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FOTODINAMIK, FOTOTERMAL VE SONODINAMIK TERAPI
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Giilnur SAHIN
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali

Danmisman: Prof. Dr. Fatih ALGI

OZET

Kanser, herhangi bir organ ya da dokudaki hiicrelerin kontrolsiiz bigcimde biiylimesi ve
cogalmast ile meydana gelen hastaliktir. Kanserin tedavisi igin radyoterapi,
kemoterapi, ameliyat ve immiinoterapi gibi dort temel yontem klinikte
kullanilmaktadir. Bu geleneksel yontemlerin yani sira yeni tedavi yontemleri ve
bunlara uygun malzemeler gelistirilmektedir. Sonodinamik, fotodinamik ve fototermal
terapi bu gelismekte olan tedavilerin basinda gelmektedir.

Bu tez ¢alismasinda AzaBODIPY ve dihidroftalazindion {initelerini ayn1 anda i¢inde
barindiran yeni bir bilesik 1 sentezlenmistir. Sentezlenen yap1 1 *H NMR, *C NMR,
kiitle, sogurma ve floresans spektrumlari ile karakterize edilmistir. Ardindan yapilan
kimyasal testlerle hedef bilesigin 1 kemiliiminojenik, sonodinamik, fotodinamik ve
fototermal ve etkinlikleri belirlenmistir. Elde edilen veriler hedef bilesigin 1 hidrojen
peroksite karst duyarli oldugunu ve kimyasal 1s1ma yapabildigini, sonodinamik,
fotodinamik ve fototermal olarak aktive edilebildigini gostermektedir. Son asamada
ise hedef bilesik 1 ile in vitro ¢alismalar gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler hedef
bilesigin 1 etkin bir sekilde sonodinamik terapi (SDT), fotodinamik (FDT) ve
fototermal terapi (FTT) ve yapabildigini gostermektedir. Literatiirde SDT, FDT ve
FTT’ye yani ti¢lii terapiye olanak veren AzaBODIPY tiirevleri bilinmemektedir. Bu
bakimdan tez ¢alismasi bir ilki gerceklestirmistir.

Anahtar Kelimeler: AzaBODIPY, Sonodinamik Terapi, Fotodinamik Terapi,
Fototermal Terapi, Kemiliiminesans, Sensor, Organik Sentez

Haziran, 2024; 80 sayfa
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ABSTRACT

Cancer is a disease characterized by the uncontrolled growth and proliferation of cells
within any organ or tissue. Traditional treatment methods in the clinical management
of cancer include radiotherapy, chemotherapy, surgery, and immunotherapy. In
addition to these conventional approaches, novel treatment modalities and appropriate
materials are being developed. Among these emerging therapies are sonodynamic
therapy, photodynamic therapy and photothermal therapy.

In this thesis, a novel compound (1) containing both AzaBODIPY and
dihydrophthalazindione units was synthesized. The structure of the synthesized
compound was confirmed using various techniques, including 'H NMR, *C NMR,
mass spectrometry, absorption and fluorescence spectroscopy. The chemiluminogenic,
sonodynamic, photodynamic and photothermal activities of compound 1 were
assessed through chemical tests. The results indicate that compound 1 is sensitive to
hydrogen peroxide and can induce chemiluminescence. Furthermore, this novel
compound 1 exhibits sonodynamic, photodynamic and photothermal features.
Subsequently, in vitro studies demonstrated that compound 1 is effective in
sonodynamic therapy (SDT), photodynamic therapy (PDT) and photothermal therapy
(PTT). To the best of our knowledge, AzaBODIPY derivatives capable of triple
therapy (PDT, PTT, and SDT) have not been previously reported in the literature.
Thus, this thesis represents pioneering work in the field.

Keywords: AzaBODIPY, Sonodynamics Therapy, Photodynamic Therapy,
Photothermal Therapy, Chemiluminescence, Sensor, Organic Synthesis.

June, 2024; 80 pages
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerde DNA’nin hasar1 sonucunda kontrolsiiz bigimde hizli ve anormal

sekilde biiyiiyebilen bir hastaliktir (Sekil 1.1.) (Kareliotis vd., 2020).

Gecmis yillarda erkeklerde kanser hastaliginin kadinlara goére daha fazla goriildiigii
tespit edilmisti. Ancak 2013 yili itibari ile bu oranin erkeklerde sabit kaldig1 tespit
edilmistir. Kanser hastaliginin kadinlarda ise 1990 yilindan beri goriilme sikliginin
artigin ozellikle melanom, meme, rahim kanseri ve olarak belirlenmistir. Boylelikle
cinsiyet ayrimi ve yas faktorleri fark etmeksizin kanser hastalifi ortaya c¢iktig

belirlenmistir (Dizon ve Kamal, 2024).

Kanser hastaligi hormonlar, bagisikligin diisiik olmasi, stres, radyasyon, sigara, alkol
gibi viicudumuzu etkileyen i¢ ve dis etkenlerin sonucunda meydana gelir (Liao vd.,
2019). Kanserin tedavisinde kullanilan ilk yontem cerrahi yontem olup bu tedavi
geleneksel yontemdir. Diger iki geleneksel yontem radyoterapi ve kemoterapidir (Roy
ve Saikia, 2016). Bu tedavilerin yan etkilerinin olmasi, ilaca karsi direng gosterme,
immiin sistemimize hasar verme gibi olumsuz etkileri vardir. Geleneksel tedavilere
alternatif olarak Immiinoterapi, fotodinamik terapi (FDT), ve Fototermal terapi (FTT)

tedaviler gelistirilmektedir (Kong ve Chen, 2022).

Gelistirilen bu tedavilerin minimal invaziv olmasi, yiiksek 6zgiilliik sergilemesi, esnek

uygulamasi kanser tedavisi i¢in biiyiik kolaylik saglayacaktir (Zhao vd., 2024).

Saglikli Hiicre Kanser Hiicresi

08, 2

Sekil 1.1. Normal hiicre ve kanser hiicre ¢ogalmasi.



1.1 Fotodinamik Terapi

Kanser, hastaliginda geleneksel tedavilerin yetersiz kalmasi nedeniyle fotodinamik

tedavi gibi yeni yontemler kullanilmaya baslamistir (Alvarez ve Sevilla, 2024).

Cin, Misir ve eski Hint uygarliklar cilt kanseri, sedef, vitiligo, rasitizm ve psikoz gibi
hastaliklar1 gilines 15181 ile tedavi etmek i¢in kullanmislardir. Antik Yunan ¢aginda ise
hastalig1 tedavi etmek icin ¢iplak sekilde tiim viicutlarini glinese birakarak helyoterapi
yapmislardir. Fransa’da ise 18. ve 19. Yiizyillarda iskorbiit, rasitizm, tiiberkiiloz, felg,
romatizma gibi hastaliklarin tedavisinde giines 1s18in1 kullanmiglardir (Ackroyd vd.,
2001).

1900 yilinda Almanya’da Profesor Herman Von Tappeinerin 6grencisi Oscar Raab
akridin kirmizisinin ve 1s181n Infusoria adi verilen paramesyum tiiriinii 6ldiirdiigiinii
kesfetmistir. Bu kesfin sadece akridin kirmizisinin ya da sadece 151k ile etkilestirip
paremesyuma ilave edilen akridin kirmizisindan daha etkili oldugunu gostermistir.

Oscar Raab bu kesfi floresansin optik 6zelligi ile iliskilendirdi (Hamblin, 2020).

1948 yilinda ise Figge, ekzojen porfirinlerin farelerin kanserli bolgelerinde biriktigini
ispatlayan c¢alismalar sunmustur. Bu c¢alismadan hematoporfirin preparatinin
enjeksiyonu segici tiimor floresansina sebep oldu. Calisma kanser hastalarini dahil

edecek bigimde ilerlendi (Kessel, 2019).

1960 yilinda Lipson ve ekibi tiimoriin tespit edilebilmesi i¢in hemotoporfirini asetik
asit ve siilfiirik asitle isleme tabi tuttular ve tiimorlii dokularda porfirin karigimini
olusturdular. Olusan porfirinlere, hemotoporfirinin tiirevi (HpD) denildi ve tiimorlerin

tespitinde bu HpD’yi kullandilar (Gunaydin vd., 2021).

1967°de Lipson ve ekibi, mesane, meme, bademcik, rektum gibi lezyonlarda
hemotoporfirinin tiirevinin (HpD) hastalarda kullanildigin1 bu c¢aligmanin timorlii
bolgelerin tespiti ve tedavisi agisindan faydali olabilecegini belirtmislerdir. HpD’nin
mesane tiimori tedavisinde kullanimi ise 1976 yilinda Kelly ve Snell tarafindan rapor

edilmistir (Gunaydin vd., 2021).

Sonraki senelerde Dougherty tarafndan HpD ilag formuna ¢evrilmistir. 1978 senesinde
Dougherty ve ekibi, deriye metastatik meme timorii olan hastada ilk klinik

Fotodinamik terapi vakasini rapor etmislerdir (Gunaydin vd., 2021).



1889-1992 seneleri arasinda Furuse ve ekibi, akciger kanserinin erken evresi i¢in
Photofrin (Profimer Sodyum) kullanarak faz II klinik denemeleri gergeklestirdiler.
Kanada’da 1993 senesinde Photofrinli fotodinamik terapi mesane tiimori i¢in ilk
klinik onayin1 aldi. 1995 senesinde Gida ve Ilag Idaresi (FDA) Photoftin’i 6zafagos
timori i¢in, 1998 senesinde ise akciger kanserinin erken tedavisi i¢in onayladi

(Gunaydin vd., 2021).

Giiniimiizde FDT bir kanser tedavisi olarak yaklasik 25 senedir kullanilmaktadir

(Mansoori vd., 2019).
Fotodinamik terapi mekanizmasinda ti¢ bilesen rol oynar:

o Isik
e Oksijen,
e Duyarlastirici (PS).
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Sekil 1.2. Jablonski diyagramiyla fotodinamik terapi ¢alisma prensibi
Duyarlastirict (PS) belli bir dalga boyunda isikla temel halden (S0), kisa omiirlii
uyarilmis (S1) hale uyarilir. Bundan sonra sistemler arasi gegis olur ve molekiil daha
uzun Omiirlii, uyarilmig triplet T1 hale gelir. PS’ler uyarilmis halde kararsiz bir
durumdadir. T1 haldeki PS iki halden birisinde fotokimyasal tepkimeye girebilirler.
Tipl reaksiyonunda, Uyarilmis PS’lerin etrafindaki herhangi bir molekiil ile serbest
radikallerin olusumuna sebep olan bir elektron transfer yoluyla reaksiyon

gerceklestirilir. Bu reaksiyon sonucunda serbest radikaller biyomolekiiller (proteinler,



lipitler, peptitler, niikleik asitler) ile hizl1 bir bi¢imde olusur ve etkilesime girerler ve

hiicre 6liimiine sebep olurlar.

Tip2 reaksiyonlarda ise, ti¢lii PS’den yine {i¢lii olan temel haldeki oksijen molekiiliine
direkt enerji transferi ile olusur. Bu siire¢ sonunda ve uyarilmis haldeki olan singlet
oksijen {iretir. ROT’larin sebep oldugu hasar bolgeseldir ¢linkii hem serbest

radikallerin hem de singlet oksijenin 6mrii kisadir (Mansoori vd., 2019).

Fotodinamik terapinin geleneksel tedavi yontemine gore avantajlart sunlardir:

e Secicilik

e Diisiik yan etki

e {lag direncinin olmamasi

e Diger terapotik maddeler ile birlestirilmesi sinerjik etki yapabilir (Lan vd.,

2019).

Foto duyarlastiricilar

Hematoporfirin tiirevi: Dougherty’nin 1970 senesinde piyasaya sundugu bir PS,
ticari olarak elde edilebilir. Tedavi siiresi her kanserli bolgede en az 20 dakika siirer
ve ila¢ hasarli bolgede 6-8 hafta tutulur. Bu da insanlarda giines 15181na maruz kalinca

cilt yaniklarina sebep olur.

Hematoporfirin
(Photofrin®) n=1-9

Amax abs 630 Nm
£1170 M cm™”
'0, 0.28

Sekil 1.3. Photofrin tiirevi ozellikleri.



M-Tetrahidroksifenil klor(mTHPC) (Foscan):

M-Tetrahidroksifenil klor birinci derece bas ve boyun tiimérlerinin tedavisinde
etkilidir. Tedavi siireleri ise saniye olarak belirlenmistir. Tedaviden sonra hastalarin
karanlikta 24 saat karanlik odada kalmalar1 gerekir. Diger bir dezavantaji ise tedavi

agrili oldugu i¢in anestezi alarak tedavi gerceklesir.

OH

meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorin (m-
THPC), Foscan®
Amax: 652 NM, €mayx: 35.000 M~ cm””’

Sekil 1.4. M-Tetrahidroksifenilin yapisi.

Klorin e6 (Ce6):

Ce6, ayn giin igerisinde tedaviye olanak saglar. Fakat bu yapiy1 saflastirmak zordur

ve FDT etkinligi kisadir.



COOH
COOH

HOOC

Chlorin e6-polyvinylpyrrolidone
(Photolon®)

Amax abs 694 nm
£ 50000 M~ cm™
'0,0.75

Sekil 1.5. Ce6 yapist

Aminolevulinik Asit (ALA):

Bu duyarlastirici cilt kanserlerinde uygulanir. ALA Proto-Porfirin 1X’ya doniisiir. Bu

ilag ag1z yoluyla veya damar igine verilir. Topikal olarak uygulaninca derinlere etki

etmez (Kwiatkowski vd., 2018).

