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Sistein canli organizmada 6nemli rolleri olan tiyol grubu iceren bir amino asittir. Dolayisiyla sistein varhiginin ve
miktarinin tespit edilmesi arastirmacilarin ilgilendigi konularin basinda gelmektedir. Bu ¢calismada, sisteini ESIPT
mekanizmasina dayal fluoresans metodu ile tayin etmek amaci ile benzotiyazol temelli yeni bir algilayic1 molekiil
tasarlanmistir. Hedef algilayicinin molekiil yapis1 FT-IR, NMR ve MALDI-TOF (Matriks aracili lazer dezorpsiyon
iyonizasyon ugus zamani) kiitle spektrokopisi gibi metotlarla aydinlatilmistir. Ayrica, algilayici ve sistein arasindaki
etkilesim mekanizmasi teorik hesaplamalar araciligiyla incelenmistir.
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Cysteine is an amino acid containing a thiol group, which has important roles in living organisms. Therefore, the
determination of the presence and amount of cysteine is one of the main topics of interest for researchers. In the
present study, a new benzothiazole-based sensor has been designed to detect cysteine by fluorescence method
based on ESIPT mechanism. The molecule structure of the target probe molecule has been confirmed by methods
such as FT-IR, NMR and MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization time-of- flight) mass
spectroscopy. In addition, the interaction mechanism between the probe and cysteine has been investigated
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Kisaltmalar 1. Giris
'HNMR Hidrojen Niikleer Manyetik Rezonans Sistein kiikiirt atomu igeren 6nemli bir amino asittir ve
13C NMR Karbon Niikleer Manyetik Rezonans insan viicudu icin gereklidir (Dickinson ve Forman, 2002;
APT Attached Proton Test C Wu ve ark, 2004). L-sistein dogada bulunan en bilinen
FTIR Fourier Doniistimii Infrared Spektroskopisi . .
HOMO En Yiiksek Enerjili Dolu Molekil Orbitali formudur (Stipanuk ve ark., 2006). Yapis1 polardir ve tiyol
LUMO En Diisiik Enerjili Bos Molekiil Orbitali grubu igerir. Tiyol gruplar: yiikseltgendiginde, iki L-sistein
EN Erime Noktas1 molekiilii disiilfiir baglar1 ile baglanarak sistini olusturabilir.
CHCls Kloroform Tersinir bir tepkime ile, disiilfit baginin indirgenmesi iki L-
g];[csl(s) gior;irt(i)llgi(;;(())li(s)irtm sistein molekiilii olugturur (Ralph ve ark, 1994; Paulsen ve
ESIPT Uyarilmis seviye molekil ici proton transferi Carroll, 2013). Disilfit baglar1 proteinlerin yapisini
GSIPT Temel seviye molekiil ici proton transferi belirlemede 6nemli bir rol oynar. Gliniimiizde, sistein gida,
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kullanilmaktadir. Kuruyemis, et, tahil, meyve ve sebzelerin
dogal yapisinda bulunur ve eksikligi bu gidalar ile
giderilebilir (Demirkol ve ark., 2004; Berehoiu ve ark., 2013).
Dahasi, viicut metabolizmasinda o6nemli rolleri vardir.
Protein ve hormon sentezi, biyolojik tiyol homeostasisin
korunmasi, biyokataliz, metal baglama ve ksenobiyotik
detoksifikasyon gibi bir¢ok fizyolojik proseste kritik rol
oynar (Quig, 1998; Dickinson ve Forman, 2002; Dietz ve ark,,
2002). Sistein seviyesinin anormal seviyelere ¢ikmasi bir¢ok

hastaligin olusmasina yol acabilir. Dolayisiyla sistein
seviyesinin biyolojik ortamda belirlenmesi oldukca
o6nemlidir.

