Bulunan:
355.19886 [M+H]", A =-1.52 ppm.
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3.2.9. Bilesik 8’in Sentezi:
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Bilesik 7 (120 mg, 0.34 mmol) DCM igerisinde ¢6ziildii. Oksijen gazi icinden
gecerken 1smlandirilan reaksiyon karisimina, metilen mavisi (5 mg) ilave edildi.
Reaksiyonun ilerlemesi TLC ile izlendi. TLC’de higbir baslangic materyali
goriilmediginde karigtim  vakum  altinda konsantre edildi ve ¢Oziiciiniin
uzaklastirilmasindan sonra flash silika-jel kolon kromotografisi (DCM) kullanilarak
saflastirildi. Beyaz kati1 halde bilesik 8 elde edildi (124 mg, 95%).

'H NMR (400 MHz, CDCls): & 7.46 (br, m, 3H), 7.25 (dd, J = 9.13, 2.4 Hz,
1H), 6.06-5.96 (m, 1H), 5.47-5.41 (m, 1H), 5.36-5.33 (m, 1H), 4.76 (d, J = 5.82 Hz,
2H), 3.23 (s, 3H), 3.04 (s, 1H), 2.15 (s, 1H), 1.82-0.99 (m, 12H) ppm.

C NMR (100 MHz, CDCls) ¢ 153.2, 151.1, 136.6, 131.0, 129.3, 127.2,
125.6, 122.3, 122.0, 119.5, 117.5, 95.3, 69.2, 49.9, 36.3, 34.7, 33.1, 32.8, 32.2, 31.7,
31.5, 26.0, 25.8 ppm.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. KEMILUMINESAN PALADYUM PROBLARI ICIN SENTETIK
YAKLASIM

Problarin sentezi i¢in, keton, ester ve keton-ester etkilesim {iriiniine neden
McMurry kenetlenme reaksiyonu yerine Wadworth-Emmons Wittig Olefination
reaksiyonu kullanildi. Ciinkii McMurry reaksiyonu sonucunda olasi ii¢ iriiniin
olusmasi hem reaksiyon veriminin diigmesine hem de reaksiyonun keton formu iiriin
olusumunu tercih etmesine neden olmaktadir. Oysa Wadworth-Emmons Wittig
Olefination reaksiyonu sirasinda reaksiyonun kontrol edilmesine neredeyse hic
ihtiyag duyulmadan dioksetan tiirevlerinin sentezi kolaylikla gerceklestirildi. Wittig
Olefination reaksiyonlarina, asetal olusumu sirasinda polimerlesmeyi engellemek
icin 3-hidroksibenzaldehitin benzoil ester tiirevi sentezlenerek yapinin korunmasiyla
baslandi. Hem olefinik grubun yapiya katilmini saglamak i¢in hem de olefinik
grubun aktivasyonuyla singlet oksijen katilim reaksiyonunu gergeklestirmek igin
probun alkoksi grubu sentezlendi. Alkoksi grubu sentezi i¢in, katalitik miktarda p-
toluensulfonikasit ile 2,2-Dimetoksipropan, asetal ile fonksiyonlandirilan yapiya
eklendi. Wittig olefinlestirmesi ile elde edilen yapmin son halinde c¢ift bag
olusturmak igin titanyum tetrakloriir katalizorliigiinde Michaleis-Arbusov reaksiyonu
yoluyla yap1 fosfonat varliginda fonksiyonlandirildi. Titanyum tetrakloriir diisiik
sicakliklarda reaksiyonu hizlandiran ve istenen {irliniin basit bir sekilde izolasyonunu
saglayan bir Lewis asitidir. Fosfonat tiirevinin LDA ile muamelesi sonucunda,
bilesik 3’in yilir (ylide) formunun onciisiiniin olusmasii saglamak igin asidik
proton koparildi. Daha sonra bilesik 3 ile adamantanon reaksiyona sokularak olefin

4’{in olusumu saglandi.

