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OZET

Bu tez kapsaminda potansiyel fototerapi ajani olabilecek fotoduyarlastiric1 yakin kizil
otesinde boyalar tasarlanip sentezlenmistir. Fotoduyarlastirict ajanlarin 6ncelikle LC-
MS, 'H NMR ve ®C NMR yapilari ve UV-VIS ve floresans spektroskopisi ile
fotofiziksel dzellikleri aydinlatilmigtir. Ozgiin olan bu ajanlarin reaktif oksijen iiretme
kabiliyeti ve hipertermi olusturma kabiliyeti incelenmistir. Sentezlenen ajanlarin etkin
fotoduyarlastirici ajanlar olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Fotoduyarlastiric1 ajanlarin fizyolojik kosullarda topaklanmasinin 6niine ge¢mek icin
hidrojel yapisina entegre edilmistir. Literatiirde biyouyumlu kanitlanmis monomer ve
yiiksek su tutma kabiliyeti olan malzemeler kullanilarak hidrojel tasarimi ve sentezi
gerceklestirilmistir. Sentezlenen hidrojelin sisme kapasitesi, reaktif oksijen iiretme
potansiyeli ve hipertermi olusturma kabiliyeti incelenmistir. Yapilan incelemeler
sonucunda potansiyel olarak ikili fototerapi ajan1 olabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Hidrojel, Fototermal Terapi, Fotodinamik Terapi, Yakin Kizil
Otesi Bolge, Singlet Oksijen, Hipertermi.

Eyliil, 2021; 99 sayfa
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ABSTRACT

In this thesis, photosensitizing near-infrared dyes that could be potential phototherapy
agents were designed and synthesized. Firstly, the photophysical properties of the
photosensitizing agents were elucidated by LC-MS, *H NMR and *C NMR structures
and UV-VIS and fluorescence spectroscopy. The ability of these unique agents to
produce reactive oxygen and the ability to create hyperthermia were investigated. It
has been determined that the synthesized agents can be used as effective
photosensitizing agents.

It is integrated into the hydrogel structure to prevent aggregation of photosensitizing
agents under physiological conditions. Hydrogel design and synthesis have been
carried out by using proven biocompatible monomer and materials with high water
holding ability in the literature. The swelling capacity, reactive oxygen generation
potential and hyperthermia inducing ability of the synthesized hydrogel were
investigated. As a result of the investigations, it has been revealed that it can potentially
be a dual phototherapy agent.

Keywords: Hydrogel, Cross Linked, Photothermal Therapy, Photodynamic Therapy,
Near Infrared Region, Hyperthermia, Singlet Oxygen.

September, 2021; 99 pages
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1. GIRIS

Fototerapi ge¢misten giiniimiize bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan bir tedavi
yontemidir. Fototerapi antik ¢aglarda cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmustir.
En eski kayitlar M.O. 15 yy. dayanmaktadir. Cin, eski Misir ve Hindu gibi
medeniyetler bir takim bitki esktraktlar1 ve giines 15181 ile bircok tedavi yontemi
gelistirmislerdir (Grzybowski vd., 2016). Giinlimiizde ise modern fototerapinin 6ncii
caligmalar1 Niels Ryberg Finsen (Sekil 1.1) ile 19. yy baslamistir. Antibiyotik ve
antiinflamatuvar ilaglarin heniiz kullanilmadigi bir tarihte, gelistirdigi kimyasal 1s1n ile
lupus vulgaris hastaliginda kullanilan bir tedavi yontemi gelistirmistir. Finsen 1903
yilinda gelistirdigi bu tedavi yontemi sayesinde Nobel Tip Odiilii’nii almaya hak
kazanmistir (Honigsmann, 2013). Fototerapinin gelismesinde daha bir¢ok bilim adami
oncli olmustur ve bir¢cok dermatolojik hastaligin tedavisinde fototerapi kullanimi

artirmustir (Roelandts, 2002).

Sekil 1.1. Nils Ryberg Finsen (Honigsmann, 2013).

Fotodinamik terapi; 151k, molekiiler oksijen ve foto duyarlastirici (FD) olmak tizere ii¢
temel bilesen ile gerceklesen bir tedavi yontemidir. Foto duyarlastirici 1sik ile
uyarildigi zaman ortamdaki molekiiler oksijeni, reaktif oksijen tiirlerine doniistiiriir.
Reaktif oksijen tiirleri (ROT) hiicredeki; DNA, protein ve lipit gibi molekiiller ile
etkilesime girerek, hiicreyi apoptoz veya nekroza siiriikler ve hiicre oliimi

gerceklesmis olur (Agostinis vd., 2011).

Fototermal terapi (FTT); foto duyarlastirici ve 1s1k ile gergeklesen bir tedavi

yontemidir. Foto duyarlastirici 151k ile uyarildiginda 15181 absorbe eder ve 151k enerjisini

1



1s1 enerjisine doniistiirerek lokal 1sinmayla hiicre veya doku yikimi saglar (Huang vd.,

2008).

Fotodinamik terapi i¢in klinikte kullanilan, FDA tarafindan onaylanmis bir¢ok ilag
mevcuttur. Kullanilan bu ajanlarin avantajlar1 oldugu gibi dezavantaji da mevcuttur.
Dezavantajlar1 goz oniline alinarak literatiirde yeni FDT ajanlar1 gelistirilmektedir.
Gelistirilen bu ajanlar; skuarin, siyanin, BODIPY ve AZA-BODIPY gibi organik
bilesiklerden olusmaktadir.

Skuarin, 1965 yilinda kesfedilmis zwitteriyonik Ozellige sahip organik bir boya
smifidir. Zwitteriyonik 6zelligi sayesinde kirmizi bdlgede sogurma ve emisyon
yapabilmektedirler. Bu sayede FDT ve FTT’ de kullanilabilecek, potansiyel terapotik
bir ajan 6zelligine sahiptir (llina vd., 2019).

Siyanin; nitrojen igeren, heretosiklik bir yap1 ve polimetil grubu ile ortak bir rezonans
yapisina sahip organik bir boya sinifidir (Shi vd., 2016). Siyanin boyalari yiiksek molar
sogurma katsayisina ve yiiksek floresan kuantum verimlerine sahiplerdir. Siyaninler
yakin kizil Otesi bolgede sogurma yapabilirler ve bu dalga boyu doku-1sik
penetrasyonun yiiksek oldugu bir bolgedir (Sissa vd., 2020). Bu sayede potansiyel

FDT ve FTT ajan1 olarak ¢esitli calismalara konu olmustur.

