NITRIK OKSIT TAYINI ICIN YENI BIR YAKIN KIZILOTESI (NIR) FLORESAN PROB

Mevcut bulus, vakin kizil dtesi bolgede nitrik oksit tayini i¢in kullamilabilen Formil {I)y'e sahip bir
5  floresan prob bilesigi ile ilgilidir. Mevcut bulusun konusu ayrica bu floresan probun lretim metedu

ve bu floresan probun kullanildigi bir tayin yontemine dayanmaktadir.
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ISTEMLER

=

Formiil (1) molekiil yapisina sahip bir bilesik;

(1)

e

Istem 1’e gére sunulan bilesigin iiretimi icin asagidaki adimlari ihtiva eden bir proses:

a) 2,4-dihidroksibenzaldehitin (2) sentezlenmesi,

b) a) adimindan elde edilen Grinle 1,3-dihidroksi-4-(1H)-benzimidazoliin
sentezlenmesi,

¢) 2-kloro-1-formil-3-hidroksimetilen siklohekzen (6} sentezlenmesi,

d) 1-metil-2,3,3-trimetil-3H-indolyum iyodiiriin (10) sentezlenmesi,

e) c) ve d) adimlarindan elde edilen iiriinlerle Cy7-Cl (11) sentezlenmesi,

f) b) ve e]) adimlarindan elde edilen iiriinlerle NIR-HBI'nin sentezlenmesi,

g) f) adiminda elde edilen molekiil ile bir bakir bilesiginin karistirilmasi,

h) Formiil 1’e ait kompleksin elde edilmesi.

{4)

Istem 2'ye gére sunulan bir proses olup, ézelligi f} adimin asagidaki adimlar ihtiva etmesidir.

1- istem 2’ye ait b) adimindan elde edilen 1,3-dihidroksi-4-(1H)-benzimidazol (4) ve

potasyum karbonatin, asetonitril icerisinde karistiriimasi,

- daha sonra, ayn bir yerde asetonitril-diklermetan-metanol solvent karisimi icerisinde

hazirlanmis e) adiminda elde edilen Cy7-Cl (11} ¢ézeltisinin adim 1'deki mevcut karigimin

icerisine enjekte edilmesi,

3- karisimin reflilkks edilmesi,
4- adim 3'teki {iriiniin siiziiliip, solventin uzaklastirilmasi,

5- adim 4'te elde edilen maddenin saflastiriimasi.

Istem 2'ye gére sunulan bir proses olup, 6zelligi g) adimin asagidaki adimlan ihtiva etmesidir.
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1- belirli bir konsantrasyonda ¢ézeltisi hazirlanan adim f)'den elde edilen formil (12) nin,
ekivalen miktarda konsantrasyon degerine sahip CuClz 2H,0 cozeltisi ile PBS varliginda
muamele edilmesi,

2- nihai kompleksin elde edilmesi.

5. Nitrik oksit tayini icin asagidaki adimlari ihtiva eden bir yéntem:
a) istem 1’eait Formiil (1) bilesiginin ¢ozelti karisimina fosfat tampon (PBS) ilave edilmesi,
b) lzerine inert ortamda muhafaza edilen bir nitrik oksit ¢ozeltisinin ilave edilmesi,
¢) 15 dakika oda sicakliginda ve azot gazi altinda inkiibasyonun saglanmasi,

d} floresans intensitesinde meydana gelen degisimin bir spektroflorometrede dl¢ilmesi.

6. istem 1’e gire sunulan Formiil (1) bilegiginin bir floresan prob olarak kullanim.

7. Istem 6’ya gére sunulan kullanim olup, 8zelligi séz konusu kullanimin nitrik oksit tayini igin
olmasidir.

8. Istem 7’ye gore sunulan kullamim olup, ézelligi séz konusu nitrik oksit tayininin yakin

kizilétesi bolgede 1s1ma ihtiva etmesidir.
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NITRIiK OKSIT TAYINI ICIN YENI BIR YAKIN KIZILOTESI (NIR) FLORESAN PROB

Bulusun flgili Oldugu Teknik Alan

Mevcut bulus, yakin kizil 6tesi (near infrared, NIR) bolgede nitrik oksit tayini igin kullamlan Formiil
{1)’e sahip bir floresan prob ile ilgilidir. Mevcut bulusun konusu ayrica bu floresan probun liretim

metodu ve bu floresan probun kullanildig nitrik oksit tayin yéntemine dayanmaktadir.