—
O
@)
COOH COOH
5-aminolevulinic acid (ALA), Levulan Protoporfirin IX
Amax abs 635 nm
£ 5000 M cm™"
'0, 0.54

Sekil 1.6. Aminolevulinik asitin yapisi.
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1.2 Fototermal Terapi
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Sekil 1.7. Fototermal terapinin sematik gdsterimi.

Fototermal terapi, kanser hiicrelerinin tedavisi i¢in umut vadeden bir yontemdir.
Fototermal terapide, 151k enerjisi 1s1ya doniistiiriiliir. Bunun sonucunda kanserli doku
nekroz ya da apoptoza ugrar. Kanser hiicrelerinin elimine edilmesi i¢in, fototermal
terapide timorlii bolgenin yiliksek sicakliga ulasmasi gerekir (Doughty vd., 2019).
Timorli bolgedeki sicaklik 41 °C dereceye ¢iktiginda 1s1 soku meydana gelir. Bu tepki
sonucunda gen ekspresyonunda bir takim hizli degisiklik olusarak 1s1 sokunun etkisi
azalir. Sicaklik 10 dakika igerisinde 42-46 °C ‘ye ¢iktiginda tiimérlii dokuda ciddi
hasar meydana gelerek nekroz olur. Sicaklik 42-52 °C sicakliga ¢iktiginda ise
mikrovaskiiler tromboz ve iskemi sebebi ile kanserli hiicreler kisa siirede oliirler (Zou

vd., 2016).

Fototermal terapi geleneksel yontemlere gore:

e Yiiksek ozgiillik
e Minimal invazivlik

e Uzaysal secicilik vb. gibi avantajlara sahiptir (Zou vd., 2016).

Fototermal terapide hedef dokudaki 1s1 olusumunu artirmak i¢in Altin, bakir siilfit
nanopartikiiller, karbon nanotiip, molibden disiilfit, gibi inorganik maddeler

kullanilarak 1s1 iiretimi basariyla artirilir. Fakat inorganik fototermal ajanlar



biyobozunur degildir ve uzun vadede toksik etkiler bilinmemektedir (Zhang vd.,

2018). O nedenle organik malzemeler daha avantajlidir.

1.3 Sonodinamik Terapi

Sonodinamik terapi (SDT), fotodinamik terapiden (FDT), gelistirilen invaziv olmayan
bir terapi yontemidir. 1989 yilinda SDT, Yumita ve Umemura tarafindan
kesfedilmistir (Rengeng vd., 2017). 1990 yilinda ayni ekip tarafindan SDT nin in vivo
gosterimi gergeklestirilmistir. 1992 yilinda Umemura ve ekibi porfirinin sebep oldugu
toksik etkiyi agiklamak i¢in sonodinamik yaklasim terminolojisini gelistirmislerdir.
1993 senesinde ise ayni ekip SDT’ nin olas1 mekanizmalarindan biri olarak singlet
oksijen iiretimini rapor etmislerdir. Umemura ve ekibinin yapmis oldugu arastirmalar
sayesinde yeni sonosensitizerler ve kombine SDT uygulamalar gelistirilmistir (Pan
vd., 2018).

Sonodinamik terapi (SDT) ii¢ bilesenden olusur:

1) Ultrason (US)
2) Sonoduyarlastirici (SS)
3) Oksijen
Sonodinamik Terapinin Mekanizmalari

Sonodinamik terapide giincel kullanilan mekanizmalar, kararli kavitasyon ve ataletsel
kavitasyon olarak gruplanan ultrasonik kativasyondur. Ultrasonik dalgalar sivilarda
basing degisikligine sebep olduklarindan &tiirii mikro kabarcik olusumuna sebep
olurlar. Olusan mikro kabarciklarin bazilar1 biiyiimeye devam eder ve uygun ultrason
kosullarinin siirekli uyarimi altinda patlar buna eylemsiz kavitasyon denir. Diger
mikro kabarciklar ise artar ve kiigiiliir buna kararli kavitasyon denir. Eylemsiz
kavitasyon kabarciklarin ¢okmesi 10.000 °K’nin iizerinde yiiksek sicakliklar ve 81
MPa’ya kadar basinca sebep olur, mikro ortam yaratir ve ¢evredeki tiimorlii hiicreleri
oldiirmek igin sonoliiminesans, sonotermal ve sonomekanik etkiler {iretir (Jiang vd.,

2023).

Sonodinamik Terapide (SDT), ultrases kullanilmasi1 daha uygun maliyetli, giivenli
goriintiileme imkan1 sunar ve frekansa bagli olarak 10 santimetreye kadar dokulara

niifuz ederek diger terapi yontemlerine gore avantaj saglar (Costley vd., 2015).



1.4 AzaBODIPY

MESO

; / i P
qB,N / 4
F*°F \

a

BODIPY AzaBODIPY

Sekil 1.8. BODIPY ve AzaBODIPY

AzaBODIPY, BODIPY nin meso kismind bulunan Karbon (C) atomu yerine Azot
atomu (N) tirevidir ve ¢ekici bir florofor olarak tanmmir (Zhang vd., 2024).
AzaBODIPY boyalarinin ilk 6rnegi 1943’te Rogers tarafindan rapor edilmistir.
Sathyamoorthy ve ekibi ise sonraki yillarda AzaBODIPY boyalarinin kalici
ozelliklerini ve spektroskopik ozelliklerini rapor etmislerdir. Fakat AzaBODIPY
boyalari, kolay sentez yollarinin eksik olmasi ve erisebilirliklerindeki sikintilar nedeni
ile yakin zamana kadar yeterince ilgi gérmedi. 2002 yilinda O’Shea ve arkadaslarinin
yapmis oldugu ¢alismalar sonucunda bu boyalar ile ilgili sentetik yontemler gelistirmis
ve AzaBODIPY boyalar1 dikkat ¢ekmeye baslamistir (Sonkaya vd., 2023). 2005
yilinda O’Shea ve arkadaslar1 AzaBODIPY tiirevinin pH ile aktive edilebilen
fotoduyarlastici olarak ¢alistigini tespit etmislerdir (Hu vd., 2024).

AzaBODIPY boyalarinin absorbsiyon spektrumlari, flatosiyanin, skuarin, porfirin
BODIPY, gibi organik bazli boyalara gore yakin kizilotesi bolgeye (700-1700 nm)
kayar. Ayrica diger organik bazli boyalara oranla daha yiiksek fizyolojik kararlilik ve
fotostabilite sergiler (Chen vd., 2020). AzaBODIPY ’lerin sentez ve saflastirmasi,

yiiksek molar absorbsiyon katsayilari bu boyaya optik ve elektronik 6zellik kazandirir.

AzaBODIPY ler, fotodinamik terapi, fototermal terapi, fotoakustik goriintiileme,
giines pilleri, kemosensorler, pH sensdrleri, anyon sensdrleri, katyon sensorleri, reaktif
oksijen ve nitrojen tiirleri i¢in problar gibi ¢ok ¢esitli kullanim alanlarina sahiptir

(Sonkaya vd., 2023).

AzaBODIPY, sahip oldugu iistiin oOzellikler nedeniyle bu tez c¢alismasinda
fotoduyarlastirici olarak segilmistir. Ozellikle, yiiksek fotostabilite ve gii¢lii sogurma

ozellikleri, bu bilesigin fotoduyarlastirici uygulamalarda etkin bir sekilde
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kullanilmasini saglamaktadir. Bu 6zellikleri, AzaBODIPY'yi diger fotoduyarlastirici

bilesenlere kiyasla 6ne ¢ikaran unsurlar olarak degerlendirilmektedir.

1.5 Click Kimyasi

Click kimyasi giivenilir ve pratik doniisiimleri kullanan molekiiler sentezdir (Kolb ve
Sharpless, 2003). 2001 yilinda ilk defa Sharpless ve arkadaslari tarafindan click
kimyas1 kesfedilmistir. Istenilen 6zelliklere sahip molekiilleri bulmak icin tasarlanan
sentez olarak ortaya atilmigtir. Sentezler, kolay reaksiyon kosullari, yiiksek verimlilik
gibi kriterlerle tamamlandi. Clik tepkimeleri oldukga segici reaksiyonlardir, cabucak
tamamlanirlar ve in vivo deneyleri gibi ¢esitli fonksiyonellik araliginin bulundugu

calismalar i¢in 6nemlidir.

2002 senesinde Sharpless ve Mendal laboratuvarlari, Bakir katalizorii kullanilan
Huisgen katilma tepkimesinin hizinda goézle goriiliir artis oldugunu rapor etmistir.
Bakir katalizli alkin azid siklokatilimi (CuACC) denilen tepkime click kimyasinda
onemli hale gelmistir. Bu tepkime 2004 yilindan beri birgok yeni malzemenin

sentezlenmesinde kullanilmigtir (Such vd., 2012).

Click kimyasi, giivenilir olmasi, 6zgiil olmasi, biyouyumlu olmast ve etkin olmasi

sebebi ile yaygin olarak kullanilmaktadir (Song vd., 2014).
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Sekil 1.9. Click kimyasinin bazi kullanim alanlari

1.6 Kemiliiminesans

Luminol, kristal ve sart renkli bir toz olup ¢ogunlukla polar organik ¢oziiciilerde
¢Oziiniir. Luminol 1s18a kars1 oldukg¢a duyarlidirlar fakat bu ¢cozeltiler ytliksek sicaklikta
bozulurlar. Asit, baz, gii¢lii oksitleyiciler ve giiclii indirgeyicilere kargt duyarlidirlar.

Hidrojen Peroksit luminoliin 1g1ma verimini artiran 6nemli oksitleyicidir (Khan vd.,

2014).
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Sekil 1.10. Kemiliiminesans

Liiminesans, uyarilmis haldeki bir molekiiliin temel duruma geri geldiginde meydana
gelen emisyonu adlandirmak i¢in kullanilan bir kavramdir. Uyarilmig hali meydana

getirmek i¢in farkl tiirde uyaricilar kullanilabilir (Dodeigne vd., 2000).

Kemiliiminesans, kimyasal tepkimeden tiiretilen 1s18in emisyonudur. Kimyasal
sentezde meydana gelen enerji bir elektronun temel halden uyarilmis hale gecisine
sebep olur. Kimyasal indiiklenme ile olusan 151k, analitik amacglar ve tespit i¢in

kullanilir (Pantelia vd., 2019).

1928 yilinda Albrecht, luminolun kemiliiminesans o6zelligini bulmustur. 1928

senesinden bu yana luminoliin 6zellikleri detayli bigimde arastirilmistir.
Kemiliiminesans analizlerinin bazi avantajlari sunlardir (Pantelia vd., 2019):
e Hizh 6lglim
e Dogrusal yanit
e Yiiksek hassasiyet
e Yiiksek segicilik

e Isik kaynagina gerek olmadan basit enstriimantasyon

12



Alkali ortamda lumunoliin tepkimesi, en iyi bilinen Kemiliiminesans tepkime
mekanizmasidir. Uyarilmis haldeki aminoftalat iyonunun meydana gelmesini saglar

ve temel hale geri donerek 151k yayilir (Potamia ve Calokerinos, 2013).
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1 AzaBODIPY ve Terapi

Alg1 ve ekibi skuarin boyasini sentezlemislerdir. Sentezi gergeklesen boyanin
fotofiziksel Ozellikleri incelenmistir. Asidik ortamda boyanin FDT etkinligi test
edilmistir ve FDT ajan1 olabilecegini rapor etmislerdir. Ayrica kanser hiicre hatt1 ve
bakteriler tizerindeki etkinligi de arastirilmistir. Kanser hiicrelerinde FDT etkinligi

basari ile sonug vermis Ve bakterileri inhibe etmistir (Toksoy vd., 2022).

Sekil 2.1. Bilesik 9’un kimyasal yapisi

Pamuk Algi ve ekibi yeni bir skuarin sentezlemislerdir ve Pluronic F127 ile sentezi
kapsiillemislerdir. Sentezlenen yapmin iyi bir fotodinamik ve fototermal 6zellik
gosterdigini rapor etmislerdir. Ayrica kanser hiicreleri iizerinde FDT ve FTT
etkinligini test etmislerdir. %57 hiicre 6liimii gercekleserek etkin bir FDT ve FTT ajani
olabilecegini 6n gormiislerdir (Pamuk Algi ve Sarigol, 2024).

Sekil 2.2. Bilesik 10’un kimyasal yapisi

Pamuk Alg1 ve ekibi skuarin boyasi (Bilesik 10) ile hidrojel sentezi yapmislardir.
Sentezlenen hidrojelin kanser hiicresi tizerinde FTT etkinligini test etmisler ve %70

oraninda inhibisyonu basari ile gergeklestirmislerdir (Pamuk Algi ve Sarigol, 2023).
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Pewklang ve ekibi 2022 senesinde Fotodinamik terapideki hipoksi sorununu ¢é6zmek
amaciyla yeni bir AzaBODIPY bilesigi 11’1 sentezlemislerdir. Daha sonra meme
kanseri hiicreleri iizerinde FDT etkinligini test etmislerdir. 660 nm 1518a maruz
birakilan AzaBODIPY 'nin tekli oksijen iirettigini gozlemlemiglerdir. Daha sonra
fareler ilizerinde test etmislerdir ve tiimor kiitlesini azalttigini rapor etmislerdir

(Pewklang vd., 2022).
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Sekil 2.3. Bilesik 11’in kimyasal yapisi

Ng ve ekibi 2020 senesinde melanoma hiicreleri lizerinde FDT etkinligi test etmek
amaciyla yeni AzaBODIPY ler (12A-12B) sentezlemislerdir. AzaBODIPY tiirevleri
ile in vitro ve ex vivo c¢alismalar, 12A ve 12B'nin melanoma hiicrelerinde etkili
oldugunu gosterdi. Fare deneylerinde, 12B'nin tiimoér hacmini %96 azalttig1 ve 12.