Siyanin ve skuarin boyalar1 yapilar1 sayesinde Fototerapotik pencerede sogurma ve
emisyon yapabilmektedirler. Bu sayede tedavi esnasinda kullanilan 1s1k fototoksisite
olusturmaz. Bu iki boyanin singlet oksijen kuantum verimleri ve molar sogurma
katsayilar1 yiiksektir bu sayede tedavi etkinlikleri artmaktadir. Ayni zamanda hem
FDT hem FTT yapabilen boyalar gelistirmek miimkiindiir. Tiim bu avantajlarin yan
sira dezavantajlar1 da vardir. Fizyolojik kosullarda ¢oziiniirliik sikintis1 oldugu igin
topaklanma egilimdedirler. Topaklanan boya, aktivite kaybina ugramaktadir ve 151k
olmadan toksisite gdstermektedir. Bu dezavantajlarin 6niine ge¢gmek i¢in boyalari,
biyouyumlu monomerler ile sentezlenen polimer ya da hidrojel yapilarina entegre

edilmesi 6nemli bir yaklagimdir.

Hidrojeller hidrofilik monomerlerden olusan ii¢ boyutlu polimerik aglardir. insan
viicudunda kullanilmis ilk biyomateryallerdir (Kopecek, 2007). Tek bir polimer zinciri
ve ¢apraz baglayici ile kovalent baglarla olusan su tutma kabiliyeti olan yapilardir
(Bahram vd., 2016). Hidrojellerin su tutma kabiliyeti polimerik omurgaya tutturulmus

hidrofilik gruplardan kaynaklanirken, suda ¢ozlinmeye karsi direnci ag zincirleri



arasinda ki capraz baglar saglamaktadir. Hidrojeller; ilag salimim sistemleri,
biyomedikal uygulamalar, doku miihendisligi, yara sargisi gibi bircok kullanim
alanina sahiptir (Ma vd., 2016; Gupta vd., 2019).

1.1 Fotodinamik Terapi

Fotodinamik terapinin (FDT) ilk literatiir raporlari Oscar Raab ve Herman von
Tappeiner (Sekil 1.2) tarafindan yapilmistir (Honigsmann, 2013; Kessel, 2019).
Akridin turuncusunun protozoa iizerinde ki etkilerini incelerken giines 15181 ile
tedavinin gerceklestigini kesfettiler (Choudhary vd., 2009). Ilerleyen zamanlarda
bir¢ok bilim insaninin katkilartyla FDT mekanizmas1 aydinlatilmis ve tedavi etkinligi
incelenmistir. Yapilan ¢alismalar sayesinde kullanim alani artmig ve bir¢ok tedavide

etkinligi gbzlemlenmistir.

Sekil 1.2. Herman von Tappeiner (Honigsmann, 2013).

Fotodinamik terapi; 151k, FD ve molekiiler oksijen olmak {izere ii¢ temel bilesen ile
gerceklesen bir tedavi yontemidir. Foto duyarlastirici, 151k ile etkilestiginde ortamdaki
molekiiler oksijeni reaktif oksijen tiirlerine doniistiiriir. Bu reaktif oksijen tiirleri,
hiicrede; DNA, protein veya lipit gibi hayati molekiillere zarar vererek hiicre 6limiinii
gerceklestirir. Foto duyarlastirict ve 151k arasinda ki bu etkilesim ile ROT fiiretilmesi

Sekil 1.3’te Jablonski diyagramui ile agiklanmaktadir (Awuah ve You, 2012).
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Sekil 1.3. Jablonski diyagrami ile FDT ¢alisma prensibi ve Tipl-Tip2 mekanizmasi.

Temel haldeki FD, molekiiler yoriingede zit doniislere sahip iki elektrona sahiptir. Isik
ile FD uyarildig1 zaman, FD 15181 sogurur ve ardindan elektronlardan biri, singlet hal
olan yiiksek enerjili orbitale geger. Foto duyarlastirici temel hale geri donerken
floresans 151k yayarak veya 1siya doniserek fazla enerjisini kaybeder. Foto
duyarlastiric1 temel hale donmeden sistemler arasi gecis yaparak triplet hale gecis
yapabilir. Triplet halde iki tiir reaksiyona ugrar; Tip 1 ve Tip 2. Tip 1 mekanizmasinda,
fazla enerjisini proton veya elektron transferi ile bir substrata aktarir ve ROT olusur.
Tip 2 mekanizmasinda ise FD fazla enerjisini ortamdaki molekiiler oksijene aktarir ve
singlet oksijen olusur. Bu Tip 1 ve Tip 2 mekanizmalar1 ayn1 anda gergeklesebilir
(Robertson vd., 2009). Olusan ROT sitotoksiktir ve ortamda oksidatif stres olusturur.
ROT’lar hiicrede, niikleik asitlere, lipitlere ve proteinlere zarar verir. Hiicrede olusan
bu hasar ile apoptoz veya nekroz gergeklesir (Paszko vd., 2011). FDT; sedef, egzama,
vitiligo ve akne gibi dermatolojik hastaliklarda (Babilas vd., 2006); bakteri, viriis,
mantar ve protozoa gibi mikrobiyal tedavilerde (Fang vd., 2015); ve kanser (Agostinis

vd., 2011) tedavisinde yaygin olarak kullanilabilmektedir.

Ideal foto duyarlastiricinin birtakim 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir (Kamkaew
vd., 2013).

v Isik olmadiginda diisiik toksisite,

v" Tumor dokusunda birikmeli ve saglikli dokudan hizla atilmalidir,

v Isigin deri doku penetrasyonun yiiksek oldugu dalga boyunda sogurma
yapabilmeli,

v Kimyasal ve fiziksel stabilitesi yiiksek olmali,
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v’ Yiiksek singlet oksijen kuantum verimine sahip olmaldir.

Isigin dokuda izledigi yol Sekil 1.4°de gosterildigi gibi dalga boyuna gore degiskendir.
En iyi doku-1s1k penetrasyonu 600-870 nm arasinda oldugu gosterilmistir. Bu sebeple

kullanilan ajanin bu dalga boylarinda 15181 sogurmasi gerekmektedir (Protti vd., 2017).