Teknigin Bilinen Durumu

Nitrik Oksit (‘NO), yaygin olarak memeli, bitki, bakteri ve omurgasizlarin organizmalarinda L-
Arginin’in L-Sitralin’e déndsiimii sirasinda nitrik oksit sentazlar tarafindan endojen olarak
sentezlenmektedir. Reaktif azot tiirlerinin (RNS) ilk ornegidir ve diger azot merkezli serbest
radikallerin baslangig molekiilidiir. U¢ farkli izoformu mevcuttur. Molekiil yapisin olusturan azot
atomu Uzerinde ortaklanmamis elektron bulundurdugundan serbest radikal molekiil sinifi igerisinde
yer almaktadir. Cesitli metal igerikli protein ve serbest radikal tiirleri ile hizli bir sekilde etkilesim

gostererek cesitli fizyolojik ve patofizyolojik etkiler meydana getirir.

Nitrik Oksit {{NO), vicutta olagan miktarda sentezlendiginde {nanomolar ve mikromolar
mertebelerindeki oranlarda) antitiimér ve antimikrobiyal etki gosterdigi, kalbi korudugu, kan
basincim diizenlemeye ve cesitli organlara yeterli diizevde kan akisimin saglanmasina yardimci
oldugu, diiz kaslarin gevsemesini sagladigi, beyni uyardigi ve zararh bakterilerin yok edilmesini
sagladig1 saptanmistir. Ayrica nérotransmitter madde merkezi sinir sisteminde diizenleyici olarak
gdrev yapmaktadir. Bagisiklik, kardiyovaskiiler ve sinir sistemi icerisinde sinyalizasyonu saglayan
ana kaynak olarak degerlendirilmektedir Organizmada yiksek veya biyolojik aktivite
saglayamayacak konsantrasyonlarda sentezlenmesi ve dofada uzun siire etkisine maruz kalinmasi
durumunda ise bir talkam patofizyolojik etkilerin gériilmesine sebep olmaktadir. Damar ve doku
sertlesmesi, hipertansiyon, kanser, epilepsi, AIDS, Parkinson ve Alzheimer gibi nérodejeneratif
rahatsizhiklarin, iilser ve genc yasta goriilen diyabet gibi kronik hastaliklarin meydana gelmesine,
dolayh olarak DNA par¢alanmasina sebep oldugu, teknigin bilinen durumunda yer alan ¢alismalarda

gosterilmistir.

Dolayisiyla, biyolojik olarak hircok etkiye sahip olan bu molekiliin diisiik konsantrasyon

degerlerinde bile dogrudan tespit edilebilmesi, fizyolojik sistemlerdeki roliiniin daha detayh olarak
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incelenmesine ve sebep oldugu islevsel bozukluklarin ortaya ¢karilmasinda bilyik 6nem

tasimaktadir.

Ancak, nitrik oksitin yarilanma émriiniin birkag¢ saniye {maksimum 10 saniye) ile sinirli olmasi, gaz
formunda sentezlenmesi ve ¢ok reaktif bir serbest radikal molekiil olmasi nedeniyle organizmada
diger radikallerle ¢ok ¢cabuk etkilesim géstermesi ve ¢esitli yeni reaktif molekiillere déniismesinden
dolayr dogrudan tespiti olduke¢a giictiir. Bu gibi zorluklarin neticesinde, nitrik oksit tayini igin
uygulanacak olan metotlarda yiiksek duyarlilik ve hassasiyet 6n plana gikmaktadir. Daha da dnemlisi
metodun, nitrik oksitin oksidasyon iirtinlerine veya diger reaktif oksijen/azot tiirlerine oranla nitrik

oksit icin daha secici olmasi istenmektedir.

Bu nedenle teknigin bilinen durumunda nitrik oksit tayini i¢in ¢esitli calismalar yapilmistir. Ozellikle
de nitrik oksit sentezinin, etki mekanizmasinin ve organizmadaki ¢ok yonlii biyolojik etkilerinin
kapsaml bir sekilde arastirilmasi icin kemiliiminesans, elektron spin rezonans (ESR), kolorimetri,

elektrokimya ve florometri gibi cesitli elektrokimyasal ve spektroskopik yontemler kullanilmistir.