Giinde ise tiimoriin bilylimesini bastirdigi rapor ettiler (Ng vd., 2020).

12A 12B

Sekil 2.4. Bilesik 12A-12B’nin kimyasal yapisi

15



Hlogyik ve ekibi 2023 senesinde fotodinamik terapi etkinligini artirmak igin
AzaBODIPY’ler (13) sentezlemislerdir. Sentezi tamamlanan AzaBODIPY leri
A431epidermoid kanser hiicresinde fotodinamik terapi testlerini gergeklestirmislerdir.
AzaBODIP’ler arasindaki yapisal farklardan dolayr fotodinamik aktivite sonuglari
degisiklik gostermistir (Hlogyik vd., 2023).

13

Sekil 2.5. Bilesik 13’iin kimyasal yapisi

Treekoon ve ekibi, kanser hiicrelerinin, normal hiicrelere gore daha fazla glikoz
almasinin 6zelliginden yararlanarak fotodinamik terapi i¢in yeni bir glikoz tastyici
AzaBODIPY 14 sentezlemistir. Kanser hiicrelerinde sentezlenen AzaBODIPY yiiksek
toksisite gosterdi ve yiiksek singlet oksijen {iretimini gdzlemlemislerdir (Treekoon vd.,
2021).

Sekil 2.6. Bilesik 14’tin kimyasal yapisi
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Dutta ve ekibi AzaBODIPY 15 ve 16 ile kanser hiicrelerini aktif hedefleyebilmistir. /n
vitro ¢alismalar, bu yapilarin hiicre igine hizli alindigin1 ve yiiksek fotositotoksisite
sagladigimi gostermektedir. Bu sonuglar, AzaBODIPY temelli yapilarin kanser
tedavisi ve goriintiileme uygulamalarinda potansiyel kullanimimi gostermektedir

(Dutta vd., 2023).
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Sekil 2.7. Bilesik 15-16 kimyasal yapisi

Hu ve ekibi, Bilesik 17° yi sentezleyip 6zelliklerini incelemislerdir. Bilesik 17 giiglii
NIR sogurma gostermis olup PBS' de yiiksek singlet oksijen verimine sahip oldugu
belirtilmistir. Bu bulgular, pH aktive edilebilir ve etkili bir FDT ajaninin
gelistirilebilecegine isaret etmektedir (Hu vd., 2024).
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Sekil 2.8. Bilesik 17°nin kimyasal yapisi

Kamkaew ve ekibi, TrkC reseptoriinii hedefleyen sentetik ligandlarin fotodinamik
terapi i¢in potansiyelini arastirmislardir. Bu amagla, "AzaBODIPY" tabanli bilesik 18
ve bilesik 19 probunun sentezini gergeklestirmiserdir. Bilesikler, TrkC+ meme kanseri
hiicrelerinde ve fare modellerinde basarili bir sekilde TrkC+ dokulara baglanmistir.
Ayrica, saglikli dokulara gore 1yi kontrast saglamis ve negatif bir kontrol bilesiginden

daha gii¢lii bir baglanma gosterdigi rapor edilmistir (Kamkaew vd., 2017).

OH

Sekil 2.9. Bilesik 18 ve bilesik 19’un kimyasal yapisi

Wang ve arkadaglari, kanser hiicrelerinde mitokondri veya lizozomlara hedeflenmek
tizere iki yeni hidrofilik AzaBODIPY tiirevi bilesik 20-21° i sentezlemiglerdir. Bu
tiirevler, fotodinamik terapi i¢in potansiyel organel 6zgiil duyarlastiriclar olarak etkili
singlet oksijen iireticileridir. Ozellikle, lizozom hedefli tiirev, daha yiiksek bir

fotodinamik terapi etkinligi sergiledigini belirtmislerdir (Wang vd., 2018).

18



Sekil 2.10. Bilesik 20-21 kimyasal yapis1

Gawale ve ekibi AzaBODIPY tiirevleri bilesik 22-23 i yogunluk fonksiyonel teorisi
ve zaman bagimli yogunluk fonksiyonel teorisi hesaplamalariyla incelemislerdir. Bu
bilesiklerin optik 6zellikleri, AzaBODIPY 'ye kiyasla kirmiziya kaymis spektrumlar,
disiik Stokes kaymasi ve yiliksek doymamis optik tepkiler gdosterdigini
belirlemislerdir. Hesaplamalar, bu bilesiklerin fotodinamik terapide etkili
fotoduyarlastiricilarr olarak kullanilabilecegini ve singlet oksijen iiretiminde etkin

olabilecegini ortaya koymustur (Gawale vd., 2018).

1a: R=OMe
1b: R=H
1c: R=OMe
22 23

Sekil 2.11. Bilesik 22-23 kimyasal yapis1

Fototermal terapi, kanser ve bakteriyel enfeksiyon tedavisi i¢in umut verici bir
stratejidir. Pirazol ile AzaBODIPY (PY-AZB) birlestirilerek yeni bir fototermal ajan
24’1 gelistirildi. PY-AZB, yiiksek fotostabiliteye ve etkili fototermal doniisiim
verimliligine sahiptir. Kanser hiicrelerine hizli bir sekilde niifuz edebilen PY-AZB, in
vitro kosullarda kanser hiicrelerini etkin bir sekilde yok eder. Ayrica, PY-AZB, gram-
negatif ve gram-pozitif bakterilere karsi antibakteriyel etkinlik gésterir. Sonug olarak,
PY-AZB, hem kanser tedavisi hem de bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi i¢cin umut

verici bir segenektir (Pewklang vd., 2024).
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Sekil 2.12. Bilesik 24’iin kimyasal yapis1

Rattanopas ve ekibi (2020) fototermal doniisiimii iyilestirmek amaci ile yeni bilesik
25’i sentezlemisler. Molekiiler ve igerisindeki PET yolu ile fototermal doniistimii
lyilestirmeyi rapor etmiglerdir. Ayrica NIR floresans goriintiileme ajanlar1 olarakta

kullanilabilecigini 6ne stirmiislerdir (Rattanopas vd., 2020).

25

Sekil 2.13. Bilesik 25’in kimyasal yapisi

Li ve ekibi AzaBODIPY cekirdegine tBu gruplarinin eklenmesiyle yeni bir fototermal
terapi ajan1 olan bilesik 26° y1 sentezlemislerdir. Bu bilesikler diisiik floresans kuantum

verimine ve yliksek fototermal doniisiim verimliligine sahiptir (Li vd., 2022).
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26

Sekil 2.14. Bilesik 26’nin kimyasal yapisi

Wu ve ekibi, Pyrrolopyrrole AzaBODIPY 27’ nin sentezini rapor etmislerdir. Bilesik
27’ nin fototermal ajan olarak, in vivo fotoakustik goriintiileme ve NIR floresans
goriintiilemeyi miimkiin kilmaktadir. Ayrica, diisiik konsantrasyonlarda bile, tlimor
hiicrelerinin etkili fototermal etkinligi hem in vitro hem de in vivo olarak

gerceklestirilebilir oldugunu belirtmislerdir (Wu vd., 2019).

Sekil 2.15. Bilesik 27°nin kimyasal yapis1

Liu ve ekibi AzaBODIPY temelli bilesik 28’i yeni bir fototermal ajan olarak
gelistirmislerdir. Bu bilesik, NIR lazer 15181 altinda yiiksek fotostabilite gostermekte
ve % 50 fototermal doniisiim verimlili§i saglamaktadir. AzaBODIPY 'nin timor
inhibisyonu deneylerinde, uzun siireli stabil floresans gézlemlemiglerdir ve fototermal
tedavinin, in vitro ve in vivo deneylerde timor biiylimesini etkili bir sekilde baskiladigi
belirtilmistir. Ayrica, NIR sogurmasi goriintiileme sistemi kullanilarak tespit edilebilir

ve terapotik takip saglanabilmistir (Liu vd., 2018).
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Sekil 2.16. Bilesik 28’in kimyasal yapisi

Yong ve ekibi bu ¢alismada yliksek sogurma katsayilarina ve kirmiziya kaydirilmig
dalga boylarina sahip iki bitiyofen AzaBODIPY NIR fotoduyarlastiriciyr (29)
basariyla sentezlediler. 808 nm lazerle 1s1 ve singlet oksijen liretme yetenegi gosteriren
malzemelerin fototoksisite deneylerinde, 4T1 timor hiicrelerini etkili bir sekilde
oldirdigi goruldi. (Yong vd., 2023).

29

Sekil 2.17. Bilesik 29°un kimyasal yapis1

Derin doku tliimorlerinde etkili bir terapi icin NA1020-NO@PLX adl
gaz/fototeranostik nanokompozitin gelistirilmistir. Bu nanokompozit, aza-boron-
dipirrometen (AzaBODIPY 30) ve termal duyarh nitrik oksit (NO) vericisini (S-
nitroso-N-asetilpenisilamin, SNAP) yiiksek fototermal doniisim verimi ve timor
isaretleme i¢in uygun NIR-II emisyonu saglarken, NO ve diisiik sicaklik PTT'nin
osteosarkoma tizerindeki sinerjik etkisini gostermistir. Bu strateji, derin doku
timorlerinde tekrarlanabilir ve atraumatik bir fototermal tedavi siireci sunarak

potansiyel klinik uygulamalar i¢in umut veriyor (Fang vd., 2023).
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Sekil 2.18. Bilesik 30’un kimyasal yapis1

Yong ve ekibi, yiiksek sogurma katsayilarina ve kirmiziya kaydirilmis dalga boylarina
sahip iki AzaBODIPY NIR fotoduyarlastirict olan bilesik 31 ve bilesik 32’yi
sentezlemislerdir. Bu fotoduyarlastiricilar, 808 nm lazer 1s1in1yla 1s1 ve singlet oksijen

tiretme yeteneklerine sahip olduklari belirtilmistir (Yong vd., 2023).

31 32

Sekil 2.19. Bilesik 31-32 kimyasal yapis1

Sun ve ekibi 6-pozisyondaki asimetrik mono ve dibromiirlerin AzaBODIPY
tirevlerini (bilesik 33-34) sentezlemiglerdir. Monobromiir, singlet oksijen veriminde
dibromiire goére daha yiliksek bir performans sergilemis olup FDT-FTT
kombinasyonuyla etkili bir terapétik ajan olarak degerlendirilmistir. Bununla birlikte,
dibromiir daha yiiksek floresan kuantum verimi ve molar sogurma katsayisina sahip

oldugu rapor edilmistir (Sun vd., 2024).
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Sekil 2.20. Bilesik 33-34 kimyasal yapis1

Ruan ve ekibi fotodinamik terapi ve fototermal terapi i¢in asimetrik yapida ve brom
atomu ile 1s18a duyarlastirict 35’1 (NBDP) sentezlediler. Biyouyumlu NP’ler F127 ile
kapsiillenerek iiretildi. Uretilen NBDP verimli singlet oksijen ve fototermal doniisiim
verimliligi gosterdi. Ayrica in vivo deneylerde NBDP’lerin kanserli dokularda 6 saat

stire i¢ginde biriktigini gozlemlemislerdir (Ruan vd., 2023).

35

Sekil 2.21. Bilesik 35’in kimyasal yapisi

Su ve ekibi, pirivaldehit kullanarak 1,7 pozisyonlarinda tbu gruplarina sahip yeni bir
bilesik 36-37-38 sentezleyip karakterize etmislerdir. Sentezlenen bu yapilar X 151
kristal analizi ile dogrulanmistir. Tbu-AzaBODIPY lerin fototermal doniisiimii ve

singlet oksijen {iretiminin yiiksek oldugunu ispat etmislerdir (Su vd., 2022).
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Sekil 2.22. Bilesik 36-37-38 kimyasal yapisi

Xiao ve ekibi, 2-piridon grubuna sahip yeni yakin kizilétesi AzaBODIPY 39-40
(BDY) sentezlemislerdir. Sentezin amaci goriintiileme kilavuzlu fototermal sinerjistik
stirdiiriilebilir fotodinamik terapiyi gelistirmektir. Sentez sonucunda 151k kaynagini
cikardiktan sonra bile singlet oksijen(*O2) iiretmesini devamli kilar. Ayrica
sentezlenen boyanin kanser hiicresi tarafindan test edildigi zaman diisiik sitotoksisite

ve yiiksek fototoksisite sergiledigini gézlemlemislerdir (Xiao vd., 2018).

AYDINLIK

KARANLIK

Sekil 2.23. Bilesik 39-40’mn kimyasal yapisi

Tang vd. (2017) foto duyarlastirict ve fototermal doniisiim verimliligini iceren yeni bir
AzaBODIPY (41) sentezlemislerdir. Sentezlenen yapinin genis bant 1ginlamasi altinda
fototermal goriintiilleme ve fotoakustik goriintiilemesi basar1 ile gerceklesmistir.
Ayrica fotodinamik ve fototermal terapiler i¢in basit, tekrar edilebilen bir ¢alisma

gerceklesmistir (Tang vd., 2017).
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Sekil 2.24. Bilesik 41’in kimyasal yapisi

Wang ve ekibi, sinerjik fototermal ve fotodinamik tedavi icin 42 sentezledi ve F127
ile kapsiillenerek nanopargacik haline getirildi. Sentezlenen maddenin fotofiziksel
testleri yapilmis. /n vitro fototermal goriintiilleme testlerinde 660 nm altinda kanser

hiicrelerinin 53.6 °C’ye ulastigin1 gézlemlediler (Wang vd., 2024).