Birinci prob olan bilesik 6’nin sentezi sirasinda, dortlii halka biriminin
hassasiyeti ve reaktivitesi yiiziinden fotoksidasyon reaksiyonundan once proparjil
grubu yapiya eklendi. Bilesik 4’{in proparjilasyonu, proparjil bromiiriin siibstitiisyon
reaksiyonu ile gergeklestirildi. Son olarak probun sentezi dioksetanin bilesik 5 ile
fotooksidasyonuyla tamamlandi. Oksijen molekiilii dogada triplet halde bulunur.

Ancak fotoduyarlastiricilar varliginda kendi fotooksidasyonunu saglayan singlet
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oksijen siklokatilma reaksiyonu i¢in aktif olanidir. Bu ¢alismada, fotoduyarlastirici
olarak 1gikla uyarilan metilen mavisi (methylen blue, MB) kullanildi. MB temel hale
tekrar relaks olurken, enerjisini triplet oksijene aktararak reaktif singlet oksijenin
tiretimini saglar. Bu da, daha sonra bilesik 6’y1 olusturmak igin [2+2] siklokatilma
reaksiyonu yaparak olefin 5 ile reaksiyona girmektedir. Organik fonksiyonlar
acisindan probun yapisini inceledigimizde, oksijen alkalin parca yerine ¢ift baga
katilmay1 tercih eder. Ciinkii, elektron pompalayict metoksi biriminden dolay1 gift

bagin elektron yogunlugu alkalin birimine gore daha fazladir.

Ikinci prob olan bilesik 8’in sentezi igin, DMAP Kkatalizorliigiinde
allilkloroformatin niikleofilik siibstitiisyon reaksiyonuna gore bilesik 4 modifiye
edildi. Bilesik 7’nin MB ile 151k altinda fotooksidasyonu sonucunda da bilesik 8
sentezlendi. Fotooksidasyon reaksiyonlari -78 °C’de yapildi. Fakat ikinci prob olan
bilesik 8’in sentezi sirasinda, CO;’nin yapidan kolayca elimine olmasindan kaynakli
allil grubunun ve karbonat grubunun yiiksek hassasiyetinden dolayi reaksiyonlar

temkinli bir sekilde yapildi.
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Sekil 22. Kemiliiminesan paladyum problarinin (bilesik 6 ve bilesik 8) sentez

semasl
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42. KEMILUMINESAN PALADYUM PROBLARININ CALISMA
PRENSIBI

Deproparjilasyon reaksiyonunun sonucunda Paladyum iyonlarini tayin eden
birinci prob (bilesik 6) dizayn edildi. Baslangigta, ayrisma mekanizmasinin klasik
deproparjilasyon reaksiyonundan 6nce gelecegi umuluyordu. Fakat kemiliiminesans
reaksiyonlarinin  dogasinin bir sonucu olarak paladyum iyonlarmin yiikiine
bakilmaksizin deproparjilasyon reaksiyonlarinin daha once gergeklestigi gozlendi.
Onerilen kemiliiminesan deprorarjilasyon reaksiyonu alkin grubuna Pd(0)1n
eklenmesiyle baslatildi ve bunun sonucunda allenil-Pd formu olan ara iiriin A elde
edildi. Daha sonra, ara iiriin A, su molekiillerinin bir niikkleofil gibi davaranmasiyla
bilesik B’nin olusmasini sagladi. Fenoksit iyonunun pKa’sinin 9 civar1 olmasindan
dolay1 bilesik B ile bilesik B’nin fenolik formu olan bilesik C dengede
bulunmaktadir. Bu sebepten dolayi, reaksiyon ortamina kuvvetli bir baz eklenmesiyle
denge 1,2-Dioksetanin aktiflestirilmis formunun olusumu yoniine kaydirildi. Elde
edilen aktiflestirilmis 1,2-Dioksetan formunun enerjisini dort iiyeli halkaya
aktarmasiyla da ayrisma reaksiyonu baglatildi ve uyarilmis halde D bilesiginin
olusumu saglandi. D bilesiginin temel hale tekrar relaks olmasiyla da foton emisyonu
veren bilesik E elde edildi.
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Sekil 23. Pd(0) katalizli deproparjilasyon mekanizmasina gore 6nerilen