Teknikte floresans esash problarin olduk¢a yogun bir sekilde gelistirilmesi ve yapilan analizler
sonucunda alinan verilerin degerlendirilmesiyle, nitrik oksitin tayini ve gériintiilenmesinde bu
metodun digerlerine gire daha hassas bir test sistemi oldugu bilinmektedir. Hedef olarak tayin edilen
biyoaktif bilesene 6zgii duyarlilik ve etkilesim gosteren ve etkilesim sonucu yapisinda gozlenebilir
derecede floresans degisimi meydana gelen floresans esasl sentetik bilesikler “floresan prob” olarak
tanimlanmaktadir. Floresan problar ile gergeklestirilen tayin ve goériintilleme teknikleri, modern

biyolojide biyolojik olay ve bilesenleri gortuntiilemek igin siklikla kullanilan bir arag haline gelmistir.

Teknigin bilinen durumunda, ¢esitli amaclar dogrultusunda kullanilan ¢ok sayida floresan prob
sentezlenmistir. Fakat bu problarin ¢ogu elektromanyetik spektrumun UV-goriiniir bélge aralifinda
{400-650) eksitasyon (uyarilma) ve emisyon (absorpsiyon) degerlerine sahiptir. Organizmada baz
hormon ve proteinlerin sudaki dagilim sirasinda 200-650 nm dalga boyu degerlerinde birtakim 1s1ik
sagilmalar1 meydana gelmektedir. Ayrica dokular, yapilarindan kaynakh olarak fotonlar sagarlar veya
sacillan fotonlarn yansitmaktadir. Yiikksek doku hiicrelerinin yapisindan ve birtakim viicut igi
emilimlerden kaynaklanan otofloresansin da ayni degerler arasinda gerceklesiyor olmasi nedeniyle
bu problarin kullanimi zorlasmakta veya kullanildiklarinda alinan élgiimlerin ve goriintiilleme

verilerinin dogrulugundan siiphe edilmektedir. Ayrica bu dalga boylarindaki 151ma, ézellikle su ve
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hemoglobin gibi biyomolekiiller tarafindan ¢ok iyi bir sekilde emilmektedir. Bu nedenle 1s1manin

dokulara niifuz etmesi tam anlamiyla gergeklesmis olmamaktadir.

Kullanilan ilk floresan prob 1,2-diaminonaftalen (DAN) bilesigidir. NO'nun oksidasyon iirtinii olan
NO2 iyonlan ile etkilegim giistererek triazol sistemi olusturur. Bu sayede floresans siddetinde 100
kat kadar artis oldugu tespit edilmistir. Minimum dedeksiyon limitinin (tayin edilebilme smir, LOD)
10 nM oldugu belirtilmistir. Giniimiizde hala ticari olarak satilmakta clup dolayl yoldan ‘NO ve NOz
tayini icin kullanilmaktadir. Ancak bu prob ile yapilan analizler asidik sartlar gerektirdiginden ve
ultraviyole (UV) bblgede olan Acwm: 375 nm'de gerceklestirildiginden hilicrede hasara yol actify,
dolayisiyla probun sitotoksik etkisi oldugu tespit edilmistir. ‘NO tayini icin kullamlan diger bir
floresan bilesik ise 2,7-diklorofloresein’dir. Baglangicta herhangi bir floresans géstermeyen molekill,
‘NO ile etkilesim gosterdiginde okside olarak floresans géstermektedir. Ancak dedeksiyon limiti 10pM
mertebesindedir. Molekiil lizerinde otoksidasyonun gerceklestigi ve birgok reaktif oksijen/azot tiiri

ile de etkilesim gosterdigi; dolayisiyla NO’ya spesifik olmadigi tespit edilmistir.