A (nm)

1000 10600

/]
T

r Epidermis

Dermis

- Hipodermis

Sekil 1.4. Isigin dokuda ¢esitli dalga boylarina gore izledigi yol (Shramova vd., 2020).

Fototerapdtik pencerede Sekil 1.5°de gosterildigi gibi su ve biyolojik molekiillerin
sogurmast yoktur. Bu dalga boylarinda kullanilan 151k toksisite olusturmaz ve sadece

foto duyarlastirici ile etkilesir (Dabrowski ve Arnaut, 2015; Kim ve Darafsheh, 2020).
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Sekil 1.5. Fototerapotik pencere (Dgbrowski ve Arnaut, 2015).

Fotodinamik terapide giiniimiizde kullanilan FDA onayl ilaglar mevcuttur kimyasal
yapilar1 Sekil 1.6’da gosterilmistir. Bunlardan bazilari; hemataporfirin (Aans 630nm),
proroporfirin X (Aabs 635nm), klorin €6 (Aans 654 nm), temoporfirin (Aaps 650nmM) ve
verteporfirin (Aas 689nm). Bu ajanlarin bazilar1 fototerapotik pencerede sogurma
yapabiliyor olsa da bazilart mavi (408 nm) ve yesil (510 nm) 1s1kta uyarildiklarinda
verimli singlet oksijen olusturur. Kullanilan 15181 dalga boyu fototoksisite olusturur
ve bu sebeple tedavi sancili geger. Ayn1 zamanda bu klinik ajanlarin bir kismi viicuttan
hizli atilmadiklar i¢in tedaviden sonra yan etkileri devam eder ve hastalar tedaviden
sonra 1518a kars1 hassasiyet gosterir. Her bir ajan incelendiginde avantajlart oldugu
kadar dezavantajlarinin da oldugu tespit edilmistir (Allison vd., 2004; Allison ve
Sibata, 2010). Bu dezavantajlarin ortadan kaldirmak igin daha etkili potansiyel FDT

ajanlarinin gelistirilmesi hedeflenmistir.
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Sekil 1.6. Klinikte kullanilan baz1 FDT ajanlari.

Literatiirde yapilan c¢aligmalar, klinikte kullanilan ilaglara alternatif olarak
kullanilabilecek, yeni potansiyel ajanlar lizerinedir. Bunlar; BODIPY, skuarin, siyanin
ve AZA-BODIPY gibi organik boyalardir. Bu boyalar fototerapdtik pencerede

sogurma yapabildigi i¢in yogun ilgi gérmektedir.
1.2 Fototermal Terapi

Termal terapi, M.O. 1700 yillarina kadar uzanan tedavi ydntemlerinden biridir.
llerleyen zamanlarla radyo dalgalari, mikrodalga ve ultrason kullamlarak lokal

bolgede hipertermi olusumu ile tedavi saglanmistir (Huang vd., 2008). Isik ile uyarilan



FD etkilesimi Sekil 1.7°de gosterilmistir. Fotoduyarlastirict fotonik enerjiyi sogurur
ve FD temel halden uyarilmis hale gecer. Uyarilmis elektronlar yiiksek enerjilerini 1s1
enerjisi olarak ¢evreye verir ve ortam 1sisii arttirir sicaklik belirli bir seviyenin

tizerine ¢ikarsa doku/ hiicre hasar1 gerceklesir.

-3

Triplet
hal

Protein

FTT OO\

L‘.\"\'A % Temel hal S~

Sekil 1.7. Jablonski diyagrami ile FTT calisma prensibi.

Elektron transferi

Hipertermi sonucu ii¢ farkli hiicre oliimii gerceklesebilir: apoptoz, nekroz veya
nekroptoz (programlanmis nekroz). Hiicre igi sicaklik 40 °C-47 °C arasinda oldugunda
protein denetiirasyonu gerceklesir ve DNA islevsizleserek hiicre apoptoza ugrar.
Hiicre igi sicaklik 50 °C’ye ulastiginda ise hizli hiicre 6limii ve nekroz gerceklesir
(Sekil 1.8). Olusan bu yiiksek sicaklik, timor hiicrelerini saglikli hiicrelere gore daha

cok etkiler ¢link{i timdr hiicrelerinin 1s1 toleransi diisiiktiir (Wei vd., 2019).

Sekil 1.8. Fototermal terapi sematik gosterimi.

Fototermal terapide ilk caligmalar indosiyanin yesili ile 1995 yilinda in vitro

calismalarda DMBA -4 metastazik meme kanserinde, in vivo ¢alismalarda ise SK-BR-



3 meme tiimor dokusu tizerinde yapilmistir (Chen vd., 1995a; Chen vd., 1995b). Daha
sonra bircok yeni FTT ajami sentezlenmis ve FTT’nin etkin bir tedavi yontemi
olabilecegi  kanmitlanmustir. FTT i¢in  gelistirilmis; altin  nanopartikiiller,
nanotetrahedron, kuantum noktalari, glimiis nanopartikiiller ve paladyum
nanopartikiiller gibi farkli geometrik sekillere sahip plazmonik nanoyapilar; grafen,
tek duvarli ve ¢cok duvarli karbon bazli plazmonik nanotiipler kullanilmaktadir. Ayrica
indosiyanin yesili (ICG), siyanin, skuarin, krokonin ve porfirin gibi organik boyalar
kullanilabilir (Sheng vd., 2017; Jung vd., 2018; Shramova vd., 2020).

Fototermal terapide kullanilan organik boyalarin, yakin kizil 6tesi dalga boyunda
sogurma yapmasi gerekmektedir. Ayn1 zamanda Sekil 1.4’de gosterildigi gibi yakin
kizil 6tesi dalga boyunun derin dokuya niifus etme potansiyeli yiiksektir (Shramova
vd., 2020). FTT ve FDT birbirine benzer tedavilerdir. FTT nin FDT’den farkli olarak
birtakim avantajlart mevcuttur. FTT de oksijene ihtiya¢ yoktur bu sayede kanser
hiicresi hipoksi ile direng mekanizmasi olusturmaz. FTT sirasinda olusan diisiik 1s1
tedavide olumsuz bir etki olusturmaz. Viicut hipertermi sonucu doku 1sis1 artan
bolgeye kan akisini hizlandirir, bilindigi {lizere tiimér dokusunun cevresi asiri
damarlidir bu da bu bdlgede pasif hedefleme olmasini saglar, timor dokusunun termal
hassasiyeti olmasi1 sayesinde tedavi etkinligi diisiikk hipertermiden etkilenmez (Sheng

vd., 2017).