kemiliiminesan reaksiyonlar1

Prob 2’nin (bilesik 8) kullanildigi durumda, Pd(0)’in A bilesigine allilik
oksidatif katilmasiyla baglatilan Tsuji-Trost reaksiyonuna gére mekanizmanin
ilerleyecegi umuluyordu. Bu reaksiyona gore A bilesigine suyun niikleofilik
eklenmesiyle de bilesik B elde edilip yukarida bahsettigimiz prosese gore en sonunda
da bilesik E elde edilip foton emisyonu gézlemlenecekti. Ancak, format grubunun
niikleofilik ataklara kars1 dayaniksizligindan dolayi, orta kuvvette bir bazin reaksiyon
ortamina eklenmesiyle sonuglanan arka plan emisyonunun olusmasi engellenemedi.

Bu ylizden, prob 2 basta beklenildigi gibi spesifik bir sekilde ¢alistirilamadi.
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Sekil 24. Pd(0) katalizli Tsuji-Trost mekanizmasina gore 6nerilen

kemiliiminesan reaksiyonlar1
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5. SONUC VE ONERILER

Paladyum problarinin analitik arastirmalar1 sirasinda, paladyum tiirlerini
temsil etmesi agisindan iglerinde en toksik olan PACI, kullanild1. Ilk olarak paladyum
probunun pargalanma prosesinin anlasilmasi igin deproparjilasyon reaksiyonunun
Pd(0) m1 yoksa Pd(II)/Pd(IV) flizerinden mi ilerlediginin tespit edilmesi istendi.
Bunun i¢in, Pd(0) iiretiminin oldugu durumda kullanilan PPh; varliginda ya da
yoklugunda PdCl, kullanildi. Daha sonra, kemiliiminojen probun ayrisma
reaksiyonlar1 sirasinda Pd(0) araciligiyla pargalandigi fark edildi. Dioksetan
tirevlerinin emisyon yogunlugunun, ortam pH’sinin degistirilmesiyle ya da
pargalanma reaksiyonu i¢in gerekli olan aktivasyon enerjisinin azaltilmastyla kontrol
edilebilmesinden dolay1 her iki parametreyle de oynayarak emisyon yogunlugunun
arttirllmasi istendi. Literatiirde, fenoksit iyonunun parcalanmasinin fenol grubuna
gore daha hizli olmasindan dolayr kemiliiminojenik reaksiyonlarin kuvvetli bir baz
varliginda gercekleseceginden bahsedilir. Bu goz Oniline alinarak, Pd iyonlar
yoklugunda hicbir arka plan emisyonu yaratmayacak kuvvetli bir baz kullanildi.
Tasarlanan mekanizmada, Pd(11)/Pd(IV) tiretimin oldugu durumlar sirasinda ligand
degisimi sonucunda asidik birimlerin etkisini elimine etmek i¢in kuvvetli baz
kullanim1 gereklidir. Ek olarak, en sonunda pargalanma reaksiyonlari ile birlikte 151k
emisyonunun agiga ¢ikmasini saglayan ayrigma reaksiyonunun oranini arttirmak i¢in
reaksiyon sicakligt 70 °C’ye optimize edilmelidir. Tim bu parametrelerin
belirlenmesinden sonra kemiliiminojenik prob 1’in ( bilesik 6) titrasyonlar: ile
islemlere devam edildi. Emisyon yogunlugu ilgilenilen analitin konsantrasyonlart ile
iliskilidir ve Sekil. 26’da da gosterildigi gibi Pd(0) konsantrasyonlarinin
arttirillmasiyla daha giicli emisyonlar elde edildi. Ayrica, deproparjilasyon
reaksiyonunun baslamasindan sorumlu olan analit konsantrasyonun arttirilmasiyla,