Sekil 2.25. Bilesik 42°nin kimyasal yapis1

Liu ve ekibi 2020 senesinde, fototerapotik nanoplatform olusturmak amaciyla 43’1
sentezlemislerdir. Sentezi ger¢eklesen madde hem in vitro hem de in vivo ortamlarda
testlere tabi tutularak FDT-FTT etkinlikleri incelenmistir (Liu vd., 2020).
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Sekil 2.26. Bilesik 43’ iin kimyasal yapisi

Zhao ve ekibi sinerjistik fototerapi igin yeni bir AzaBODIPY ve manganaz dioksit
nanokompozit 44’4 gelistirmislerdir.  Gelistirilen AzaBODIPY polimer ile
kaplanmistir. Ayni zamanda oksijen tretmek icin H202’ yi katalize ettigi
gbzlemlenmistir. Ayrica in vivo ve in vitro ortaminda fototermal goriintiileme etkisi

gostermistir (Zhao vd., 2019).
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Sekil 2.27. Bilesik 44’iin kimyasal yapis1

Grubumuz iiyelerinden Esma Soylukan tez ¢alismasinda pH duyarli yeni bir ¢oklu
terapi ajan1 olan AzaBODIPY 45 sentezlemistir. Sentezlenen yapi1 FDT, FTT ve
antimikrobiyal etkileri tizerinde durmustur. Sentezlenen yapinin iyi bir FDT, FTT
ajan1 olarak kanser hiicrelerinin tedavisinde ve bakterin sebep oldugu hastaliklarin

tedavi edilmesinde kullanilabilecegi gosterilmistir (Soylukan, 2022).
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Sekil 2.28. Bilesik 45’in kimyasal yapisi

Grubumuz {yelerinden Soylukan tez calismasinda yeni bir AzaBODIPY 46
sentezlemis ve indirgenmis grafen oksit ile yapiyr konjuge etmistir. Sentezlenen
yapinin FDT ve FTT etkinligi test edilmistir. AzaBODIPY 'nin yapilan testler ile FDT
ve FTT yapabildigi gozlenmistir. FDT ve FTT igin elverisli oldugu belirtilmistir
(Soylukan, 2020).

Sekil 2.29. Bilesik 46’nin kimyasal yapisi
28



You ve ekibi 2022 senesinde yeni bir AzaBODIPY 47 boyasi sentezlemislerdir.
Sentezlenen maddenin sonodinamik (SDT) etkinligini test etmislerdir. /n vivo ve in
vitro deneyleri yapilan AzaBODIPY 'nin, kanser hiicrelerini inhibe ettigini rapor
etmiglerdir (You vd., 2022).

Sekil 2.30. Bilesik 47°nin kimyasal yapis1
2.2 Kemiliiminesans

Alg: ve ekibi redoks tahrikli kemiliiminesans yapilar sentezlemisler ve karakterize
etmislerdir. Sentezlenen kemiliiminesans malzeme 48 hem organik ortamda hem de
bazik sulu ortamda ¢oziilme 6zelligine sahiptir. Sentezi gerceklesen ajanin 47 sensor
olarak kullanilma ve adli bilimlerde kan lekelerinin tespitleri i¢in kullanilabilecegi

belirtilmistir (Atilgan vd., 2009).

48

Sekil 2.31. Bilesik 48’in kimyasal yapis1

Grubumuzun yaptig1 bir ¢alismada, yeni ve benzersiz bir kemiliiminesans probu 49°u
sentezlenmistir. Sentezlenen yapi 49 ¢esitli uyaranlara yanit verme 6zelligine sahiptir.
Notr kosullarda siiper oksit radikal anyonuna (SRA) karsi duyarlidir. Ortamda SRA
oldugunda kemiliiminesans 6zellik sergiledigi tespit edilmistir (Asil vd., 2010).
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Sekil 2.32. Bilesik 49’un kimyasal yapisi.

Algr ve ekibi piridazin tabanli iki yeni kemiliiminesans yap1 50A-50B sentezlediler.
Sentezlenen iki ajaninda etkin bicimde kimyasal 1s1ma yapabildigini tespit ettiler.
Sentezlenen maddelerin eser miktarda Demir (Fe®*), kan ve hemin (1 ppm) ile
kimyasal 1s1ma yaptigini rapor etmislerdir. Bilesiklerin adli tip ve analitik kimya igin
umut verici oldugunu belirtmislerdir (Pamuk Algi vd., 2017).

50A 50B

Sekil 2.33. Bilesik 50A-50B’nin kimyasal yapisi.

Grubumuzun yaptigt bir c¢alismada, BODIPY ile 2,3 dihidroftalazin-1,4-dion
yapilarindan olusan yeni bir yap1 51’i sentezlemislerdir. Sentezlenen yapinin 51
kemiliiminesans ve floresans (CRET-FRET) etkinlikleri tizerinde durulmustur. Bu
yapmin Demir (Fe®*) iyonu ve H20: ile reaksiyona tabi tutulunca kemiliiminesansi

indiikledigi rapor edilmistir (Degirmenci ve Algi, 2017).
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Sekil 2.34. Bilesik 51’in kimyasal yapisi

Han ve ekibi, enerji transferi ve 1sima etkinligini test etmek icin iki yeni
kemiliimenesans bilesik 52 sentezi gerceklestirmislerdir. Yapilarin H202 ile

etkinlesebildigini rapor etmislerdir (Han vd., 2007).

Sekil 2.35. Bilesik 52A-52B’nin kimyasal yapilari

Yesilgul ve ekibi, 52B yapisina Iyot atomlari entegre ederek 53 sentezini
gerceklestirmiglerdir. Sentezlenen maddenin kimyasal olarak uyarilabilecegini ve
DMSO ortaminda 'O iirettigini rapor etmislerdir (Yesilgul vd., 2017).
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Sekil 2.36. Bilesik 53’iin kimyasal yapisi

Bag ve ekibi yeni bir kemiliiminesans ajan1 54 sentezini gercgeklestirmislerdir.
Sentezlenen ajanin 54 siiper oksit ile kimyasal 1s1ma yaptigi ve enerji transferi

gerceklestirdigini rapor etmislerdir (Bag vd., 2015).

54

Sekil 2.37. Bilesik 54’iin kimyasal yapis1

Grubumuz, agir atom icermeyen kemiliiminojenik fotosensitorlerin gelistirilmesi
tizerine c¢alismistir. Bu baglamda, boron-dipirrometen (BODIPY) ve 2,3-
dihidrofitalazin-1,4-dion {iinitelerinden olusan bilesik 55-56 {izerinde durmustur.
Arastirmada, bu bilesiklerin fotofiziksel ozellikleri ve singlet oksijen iiretimi
degerlendirilmistir. ~ Ozellikle, BODIPY'nin  2,3-dihidrofitalazin-1,4-dion ile

modifikasyonunun, singlet oksijen {iiretimini artirdigit bulunmustur. Bu o6zellik,
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konjugatlarin fotodinamik terapi (PDT) potansiyelini artirmaktadir. Ayrica Hep-2
hiicrelerinde canli hiicre goriintiilemesi yaptigini da rapor etmislerdir (Degirmenci vd.,
2021).

Sekil 2.38. Bilesik 55-56’nin kimyasal yapisi

Grubumuz, kendiliginden aydinlatici unimolekiiler sistemler igin yeni bir platform
57’yi gelistirmistir. Bu platform hem fizyolojik pH'ta 1s1k yayabilmekte hem de yiiksek
asidik ortamlarda fotodinamik terapi (FDT) saglayabilmektedir. Konjugat 1 ad1 verilen
bu sistem, KO2 ile muamele edildiginde kemiliiminesans indiiklemekte ve singlet
oksijen tiiretimini artirmaktadir. Ayrica, konjugat 1, kanserli hiicrelerin %79" unu
ortadan kaldirarak etkili bir antikanser ajani1 olarak 6ne ¢ikmaktadir. Son olarak, bu
sistem, bakteri liremesini engelleme ve asidik igeceklerin raf Omriinii uzatma

potansiyeline sahiptir (Toksoy vd., 2023).

57

Sekil 2.39. Bilesik 57°nin kimyasal yapisi
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Malzeme

Kullanilan kimyasallarin tiimii ve ¢oziiciileri Merck firmasi ve Aldrich firmasindan
temin edilmistir. Coziiciiler ise literatiirde olan yontemler araciligiyla saflastirilma
yapilmustir (Furniss, 2004). Basamaklarin bir kismi grubumuzda daha 6nce yapilan

calismalardan uyarlanmistir (Soylukan, 2022).

3.2 Bilesik 3 Sentezi: 3-bromo-4-(dimetilamino)benzaldehit (3)

\ \

N~ NBS,NH,OAc N~
(o]
OHC 5 OHC
3

Sekil 3.1. Bilesik 3 sentezi

Balon igerisinde 4-(N,N-dimetil) aminobenzaldehit 2 (400 mg, 2,69 mmol) 10 ml
asetonitril ile ¢6ziildii ve amonyum asetat (20 mg, 0,269 mmol) eklendi. Karigima kati
NBS (502 mg, 2,82 mmol) eklendi ve 1 dakika boyunca 25 °C de reaksiyon karisima
birakildi. Coziicii vakum yardimi sayesinde uzaklastirildi, kalan kisim etil asetat ve su
ile ¢gekme yapildi (3x50 ml). Magnezyum Siilfat MgSOa eklenerek karistirildi ve
¢oziiciisii ¢ekme yardimiyla uzaklastirildi. Elde edilen iiriin kolon yontemi (10:1,
Hekzan: Etilasetat) yardimi ile saflastirildi. Uriin Sar1 kat1 renkli elde edildi, e.n.: 53
°C.

3.3 Bilesik 5 Sentezi: 1-(4-(prop-2-in-1-iloksi) fenil) etan-1-on (5)

OH Br o 0O
Q K,CO3 DMF Q
H;COH,C Ar, 24h, H3COC
5

Sekil 3.2. Bilesik 5 Sentezi
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4-hidroksiasetofenon (4), (600 mg, 4,40 mmol) bir balon igerisine alindi ve 4 ml kuru
DMF ilave edilerek, inert ortamda ¢oziildii. Ardindan ortama susuz K2COs (913,52
mg, 6,6 mmol) eklendi ve karisim 20 dakika oda sicakliginda karistirildiktan sonra
proparjil bromiir (629 mg, 5,8 mmol) eklendi. Reaksiyon, oda sicakliginda ve inert
atmosfer altinda 24 saat manyetik olarak karigtirildi. TLC ile takip edilen reaksiyonda
baslangi¢ maddeleri tiikenince karisima buz parga parga eklendi. Coken katilar vakum
ile stiziildd, su ile yikandi ve kurutuldu. Beyaz katt madde elde edildi, verim %86; e.n.:
79 °C.

3.4 Bilesik 6 Sentezi: 3-(3-brom-4-(dimetilamino) fenil)-1-(4-(prop-2-in-1-
iloksi) fenil) prop-2-en-1-on (6)

N
’ (5.
Br O
O oHc” , Br U l
Q CzH5OH NaOH, ~ O O
N O
|
6

H,COC 60°C,4h,
5

Sekil 3.3 Bilesik 6 Sentezi

Bilesik 5 (1.115 g, 6.4 mmol) ve 3 (0.69 mg, 6.4 mmol) balona alinarak 10 ml etanolde

¢oziildii. Uzerine NaOH (%10, 5 ml) yavas yavas eklendikten sonra karisim 24 saat
25°C’de reaksiyon karigima birakildi. TLC ile takip edilen tepkime ortamina buz
eklendi ve ¢Oken sar1 kat1 vakum ile stizdirildi. %85 verim, e.n.: 110 °C. LC-MS
C20H18BrNO: i¢in hesaplanan: 383.05 [M"]; 6l¢timii yapilan: 383.77 [M*]. HRMS
C20H18BrNO: i¢in hesaplanan: 383.0521 [M]" 6lgiilen: 384.0592 [M+H]". FTIR (cm"
1): 3180, 2937, 2869, 2842, 2111, 1653, 1605, 1587, 1574, 1494, 1449, 1415, 1391,
1365, 1335, 1322, 1311, 1261, 1217, 1187, 1161, 1137, 1119, 1097, 1051, 1020, 1000,
959, 943, 927, 905, 897, 857, 833, 806, 784, 746, 719, 703, 678, 667, 641, 608.

35



3.5 Bilesik 7 Sentezi: 3-(3-brom-4-(dimetilamino) fenil)-4-nitro-1-(4-(prop-2-in-
1-iloksi)fenil)butan-1-on (7)

O,N
2 i
OO e =00
SN O o~ EtOH. 60°C, 24h, SN Z
I
I
6 7

Sekil 3.4. Bilesik 7 Sentezi

Bilesik 6 (628.1 mg, 2 mmol) balona alindi ve 2,46 ml nitrometan eklendikten sonra
20 dakika karistirildi. Etanol (10 ml) i¢erisinde KOH (120 mg, 3 mmol) ¢6zdiiriildii
ve damla damla ilave edildi. 80 °C’ye 1sit1ld1. TLC ile takip edilen tepkimenin 24 saat
sonunda ¢oziiciisii uzaklastirildi. Etil asetat ve su ile saflastirilma yapildi, MgSOa ilave
edilerek ¢o6ziicti uzaklastirildi. Yagimsi: Kahverengi madde 7 meydana geldi. %83
verimle elde edildi. LC-MS hesaplanan C21H21BrN204 [M*]: 446.07 dlgtimii yapilan
[M™]: 446.79.