Simdiye kadar sistein tayini i¢in gaz kromatografisi,
yliksek performansh sivi kromatografisi, voltametri, kapiler
elektroforez gibi teknikler uygulanmistir (Amini ve ark,
2003; Kiister ve ark., 2008; C)zyiirek ve ark, 2012; Tao ve
ark., 2012). ilaveten raman spektroskopisi kullanilarak un
numunelerindeki L-sistein miktari tayin edilmistir (Cebi ve
ark, 2017). Bununla birlikte bu metotlar pahali cihaz
gereksinimi, yerinde 6l¢lim yapamama, pahali, karmasik ve
uzun analiz siiresi gibi bir¢ok dezavantaja sahiptir.
Fluoresans metodu kisa tayin zamani, yliksek hassasiyet,
anlik izleme, yerinde tayin gibi avantajlara sahip oldugundan
son zamanlarda oldukca ¢ok kullanilan bir metot haline
gelmistir. Uyarilmis hal molekiil ici proton transferi (Excited
state intramolecular proton transfer, ESIPT) reaktif
analitlerin fluoresans temelli tayinini miimkiin kilacak hizli
fotoizomerlesme yollarina dayahdir (Bao ve ark., 2017).
Uyarilmis molekiillerde proton transferi deneysel olarak ilk
olarak gozlemlendigi 1956 yilindan bu yana, ESIPT
reaksiyonlar:1 151k yayan diyotlar (OLED) (Gupta ve ark,
2021), molekiiller anahtarlar (Das ve ark, 2021) ve
fluoresans algilama (Qin ve ark. 2018; Sedgwick ve ark,
2018) alaninda genis uygulama bulmasindan 6tiiri, birgok
arastirmacinin  dikkatini  ¢ekmistir. Genelde, ESIPT
fluoresansi tautomer (enol ve keton) olusumuyla sonug¢lanan
ve molekiilde proton vericisinden hidrojen bagi araciligiyla
komsu pozisyondaki proton alicisina transfer olan ¢ok hizl
bir islemdir (Live ark.,2011; Su ve ark., 2019). Bu fotofiziksel
ozellige dayal olarak, bir¢ok fluoresans algilayici ESIPT
isleminin bozulmasiyla veya olusmasiyla tasarlanmistir
(Zhao ve ark., 2012).

Sistein tayini i¢cin simdiye kadar bir¢ok fluoresans sensor
molekiilii rapor edilmistir (Niu ve ark., 2015; Yan ve ark,
2018; Xu ve ark., 2019; Yang ve ark., 2019; Dai ve ark., 2020;
Zhang ve ark, 2020). Bu tekniklerin ¢ogunun etkinlik
oniinden farklilik géstermekle birlikte diisiik segicilik, diisiik
hassasiyet, ge¢c cevap alma gibi sinirlamalari mevuttur.
Dolayisiyla, bu ¢alismada segici ve hassas sistein tayininde
kolorimetrik ve fluoresans sensér olarak kullanilabilecek
sentezi kolay ve ekonomik benzotiyazol temelli yeni bir
algilayici  molekiill  sentezi ve  karakterizasyonu
amagclanmistir. Yapisi itibariyle oldukea secimli ve hassas bir
algilayic1 olmasi beklenmektedir. Calisma kapsami sadece
algilayic1 molekiiliin sentezi ve karakterizasyonuna imkan
vermistir ve algilayicinin sistein ile etkilesim mekanizmasi
teorik hesaplamalar araciligiyla incelenmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Kullanilan cihazlar ve kimyasallar
Bu c¢alismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma-

Aldrich, Merck ve Fluka sirketlerinden temin edildi. Ticari
kimyasal maddeler 6n saflastirma islemi yapilmadan alindig1
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sekilde kullanildi. Reaksiyonlar, ince tabaka kromatografisi
(Merck 60 Kieselgel F 254) yapilarak UV lambas1 altinda
izlendi.