Nitrik oksit tayin ve gériintiillenmesi amaciyla gelistirilen ¢ogu floresan prob, molekil yapisi lizerinde
o-diaminobenzen grubu bulundurmaktadir. Birbirine komsu olan ve elektronca zengin olan bu iki

amin grubu, tizerinde bulundugu benzen halkasindan florofora aktarilan elektron miktarini artirarak
PET mekanizmas1 geregince yapimin floresansinin soniimlenmesini saglar. Ortama -NO'nun
girmesiyle birlikte, elektronca zayif olan triazol yapisi meydana gelir. Boylece PET mekanizmasi
devre disi kalir ve floresans 1s1ma gerceklesir. Bu mekanizmaya dayal problarin en biiyiik dezavantaji
olarak dogrudan ‘NO {izerinden degil, ‘NO'nun cksidasyon lirlinlerine (NOZ2, N.Os} bagh veri

alinmasidir.

Teknikte, bu dezavantajlarin tstesinden gelebilmek i¢in bakir (Cu) metali kullamlmigtir. Florofor
{ligand, L) - Metal(M) kompleksi seklinde olusturulan ‘NO problarinda kullanilan gecis metalleri
arasinda bakir {Cu), bu sistemin basariya ulastigi en iyi metal olarak belirlenmistir. Genellikle florofor
tzerindeki sekonder amin grubunun nitrozolanmasi ve iki degerlikteki bakir katyonunun, bir

degerlikli bakir katyonuna {Cuz*— Cul*) indirgenmesine dayal olan mekanizma etkin olmaktadir.

Literatiirde, bu mekanizmanin etkin oldugu problar ile yapilan calismalarda, diger reaktif oksijen ve
azot tlirlerinin yam sira, askorbik asit ve dehidroaskorbik asit ile de ciddi dl¢tide herhangi bir girisim

tespit edilmemis; yontemin sadece -NO’ya segici oldugu veriler dogrultusunda kanitlanmistir.
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Buna yonelik teknigin bilinen durumunda bir¢ok ¢alisma yapilmistir, CN101302425 numaral patent
basvurusunda nitrik oksit tayini igin bakir kompleksi ve organik ligant olarak 2-(2-hidroksi fenil)

benzimidazol tiirevi kullanilarak elde edilen floresan problar agiklanmistir.

CN101270342 numarah basvuruda ise tiimor hedefli floresan prob olarak bakir kompleksi ve tiyol

grubu ihtiva eden bir molekil agiklanmistir.

Teknigin bilinen durumunda yukarida da goriilecegi gibi nitrik oksit tayininde kullanilmak iizere
gecis metallerinin kullanildigi veya herhangi bir metal kompleksi ihtiva etmeyen birgok floresan prob
aciklanmustir. Ancak iki degerlikli bakir (Cu 2+) katyonu ile kompleks ihtiva eden ve yakin kizilétesi

bélgede giivenilir nitrik oksit tayini gerceklestiren bir floresan prob agiklanmanmustir.

Mevcut bulusta yukarida yer alan tiim problemlerin ¢éziimine ydnelik verilerin elde edildigi, yakin
kiz1l étesi bolgede emisyona sahip, giivenilir olarak nitrik oksit tayini saglayan bir floresan prob ve
bunun i¢in bir liretim ydntemi agiklanmaktadir. Mevcut bulus ayrica yakin kizil 6tesi bolgede

giivenilir bir sekilde nitrik oksit tayini i¢in bir yontem de sunmaktadir.

Bulusun Kisa Aciklamasi

Mevcut bulusun amaclarim gergeklestirmek lizere bir floresan prob olarak kullanilabilecek Formiil

(1) molekiil yapisina sahip bir bilesik sunulmaktadir;

LI AT ¢)

Bulusg, bir bagka yonii ile yukaridaki bilesigin tiretimi icin agagidaki adimlar: ihtiva eden bir prosesile

ilgilidir:

a) 2,4-dihidroksibenzaldehitin (2) sentezlenmesi,
b) a) adimindan elde edilen T{riinle 1,3-dihidroksi-4-(1H)-benzimidazoliin (4)
sentezlenmesi,

¢) 2-kloro-1-formil-3-hidroksimetilen siklohekzen (6) sentezlenmesi,
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d) 1-metil-2,3,3-trimetil-3H-indolyum iyodtriin (10) sentezlenmesi,

e} c) ve d) adimlarindan elde edilen tiriinlerle Cy7-Cl (11) sentezlenmesi,
f) b) ve e) adimlarindan elde edilen tiriinlerle NIR-HBI'nin sentezlenmesi,
g} f) adiminda elde edilen molekiil ile bir bakir bilesiginin karistirilmasi,

h} Formiil 1’e ait kompleksin elde edilmesi.