reaksiyon oraninda da artis gézlemlendi.
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Sekil 25. Prob 1 (bilesik 6) (200uM)’in 70 °C’de PPhs (ImM) igeren
Na,CO3-NaHCO3; tampon (50mM, pH: 9.0) ile DMSO-H,0 (95:5, v/v) ¢ozeltisi
icerisinde PdCl; konsantrasyonlarinin (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 mM) arttirilmasiyla

elde edilen kemiliiminesans spektrumu

Calismanin en basinda, kemiliiminojenik deproparjilasyon reaksiyonunun
Pd(0) iyonu ile gergeklestigi ve buna bagli olarak da reaksiyonda indirgeyici olarak
kullanilan PPhj (trifenilfosfin) miktarinin da 1s1tk emisyonu igin 6nemli oldugu
anlasildi. PPhs’iin ¢esitli konsantrasyonlar1 varliginda prob 1 (bilesik 6)’in
titrasyonundan sonra, Sekil. 27°de de gosterildigi gibi en iyi 1 mM konsantrasyonda
calistigi belirlendi. Kemiliiminesan probun paladyum iyonlarina karsi tepkisi, metal
tiirlerini  (6rnegin; M'"den M%a indirgenmesi) indirgeyen PPh; varliginda
calisgtlmistir. Bu da oksidasyon durumundan bagimsiz paladyum iyonunun toplam
miktarinin belirlenmesine olanak saglamigtir. Ancak kullanilan PPh; miktarlart,
yiiksek konsantrasyonlarda reaktif paladyum tiirlerinin  konsantrasyonlarinin
azalmasina yol actigr icin olduk¢a Onemlidir. Eger reaktif paladyum tiirlerinin
konsantrasyonlarinda azalma olursa deproparjilasyon reaksiyonu gecikecektir ve bu

da reaksiyonlarin ilerleyisi igin istenmeyen bir durum olacaktir [47].
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Sekil 26. Dioksetan 6 (200uM)’nin 70 °C’de, PdCl; (0.4mM) igeren Na,COs-
NaHCO3 tampon (50mM, pH: 9.0) ile DMSO-H,0 (95:5, v/v) ¢ozeltisi icerisinde
PPhs’in  farkli konsantrasyonlari varhiginda pH’a baghh deallilasyonunun

kemiliiminesans spektrumu

Reksiyon mekanizmasi goz oniine alindiginda, deproparjilasyon reaksiyonu
sirasinda bir niikleofile ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir, bu yiizden H,O reaksiyon
ortaminda niikleofil olarak kullanildi. Reaksiyonda pargalanma proseslerinden
sorumlu fenoksit iyonunu protonlamasi ihtimali nedeniyle, reaksiyonda kullanilan
suyun miktar1 olduk¢a Onemlidir. Bu ylizden, sekilde de gosterildigi gibi
spektroskopik 6l¢iimler, DMSO iginde farkli tampon ¢6zeltisi Oranlar1 kullanilarak
yapildi (Sekil. 28). Burdan DMSO igerisindeki tampon oranlart arttirilirsa fenoksit
iyonunun protonlanma olasiligmin da artacagi ve bdylece emisyon yogunlugunun
azalacagl sonucu elde edilebilir. Dioksetanin ayrigma reaksiyonunun oranini
arttirmak icin kuvvetli bir baz kullanmakla birlikte ortam pH’1 da reaksiyon i¢in
oldukga 6nem tasimaktadir. Ciinkii niikleofilik 6zellik bazlikla dogru orantili bir
sekilde artmaktadir (Sekil. 29). Fenoksit iyonunun pH degeri 9 civari oldugu igin
fenol formu ile denge halinde bulunmaktadir. Ortam pH’1 9’un altina diistigli zaman
fenoksit iyonunun protonlanma ihtimali artmakta ve bu da emisyon yogunlugunda
azalmaya yol agmaktadir. Ortam pH’1 9’un iistiine ¢iktiginda ise kemiliiminesan
reaksiyonlar1 i¢in daha iyi bir ortam olussa bile paladyum iyonunun selat