Fototermal terapide kullanilan ajanlarin ¢ogu agir metal igeren nanopartikiillerdir.
Agir metal bilindigi lizere doz asiminda veya uzun siire kullanildiginda toksisite ve
yan etki olusturmaktadir (Chen vd., 2015). Organik boyalar ile yapilan ¢alismalarda
boyle bir dezavantaj s6z konusu degildir. Organik boyalarda var olan dezavantaj ise
boyanin hipertermi ve fizyolojik kosullardan etkilenip kisa omiirlii olmalaridir. Bu
dezavantajlar1 gidermek i¢in poloksamer ile kaplama yapilmaktadir. Hidrojel ag
yapilarina boya fiziksel veya kovalent olarak entegre edilerek bu tiir sorunlar ortadan
kaldirilabilir.

1.3 Siyanin

Siyanin; azot igeren iki heterosiklik halkay1 polimetin zinciri ile birbirine baglayan
organik bir boya smifidir (Shindy, 2017). Siyanin boyasi polimetin zincirinin
uzunluguna gore isimlendirilir; monosiyaninler, trimetil siyaninler, pentametin

siyaninler ve heptametin siyaninler. Polimetin zincirinin uzunlugu ayni zamanda
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siyaninlerin sogurma yaptig1 dalga boyu araligin1 da etkiler, Sekil 1.9°da belirtildigi
gibi metin zincirinde ki her C=C bagi sogurma-emisyon spektrumunda 100 nm kirmizi
bolgeye kaymasini saglar. Trimetin siyaninler 500-600 nm arasinda sogurma
yaparken; pentametin siyaninler 650 nm ve iizerinde sogurma yaparlar. Heptametin
siyaninler ise yakin kizil 6tesi bolgede sogurma ve emisyon yapabilmektedirler. Yakin
kiz1l 6tesi bolgede ve Fototerapdtik pencerede sogurma yapabilen heptametin siyanin
boyalarinin, FDT ve FTT i¢in alternatif yapilar olarak kullanilma potansiyeli yiiksektir
(Feng vd., 2020).

0‘ = . .0‘ - ."‘
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Sekil 1.9. Siyanin sematik gosterimi ve C=C bag sayisina bagli dalga boyu spektrumu
(Feng vd., 2020).

Heptametin siyanin boyasinin genel yapisi Sekil 1.10°da gosterilmektedir. Heptametin
siyaninler polimetin zinciri ile birbirine baglanmis her iki ugta konjuge indol halkalari

bulunduran yapilardir (Feng vd., 2020).

Sekil 1.10. Siyanin boyasinin genel molekiiler formiilii.

Heptametin siyanin boyalarinin dort degiskeni vardir (Sekil 1.10). Bu dort farkh
pozisyondaki bagl gruplar (R1, X, Y, R2) sayesinde literatiirde farkl1 6zelliklere sahip
siyanin boyalari tasarlanip sentezlenmektedir. Siyanin boyasinda Ri sogurma ve

emisyon dalga boyunu etkilemez. R1 modifikasyonu ile suda ¢oziiniirliik, *O2 iiretme
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verimi veya fotostabilite iyilestirilebilir. X modifikasyonu ile sogurma ve emisyonda
kirmizi bolgeye kayma saglanabilir, ayn1 zamanda floresans kuantum verimi
arttirtlabilir (Feng vd., 2020). X modifikasyonunda agir atom kullanilabilir. Agir
atomlar spinlerin sistemler aras1 gegisini arttirarak yiiksek 'Oz verimi saglar. (Kohn
vd., 2002).

Heptametin siyanin boyasinin emisyon ve sogurma dalga boylarinin artmasi igin
polimetin zincir uzatilmistir. Karbon zincirinin uzamasiyla siyaninler fizyolojik
kosullarda degrede olur; floresans kuantum verimi, terapi etkinligi ve floresans
goriintiileme yetenegi azalir. (Shi vd., 2016). Bu zorluklarin iistesinden gelmek igin
heptametin siyanin boyast modifiye edilebilir, polimer ile kapsiillenebilir veya

hidrojele entegre edilebilir.
1.4 Skuarin

Skuarin, 1965 yilinda Treibs (Sekil 1.11) ve Jacob tarafindan kesfedilen, rezonansla

stabilize edilmis zwitteriyonik bir yapiya sahip organik boya sinifidir.

Sekil 1.11. Prof. Dr. Alfred E. Treibs (URL-1).

Skuarin; elektronca fakir skuarik asit yapisi ve elektronca zengin aromat gruplari ile
¢ift kondenzasyon firiinleri olup rezonans ile kararli kilinan dipolar iyonik yapida bir
boyadir. Bu sayede skuarinler yapilarina baglh olarak, goriiniir boélgeden yakin kizil

otesi (NIR) bolgeye kadar degisen sogurma ve emisyon yapabilme 6zelligine sahiptir.

11



Skuarin boyasinin molekiiler yapisi Sekil 1.12°de gosterilmektedir. Skuarinlerin genel
ozellikleri (llina vd., 2019);

v NIR sogurma,

v" NIR emisyon,

v" Yiiksek molar sogurma katsayisi,
v" Yiksek kuantum verimi,

v' Potansiyel FDT ajani,

v’ Potansiyel FTT ajani,

v" Floresans goriintiileme ajani

Sekil 1.12. Skuarin boyasinin molekiiler yapisi.

Skuarin boyalari, optik 6zellikleri sayesinde bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Yiiksek
molar sogurma katsayis1 sayesinde floresans goriintiilleme ajani olarak literatiirde
bir¢ok ¢alismada kullanilmistir. Skuarin spinleri, sistemler arasi gegisi etkili bir

sekilde yapabilmeleri sayesinde, potansiyel FDT ve FTT ajani olarak kullanilabilirler.