3.6 Bilesik 8 Sentezi:

CH3COONH, C4HgOH

O,N o
Br I ‘ ’
O O 118°C, 24h,

BF3.Et,0, (CoHs)sN,

. Ar,CH,Cl, 25°C,

[o-]
O
é/’

//—O

Sekil 3.5. Bilesik 8’in kimyasal yapis1

AzaBODIPY 8 iki kademede elde edildi. 7 (800 mg, 2 mmol) 50 ml bir balona alind1
ve 15 ml biitanol ile ¢oziildi. Balona CH3CO2NH4 (3.06 g, 38 mmol) eklendi. 118
°C’de inert atmosfer altinda reaksiyon kuruldu. 24 saat sonunda reaksiyon
sonlandirildi. Karigim sicakligi normale gelene kadar bekletildi ve ¢oziicli vakum

yardimu ile giderildi. Mavi kati madde su, etanol ve diklorometan ile yikandi, vakum
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altnda kurutuldu. Ikinci kademede 25 ml bir balona 60 mg kat1 mavi renkli {iriin alind1
ve ortam inert hale getirildi ve 10 ml kuru diklorometan ile ¢6ziildii. Balona kuru N,
N-diizopropiletilamin (110 pl, 0.8 mmol) ilave edildi ve karisim buz banyosu yardimi
ile sogutuldu. BF3.Et20 (304 pul, 2.250 mmol) damla damla eklendikten sonra karisim
inert hale getirilerek 25°C’°de karistirildi. Uriin TLC ile kontrol edilerek sonlandirild.
Reaksiyonun ¢oziiciisii cekme yapilarak uzaklastirildi. Madde su ve diklorometan ile
(3x50) ile saflastirildi. Ardindan Kolon kromatografisinin (9.5:0.5 Diklorometan:
Metanol) ardindan mavi renkli irin 8 elde edildi. Verim %34, LC-MS
C42H34BBr2F2NsO2 igin hesaplanan [M*]: 849.11 olgiilen [M*]: 849.37. HRMS
C42H34BBr2F2NsOz2 i¢in hesaplanan [M]*: 849.1120 odlgiilen: 850.1194 [M+H]*. FTIR
(cm™): 3290, 2919,2849, 2786, 2122,1726,1592,1524, 1503, 1483, 1469, 1432, 1404,
1375, 1338, 1313, 1283, 1273, 1251, 1233, 1183, 1143, 1123, 1103, 1071, 1040, 1013,
986, 970, 948, 897, 879, 848, 819, 807, 769, 723, 679, 663, 645, 606, 588, 577, 559,
538, 514, 448, 413.

3.7 Hedef Bilesik 1 Sentezi:

o
|
Ns\)\NH P
o8
o NH

DMF:Hzo, CUSO4.5H20,
Na Askorbat

Sekil 3.6. Bilesik 1’in kimyasal yapis1

Azit (0.10 mmol) ve AzaBODIPY 8 (0.11 mmol) 1 ml DMF-THF (1:3) karisiminda
¢oziildii. Uzerine 0.1 ml suda ¢oziilmiis CuSO45H20 ve sodyum askorbat damla damla
ilave edildi. Reaksiyon, 25 °C’de ve argon atmosferinde, baslangi¢ maddeleri bitene
kadar TLC ile takip edildi. Coken kisim siiziildii ve THF ile yikandi. Mavi renkli kati
{iriin 1 elde edildi. Verim %55, e.n. >300 °C. 'H NMR (600 MHz, DMF-dy) § 13.43

37



(s, 1H), 12.23 (bs, 2H), 9.05 (d, J= 8.2 Hz, 1H), 8.67 (d, J= 7.3 Hz, 2H), 8.46-8.43 (m,
3H), 8.18 (s, 1H), 8.08 (t, J= 8.0 Hz, 1H), 7.90 (d, J= 7.8 Hz, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.54
(d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.47 (d, J= 8.8 Hz, 2H), 5.82 (s, 2H), 5.59 (s, 2H), 3.79 (bs, 2H),
3.66 (bs, 12H). 3C NMR (151 MHz, DMF-d7) 5 170.31, 169.09, 165.50, 163.71,
161.7, 161.40, 157.86, 153.00, 150.50, 148.00, 145.16, 143.24, 140.99, 140.58,
134.85, 134.62, 132.19, 132.12, 129.51, 128.00, 127.72, 126.74, 124.35, 124.00,
121.05, 121.00, 119.50, 119.01, 118.79, 117.77, 115.34, 115.23, 67.47, 62.01, 53.52,
43.43, 25.51. MALDI TOF MS hesaplanan CszHa2BBraF2N110s [M]*: 1109.177
slciilen [M]*: 1109.006. FTIR (cmY): 3061, 2922, 2785, 2658, 2575, 2258, 2162,
2114, 1982, 1969, 1689, 1664, 1598, 1564, 1528, 1492, 1439, 1416, 1363, 1327, 1292,
1238, 1179, 1152, 1106, 1042, 1023, 986, 946, 818, 768, 729, 704, 672, 641, 593, 519,
491, 467, 414.

3.8 Molar Sogurma Katsayilari

AzaBODIPY 1 farkli derisim araliklarinda (102 M-10° M) ¢ozeltiler hazirland.
Sirasiyla sogurma spektrumlar1 kaydedildi. Kaydedilen sonuglarin Beer-Lambert

formiiliine gore hesaplamalarinin yapilmasiyla g sayilart bulundu.
3.9 Floresans Kuantum Verimleri (®F)

AzaBODIPY 1, kuantum verimleri floresan emisyon bandina bagli olarak bilinen
standartlar (Rodamin B) (Lu vd., 2018) kullanilarak su formiile gore hesaplanacaktir:
D (1) = Dst (1) X Fx [Fst X Ast(W)/Ax(2) X hx®/hs? Formiile gore ®r floresan kuantum
verimi, A: uyarma dalga boyuna karsilik gelen absorbans, F: diizeltilmis emisyon
dalga fonksiyonu altinda kalan alan, n: ¢oziiciiniin refraktif indeksi, s: standart ve A:

numunedir.
3.10 AzaBODIPY 1 Bilesiginin Kimyasal Tuzak ile Fotoduyarlastirici Testleri.

AzaBODIPY 1 DPBF igeren DMSO c¢ozeltisi kirmizi 1s1ga maruz birakilarak
fotoduyarlastiric1 testleri yapilmistir. Isinlama siiresi boyunca ¢dzeltinin sogurma
siddetindeki degisimler kaydedildi. DPBF bilesigi ortamda ROT bulunmas: halinde
tepkime verir ve sogurma siddetinde (Amax: 419 nm) azalma gézlenen degisimler farkli

zaman araliklarinda kaydedildi.
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3.11 AzaBODIPY 1’in ROT belirteci testleri:

PBS, HEPES, tris, karbonat-bikarbonat gibi tamponlar igerisinde ¢oziilen hedef

yapilar lizerine ROT ilave edilerek bilinen spektroskopik yontemlerle yapildi(Maeda
vd., 2004).

3.12 10, Tuzak Testleri:

Tuzak molekiilii bilesik ¢ozeltisine eklendi. Cozelti karanlik bir yerde belirli bir siire
bekletildi ve belirli zaman araliklarinda sogurma spektrumlar1 alindi. Daha sonra
¢ozelti kirmizi 1s1ga (FDT), ultrases dalgasina (SDT) ve son olarak ultrases-kirmizi
151ga (SFDT) maruz edilerek bellirlene siirelerde sogurma spektrumu o6l¢iildii.
Spektrumda meydana gelen degisiklikler kaydedildi ve fotoduyarlastiric etkinlikleri
belirlendi.

3.13 'O, Verimlerinin Hesaplanmasi:

Literatiire uygun olarak metilen mavisi alinarak hesaplamalar yapildi (Adarsh vd.,

2010).

3.14 AzaBODIPY 1’in pH Cahsmalari:

AzaBODIPY 1’in farkli pH degerlerine sahip tampon c¢ozeltileri hazirlanip
spektrumlar kaydedildi. Her bir spektrumda degisen maksimum degerler oranlanarak
siddete kars1 pH grafigi ¢izildi ve pKa degerleri belirlendi. Ayrica yapilarin bulundugu
ortamdaki kimyasal bilgi (analit tiirii, sayis1 vb) dikkate alinarak hedef bilesiklerin

islev goriip géremeyecegi belirlendi.
3.15 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiltiirii calismalar1 laminar flow adi verilen steril kabin icerisinde, literatiirde
bilinen regeteler kullanarak ¢alismalar yapildi(Bonifacino vd., 2001). Kanser hiicre
hatt1 A549 (akciger kanseri) ve saglikli hiicre hatt1 olan L929(fibroblast) ¢caligsmalarda
kullanildi. Hiicre hatlarina uygun besiyerleri segilerek flasklarda %5 CO2 ve 37 °C
ortaminda inkiibe edildi. Hiicre canliligi %70-80 yogunluguna geldiginde tripsin-
EDTA ile tripsinizasyon yoOntemiyle pasajlart yapildi. Daha sonra uygun well

platelere, belirlenen oranlarda hiicre ekimleri yapabilmek i¢in 100 mikrolitre hiicreden
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100 mikrolitre tripsin mavisi karistirilarak thoma lamina 10 mikrolitre alind1. Hiicrenin

alan sayimi yapildi. Formiil olarak A x SF x 16 x 10.000 kullanild.

3.16 AzaBODIPY 1 ile A549 Hiicre Hattinda In Vitro Testler

Pasaj1 yapilan hiicreler 96’Iik kuyulu well plate ekildi ve inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra belirlenen miktarlarda (1-25 ug mL™') AzaBODIPY 1 ilave
edilerek inkiibasyona birakildi. 24 saat onunda well plate PBS ile ii¢ kere yikandi.
Kirmizi 1518a, 808 nm lazere ve ultrasese maruz birakilan hiicreler daha sonra 24 saat
inkiibe edildi. Daha sonra besiyeri ortamdan uzaklastirilarak ii¢ defa PBS ile well plate
yikandi1 ve bos kuyucuklara 100 pl besiyeri ilave edildi. Besiyerinin tizerine 11 ul MTT
(1 mg/ml) ¢ozeltisi kuyucuklara ilave edildi. 37 °C” de ii¢ saat inkiibasyona birakildu.
Sonra besiyeri ortamdan uzaklatirilarak, 100 pl dimetil siilfoksit: izoprapanol (1:1)
eklenerek formazan kristalleri ¢6ziinmiis oldu ve plaka okuyucuda 490 nm’de

absorbans Ol¢iilmesi saglandi(Adarsh vd., 2019).

3.17 AzaBODIPY 1 L929 Hiicre Hattinda Sitotoksisite Testi

Hiicre hatt1 olan L929 (ATCC® CRL-6364™) (fibroblast) pasaj1 yapilarak 96’lik well
plate kuyucuklarina ekimleri yapildi ve inkiibe edildi. 24 saat sonunda belirlenen
miktarlarda (1-50 ug mL™) AzaBODIPY 1 edildi ve inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda well plate {i¢ defa PBS ile yikandi ve kuyucuklara 100 pl besiyeri eklendi
ve 11 ul MTT (1 mg/ml) ¢dzeltisi ilave edildi. Inkiibasyondan ii¢ saat well plate alind1
ve icerisindeki besiyerleri uzaklastirildi. 100 pl dimetil siilfoksit:izoprapanol (1:1)
cozeltileri eklendi ve formazan kristallerinin ¢oziinmesi gerceklestirildi. Plaka
okuyucuda 490 nm’de absorbans Ol¢ililmesi saglanarak yiizde canlilik hesaplandi.

Hiicre canliligi formiilii Rv= ((A1—Ao) / (A2—Ao)) x 100 % ile hesaplamas1 yapildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Hedef Bilesik AzaBODIPY 1 Sentezi

AzaBODIPY 1’in sentez asamasi alti basamakta ger¢eklestirilmistir (Sekil 4.1.).

Basamaklarin bir kismi grubumuzda daha once yapilan ¢alismalardan uyarlanmistir

(Soylukan, 2022).