Yukaridaki proseste yer alan f) adimu tercihen asagidaki adimlari ihtiva etmektedir;

1- yukaridaki b) adimindan elde edilen 1,3-dihidroksi-4-(1H)-benzimidazol (4) ve potasyum
karbonatin, asetonitril igerisinde karistinlmas,

2- daha sonra, ayr1 bir yerde asetonitril-diklormetan-metanol solvent karisimi igerisinde
hazirlanmis e) adiminda elde edilen Cy7-Cl {11) ¢ézeltisinin adim 1'deki mevcut karisimin
icerisine enjekte edilmesi,

3- karisimin refliiks edilmesi,

4- {irtintin stzllip, solventin uzaklastirilmasi,

5- adim 4’teki maddenin saflagtirilmas.

Bulusa ait prosesin g) adini tercihen asagidaki adimlan ihtiva etmektedir;

1- belirli bir konsantrasyonda cozeltisi hazirlanan adim f)'den elde edilen formiil (12)'nin,
ekivalen miktarda konsantrasyon degerine sahip CuCl:- 2H20 ¢dzeltisi ile PBS varliginda
muamele edilmesi,

2- nihai kompleksin elde edilmesi.

Bulus bir baska yénii ile de nitrik oksit tayini icin asagidaki adimlar ihtiva eden bir ydntem ile ilgilidir;

a} Formiil (1) bilesiginin ¢dzelti karisimina fosfat tampon (PBS) ilave edilmesi,
b} Uzerine inert ortamda muhafaza edilen bir nitrik oksit ¢ozeltisinin ilave edilmesi,
c) 15 dakika oda sicakliginda ve azot gaz altinda inkiibasyonun saglanmasi,

d) Floresans intensitesinde meydana gelen degisimin bir spektroflorometrede él¢iilmesi.

Bulus, bir bagka ydni ile yukarida sunulan Formiil (1) bilesiginin bir floresan prob olarak kullanimi
ile ilgilidir. S6z konusu kullanim nitrik oksit tayini icin olabilmektedir ve ayrica yakin kizildtesi

bolgede 151ma ile gergeklestirilebilmektedir.
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Sekillerin Kisa Aciklamasi

Sekil 1,-NO Ilavesi (40 uM) sonucunda bulusa ait formiil {1)'in floresans intensitesinde meydana gelen

zamana baglh (0-60 dk) degisimi géstermektedir.

Sekil 2, bulusa ait formiil {1) bilesiginin nitrik oksitin konsantrasyona bagh intensite degisim

grafiklerini gdstermektedir.

Bulusun Ayrintili Acklamasi

Mevcut bulusun ana yapilanmasi yakin kizilotesi bélgede nitrik oksit tayini icin Formiil (1) molekiil
yapisina sahip bir floresan prob sunmaktadir. Bulusa ait molekiiliin kapal molekiil formiili

C33HzeN30:l seklindedir. Teorik olarak hesaplanan molekiil kiitlesi 627.51 g.mol-! diir.

] o

Mevcut bulusun bu yapilanmasinda s6z kenusu yakin kizil dtesi bolge 650-900 nm dalga boylar

arasindadir,

Bulusa ait floresan prob hilicre membranlarindan kolaylikla gecebilmekte, disiik dedeksiyon
limitlerinde se¢ici olmakta ve higbir yiikseltgenme iiriintine gereksinim duymaksizin dogrudan nitrik
oksit tayini ve gorantiilenmesini saglanmaktadir. Ayrica gergeklestirilen in vitre calismalarda yuksek
kararlilik géstermesi sebebiyle yakin kizilotesi bolgede nitrik oksit tayininde giivenilir ve hassas
verilerin alinmasini saglamaktadir. Bulusa ait floresan probun yakin kizilétesi emisyon dalgaboyuna
sahip siyanin boyasinin yeni nesil tiirevi olmasinin bir sonucu olarak yapisal kararlilik gostermesi
calisma ortam pH'sinin genis bir aralikta bulunmasina, cesitli matrislerde (6rnegin kanser
hiicrelerinde) analizlerin gergeklestirilmesine ve 6zellikle fizyolojik pH degeri olan 7.4’te glvenilir

sonug¢larin alinmasina clanak saglayacaktir.