Skuarin boyalari, elektronca fakir olan skuarik c¢ekirdek sebebiyle fizyolojik
kosullarda kisa zamanda parcalanabilmektedir ve fizyolojik kosullarda
topaklanmaktadirlar. Fizyolojik Kosullarda topaklanmasi tedavi etkisini azaltir ve
151ks1z toksisite olugsmasina sebep olur. Bu gibi dezavantajlarin 6niine gegmek igin

skuarin boyalar1 hidrojel gibi materyallere entegre edilebilir.
1.5 Hidrojel

Hidrojel terimi, ilk kez Van Bemmelen tarafindan 1940 yilinda jel olusturan inorganik
tuzlarin koloidal karigimlari i¢in kullanildi. Daha sonra 1960’da yilinda Wichterle ve
Lim (Sekil 1.13) tarafindan poli 2-hidroksietil metakrilat (pHEMA) esasli hidrojel
caligmas1 yaymlandi. Bu malzeme kullanilarak giinlimiizde yumusak kontakt lensler

tiretilmektedir (Khurana vd., 2019).
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Sekil 1.13. Otto Wichterle (URL-2) ve Drahoslav Lim. (URL-3).

Hidrojeller, yiiksek hidrofilik monomerlerden sentezlenen ii¢ boyutlu polimerik
aglardir. Hidrojeller su tutma kabiliyetleri oldugu i¢in hidrofilik jeller olarak da
adlandirilabilir. Hidrojellerin su tutma kabiliyeti polimerik omurgaya tutturulmus
hidrofilik fonksiyonel gruplardan kaynaklanirken, ¢6ziinmeye karsi direngleri ag
zincirleri arasindaki ¢apraz baglardan kaynaklanir (Ahmed, 2015). Polimerik ag
hidrofobik veya hidrofilik monomerlerden olusabilir. Hidrofilik bilesenler hidrojelin,
su tutma kabiliyetini artmasin1 saglarken hidrofobik bilesenler hidrojelin su tutma
oranin1 veya mekanik kabiliyetlerini kontrol eder. Hidrojel sentezinde kullanilan
birgok monomer vardir. Hidrojelin yapisi kullanilan monomere gore degisiklik
gosterir ve bu sayede hidrojeller genis bir kullanim alanina sahip olurlar (Glass vd.,
2018). Hidrojel sentezinde kullanilan; hidroksietil metakrilat, n-izopropil akrilamid,
metakrilik asit, kitosan, aljinat, hiyaliironik asit, kitin, seliiloz, akrilik asit, etilen glikol

dimetakrilat gibi birgok monomer ve polimer Sekil 1.14’de gosterilmistir.

_______ OH oM 1 o oW i _OH " _OH

°© O o7 ! 0 0 0 o

L ] o

H&\.(%O ; :k&\,t!ﬁg,o : ;H%o :

OH 4 OH o NH, o NH, L QrNH hd HNTO
Seliloz Kitosan Kitin

______________________________________________________________________________

: | ' Metakrilik | o Akrilik |
NIPAAmM ' Akrilamid ' asit ! L _asit_ |

=1

Sekil 1.14. Hidrojel sentezinde kullanilan bazi monomerler.
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Hidrojeller; fiziksel yapilarina, yan grup yapisina, kaynaklarina, duyarli olduklari
Ozelliklere, capraz baglanma sekillerine ve hazirlanma ydntemlerine gore
simiflandirilir. Hidrojeller ¢apraz baglanma sekillerine gore fiziksel ve kimyasal olarak
ikiye ayrilir. Hidrojel sentezinde gerekli ii¢ temel bilesen vardir; monomer, ¢apraz
baglayici ve polimerizasyon baslatici (Sekil 1.15). Polimerizasyon baslatici, monomer
ve ¢apraz baglayicida bulunan C=C baglarini kirarak birbirlerine baglanmasini saglar

ve hidrojel sentezi gerceklesir (Khurana vd., 2019).

Monomer

TN

Capraz Baglayici Polimerizasyon

NNNNNN

\

Polimerizasyon
Baslatici

L O ] 1 J

Y |

o M . Hidrojel
Hidrojel sentez Uriinleri

Sekil 1.15. Hidrojel sentez mekanizmasi.

Hidrojellerin birtakim 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir;

v' Sisme dengesi yiiksek olmali,

v" Gozenekli yapiya sahip olmali,

v’ Sentez sonras1 atik monomer miktari az olmali,
v' Maliyeti diigiik olmall,

v" Deforme olmadan sisme kabiliyeti gostermeli
v" Biyouyumlu ve biyobozunur olmali

v" Toksik olmamali

v’ Kararlig1 yiiksek olmali

Hidrojeller; ilag salimim sistemlerinde, biyomedikal uygulamalarda, kontakt lens
yapiminda, doku miihendisliginde, yara bakiminda ve biyosensor gibi alanlarda
kullanilmaktadir (Ahmed, 2015). Hidrojeller dis uyaranlara karsi tepki verebilecek
ozellige sahip olabilirler. Kullanilan monomerin yapisina gore; pH, 1s1, manyetik alan
veya iyonik mukavemet gibi uyaranlara kars1 tepki verebilir. Is1 ile uyarildig1 zaman

sicakliga bagli sisme ve biiziisme yetenegi gdsteren monomerlerden biri NIPAAm’dir.
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Bu sayede ila¢ salinim sistemlerinde kullanilabilme potansiyeli tagimaktadir. Sulu
¢ozelti igerisinde 32-35 °C sicakligi arasinda biiziisme yetenegi gosterir. Diigiik kritik
sicaklik (LCST) olarak adlandirilan bu 6zelligi hidrofobik/hidrofilik dengeye gore
degeri diisebilir veya artabilir. Termal duyarli monomerler arasinda NIPAAmM
monomeri, fizyolojik sicakliga yakin sicaklikta biiziisme yetenegi gdstermektedir. Bu
nedenle LCST degerine sahip olan monomerler arasinda en ¢ok kullanilan
monomerdir. ilk olarak 1967 yilinda kesfedilmis ve literatiirde yapilan ¢alismalar
dogrultusunda son derece biyouyumlu ve biyobozunur oldugu tespit edilmistir

(Lanzalaco ve Armelin, 2017).
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Siyaninler

Tan vd. (2012) yapmus olduklar1 ¢alismada; NIR dalga boyunda sogurma yapabilen
yeni bir heptametin siyanin boyas1 3 tasarlamislardir (Sekil 2.1). Bilesik 3’iin kanser
hiicrelerinde floresans goriintiileme ve FDT yapabildigi gosterilmistir. in vitro ve ex
vivo yapilan ¢alismalarda 48 saat sonra sadece tiimorlii dokuda floresans yogunlugu
tespit edilmistir. Bilesik 3’iin in vitro FDT deneylerinde ii¢ farkli hiicre hatt1 (HeLa,
RTDMC, LLC) kullanilmistir ve CCK-8 testi ile aktivitesi incelenmistir. In vivo FDT
testi icin LLC kanser dokusuna sahip hayvanlar kullanilmistir. Sonug olarak boyanin
in vitro ve in vivo ¢alismalarda floresans goriintiileme ve FDT yapabildigi tespit

edilmistir (Tan vd., 2012).