\ \
N~ NBS,NH,;0Ac New

0N
CHACN, 25°C o o °
|
onc” oHC NaOH, Brm I cHNoKOH Br I
3
CoHsOH O O " N

\'i‘ o EtOH, 60°C, 24 N o

6 7

OH Br, o
Q KoCO;, DMF Q

Ar, 24h,

H3COH,C

4

CH4COONH,, C4HgOH
118°C, 24h,

BF3.Et;0, (CoHs)sN,
Ar,CH,Cl,, 25°C,
r.CH2Cly, DMF::H,0, CuS04.5H,0,
Na Askarbat

Sekil 4.1. AzaBODIPY 1 genel sentezinin basamaklari

[Ik basamakta 2 ile NBS oda sicakliginda etkilestirilmis ve 3 elde edilmistir (Sekil
4.2))

\ \

N~ NBS,NH,OAc N~
Q CH4CN, 25°C er

OHC OHC

Sekil 4.2. Bilesik 3 sentezi

Bilesik 3 i¢in *H NMR sirastyla protonlar 9.79 (s, 1H), 8.00 (s, 1H), 7.79 (d, J = 8.3
Hz, 1H), 7.20 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 2.85 (s, 6H) gosterilmistir (Sekil 4.3.)
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Sekil 4.3. Bilesik 3 igin *H NMR spektrumu (DMSO-ds, 600 MHz)

Bilesigin 3 3C NMR spektrumu (Sekil 4.4.) ile karbon sinyallerinin (189.81, 156.88,
136.01, 130.98, 129.89, 119.41, 116.61, 43.4) yapiy1 dogruladigi tespit edilmistir.
Bilesik 3 igin kiitle spektrumunun (HRMS, Sekil 4.5.) yapiyla uyumlu oldugu

2 i 5 E-4-] TR 03

s
— L7

| ||‘ |

T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 l%ﬂ( 11)0 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

Sekil 4.4. Bilesik 3 i¢in 3C NMR spektrumu (151 MHz, CDCls)
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Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode

) 0 ESI
x10 4 [C9 H10 Br N O: +ESI Scan (rt: 0.109 min) Frag=90.0V Sample21.d
1.75 228.00197 229.99955
151 ([C9 H10 Br N O]+H)+ (C9 H10 Br N OJ+H)+
1.25 |
14
0.751
0.51 229.00584 231.00254
0.25 (G H10 B|r N OJ+H)+ (IC9 H10 Br N OJ+H)+
ol L. L. | |

2275 228 2285 229 229.5 230 2305 231 2315
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.5. Bilesik 3 i¢cin HRMS spektrumu

Ikinci kademede 4°-hidroksiasetofenon 4 ve proparjil bromiir DMF igerisinde K2CO3

varliginda tepkimeye sokulmus ve bilesik 5 sentezi gerceklestirilmistir.

/
Br
OH \ 0
Q K,CO; DMF Q
H;COH,C Ar, 24h, H,COC
5

Sekil 4.6. Bilesik 5 sentezi

Bilesigin 5 'H NMR spektrumunda (Sekil 4.7.) olefinik protonlarm 5.18, 5.29 ve 5.90
ppm’de ve metilenik protonlarin 5.00 ppm sinyali gériilmektedir. Bilesik 5’in basarili

bicimde sentezlendigini gostermektedir.
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Sekil 4.7. Bilesik 5 'H NMR spektrumu (600 MHz, CDCls)

Bilesigin 5 3C NMR (Sekil 4.8.) ve HRMS kiitle (Sekil 4.9.) spektrumlar1 sentezin
basarili oldugunu ispatlamaktadir.

2 ] 85
] g a8
[ [ N

7770
—~76.20

—55.80

|

T T T T T T T T T T T T T T T T
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Sekil 4.8. Bilesik 5 i¢in *C NMR spektrumu (151 MHz, CDCls)
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Sekil 4.9. Bilesik 5 HRMS kiitle spektrumu

Bilesiklerin 3 ve 5 NaOH varliginda kondenzasyon tepkimesi sonucunda 6 elde

edilmistir.
\
—_—
4 Q
O  OHC Il
g C2 5OH NaOH, \ O O
H;COC 60°C,4h,

5

Sekil 4.10. Bilesik 12 sentezi

Bilesigin 6, 'H NMR spektrumu Sekil 4.11 de gosterilmistir. Bilesik 6 incelendiginde
aromatik protonlarin 8.18-8.17 (m, 3H), 7.88 (d, J= 15.9 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 7.62 (d, J = 15.5 Hz, 1H) ve 7.15-7.11 (m, 3H) ppm, 4.93 (s, 2H) ppm, 2.77 (s,
6H), asetilenik protonun 2.48 (bs, 1H) ppm de sinyallerin oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.11. Hedef bilesik 6 icin *H NMR spektrumu (600 MHz, CDCls)

Bilesik 6 *C NMR spektrumu Sekil 4.12 ’de verilmistir. Aromatik ve olefinik
karbonlarin 188.49, 160.94, 153.40, 142.48, 133.81, 131.71, 130.79, 130.29, 128.62,
120.40, 119.91, 118.07 ve 114.71 ppm de, alkin karbonlarinin 77.79 ve 75.85 ppm de
ve alifatik karbonlarin ise 55.58 ve 43.83 ppm de sinyal verdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Bilesik 6 3C NMR spektrumu (151 MHz, CDCls)

Bilesik 6 yapist HRMS ve LC-MS ile aydinlatilmis olup (Sekil 4.14) verilen m/z:
383,77 ve M/z: 383,05 sinyalleri yapiy1 dogrulamaktadir.

HES-3#111 RT: 100 AV 1 NL 307E6 w
T: » CESI QTMS [50.000-1100.000]
7
100+ s77
- [M+] :383,77
W / 1
o Br. S ’ I
f‘z o O O
g SN
2 s0d N O
: 519 I
5ad |
&
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s 7495 21908
£ |7an 24191 41576 50691
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14886 || 19494 32508 5577
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Sekil 4.13. Bilesik 6 i¢in LC-MS kiitle spektrumu
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Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
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Sekil 4.14. Bilesik 6 i¢in HRMS kiitle spektrumu

Bilesik 6 etanol igerisinde 80 °C’de KOH varliginda nitrometan ile etkilestirilerek
kondenzasyon firiinii 7 elde edilmis ve yapist NMR ve kiitle spektrumlari ile

dogrulanmustir.
O,N
0 L
Q) e =200
o ~ 7
\N o EtOH, 60°C, 24h, [il 0
I
6 7

Sekil 4.15. Bilesik 7 sentezi

Bilesik 7 'H NMR Sekil 4.16 da verilmistir. Bilesik 7° ye bakildiginda Yapida
aromatik protonlarin 7.89 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.45 (s, 1H), 7.17 (d, J = 8.2 Hz, 1H) ve
7.01-6.98 (m, 3H) ppm de, alifatik protonlarinin 4.78-4.76 (m, 1H), 4.74 (s, 2H), 4.62
(dd, J =12.5 ve 8.4 Hz, 1H), 4.12 (p, J = 7.2 Hz, 1H), 3.36-3.32 (m, 2H) ve 2.75 (s,
6H) ppm de 6te yandan alkin protonunun ise 2.55 (s, 1H) ppm de rezonans oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.16. Bilesik 7 icin*H NMR spektrumu (600 MHz, CDCls)

Bilesik 7 igin 11 sp?, 5 sp® ve 2 alkin karbon sinyali olmak iizere 18 sinyalden olusan
13C NMR spektrumu (Sekil 4.17) ve kaydedilen kiitle spektrumu (Sekil 4.18.) yapz ile
uyumludur.
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Sekil 4.17. Bilesik 7 i¢in *C NMR spektrumu (151 MHz, CDCls).
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Sekil 4.18. Bilesik 7 icin HRMS kiitle spektrumu

AzaBODIPY iskeletinin elde edilmesi i¢in 7 ilk asamada biitanol igerisinde amonyum
asetat ile muamele edilmis ardindan ise N,N-diizopropiletilamin (DIPEA) ve bor
trifloriir eterat ile reaksiyona sokulmustur. Kolon kromotografisi ile saflastirilan iiriin

spektroskopik yontem sayesinde karakterize edilmistir.

CH3COONH, C4HgOH

O,N
2 o)
Br l H
O O 118°C, 24h,

BF3.Et,0, (C5Hs)3N,
Ar,CH,Cl, 25°C,

7

Sekil 4.19. Bilesik 8 sentezi

Bilesigin 8 *H NMR spektrumunda (Sekil 4.20) aromatik protonlarin 8.38 (s, 1H), 8.14
(d, J= 8.6 Hz, 2H), 7.58 (s, 2H), 7.30 (d, J = 8.5 Hz, 1H) ve 7.16 (d, J = 8.8 Hz, 3H)
ppm de, alifatik protonlarin 4.94 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 3.66 (t, J = 2.3 Hz, 1H) ppm de
asetilenik protonlarin ve 2.83 (s, 6H) ppm de metil protonlarnin sinyal verdigi

kanitlanmustir.
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Sekil 4.20. Bilesik 8 icin 'H NMR spektrumu (600 MHz, DMSO-ds)

Bilesigin 8 on sekiz sinyalden olusan *C NMR spektrumu (Sekil 4.21) ve kiitle
spektrumu (Sekil 4.22) sentezin dogrulugunu ispatlamaktadir.
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Sekil 4.21. Bilesik 8 i¢in *C NMR spektrumu (151 MHz, CDCls)

51



8814

326
2769 104

iﬁ. nuu x

33190

7

083 40295
LH.AL ‘n

45897

Ls:;i

l I.

&

g

r

miz: 84911 (100.0%)

56713 60250

L sass TRY
iy oy | W

1

[M+]:849,37

19 79067
it

AN

100

‘j;mH

350

450

Y
500

3 i
Y y ,
600 700 750

108091
[sa‘m sa0s 100895
e AT A Ay G |
!
%0

t Y
800 850 950 1000 1050 1100

P NUM

Fragmentor Voltage

Collision Energy

Ionization Mode

90 0 ESI
x10 4 | *ESI Scan (rt: 0.103-0.299 min, 120 scans) Frag=90.0V Sample24.d
11 264.23207
0.84
0.6
0.4 ([C45H34BBr;F;NSO, ] +H)*
0.2 429.36023 850.11945
N L 571.48635 663.45370 80211999i
oLl ‘Hu bl dlw l‘. T - "
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Fragmentor Voltage

90

Ionization Mode
ESI

Collision Energy
0

x103
1.6
1.4
1.2
1
0.8
0.6
0.4
0.2+

+ESI Scan (rt: 0.103-0.299 min, 120 scans) Frag=90.0V Sample24.d

850.11945 .
([C4yH34BBr;FoNSO,]+H)

849.12012 851712011

847.11934 853,11908

0+ ‘
845

848 849 850 851 852 853
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

846 847

Sekil 4.22. Bilesik 8 i¢cin LC-MS (iistte) ve HRMS (altta) kiitle spektrumlari

Sentez ve karakterizasyonu gergeklestirilen 8’ in fotofiziksel 6zellikleri incelenmistir.

Sogurma dalga

goriilmektedir.

veriminin (®F) 0.

boyu maksimum degerinin (Amax) 720 nm oldugu (e= 103700)
Bilesigin floresans ozellik gostermedigi ve floresans kuantum
02’den diisiik oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.23. AzaBODIPY 8 i¢in sogurma spektrumu (7.0x10°® M, DMSO, Amax= 720
nm)

AzaBODIPY 8’in fotokararliliginin belirlenmesi i¢in ¢ozelti beyaz 1s18a maruz

birakildi ve zaman igerisinde meydana gelen sogurma spektrumundaki degisimler

kaydedilmistir. Kaydedilen sonuglarda, AzaBODIPY 8’in sogurma siddetinde %5.1

oraninda bir azalma oldugunu ve AzaBODIPY 8’in foto kararliligimin yiiksek

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.24. Beyaz 1s18a maruz birakilan AzaBODIPY 8’in sogurma spektrumunda
zamanla meydana gelen degisimler

Sentez ve karakterizasyonu gergeklestirilen AzaBODIPY 8 ’in fotodinamik etkinligini
belirlemek i¢in bu bilesigin DMSO, asit, baz ve pbs olmak {izere dort farkli ¢ozeltisine
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1s1ks1z ortamda DPBF kimyasali eklenmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiler 1siga (Amax 540

nm) maruz birakilarak belirli zaman araliklarinda sogurma spektrumlari
gozlemlenmistir. Sonug olarak veriler DPBF’e ait sogurma siddetinin (Amax= 419 nm)
zamanla spektrumlarin diistiigii gostermektedir (Sekil 4.25A). Bu veriler AzaBODIPY
8 ’in 102 olusturabildigini ve dolaysi ile arzu edildigi sekilde asit (HCI) (Sekil 4.25B),
PBS (Sekil 4.25C) ve baz (NaOH) (Sekil 4.25D) gibi farkli pH’ya sahip ortamlarda da
fotodinamik aktivite gosterdigi belirlenmistir. AzaBODIPY 8 ’in 02 verimi (o)

standart olarak metilen mavisi (@) 0.52) alinarak literatiirde bilinen ydntemler

tizerinden hesaplanmis ve 0.24 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.25. AzaBODIPY 8 ’in (3.22x10° M) DPBF (3.22x10° M) ile farkli ortam ve

pH’larda fotodinamik testleri; A) DMSO, C) DMSO + PBS (pH:7,4) (1:9,

v/v), C) DMSO + HCI (12M) (1:9, v/v), D) DMSO + NaOH (0,05 M) (1:9,

v/v) ¢ozeltilerinin 151nlanmasi siiresince kaydedilen sogurma spektrumlari.
AzaBODIPY 8’in fototermal testleri igin bilesigin degisik konsantrasyonlarda (0.0-0.5
mg ml?) ¢ozeltileri hazirlanmis ve 808 nm lazer ile 1smlanmistir. AzaBODIPY 8’in
madde miktar1 (0.0-0.5 mg ml?) ile orantili bir sekilde ortam sicakligini maksimum
68.3 °C’ye kadar artirabildigini gostermektedir (Sekil 4.26A). AzaBODIPY 8’in lazer
giicii(0.25-0.75 W cm?) ile dogru orantili sekilde sicakligin maksimum 59.1 °C’ye
kadar artirabildigini gostermektedir (Sekil 4.26B) Ayni kosullarda AzaBODIPY 8’in
ortamda olmadig1 zaman (0.0 mg ml™?)] yapilan kontrol deneylerinde sicakligin 25.7

°C’yi ge¢medigi gozlemlenmistir. Ek olarak, sabit bir derisimde madde alinarak
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yapilan fototermal kararlilik testleri yapilmistir Madde miktar1 (0.25 mg mL™?) ve lazer
giicii (0.5 W cm™) sabit tutularak yapilan fototermal testleri gerceklestirilmis ve
1sinma-soguma egrileri Hedef Bilesik 1’in oldukga kararli oldugu tespit edilmistir

(Sekil 4.26C). Ortam sicakliginda meydana gelen degisimler termal kamera (HIK
MICRO E1L) ile kaydedilmistir (Sekil 4.26D)
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Sekil 4.26. A) AzaBODIPY 8’ in (0.0-0.5 mg mL™?) 808 nm lazer (0.5 W cm?)
isinlanmasi  siiresince  meydana gelen sicaklik degisimleri. B)
AzaBODIPY 8’ in (0.25 mg mL) 808 nm lazer (0.25-0.75 W cm?)
isinlanmasi  siiresince  meydana gelen sicaklik  degisimleri. C)
AzaBODIPY 8’in (0.25 mg mL1) 808 nm lazer (0.5 W cm™) ile fototermal

testlerinden elde edilen i1sinma-soguma egrileri. D) A ve B’de verilen
testlerin termal kamera goriintiileri.