Sentezlenen bilesiklerin 'H NMR ve 13C NMR
spektrumlari Varian 400 MHz spektrometresinde CDCls veya
DMSO-ds ¢oziiciileri kullanilarak alindi. NMR spektrumunda
kimyasal kayma degerleri (§) ppm cinsinden belirtildi. Erime
noktas1 Gallenkamp marka erime noktasi tayin cihaz ile
yapildi. FT-IR spektrumlar1 Perkin Elmer spektrum 100
spektrofotometresinde alindi. MALDI-TOF-MS analizi ise
Agilent 6230B TOF LC kiitle spektrometresi ile
gerceklestirildi.

2.2. 4-(2-benzotiyazolil)fenol (2)

Bu bilesik literatiirde belirtilen metoda gore
hazirlanmistir (Wang ve ark., 2009).
2.3. 5-(2-Benzotiyazolil)-2-hidroksibenzaldehit (3)

Bu bilesik literatiirde belirtilen metoda gore
hazirlanmistir (Dahal ve ark., 2017).
2.4. 2,4-Bis(benzo[d]tiyazol-2-il)fenol (DBF)

Bu bilesik literatiirde belirtilen metoda gore
hazirlanmistir (Li ve ark., 2019).
2.5. 2,4-bis(benzo[d]tiyazol-2-il)fenil metakrilat (DBMA)

Buz banyosundaki bir balonda bulunan 2,4-

bis(benzo[d]tiyazol-2-il)fenol (DBF) (360 mg, 1.0 mmol) ve
trietilaminin (400 mg, 4.0 mmol) susuz diklormetan (8 ml)
icerisindeki karisimi iizerinde metil metakrilik asit kloriirt
(3.0 ml) ilave edildi. Karisim 0 °C sicaklikta 30 dk. boyunca
karistirildi ve sonrasinda oda sicakligina gelmesi i¢in 4 saat
daha karistirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra, ¢oziicii
uzaklastirildi ve geride kalan kalint1 kolon kromatografisi ile
etil asetat/hekzan (6/1, v/v) karisimindan izole edildi. Uriin
sar1renkli olarak %45 verimle 186 mg iiriin elde edildi. FTIR
(ATR, cm™1): v = 1733 (C=0), 1637 (C=N), 1583 (C=C); H
NMR (400 MHz, DMSO-d6) § 9.05 (d, 1H, J=2.4Hz, ArH), 8.26
(dd,]=6.3,4.2 Hz, 1H, ArH), 8.15 (dd, ] =8.2, 5.0 Hz, 4H, ArH),
7.60 (dd, ] = 12.3, 3.9 Hz, 3H, ArH), 7.50 (d, ] = 2.6 Hz, 2H),
6.48 (d, ] = 3.7 Hz, 1H, akril CH), 6.10 (s, 1H, akril CH), 2.11(d,
3H, CHs). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) 6 165.9, 165.4,
161.0,153.9, 152.4, 150.6, 135.4, 135.4, 135.1, 131.7, 130.9,
130.2,128.0,127.4,127.43,126.9,126.4,126.3,126.1, 123.6,
123.5, 1229, 122.75, 18.4. MALDI-TOF-MS: hesaplanan
C24H16N202S2 (M+H)*: 429.0800, bulunan: 429.0741.

3. Sonuglar ve Tartisma

Algilayict molekiiliin sentezi doért sentez basamagi
lizerinden gerceklestirilmistir (Sema 1). ik basamakta 4-
hidroksi benzaldehit ile 2-aminotiyofenol arasindaki
halkalagsma tepkimesinden 4-(2-benzotiyazolil)fenol (2)
bilesigi elde edilmistir. Ardindan, bilesik 2 Duff reaksiyonu
araciligiyla aldehit tiirevine (3) dontstiirilmistiir. Birinci
basamakta uygulanan halkalasma tepkimesi araciligiyla 2,4-
bis(benzo[d]tiyazol-2-il)fenol (DBF) elde edilmistir. Son
basamakta metil metakrilik asit kloriirii ile DBF bilesigi
etkilestirilerek 2,4-bis(benzo[d]tiyazol-2-il)fenil metakrilat
(DBMA) bilesigi elde edilmistir.
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Sema 1. Sistein algilayicisinin (DBMA) sentez semasi, i) EtOH, 1s1; ii) hekzametilentetramin, trifloro asetik asit (iii) 2-aminotiyofenol, EtOH, 1s1; iv) metil
metakrilik asit kloriirt, trietilamin, CH2Clz, 0 °C.