HOOC COOH

Sekil 2.1. Bilesik 3’iin molekiiler yapisi.

Luo vd. (2016) yapmis oldugu ¢alismada; katyonik lipofilik 6zellige sahip heptametin
siyanin boyasin1 4 sentezlemislerdir (Sekil 2.2). Katyonik 6zelligi sayesinde
mitokondride birikerek daha etkin tedavi gerceklesmesine olanak saglar. In vitro
deneylerde FDT, FTT ve ikili terapi yapilmistir ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemiyle sonuglar incelenmistir. In vitro
deneylerde A549, H460, 4T1 ve MCF-7 hiicre hatlar1 kullanilmistir ve her hiicre
hattinda % 90 hiicre 6liimii gergeklestigini gdzlemlemislerdir. Sonug olarak in vivo
deneyler sonucunda 4’iin etkin bir FDT ve FTT ajani olabilecegini ayn1 zamanda

kanser hiicrelerinde floresans goriintii saglayabilecegi gosterilmistir (Luo vd., 2016).
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Sekil 2.2. Bilesik 4’iin molekiiler yapisi.

Pan vd. (2017) yapmis olduklari ¢alismada; NIR dalga boyunda sogurma ve emisyon
yapabilen bir siyanin 5 tasarlamig ve sentezlemislerdir (Sekil 2.3). Mitokondri hedefli
olarak sentezledikleri 5 boyasini iki farkli dalga boyunda uyararak kanserli hiicrede
goriintiileme ve FTT yaptigini gostermislerdir. Floresans goriintiileme yapabilme
yetenegini dort farkli kanser hiicre hattinda incelemislerdir (HeLa, A549, HepG2,
MCF-7). Her bir kanser hiicre hattinda 552 nm dalga boyunda uyarilmigtir, 500-550
ve 580-660 nm dalga boyunda emisyon verdigi gozlemlenmistir. FTT’ de kullanilabilir
oldugunu gostermek icin in vitro ¢aligmalarda HeLa hiicre hatt1 kullanilmis MTT
yontemi ile aktivitesi aydmlatilmigtir. Yapilan analiz sonucunda % 90 hiicre 6limii

gerceklestirdigini ispat etmislerdir (Pan vd., 2017).

Sekil 2.3. Bilesik 5’in molekiiler yapisi.

Zhao vd. (2017) yapmis oldugu bu caligmada; kanser teshisinde ve tedavisinde
kullanilabilecek siyanin molekiilii 6a ve 6b (Sekil 2.4) ile altin nanogubuk (AUNR)
tasarlayip sentezlemislerdir. In vivo ve in vitro floresans goriintiileme deneylerinde
SCC-7 hiicre hatt1 ile tiimor dokusu tercih edilmistir. FTT ¢alismalari in vitro SCC-7
hiicre hatt1 ve in vivo SCC-7 kanser dokusuna sahip hayvanlar ile yapilmistir. FTT
caligmalarinda kullanilabilecek alternatif bir ajan olabilecegini ongoriilmiistiir (Zhao

vd., 2017).
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Sekil 2.4. Bilesik 6a ve 6b molekiiler yapisi.

Thomas vd. (2017) heptametin siyanin boyasi 7 sentezlemislerdir (Sekil 2.5). Yakin
kizil 6tesi dalga boyunda sogurma ve emisyon yapabilen 7’nin pozitif yiikli olmasi
mitokondride birikerek kanserli hiicrelerde daha etkin olmasini saglar. In vitro
deneylerde ii¢ farkli hiicre hattinda (HeLa, MDA-MB-231, HeK293T) sitotoksisite
etkisi incelenmistir. Sentezlenen heptametin siyanin boyasi ayn1 zamanda kanser
hiicrelerinde floresans goriintiileme yapabilmektedir. HeLa hiicre hattinda mitotracker
kullanilarak yapilan incelemede mitokondride yigilma yaptigi kesinlestirilmistir.
Yapilan analiz ve incelemeler sonucunda 7’nin floresans goriintii ile kanser teshisi,
ROT iiretme yetenegi ile FDT de kullanilabilecek potansiyel teranostik bir ajan
olabilecegi ongoriilmektedir (Thomas vd., 2017).

1.2+
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Br Br
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Sekil 2.5. Bilesik 7 molekiiler yapisi. Bilesik 7 sogurma ve emisyon spektrumu
(Thomas vd., 2017).

Atchison vd. (2017) yapmis oldugu bu ¢alismada; ROT iiretme kabiliyeti olan yeni bir
ajan 8 tasarlayip sentezlemislerdir (Sekil 2.6). Sentezlenen ajanlarin in vitro ve in vivo
deneylerde FDT etkinligi incelenmistir. in vitro deneyler iki hiicre hattinda (BxPC-3
ve MIA PaCa-2) kullamilmistir ve % 75 hiicre Olimiiniin gergeklestigi
gozlemlenmistir. In vivo deneylerde SCID farelerinde BxPC-3 pankreas tiimérii

iizerinde ¢alismalar yapilmistir. In vivo ¢alismalar sonucu % 10 tiimér kiigiilmesi
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oldugu goézlemlenmistir. Callan vd. FDT tedavisinde kullanilabilecek alternatif bir

ajan tasarlayip sentezlemislerdir (Atchison vd., 2017).

8a: RI’R3=H, R2=I
8b: RI’R3=I, R2=H
8c: R1=R2=R3=H

Sekil 2.6. Bilesik 8 molekiiler yapisi. Bilesik 8 farkli ¢oziicii ortaminda sogurma
spektrumu (Atchison vd., 2017).