Hedef bilesigin 1 sentezi i¢in son basamakta liiminol, 8, sodyum askorbat ve bakir

katalizorliigiinde klik tepkimesine tabi tutulmus ve hedef bilesik AzaBODIPY 1 elde
edilmistir.
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Sekil 4.27. Hedef Bilesik 1 sentezi

Hedef bilesik 1 IH NMR, ¥C NMR ve kiitle spektrumlart tizerinden karakterize
edilmistir (Sekil 4.28)
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Sekil 4.28. Hedef Bilesigin 1 'H NMR spektrumu (600 MHz, DMF-d7)
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Sekil 4.29. Hedef Bilesigin 1 *C NMR spektrumu (151 MHz, DMF-d7)
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Sekil 4.30. Hedef Bilesigin MALDI TOF kiitle spektrumu

Hedef bilesik 1’in sogurma, emisyon ve fotodinamik etkinligine bakilarak fotofiziksel
ozelliklerini belirlenmistir. Sogurma dalga boyu maksimum degerinin (Amax) 727 nm

oldugu (e= 45245) goriilmektedir (Sekil 4.31.). Bilesigin floresans ozellik
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gostermedigi ve floresans kuantum veriminin (®f) 0.01°den disik oldugu
belirlenmistir. Ancak hedef bilesigin diisiik pH’ya sahip (asidik) ortamlarda floresans
sinyali verebildigi not edilmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.31. AzaBODIPY 1 i¢in sogurma spektrumu (2.05 x10° M, DMSO, Amax= 727
nm).
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Sekil 4.32. AzaBODIPY 1 (3.1x102 M) i¢in floresans spektrumu. Mavi spektrum; %1
CrEL igeren 0.01 M PBS, pH 7.4. Kirmiz1 spektrum asidik ortam, pH 1.0
(Xmax: 750 nm).
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AzaBODIPY 1’in fotokararliliginin belirlenmesi igin ¢ozelti beyaz 1s1§a maruz
birakildi ve zaman igerisinde meydana gelen sogurma spektrumundaki degisimler
kaydedilmistir. Kaydedilen sonuglarda, AzaBODIPY 1’in sogurma siddetinde %1.7
oraninda bir azalma oldugunu ve AzaBODIPY 1’in foto kararliligimin yiiksek

oldugunu gostermektedir. (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Beyaz 1518a maruz birakilan AzaBODIPY 1’in sogurma spektrumunda
zamanla meydana gelen degisimler.
AzaBODIPY 1 ’in sentez ve karakterizasyonu gergeklestirildikten sonra fotodinamik
etkinliginin belirlenmesi i¢in bu bilesigin DMSO, asit, baz ve pbs olmak tizere dort
farkli ¢6zeltisine karanlik ortamda DPBF ilave edilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti 1518a
(630 nm) maruz birakilarak g¢esitli zamanlarda sogurma pikleri kaydedilmistir. Sonug
olarak veriler DPBF’e ait sogurma siddetinin (Amax = 419 nm) zaman igerisinde
azalmasin1 gosterdi. (Sekil 4.34A). Bu veriler Hedef Bilesik 1’in 102 olusturabildigini
ve dolayisi ile arzu edildigi sekilde asit (HCI) (Sekil 4.34B), PBS (Sekil 4.34C) ve baz
(NaOH) (Sekil 4.34D) gibi farkli pH ’ya sahip ortamlarda da fotodinamik aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Hedef Bilesik 1’in Oz verimi (o.) standart olarak metilen
mavisi (oa: 0.52) alinarak literatiirde bilinen yontemler lizerinden hesaplanmis ve

0.2467 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.34. Hedef Bilesik 1’in (1.40x10 -5 M) DPBF (3.22x10 -5 M) ile farkli ortam
ve pH’larda fotodinamik testleri; A) DMSO, B) DMSO + HCI (12M) (1:9,
v/v), C) DMSO + PBS (pH:7,4) (1:9, v/v), D) DMSO + NaOH (0,05 M)
(1:9, v/v) c¢ozeltilerinin 1sinlanmasi siiresince kaydedilen sogurma
spektrumlari

Fototermal testler i¢in Hedef Bilesik 1’in degisik konsantrasyonlarda (0.0-0.062 mg
mL1) PBS (pH 7.4) ¢ozeltileri hazirlanmis ve 808 nm lazer ile 1sinlanmistir. Hedef
Bilesik 1’in madde miktar1 (0.0-0.062 mg mL™) ile orantili bir sekilde ortam
sicakligin1 maksimum 72.0 °C’ye kadar artirabildigini gostermektedir (Sekil 4.35 A).
Hedef bilesik 1’in lazer giicii (0.50-1.50 W cm) ile dogru orantili sekilde sicakligin
maksimum 50.4 °C’ye kadar artirabildigini gostermektedir (Sekil 4.35B). Aym
kosullarda Hedef Bilesik 1’in ortamda olmadigi zaman (0.0 mg ml?)] kontrol
deneylerinde sicakligin 25.0 °C’yi ge¢medigi gozlemlenmistir. Ek olarak Hedef
Bilesik 1’in fototermal kararlilig: test edilmistir. Madde miktar1 (0.062 mg mL™?) ve
lazer giicii (0.5 W cm™) sabit tutularak yapilan fototermal testleri gerceklestirilmis ve
1sinma-soguma egrileri Hedef Bilesik 1’in oldukga kararli oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.35C). Isinlanma siiresince ortamin sicakliginda meydana gelen degisimler
gercek zamanl olarak termal kamera (HIK MICRO E1L) yardimiyla kaydedilmistir
(Sekil 4.35D).
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Sekil 4.35. A) Hedef Bilesik 1’in (0.031-0.125 mg mL™) PBS (pH 7.4) ortaminda 808
nm lazer (0.5 W cm?) 1sinlanmas siiresince meydana gelen sicaklik
degisimleri. B Hedef Bilesik 1’in (0.015 mg mL™) PBS (pH 7.4) ortaminda
808 nm lazer (0.5-1.5 W cm™) isinlanmasi siiresince meydana gelen
sicaklik degisimleri. C) Hedef Bilesik 1’in (0.062 mg mL™) PBS (pH 7.4)
ortaminda 808 nm lazer (0.5 W cm™) ile fototermal testlerinden elde edilen

1sinma-soguma egrileri. D) A ve B’de verilen grafiklerin termal kamera
goriintiileri

AzaBODIPY 1’in sonodinamik etkinligini belirlemek i¢in bilesigin DMSO, asit, baz
ve pbs olmak iizere dort farkli ¢ozeltisine karanlik ortamda DPBF ilave edilmistir.
Daha sonra ¢ozeltiler ultrases dalgalarina maruz birakilarak farkli zaman dilimlerinde
sogurma spektrumlar Sl¢iilmiistiir. Elde edilen veriler DPBF bilesigine ait sogurma
siddetinin (Amax = 419 nm) zamanla azaldigin1 gostermektedir. Bu veriler AzaBODIPY
1’in ROT olusturabildigini ve dolayisi ile Hedef bilesigin 1 asit (HCI), baz (NaOH) ve
PBS gibi farkli pH’ya sahip ortamlarda da sonodinamik aktivite gosterdigi

kanitlanmustir.
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Sekil 4.36. AzaBODIPY 1’in (4ug mL™) DPBF (6,66pug mL?) ile farkli ortam ve
pH’larda sonodinamik testleri; A) DMSO, B) DMSO + PBS (pH:7,4) (1:9,
v/v), C) DMSO + HCI (12M) (1:9, v/v), D) DMSO + NaOH (0,05 M) (1:9,
VIV) ¢ozeltilerinin ultrases dalgalariyla etkilesimi siiresince kaydedilen

sogurma spektrumlari.

AzaBODIPY 1’in sonofotodinamik etkinligini belirlemek igin bilesigin DMSO, asit,

baz ve pbs olmak tizere dort farkli ¢ozeltisine karanlik bir yerde DPBF eklenmistir.

Daha sonra bu ¢ozelti hem kirmizi 1518a hem de ultrases dalgalarina ayn1 zamanda

maruz birakilarak ¢esitli zaman araliklarinda sogurma spektrumlart 6l¢iiliip

kaydedilmistir. Elde edilen sonuglar DPBF bilesigine ait sogurma siddetinin (Amax =

419 nm) zamanla azaldigin1 gostermektedir. Bu veriler Hedef bilesik 1’in ROT
olusturabildigini ve dolayisi ile Hedef bilesigin 1 asit (HCI), PBS ve baz (NaOH), gibi

farkli pH’ya sahip ortamlarda da sonofotodinamik aktivite gdsterdigi kanitlanmistir.

AzaBODIPY 1’in 'Oz verimi (®,) standart olarak metilen mavisi (®4: 0.52) alinarak

literatiirde bilinen yontemler iizerinden hesaplanmis ve 0.8653 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.37. AzaBODIPY 1’in (4pug mL™) DPBF (6,66pg mL?) ile farkli ortam ve
pH’larda sonofotodinamik testleri; A) DMSO, B) DMSO + PBS (pH:7,4)
(1:9, viv), C) DMSO + HCI (12M) (1:9, v/v), D) DMSO + NaOH (0,05
M) (1:9, v/v) ¢ozeltilerinin ultrases dalgalariyla ve kirmizi 1s1kla etkilesimi
stiresince kaydedilen sogurma spektrumlari

4.1.1 Kemiliiminesans deneyleri

Hedef bilesigin 1 ¢esitli ROT ve analitler varliginda kimyasal 1s1masi1 incelenmistir.
ClO°, KO2, tBuO., tBUuOOH, KCN, BusNBr, BusNOH, BusNI, BusNCI, BusPFe,
BusNF, K2HPO4, NaNH3, BusNO4, NaNOz2, sodyum sitrat tribazik-CTB, NaSH, KOs,
BusNCIlO4, KzPOs, Na2CO3, BusNBF4, Na2SO4, NaNOz, NaHSO4, NaHCO3, KH2PO4

gibi biyolojik olarak 6nemli ROT ya da iyonlarla etkilesmedigi gozlemlenmistir. Fakat

Hedef bilesigin 1 hidrojen peroksite karsi oldukga segici bir sekilde kimyasal 1g1ma

tepkimesi verdigi gézlenmistir (Sekil 4.36). Bu veriler bilesigin 1 kemiliiminojenik

olarak H20z2 tespiti yapabilecek bir belirte¢ oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.38. AzaBODIPY 1 (4.5x10° M) igin ¢esitli analitler varhiginda kaydedilen
kimyasal 1s1ma spektrumlar1 1) H202, 2) CIO", 3) KOz, 4) tBuO., 5)
tBuOOH, 6)KCN, 7) BusNBr, 8) BusNOH, 9) BusNI, 10) BusNClI, 11)
Bu4PFs, 12) BusNF, 13) K2HPO4, 14) NaNHs, 15) BusNOas, 16) NaNOz,
(pH: 12.0, Amax: 430 nm)

Hedef bilesigin 1, H202, CIO", KOz, tBuO., tBuOOH, KCN, BusNBr, BusNOH,
BuaNI, BusNCI, BusPFs, BusNF, K2HPO4, NaNHs, BusNO4, NaNO2, sodyum sitrat
tribazik-CTB, NaSH, K1Os, BusNCIOs, KsPOs, Na2COs, BusNBF4, Na2SO4, NaNOs,
NaHSO4, NaHCOs, KH2PO4 gibi biyolojik olarak énemli ROT ve/veya iyonlar ile
kesinlikle etkilesmedigi belirlenmistir. Ancak hedef bilesigin 1 (H202 ve NaOCI
kimyasal olarak elde edilen) O varliginda oldukca secici bir sekilde kimyasal 1s1ma
yaptigr belirlenmistir  (Sekil 4.39). Hedef bilesik 1’in diisik pH’da (8.0)

kemiliiminojenik olarak 'O tespiti yapabilecek bir belirteg oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.39. AzaBODIPY 1 (4.5x10® M) igin ¢esitli analitler (4.5x10® M,) varliginda
kaydedilen kimyasal 1s1ma spektrumlar1 1)*02 2) H202, 3) CIO-, 4) KO, 5)
tBuO., 6) tBuOOH, 7)KCN, 8) BusNBr, 9) BusNOH, 10) Bu4NI, 11)
BusNClI, 12) BusPFs, 13) BusNF, 14) K2HPO4, 15) NaNHs, 16) BusNOs,
16) NaNO:2 (fosfat tamponu, pH = 8.0, CuSO4.5H20 varliginda, Amax: 430
nm).
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Hedef bilesik 1’in pH duyarlilig1 belirlenerek bilesigin pH algilayici olarak islev goriip
goremeyecegi test etmek amaci ile Hedef bilesik 1’in farkli pH’lardaki (pH:2.0-12.0)
sogurma spektrumlar1 verilmistir. Sogurma spektrumunda verilen pH araliginda
onemli degisiklik olmadigi ve Hedef bilesik 1’in kararli oldugu gézlemlenmistir (Sekil
4.41A). Bilesigin 1 farkli pH’ya sahip ¢ozeltilerde emisyon spektrumlarina
bakildiginda ise elde edilen veriler sonucunda hedef bilesigin 1 pH duyarli oldugunu
ve azalan pH ile floresans sinyal siddetinde belirgin artislarin meydana geldigi tespit

edilmistir. (Sekil 4.40B)
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Sekil 4.40. A) Hedef bilesik 1’in farkli pH’larda (pH:2.0-12.0) sogurma spektrumlari.
B) Hedef bilesik 1 i¢in farkli pH’larda (asagidan yukariya dogru: 6.00-
0.08) kaydedilen floresans spektrumlart.