Sentezlenen ara iirlinlerin kimyasal yapilar1 'H NMR ve
son urinin yapist 'H, 133C, APT NMR, FT-IR ve TOF-MS
teknikleri kullanilarak aydinlatilmistir. 4-(2-
Benzotiyazolil)fenol (2) bilesiginin 1H NMR spektrumu
incelendiginde, § 10.25 ppm de gozlenen singlet pik fenolik
hidroksil grubuna ait olan proton sinyalidir (Sekil 1).
Aromatik protonlara ait sinyaller 6 8.04-6.92 ppm araliginda
dublet, dubletin dubleti ve multiplet olarak gézlenmektedir.
integrasyon degerleri de dikkate alindiginda bilesik 2'nin
kimyasal yapisi dogrulanmistir. Bilesik 2'nin aldehit tiirevi
olan 5-(2-benzotiyazolil)-2-hidroksibenzaldehit bilesigine
(3) doniismesi 'H NMR spektrumunda 6 10.33 ppm de
aldehit grubuna ait proton sinyalinin ortaya ¢ikmasi ile
dogrulanmistir. Bilesik 3’lin 2-aminotiyofenol ile halkalasma
tepkimesinden olusan 2,4-bis(benzo[d]tiyazol-2-il)fenol
(DBF) bilesiginin yapisi, bilesik 3’iin tH NMR spektrumunda
aldehit grubuna ait proton sinyalinin kaybolmasi ve yeni
6 9.00-7.22 ppm araliginda yeni aromatik proton sinyallerin
gozlenmesi ile dogrulanmistir. Son basamakta, algilayici
birim metil metakrilik asit klortiriin 2,4-bis(benzo[d]tiyazol-

2-il)fenol bilesigine dahil edilmesi, tH NMR spektrumunda,
metakril gubuna ait alken hidrojenlerinin § 6.48 ve 6.10 ppm
de, metil hidrojenlerinin § 2.11 ppm de godzlenmesiyle
dogrulanmigtir. 13C NMR spektrumu incelendiginde,
beklenen 24 farkli karbon atomuna ait 24 adet sinyal
gbzlenmesi bilesigin yapis1 desteklenmistir (Sekil 2). APT
NMR spektrumu incelendiginde bilesigin yapisina uygun
olarak karbon atomlarinin hidrojen bagli durumlarina goére
uygun sekilde ayristign gorilmektedir (Sekil 3). FTIR
spektrumunda 1733 cm! bolgesinde gozlenen siddetli bant
C=0 titresim frekansina isaret etmektedir. C=N ve C=C
gruplarina ait titresim frekanslari sirasiyla 1637 ve 1583 cm-
1 bolgesinde diisiik siddette gozlenmistir (Sekil 4). Ayrica,
algilayic1 DBMA nin yapisi TOF-MS analizi ile dogrulanmistir.
Teorik olarak hesaplanan C24H16N202S: [DBMA+H]*:
429.0800 kiitlesi, deneysel olarak 429.0741 bulunmustur
(Sekil 5). Bu degerlendirmeler 1s18inda, hedef algilayici
bilesigin basarili bir sekilde sentezlendigi goriilmektedir.

7 6
f1 (ppm)

Sekil 1. Algilayict (DBMA) molekiiliin tH NMR spektrumu, (DMSO-de).
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Sekil 2. Algilayict (DBMA) molekiiliin 13C NMR spektrumu, (DMSO-ds).
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Sekil 3. Algilayict (DBMA) molekiiliin APT NMR spektrumu, (DMSO-ds)
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Sekil 5. Algilayic1 (DBMA) molekiiliin TOF-MS spektrumu.