Livd. (2017) yapmis oldugu bu ¢alismada; heptametin siyanin ve hyaliironik asit (HA)
ile nanopartikiil 9 tasarlayip sentezlemislerdir (Sekil 2.7). Tiimor hiicrelerinde HA
reseptOrii vardir bu sayede aktif hedeflemede HA kullanimi oldukg¢a yaygindir. Ayni
zamanda nanopartikiiller EPR (arttirilmis gegis ve alikonma) etkisiyle de pasif
hedefleme yetenegine sahiptir. Li vd. sentezledikleri 9 ile A549 kanser hiicre hattinda
ve NIH3T3 saglikli hiicre hattinda floresans goriintiileme yapmuiglardir. Floresans
goriintiilemelerde 9’in hedefleyici 6zelliginin var oldugunu sadece kanserli hiicrede
floresans goriintii aldiklarini Sekil 2.9 *da gostermiglerdir. Liv vd. FTT kabiliyeti olan
9 ile teshis ve tedavinin ayni anda gerceklesebilecegini in vivo ve in vitro ¢alismalarla

gostermiglerdir (Li vd., 2017).
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Sekil 2.7. Bilesik 9 molekiiler yapisi. a) 9 ile kanser hiicre hatlarinda floresans
goriintiileme (Li vd., 2017).
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Meng vd. (2017) yapmis oldugu bu ¢alismada; NIR dalga boyunda sogurma/emisyon
yapabilen ajan1 10 tasarlayip sentezlemislerdir (Sekil 2.8). Pridin tiirevi ile heptametin
siyanin boyasini bir araya getirerek pH anahtarlama 6zelligi kazandirmislardir. Farkli
pH araliklarinda degisen sogurma spektrumu Sekil 2.10°da gdsterilmistir. Tumor
hiicrelerinin ¢evresinin diisik pH oldugu literatiirde bilinmektedir bu bilgi
dogrultusunda asidik pH ile anahtarlanan 10 sentezlenmistir. Bu sayede pasif
hedefleme ile tiimdr hiicrelerinde floresans goriintii elde edilmistir. Ayni zamanda FTT
kabiliyeti olan 10 ile MCF-7 timorii tagiyan farelerde etkin tedavi gergeklestirdigi
gosterilmistir. Sonug olarak floresans goriintiileme, fotoakustik goriintiileme ve ayni
zamanda FTT ile tiimor tedavisinde kullanilabilecek yeni bir ajan olabilecegi

gosterilmistir (Meng vd., 2017).
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Sekil 2.8. Bilesik 10 molekiiler yapist ve farkli pH araliklarinda sogurma spektrumu
(Meng vd., 2017).

Yang vd. (2020) yapmis oldugu calismada; fizyolojik kosullarda c¢oziinebilen
heptametin siyanin boyast 11 tasarlayip sentezlemislerdir. ROT iiretme kabiliyeti
DPBF tuzag: ile incelenmistir (Sekil 2.9). In vitro calismalarda HepG2 hiicre hatt1
kullanilmistir ve 1s1ksi1z toksisitesinin diisiik oldugu goézlemlenmistir. NIR 151k ile
uyarildiginda 6nemli Ol¢iide hiicre 6limii gergeklesmistir. Sonuglar dogrultusunda

bilesik 11’in potansiyel FDT ajan1 olabilecegi dngdriilmektedir (Yang vd., 2020).
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Sekil 2.9. Bilesik 11 molekiiler yapis1 ve ROT iiretme etkinligi (Yang vd., 2020).

Mu vd. (2020) yapmis oldugu calismada; FTT kabiliyeti olan heptametin siyanin
boyast 12 tasarlanip sentezlenmistir (Sekil 2.10). In vitro galigmalar HeLa hiicre
hattinda gergeklestirilmistir. HeLa hiicrelerinde LysoTracker Green ve MitoTracker
Green boyama problart kullanilarak bilesigin lizozomda biriktigi tespit edilmistir.
HeLa hiicrelerinde yapilan fototoksisite g¢aligmalar1 sonucu % 90 hiicre 6liimii

gozlemlenmistir. In vivo calismalarda 4T1 tiimorii tasiyan farelerde fotoakustik
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goriintiileme ve FTT g¢aligmalar1 yapilmistir. Sonug olarak in vivo calismalarda
floresans goriintiilleme, in vitro c¢alismalarda fotoakustik goriintileme ve FTT
yapabildigi gosterilmistir ve potansiyel teranostik ajan olabilecegi 6ngoriillmektedir.

(Mu vd., 2020).
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Sekil 2.10. Bilesik 12 molekiiler yapis1 ve farkli giigte 151k kaynag ile FTT etkinligi
(Mu vd., 2020).

Heptametin siyanin boyasiyla yapilan ¢alismalar da karsilasilan sorunlardan biri
fizyolojik kosullarda ¢oziintirliik problemidir. Bu sorunun istesinden gelmek igin
bir¢ok calismada heptametin siyanin boyasinin molekiiler yapis1 modifiye edilerek
fizyolojik kosullarda ¢oziinilir hale getirilmistir. Yapilan caligmalar ile ¢oziintirliik
sorunu giderilmis olsa da tedavi esnasinda olusgan ROT’den etkilenen ajanlar kisa
zamanda parcalanarak ajanin etkinliginin azalmasina sebep olmaktadir (Shi vd., 2016;
Li vd., 2017). Bu gibi sorunlarin iistesinden gelmek i¢in hidrojele entegre edilen

ajanlar gelistirilmektedir (Liu vd., 2019).
2.2 Skuarinler

Ferreira vd. (2016) yapmis oldugu bu ¢alismada; FDT de kullanilabilecek skuarin
boyas1 13 tasarlayip sentezlemislerdir (Sekil 2.11). Skuarin boyalari, FDT’ de
kullanilabilecek c¢ok avantaja sahip boyalar olsa da fizyolojik kosullarda degrede
olarak etkinlik kaybina ugrarlar ve 151ks1z ortamda toksisite gosterirler. Ferreira vd. bu
dezavantajin Oniine ge¢cmek i¢in biyouyumlu biyopolimer olan kitosani kullanarak
skuarin boyasini fizyolojik kosullarda daha ¢oziinilir hale getirmistir. HeLa hiicre
hattinda yapilan in vitro ¢aligmalar sonucunda kanser hiicresinde floresans

goriintiileme ve 1yi bir fototoksisite sergiledigi belirtilmistir. Sonug olarak kanser
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hiicresi goriintilemede ve FDT’de kullanilabilecek yeni bir ajan elde edilmistir

(Ferreira vd., 2016).