Bulusa ait floresan probda yer alan bkakir(Il} kompleksi sayesinde nitrik oksit ile gergeklestigi

ongorilen reaksiyon mekanizmasi asagida (Sema 1) sunulmaktadir. Etki mekanizmasi, benzimidazol
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molekilii dzerindeki tersiyer azot atomu ve hidroksil grubu arasinda balar kompleksinin
gerceklesmesine; nitrik oksitin ortama déhil olmasiyla birlikte kompleksin bozulmasi sonucu iki
degerlikli bakirin (Cu?*) bir degerlikli bakir katyonuna {Cu!*} indirgenip yapidan ayrilarak ¢ozelti
ortamina ge¢mesine ve benzimidazol iizerinde bulunan sekonder amin yapisinin nitrozolanmasina

dayanmaktadir.

+ CuCl,

2 (cbz.)

ol

metal kompleks olusumu

NIR-CuHBI
NIR-HBI paramagnetik Cu katyonu tarafindan
-floresans var- floresans séniimlendi.

-floresans yok-

+'NO(

{kararl olmayan katilma ara Griinii)

¢iz.)

indirgeyici nitrozolanma reaksivonu

(bakir metalinin indirgenerek yapidan avrilmast ve
sekonder amin vapismna nitrozo grubunun kenetlenmesi)

- /OH

| e

b V/O ( ) PN
it o Vs {\/ TN
L N ——"\x_///

N
o}
NIR-CuNO

-floresans var-

Sema 1 - NIR-CuHBI ve -NO Arasinda Gergeklestigi Ongoriilen Reaksiyon Mekanizmasi
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Bulusun baska bir yénii itibar ile yakin kizilétesi bélgede nitrik oksit tayini i¢in kullamlan, formiil (1)

molekiil yapisina sahip floresan probun iiretimi icin asagidaki adimlar ihtiva eden bir proses

sunulmaktadir. Proses adimlar ayrica Sema 2’de de gosterilmigtir.

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)

h)

2,4-dihidroksibenzaldehitin (2) sentezlenmesi,

a) adimindan elde edilen iiriinle 1,3-dihidroksi-4-(1H)-benzimidazoliin {4) sentezlenmesi,
2-kloro-1-formil-3-hidroksimetilen siklohekzen (6) sentezlenmesi,
1-metil-2,3,3-trimetil-3H-indolyum iyodiiriin {10} sentezlenmesi,

¢) ve d) adimlarindan elde edilen triinlerle Cy7-Cl (11)sentezlenmesi,

b) ve e) adimlarindan elde edilen iiriinlerle NIR-HBI'min sentezlenmesi,

f) adiminda elde edilen molekiil ile CuClz-2H20 ¢6zeltisi, PBS varhginda (fosfat tamponu, 20
mM, pH: 7.4} karnistirilmasi

Kompleks olusumunun spektroflorometre ile gézlemlenmesi.



(12)

4]

Sema 2 - Bulusa ait floresan probun liretim metodu adimlari
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10

Mevcut bulusa ait floresan probun tliretim yontemi kolay ve maliyeti diisiiktiir.

Mevcut bulusa ait proseste yer alan a) adimui 6rnek olarak asagidaki sekilde gergeklestirilebilir;

250 mL’lik balon igerisinde sogutulan 60 mL asetonitril {ACN) ve 10 mL dimetilformamid
(DMF) solvent kamsimina, damlatma hunisi yardimiyla POClz (110 mmol, 11 mL) ilave

edilmesi,

- adim 1'deki karsimin eda sicaklifinda ve azot atmosferinde yaklasik olarak 1 saat manyetik

kanstirial ile karstinlmasi,

- sarimmsi renkli Haack Reaktifinin olustugu gézlemlenip, tekrar 0 °C’'ye sogutulmasi,

adim 3'teki soguk karisim {izerine 50 mL asetonitril icerisinde ¢oziilen 1,3-dihidroksibenzen

(rezorsin, 100 mmol, 11 g.) ilave edilmesi ve 5¢C’de 3 saat kanistirilmasy,

- adim 4'teki beyaz renkli katinin stiziiliip, soguk asetonitril ile yitkanmasi,

- adim 5teki karnsimin 250 mL’lik beherde 60 °C'de 2 saat hidroliz edilip, sogumaya

birakildiktan sonra beyaz renkli kristallerin gézlemlenmesi,

- adim 6'daki kristallerin siiziilerek alinmasi ve soguk su ile yikanmasi,

- adim 7’de elde edilen kristallerin 50 °C’'de kurutulmasi.