olusturmasindan dolay1 emisyon yogunlugu azalmaktadir [47].
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Sekil 27. Prob 1 (bilesik 6) (200uM)’in 70 °C’de PPhs (ImM) ve PdCl,
(0.4mM) igeren c¢ozeltisinin DMSO igerisindeki farkli tampon yiizdelerinde
(Na,C0O3-NaHCO3 tamponu, 50mM, pH: 9.0) kemiliiminesans spektrumu
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Sekil 28. Dioksetan 6 (200uM)’nin 70 °C’de DMSO-H,0 (95:5, v/v) ile Kpi
(pH: 7.0-8.0 i¢in 50mM) tamponu ve Na,CO3-NaHCO;3; (pH: 9.0-10.8 i¢in 50mM)
tamponlar1 icerisinde, PdCl, (0.4mM) ve PPhs (ImM) varhiginda pH’a bagh

deallilasyonunun kemiliiminesans spektrumu

Kemiliiminojenik deproparjilasyon reaksiyonunun sonunda parcalanmanin
Pd(0) iyonu ile gerceklesmesinin anlagilmis olmasina ragmen, reaksiyon kosullari
optimize edildikten sonra, analitik 6l¢iimlerle gelistirilmek istendi. Sekil. 30’da da
goriildiigii gibi kemiliiminojenik Onciilerin par¢alanmasinda aktif iyon Pd(0)’dir.
Sekil incelendiginde, Pd(0) kaynagi olarak Pd(PPh3)s kullanildigi durumda emisyon

yogunlugunda azalma gozlenmistir. Bu Pd(PPhs)s’lin hassashigindan ve havadan
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etkilenmesiden kaynaklanmaktadir. Sonug¢ olarak, Pd(0) iiretiminin olustugu

durumlar, aktif paladyum tiirlerinin tiretimi agisindan daha etkilidir.

500

400 4
300
200 1 |
100 1
04
A B Cc D E

Pd kaynaklan

Emisyon yogunlugu

Sekil 29. Cesitli Pd tiirlerine ve oksitlenme kosullarina karsi prob 1 (bilesik
6) (200uM)’in kemiliiminojenik tepkisi, A = PdCl,, B = Na,PdCl,;, C = Na,PdCls,
D= Pd(OAC)Z, E= Pd(PPh3)4

Analitik kosullarin optimize edilmesinden sonra, probun paladyum iyonlarina
kars1 Ozgiilliigli kantlanidi. Bunun igin, Sekil. 31°de de gosterildigi gibi probun
kemiliiminesan o6l¢iimleri farkli iyonlar i¢in de yapildi ve 1,2-Dioksetanin
kemiliiminesan deproparjilasyon reaksiyonunun sadece Pd(0) iyonlar1 varliginda

gerceklestigi gozlendi.

53



500

PdCl,
500
= 400
20 ’g" 400
S 300 <
230 2 300
> L
=
G 200 S 200
w100 S 0 pp ...E.. 100
] Ee-.C,
T iiiisesesse..
ol A il

-1 T T 1T 11 0"'(4‘)1?”%(90*%6\}0&
400 450 500 550 600 650 Qb eL @ @ ¢ ¢ $\%

Dalgaboyu (nm)

Sekil 30. 70 °C’de PPhs (ImM) igceren, Na,CO3-NaHCO3; tamponu (50mM,
pH: 9.0) ile DMSO-H,0 (95:5, v/v) ¢ozeltisi igerisinde farkli metal iyonlarinin
dioksetan 6 (200uM)’ya eklenmesiyle elde edilen kemiliminesans spektrumu.

(Metal iyonlar1 peroksalat tuzlari halinde kullanilmistir.)