4.1.2 Invitro cahismalar

AzaBODIPY 1’in biyouyumlulugunu belirlemek amaciyla, kontrol hatti olan
fibroblast hiicresi 1.929 (ATCC® CRL-6364™) tercih edilmistir. L929 fibroblast
hiicreleri farkli konsantrasyonlarda (1,5,10,25,50 uM) AzaBODIPY 1 ile 24 saat
inkiibasyon edilmistir. AzaBODIPY 1 hiicre canliligina etkisi MTT testi ile
belirlenmistir. Bulgular Sekil 4.41°de verilmistir. AzaBODIPY 1’in yiiksek
konsantrasyonlarda bile toksisite gostermedigini, saglikli hiicrelerin %88 oranlarinda

canliliklarin siirdiirdiikleri goriilmiistiir.
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Sekil 4.41. Farkli konsantrasyonlarda (0-50 pug/mL™?) AzaBODIPY 1 maddesiyle
inkiibe edilen L929 hiicrelerinin canlilik oranlari
AzaBODIPY 1’in, in vitro Fotodinamik testleri yapilarak kanser hiicrelerinde ROT
iiretilme etkinligi belirlenmistir (Sekil 4.42) AzaBODIPY 1’in farkl1 (1-25 pg/mL™)
konsantrasyonlarinda inkiibe edilen A549 (ATCC®CCL-185™) kanser hiicreleri
kirmiz1 1s18a maruz birakildi ve 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonunda FDT aktivitesi
MTT yontemi ile incelendi. Sonu¢ AzaBODIPY 1’in derisime bagli olarak
fotodinamik &zelliklerinin kademeli sekilde arttifi gdzlemlenmis ve 25 pg/mL*

konsantrasyonunda % 77 oraninda hiicre 6liimiiniin gergeklestigi belirlenmistir.
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Sekil 4.42. AzaBODIPY 1’in A549 kanser hiicresinde, fotoduyarlastirici testlerinden
elde edilen hiicre canlilik verileri
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AzaBODIPY 1’ in A549 (ATCC®CCL-185™) akciger kanser hiicrelerinde
Fototermal terapi etkinligine bakilmistir. A549 akciger kanseri ile inkiibe edilen
degisik konsatrasyonlardaki (0-50 ug/mL™t) AzaBODIPY 1 test gruplar: 808 nm lazer
ile 1silanmis (Sekil 4.43 mavi barlar) kontrol gruplar (Sekil 4.43 siyah barlar) ise
lazerle 1s1inlanmaksizin karanlikta birakilmistir. AzaBODIPY 1’in fototermal etkinligi
test ve kontrol gruplari (mavi ve siyah barlar) arasindaki farklarin MTT testleri ile
belirlenmesi neticesinde sonuglar elde edilmistir. Elde edilen hiicre canlilik verileri
asagida gosterilmistir (Sekil 4.43). AzaBODIPY 1’in 50 pg/mL™* derisimde hiicre
canliligin1 %69 oraninda azalttigi goriilmiistiir. Bu veriler AzaBODIPY 1’in etkin bir

FTT ajan1 olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 4.43. AzaBODIPY 1’in A549 kanser hiicresinde, fotoduyarlastirici testlerinden
elde edilen hiicre canlilik verileri

AzaBODIPY 1’ in A549 (ATCC®CCL-185™) akciger kanser hiicrelerinde
Sonodinamik terapi etkinligine bakilmistir. A549 akciger kanseri ile inkiibe edilen
degisik konsatrasyonlardaki (0-25 pg/mL™?) AzaBODIPY 1 test gruplar1 ultrases
dalgalarina maruz birakilmis (Sekil 4.44 yesil barlar) kontrol gruplar1 (Sekil 4.44.
siyah barlar) ise ultrases ile etkinlestirilmeksizin karanlikta birakilmistir. AzaBODIPY
1’in sonodinamik etkinligi test ve kontrol gruplar1 (yesil ve siyah barlar) arasindaki
farklarin MTT testleri ile belirlenmesi neticesinde sonuglar elde edilmistir. Elde edilen
hiicre canlilik verileri asagida gosterilmistir (Sekil 4.44). AzaBODIPY 1’in 25 pg/mL-
! derisimde hiicre canlihgini %61 oraninda azalttign goriilmiistiir. Bu veriler

AzaBODIPY 1’in etkin bir SDT ajani olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 4.44. AzaBODIPY 1 ile in vitro SDT ve biyouyumluluk testlerinden elde edilen
hiicre canlilik verileri

AzaBODIPY 1 ile dual terapi testlerinden elde edilen hiicre canlilik verileri asagida
verilmistir  (Sekil 4.45). AzaBODIPY 1, 25 pg mL? derisimde hiicre
canliligin1 %18,12 seviyesine kadar diistirdiigli goriilmistiir. Bu veriler AzaBODIPY
1 etkin bir dual terapi ajani oldugunu gostermektedir. Kombine terapilerde sinerjik etki

goriildiigii 6nemle not edilmelidir.
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Sekil 4.45. AzaBODIPY 1 ile in vitro dual (FDT, FTT ve FDT+FTT) terapi ve
biyouyumluluk testlerinden elde edilen hiicre canlilik verileri.
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Son asamada ise tiglii terapi (SDT-FDT-FTT) etkinligi in vitro ortamda test edilmistir.
AS549 akciger kanseri ile inkiibe edilen degisik konsatrasyonlardaki (0-25 pg/mL™)
AzaBODIPY 1 test gruplar1 kirmizi 1s18a, 808 nm lazere ve ultrases dalgalarina maruz
birakilmistir (Sekil 4.46 mor barlar) kontrol gruplar1 (Sekil 4.46 siyah barlar) ise
yalnizca karanlikta birakilmistir. AzaBODIPY 1’in tiglii terapi etkinligi test ve kontrol
gruplari (mor ve siyah barlar) arasindaki farklarin MTT testleri ile belirlenmesi
neticesinde sonuglar elde edilmistir. Elde edilen sonuglarda 25 pug mL™ derisimde
hiicre canliiginin %12,56 seviyesine kadar diistigii goriilmektedir. Bu veriler

AzaBODIPY 1’nin etkin bir ti¢lii terapi ajan1 oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.46. AzaBODIPY 1 ile in vitro tglii (SDT+FDT+FTT) terapi testlerinden elde
edilen hiicre canlilik verileri.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda tasarlanan hedef bilesigin 1 sentezi 6 basamakta gergeklestirilmistir.
Basamaklarin bir kism1 grubumuzda daha dnce yapilan ¢aligmalardan uyarlanmistir
(Soylukan, 2022). ilk basamakta 4-dimetilaminobenzaldehit (2) ve NBS amonyum
asetat varliginda etkilestirilmistir. Daha sonra bilesik 4 ile proparjil bromiiriin
tepkimelerinden 5 ve bilesik 3 ile 5 kondenze edilerek ise 6 elde edilmistir. Bilesik 6
nitrometan ile reaksiyona sokularak 7’ye c¢evrilmistir. Bilesik 8 sentezi iki asamada
gerceklesmistir: 7 6nce amonyum asetat ile reaksiyona sokularak azadipirometana
(AzaDIPY) cevrilmis ve ardindan bor trifloriir eterat ile inert ortamda etkilestirilerek
8 elde edilmistir. Son basamakta ise 8 ve kimyasal 1s1ma {initesi, sodyum askorbat ve
bakir siilfat varliginda click tepkimesine tutulmus ve AzaBODIPY 1 elde edilmistir.
AzaBOIDPY 1’in yapisi spektroskopik yontemlerle aydinlatilmistir.

A \
N~ NBS,NH,;0Ac New
0N
CH4CN, 25°C er o ‘ o .
OHC” OHC NaOH, Br X I cHyNo KoM Br I
3
CohisOl ~ O O EtOH, 60°C, 24h S
60°C 4h, N 0 Y o
4 6 7
OH i il e}
K,CO3, DMF g
H3COH,C’ Ar, 24h, HsCOC

CH4COONH,, C4HgOH
118°C, 24h,

BF3.Et;0, (CoHs)sN,

Ar,CH,Cly, 25°C,
g DMF::H;0, CuS0,.5H,0,

Na Askorbat

Sekil 5.1. Hedef bilesigin 1 sentezi

Fotodinamik testlerle, hedef bilesik 1 DMSO, asidik DMSO, bazik DMSO ve PBS
ortamlarinda 1s18a maruz birakilarak fotodinamik etkinligi incelenmistir. Veriler

AzaBODIPY 1 boyasinin etkin bir fotodinamik ajani oldugunu gdstermektedir.

FTT testleri i¢in hedef bilesik 1 808 nm dalga boyundaki lazer ile iginlanmis ve termal
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kamera yardimi ile sicaklik degisimi izlenmistir. Hedef bilesigin 1 ortam sicakligini
kisa stirede 26 °C’den 72 °C’ye ¢ikarabildigi ve etkin bir FTT ajani oldugu

kanitlanmustir.

Hedef bilesik 1’in sonodinamik etkinligi de incelenmis ve ultrases dalgalar1 ile

etkilesimi neticesinde reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusturabildigi belirlenmistir.

Hedef bilesik 1’in ROT’a kars1 bir segicilik gosterip gostermediginin belirlenmesi ve
ROT belirteci olarak islev goriip goremeyeceklerinin ortaya konmast igin
kemiliiminesans testler yapilmistir. Elde edilen veriler bazik ortamda H20: ile
kimyasal 1s1ma yaptigini ve ROT belirteci olarak iglev gorebildigini ispatlamaktadir.

Bu durum elde edilen hedef bilesigin 1 H202 sensorii olabilecegini gostermektedir.

Son asamada ise L929 ve A549 hiicre hatlar1 kullanilarak in vitro testlere gegilmistir.
[k olarak hedef bilesik 1 L929 fibroblast hiicreleri ile farkli konsantrasyonlarda 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda hedef bilesik 1’in sitotoksik etki
gostermedigini ve biyouyumlu oldugu gozlendi. Daha sonra hedef bilesik 1’in
antikanser etkileri A549 hiicre hatti1 tizerinde test edildi. Hedef bilesik 1’in kanser
hiicreleri tizerinde 151ksiz ortamda toksik bir etkisinin olmadigini1 fakat kirmizi 1gikla
uyarildiginda 25 pg/mL? derisiminde kanser hiicrelerini %77 gibi bir oranda inhibe
ettigi gosterilmistir. Ote yandan hedef bilesik 1 808 nm lazerle 1sinlandiginda 50
ng/mL? derisimde hiicre canliligim %69 gibi bir oranda azalttig: belirlenmistir. Son
olarak hedef bilesik 1’ in ultrases dalgalari ile uyarildiginda 25 pg/mL™ derisiminde

hiicre canliligini %61 gibi bir oranda azalttig1 belirlenmistir.

Son asamada SDT, FDT ve FTT nin ikili ve ii¢clii kombinasyonlarmin test edildigi
belirtilmelidir. Kombine terapilerin sinerjik etki yaptig1 gézlenmistir. Literatiirde daha
once tgclii terapi (SDT-FDT-FTT) yapabilen bir AzaBODIPY tiirevinin olmadigi 0
nedenle tez kapsaminda elde edilen AzaBODIPY 1’in {iglii terapiye olanak veren ilk
ornek oldugu belirtilmelidir. Ustelik {i¢lii terapinin (SDT-FDT-FTT) sinerjik etki

gosterdigi daha etkili bir tedavi yontemi sunabilecegi tespit edilmistir.

Bu tez ¢aligmasindan elde edilen veriler, kanser tedavisine yonelik c¢oklu terapi
yapabilen molekiiler yapilar, kanser gibi 6nemli hastaliklarin tedavisine anlamli bir

katki saglayabilecegimiz yoniindeki inancimizi pekistirmektedir. Uglii terapinin iistiin
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etkinligi, daha az miktarda madde ile yiiksek terapotik etki saglama kapasitesiyle
dikkat ¢ekmektedir. Bu g¢alismalar, kanser tedavisinde etkili bir yaklasim sunarak,
mevcut tedavi yontemlerine ve hedefe yonelik ¢oziimler gelistirilmesine katki
saglamaktadir. Ustelik gelistirilen molekiiler platformun ilaca direngli bakterilerin

eradikasyonunda da kullanilabilecegi 6nemle not edilmelidir.
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