Sistein tarafindan bagslatilan hizli tiyolaktam halkalagma
reaksiyonu araciligiyla sisteini kolorimetrik ve fluorimetrik
olarak tayin edebilecek bir molekiil tasarimi yapilmistir
(Sema 2). Algilayic1 molekiil yapisinda sinyal iiretici birim
olarak iki adet benzotiyazol ve algilama birimi olarak reaktif
akril birimi icermektedir. Akrilat grubu algilayici molekiilde
mevcut oldugunda uyarilmig hal ESIPT islemini
engelleyecektir ve algilayicinin belirli bir dalga boyunda
fluoresansi olacaktir. Sistein varliginda, algilayict DBMA
katilma-halkalagsma reaksiyonuna ugrayak fenolik OH
grubunun serbest oldugu DBF bilesigine doniisecek ve ESIPT
islemi aktif hale gelerek kirmiziya kayan bir tautomer (enol-
keto) emisyonuna yol acacaktir. 2-(2'-
Hidroksifenil)benzotiyazol (HBT) ve tiirevleri olduk¢a hizli
dort seviyeli fotokimyasal bir proses tizerinden Kesier > 1012
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S-1 katsayisi ile enol formundan keto formuna gectiginden
arastirmacilar  tarafindan  siirekli  incelenmektedir.
Uyarlldlgmda ESIPT prosesi aktive olur ve giiglii molekiil ici
artar.

Sistein tayininde yer alan DBMA ve DBF bilesiklerinin
molekiill yapilarini ve fotofiziksel 6zelliklerini ortaya
cikarmak lizere, ab inito molekiiler orbital yéntemlerini
iceren hesaplamalar Gaussian 09 molekiiler modelleme
yazilimi iizerinde HF /6-31G baz seti ile gerceklestirilmistir.
Oncelikle, her iki bilesigin temel hal geometrileri optimize
edilmistir. Daha sonra singlet uyarilmis hallerin enerjileri,
Amay, osilatér giici (f) ve temel orbital katkilan
hesaplanmistir.
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Sema 2. Algilayic1 DBMA ile sisteinin etkilesimi neticesinde ortaya ¢ikan ESIPT mekanizmasi.

Bilesik DBF nin temel ve uyarilmis haldeki enol ve keto
formlarinin optimize geometrik yapilar1 ve karsilik gelen
hidrojen bag uzunluklari ab inito molekiiler orbital yontemi
ve 6-31G baz seti kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 6). E (K*)
ve E* (K) formlarina bakildiginda, molekiil i¢i hidrojen
baginin 1.86 (1.89) A dan 1.80 (1.77) A uzunluguna azaldig
gorilmiistiir. Sonuglar, So — S1 (S1 — So) molekiil i¢i hidrojen

9
- 259, 0, 180A
) s
2 J‘J‘JO ;
9 e 9 o
a ? 2@
> “J
¥ ? 9
? 1.86 A
E JJ‘J‘{
9 Y H
e 290 g
P 0 20
29 o
JJ “,
J J

baginin giicliniin 6nceki ¢alismalar ile uyum igerisinde
oldugunu gostermektedir (Chen ve ark., 2014). Dolayisiyla,
molekiil i¢i hidrojen bag uzunlugunun E (K*) den E* (K) ya
dogru azalmasi ESIPT (GSIPT: temel seviye molekil ici
proton transferi) reaksiyonu i¢in ¢ok 6nemli pozitif bir
faktordiir.