Bunlara ek olarak, probun DMSO/Tampon karigimlari i¢inde tayin sinirlarimni
tespit etmek i¢in de Olglimler yapildi. Prob ve referans molekiiliin tayin siniri
Olgtimleri igin kemiliiminesans titrasyonlar1 baz alindi. S/N oranini belirlemek i¢in
icinde Pd iyonu bulunmayan blank ¢6zeltisinin kemiliiminesans emisyon yogunlugu
10 kez 6lgiildi ve bu 6lgiimlerin standart sapmasi hesaplandi. Egimi belirlemek i¢in
de Pd iyonlann varligindaki probun konsantrasyonlar1 kemiliiminesans emisyon
yogunluklarina kars1 grafige gecirildi. Grafikten emisyon yogunluklarinin ve Pd(0)

konsantrasyonlarinin arasindaki dogrusal iliski belirlendi ve egim hesaplandi.

Olgiimler sonunda std 0.026268 ve grafigin egimi 885.92 olarak elde edildi.
Boylece, tayin sinir1 asagidaki esitlige gore 88 uM olarak hesaplandi.

Tayin Siniri: 30/m

(o: Blank olgiimlerinin standart sapmasi, m: Pd(0) iyonlarmin konsantrasyonuna

kars1 kemiliiminesans emisyon yogunlugunu gosteren grafigin egimi)

Tsuji-Trost reksiyonuna gore pargalanan prob 2 (bilesik 8) ele alindiginda,
Pd(0)’1in deallilasyon reaksiyonu ile olusan bilesikten kaynakli herhangi bir 6zel
emisyon gozlenmedi. Karbonat varligindan dolay1 kuvvetli bazin eklenmesiyle arka

plan emisyonlarinin olusumu gézlendi.
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Proparjil eter grubu ile modifiye edilen 1,2-Dioksetan molekiilii, olusan eter
baginin kuvvetli bir baza kars1 dayanikli olmasindan ve ayn1 zamanda bu bagin Pd(0)
katalizli deproprajilasyon reaksiyonuna karsi da reaktif olmasindan dolayi, Pd(0)
tyonlariin iiretiminin olustugu durumda kemiliiminojenik tayin i¢in uygun gorildii.
Eter bagimin mukavemetiyle allilil prob 2 (bilesik 8) karsilastirildiginda, bir noktada

secicilik saglar.
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Sentezlenen Bilesiklerin HRMs Spektrumlar:

#1004 |+ Scan (0.273-1.696 min, 89 scans) 02.d
64 295.09078
5.5
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354
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25
2
1.5
14
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296.09422

Counts [%] ve. Mazs-to-Charge [m/z)

D T T T T - .I T - T II T T T T T T T T - T T
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Bilesik 2’nin HRMs Spektrumu

w108 |+ Scan [0.263-1.897 min, 102 zcanz) 03.d
22 373.07E57

1.8
1.6+
1.4
1.2
14
0.8
0.64 374.08047
0.4+
0.2
i} [ . . |

715 72 725 773 1715 374 745 75 1755 W

Counts [%] ve. Magz-to-Charge [m/z]

I76.5

Bilesik 3’tin HRMs Spektrumu
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w104 |+ Scan [0.505-2,.235 min, 108 scang) 04.d

114

D4 27116557
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] . . ol

27l 22 2714 276 2718 272 2722 2724 2T2B 2728 273 27a2
Counts (%] vs. Mass-to-Charge [m/z]
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Bilesik 4’tin HRMs Spektrumu

w108 |+ Scan [0.168-1.072 min, 57 scans] 02-104.d
451 30912383

1.5 31013321
14
0.5

i ||.|..... L [ .
075 308 3095 309 3095 30 ;05 A1 HIE 2 ;25 33
Counts v, Mass-to-Charge [m/z)

Bilesik 5’in HRMs Spektrumu

w103 |+ Scan [0.146-1.858 min, 107 scans) 0Z2-105.d
Ly 355.194%6

3473 344 345 346 347 348 349 350 351 352 353 354 355 356 357 353 359 360 361 362 363 364 365 366 367 368 369 370 I 32

Counts vs. Mazs-to-Charge [m/z]

Bilesik 7’nin HRMs Spektrumu
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