Mevcut bulusa ait proseste yer alan b) adimi érnek olarak asagida verilen sekilde gerceklestirilebilir;

1-

2,4-dihidroksibenzaldehit (2; 50 mmol, 7 g) ve sodyum metabisiilfit (NaHSO3, 50.5 mmol, 5.25

g) 100 mL i¢erisinde ¢6ziilen 1,2-diaminobenzen (3; 50 mmol, 5.4 g) yavasca ilave edilmesi,

- karisimin 2 saat refliiks edilmesi,

- karnisimin 500 mL buz-su karisimina dékllmesi ve yaklasik olarak 12 saat boyunca sogukta

bekletilmesi,

- olusan sar1 renkli ¢okeltinin stiziilmesi, su ile yikanip, kurutulmasi,

5- etanolde yeniden kristallendirilmesi.

Mevcut bulusa ait proseste yer alan c) adimi érnek olarak asagidaki gibi gerceklestirilebilir;

1-

250 mLlik balon igerisinde sogutulan 20 mL diklorometan ve 15 mL dimetilformamid (DMF)

solvent karisimina, damlatma hunisi yardimiyla POClz (130 mmol, 12 mL) ilave edilmesi,

- bu karisimin oda sicaklifinda ve azot atmosferinde yaklasik olarak 1 saat manyetik karistirici

ile karistirilmasi,

- sarimsi renkli Haack Reaktifi'nin olustugu gozlemlendikten sonra tekrar 0 »C’ye sogutulmasi,
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- soguk karigim tizerine siklohekzanon (5; 50 mmol, 5.2 mL) ilave edilmesi ve 4 saat boyunca

refliiks edilmesi,

- ardindan sonunda, karisimin 500 mL buz-su karisimina dokiilmesi, yaklasik olarak 12 saat

boyunca sofukta bekletilmesi, olusan sari renkli ¢ékeltinin siiziilmesi ve soguk su ile yikanip

kurutulmasa.

Mevcut bulusa ait proseste yer alan d) adimi érnek olarak asagidaki gibi gerceklestirilebilir;

1-

40 mL asetik asit igerisine fenil hidrazin (7, 74 mmol, 7.3 mL ) ve 3-metil-2-biitanon (8; 74

mmol, 8 mL ) ilave edilmesi ve 3 saat boyunca 100 °C’'de refliiks edilmesi,

- ardindan su ve diklorometan ilave edilerek istenilen iriinin organik faza ge¢mesinin

saglanmasi,

3- ayirma hunisinden solvent fazinin alinip, solventin vakumda uzaklastirilmasi,

2,3,3-trimetil-3H-indol (9) bilesiginin siyah renkli sivi olarak elde edilmesi,

5- adim 4'teki maddenin {zerine 100 mL asetonitril ve yaklasik 15 mL metil iyodiir ilave

edilmesi,

55 0C’de 6 saat boyunca refliiks edilmesi, ¢okelti miktarinin artmasi icin sogutulmasi,

- siizilerek tiriiniin alinip, kurutulmas:.

Mevcut bulusa ait proseste yer alan e} adimi 6rnek olarak asagida gosterilen sekilde

gerceklestirilebilir;

A

2-kloro-1-formil-3-hidroksimetilen siklohekzen (6; 55 mmol, 9.75 g), 1-metil-2,3,3-trimetil-
3H-indolyum iyodir (10; 110 mmol, 33 g) ve sedyum asetatin {110 mmol, 10 g) tartilarak
balon igerisindeki 150 mL asetik anhidrit tizerine ilave edilmesi,

azot gazi varhifinda, 80 9C’de 1 saat refliiks edilmesi,

adim 2'de yer alan kamnsimin sogutulmasi ve ¢éktiginiin gézlenmesi,

¢okeltinin siiziilerek alinmasy, sirasiyla distile su, bikarbenath su ve eter ile yikanmasi,

etitvde 50 %C’de bir gece boyunca kurutulmasi.