9
1.89 A
, K ‘a‘&'%.a
9 v
J‘a,°a a‘a‘,a‘J
[ ? )
) J
J ‘, J“J
4 1.77 A
, K J“‘....J'
’ 9
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* 9 ’ o9 >
9
J "J J‘J
9

Sekil 6. DBF bilesiginin enol (E) ve keto (K) formlarinin temel ve uyarilmis haldeki optimize geometrik yapilari ve molekiil i¢i hidrojen bag uzunluklari.
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Sekil 7‘de DBF bilesiginin enol ve keto formlari i¢in en
yliksek enerjili dolu molekiil orbitaller (HOMO) ve en diisiik
enerjili bos molekiil orbitaller (LUMO) goriilmektedir. HOMO
orbitallerin tiim m-konjlige sistem tizerine dagildig1 ve LUMO
orbitallerinin ise 2-(2’-hidroksifenil)benzotiyazol grubu
lizerine lokalize oldugu goriilmektedir. Ayrica, molekiil ici
hidrojen bag sistemi etrafindaki HOMO ve LUMO
orbitallerindeki elektron yogunlugu baslica hidroksil
oksijeni ve tiyazol azot atomunda bulunmaktadir. Sonuglar,

0.
ﬂ“ o,
oo, Q@

e it
)@ g
J

DBF bilesigi uyarildiginda proton transfer reaksiyonunu
(ileri ESIPT) yonlendiren hidroksil protonunun en asidik
oldugunu ve aksine temel seviyeye nazaran tiyazol azotunun
daha bazik oldugunu gostermektedir. ileri ESIPT (E* — K*)
sonrasinda oksijen lizerindeki elektron yogunlugu artarken
azot lizerindekinin azalmasi, azottan oksijene belirgin
molekiil i¢i bir yiik transferinin olduguna isaret etmektedir.
Bu durum azottan oksijene proton transferi i¢in siiriicii gii¢
olabilir ve boylece uyarilmis halde denge s6z konusu olabilir.

J K
E* J 9 Gerl ES’PT
J
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K

Sekil 7. Bilesik DBF nin E, E*, K ve K* formlarina ait sinir molekiiler orbitalleri.

DBF bilesiginin ESIPT 6zelliklerinin agiklamak i¢in, O-H
bag uzunlugunun (enol formundan keto formuna gecis)
fonksiyonu olarak temel ve uyarilmis seviyede molekiil ici
proton transferinin potansiyel enerji egrileri elde edilmistir
(Sekil 8). Diger taraftan, HF/6-31G teorik seviyeye dayali
olarak tam geometri optimizasyonu temel ve uyarilmis
seviyelerdeki enol formunun karsiik gelen keto
seviyesinden daha kararli oldugunu géstermektedir. Sonug

olarak, ketodan enole proton transferi baskindir. Ayrica,
artan fenolik asitlik (hidrojen bag uzunlugu) tautomerlerin
kararhlasmasiyla tautomerlesme enerjisini  disiiriir.
Uyarilmis halde, ileri ESIPT (12.95 kcal/mol) ve geri ESIPT
(4.45 kcal/mol) tepkimelerinin potansiyel enerji bariyerleri
hesaplanmistir. Dolayisiyla, ileri ve geri ESIPT benzer bir
zaman Olceginde gerceklesebilir ve sonugta hizli kurulan
uyarilmis hal dengesine yol agabilir.
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Sekil 8. Temel ve uyarilmis seviyede bilesik DBF nin enol ve keto formlarinin potansiyel enerji egrileri.
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Ozetle, ESIPT temelli yeni bir sistein algilayici molekiil
basarili bir sekilde sentezlenmistir. Algilayici bilesigin
kimyasal yapisi FT-IR, NMR ve MS gibi metotlar yardimiyla
karakterize edilmistir. Bilesik DBMA sistein ile katilma-
halkalagma tepkimesi sonrasinda, uyarilmis halde molekiil
ici proton transfer reaksiyonuna ugrayan DBF bilesigine
doniistr. DBF bilesiginin enol ve keto formlarinin dengede
bulunmasindan 6tiiri farkli dalga boylarinda emisyon
sergileyen tautomer yapilar ortaya cikar. Teorik olarak
geometrik yapilarin analizi, molekiil uyarildiginda moleksiil
ici hidrojen bag uzunlugunun acike¢a kisaldigini géstermistir.
Potansiyel enerji egrileri ileri ve geri yonlii ESIPT prosesinde
temel ve uyarilmis hal enol formunun baskin olacagina isaret
etmektedir.
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