Mevcut bulusa ait proseste yer alan f) adimi 6rnek olarak asagida gosterilen sekilde

gerceklestirilebilir;
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1- b) adimindan elde edilen 1,3-dihidroksi-4-(1H)-benzimidazol (4; 6 mmol, 1.35 g) ve
potasyum karbonat (K2C0O3;, 6 mmol, 850 mg) 25 mL asetonitril icerisinde, azot atmosferinde
ve oda sicaklifinda 30 dk manyetik karistirici ile karistirilmasi,

2- daha sonra, ayri bir yerde asetonitril-diklormetan-metanol (3:1:1) solvent karisimi icerisinde
hazirlanmis e} adiminda elde edilen Cy7-ClI (11; 3 mmol, 1.85 g)'min ¢6zeltisinin adim 1'deki
mevcut karigimin icerisine enjekte edilmesi,

3- 6 saatsiireyle 50 'C’de manyetik karistincida ve azot atmosferinde refliiks edilmesi,

4- adim 3’teki Uriiniin siiziiliip, solventin vakumdan uzaklastirilmasi,

5- adim 4'te elde edilen maddenin kolon kromatografisi uygulanarak saflagtiriimas.

Mevcut bulusa ait proseste yer alan g) adimi o6rnek olarak asagida goésterilen sekilde

gergeklestirilebilir;

1- belirli bir konsantrasyonda c¢ézeltisi hazirlanan adim f)'den elde edilen formil (12)'nin,
ekivalen miktarda konsantrasyon degerine sahip CuCl; - 2H,0 ¢ézeltisi ile PBS varhginda
(fosfat tamponu, 20 mM, pH: 7.4) muamele edilmesi,

2- kompleks olusumunun spektroflorometre ile gézlemlenmesi.

Mevcut bulusun bir baska yon itiban ile nitrik oksit tayini icin asagidaki adimlarn ihtiva eden bir

yontem sunulmaktadir;

a) bulusa ait floresan probun (1) ¢dzelti karisimina fosfat tampon (PBS) ilave edilmesi,
b} f{zerine inert ortamda muhafaza edilen nitrik oksit ¢ézeltisinin ilave edilmesi,
¢) 15 dakika oda sicaklifinda ve azot gazi altinda inklibasyonun saglanmasi,

d) floresans intensitesinde meydana gelen degisimin spektroflorecmetrede dl¢tilmesi.

1 mL nitrit oksit tayinin sonucunda elde edilen intensite/ dalgaboyu grafigi Sekil 1’de sunulmaktadir.
Boylece pH 7.4'te nitritoksit ile bulusa ait floresans probun etkilesimi 745 nm’de florometrik olarak

gdzlemlenmektedir.

Bulusa ait yontem ile uygulanan 0-40 pM arahginda degisen konsantrasyonlarda nitrit oksit
cozeltilerinin analizi sonucunda elde edilen konsantrasyena bagh intensite degisimi Sekil 2’de

sunulmaktadir.
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Mevcut bulus bu yoéni itiban ile giivenilir ve kolay uygulanabilen bir nitrik oksit tayin yéntemi
sunmaktadir. S6z konusu bulusa ait tayin yontemi sirasinda oksijene gerek duyulmadigindan dolay:
organizmanda oksijence fakir timorlesmis ve kanserlesmis bolgelerde de tayinlerin giivenle
yapilabilmesine olanak tanimaktadir. Ayrica gelistirilen bu yontemle calisma ortam pH'sinin genis bir
aralikta bulunmasina, ¢esitli matrislerde (6rnegin kanser  hiicrelerinde) analizlerin
gerceklestirilmesine ve dzellikle fizyolojik pH degeri olan 7.4'te giivenilir sonuglarin alinmasina

olanak saglanmaktadir.

Bulusun diger avantajli yapilanmalarn ve varyasyonlar1 ekte bulunan istemlerin kapsamindan

saptlmaksizin olusturulabilecektir.
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