C,H;
O\ — N
Se \ Se
. HNCH,CH,OH
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13

Sekil 2.11. Bilesik 13 molekiiler yapisi.

Wu vd. (2017) yapmis oldugu bu g¢alismada; tiimor hedefli bir yapi tasarlayip
sentezlemislerdir. Substance P (SP), Norokinin-1 reseptorii (NK1R) baglantisi
sayesinde hedefleyici 6zellik gdsteren noropeptittir. Bu sayede ilag¢ tastyici olarak
kullanim1 oldukga yaygindir. Bu ¢alismada SP ile 5-florourasili bir araya getirerek
kanser tedavisi gergeklestirmeyi hedeflemislerdir. Ayn1 zamanda skuarin boyas1 14
(Sekil 2.12) ile kanser hiicrelerinde es zamanl floresans goriintiileme yapabilen bir
ajan tasarlayip sentezlemislerdir. Sekil 2.17b “de in vitro deneylerde L929 ve A549
hiicre hatlarinda yapilan incelemelerde etkin bir sitotoksisite sergiledigi gosterilmistir.
Sonug olarak teshis ve tedaviyi ayni anda yapabilen dendritik bir yapinin kanser
tedavisinde kullanilabilecek alternatif bir ajan olabilecegi 6ngoriilmiistiir (Wu vd.,

2017).

a) Bl v
A

LA xk

billty (%)

100
Concentration (pM)

Sekil 2.12. Bilesik 14 molekiiler yapisi. a) S5-florourasilin ilacinin 1929
biyouyumlulugu ve AS549 hiicre hattinda tedavi etkinligi (Wu vd.,
2017).
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Sujai vd. (2018) yapmis oldugu bu ¢alismada; yakin kizil 6tesi bolgede sogurma ve
emisyon yapabilen ajanlar 15a-15b tasarlayip sentezlemislerdir (Sekil 2.13).
Sentezledikleri bu ajanlar1 altin nanogubuklarla bir araya getirmislerdir. FDA onayh
dekarbazin ilac1 da yapiya entegre edilerek aynmi zamanda ila¢ tasiyicit bir yapi
olusturmuslardir. Tasarlanan bu yapida skuarin ile FDT, altin nanorod ile FTT ve
dekarbazin ile kemoterapi yaparak ayni anda TUglii terapi yapabilen bir ajan
gelistirmislerdir. Bu yap1 ile A375 hiicre hattinda yapilan ¢alismalar sonucu melanom
kanser hiicresinde % 70 hiicre 6limiinti gerceklestirdigi gozlemlenmistir (Sujai vd.,

2018).

15a I 15b

Sekil 2.13. Bilesik 15(a,b) molekiiler yapisi.

Sun vd. (2018) yapmis oldugu bu ¢alismada; tasarimini ve sentezini gergeklestirdikleri
skuarin boyasinin 16 FTT aktivitesini incelemislerdir (Sekil 2.14). Suda ¢oziiniirligi
diisiik oldugu i¢in amfifilik bir kopolimer olan F127 ile enkapsiilasyon yapmuslardir.
Daha sonra MCF-7 hiicre hattinda in vitro deneyler yapilmigtir. MCF-7 hiicre hattinda
floresans goriintiileme yapabilen ayni anda FTT ile tedavi edebilen bir ajan oldugu
gozlemlenmistir. MCF-7 tiimorii tasiyan farelerde in vivo deneyler yapilmistir. Sonug
olarak farelerde iyilesme gozlemlendigi belirtilmistir. FTT de alternatif olarak

kullanilabilecek bir ajan oldugu 6ngérilmektedir (Sun vd., 2018).
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Sekil 2.14. Bilesik 16 molekiiler yapisi ve FTT kabiliyeti (Sun vd., 2018).

Beverina vd. (2005) yapmis oldugu bu calismada; fototerapitik pencerede sogurma
yapabilen bir skuarin boyas1 17 tasarlayip sentezlemislerdir (Sekil 2.15). Sentezlenen
bu ajanin; organik ¢dziicii ortaminda ve DPBF (singlet oksijen tuzak molekiilii) ile
ortamda ROT iiretebildigi gosterilmistir. Sonug¢ olarak FDT’de alternatif olarak
kullanilabilecek bir ajan olabilecegi ongoriilmiistiir (Beverina vd., 2005).

Sekil 2.15. Bilesik 17 molekiiler yapisi.

Prostota vd. (2013) atomistik yaklasimlar kullanarak bir¢ok skuarin boyas1 18(a-d)
tasarlay1p sentezlemistir (Sekil 2.16). Her bir ajanin FDT etkinligi incelendiginde en
verimli ROT fireten ajanin 18c oldugu goézlemlenmistir. Sonug olarak 18c metilen
mavisine kiyasla iyi bir ROT {iretimine sahip olsada ortamda ROT iiretirken kendi

molekiiler yapisinda bozulma oldugu sogurma spektrumu ile gézlemlenmistir. Sonug
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olarak sentezlenen ajanlarin yapilarinda agir atom bulunduranlarin daha iyi FDT

kabiliyeti oldugu gozlemlenmistir (Prostota vd., 2013).

a: B=Me, X=CMe,
b: R= Et, X= §
c: B=Et, X=15¢

Sekil 2.16. Bilesik 18(a-d) molekiiler yapisi.

Yao vd. (2020) kizil 6tesi bolgede sogurma ve emisyon yapabilen skuarin boyas1 19
tasarlayip sentezlemislerdir (Sekil 2.17). Bilesik 19 ile nanopor Sq NP sentezlenmistir.
Sqg NP ile yapilan in vitro FTT ¢alismalarda MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar1
kullanilmis ve % 80 hiicre 6liimii gdzlemlenmistir. In vivo ¢alismalarda fototermal
goriintiileme yapilmistir. Sonug olarak in vitro ve in vivo calismalarda etkin FTT ve
fototermal goriintiileme yapabilen Sq NP ajani gelistirilmis. Potansiyel terapotik ajan

olabilecegi ongorilmiistiir (Yao vd., 2020).
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Sekil 2.17. Bilesik 19 molekiiler yapist ve FTT etkinligi (Yao vd., 2020).

Skuarinler birgok avantaja sahip olmasina ragmen siyaninler kadar genis calisma
alanina sahip degillerdir ve literatiirde ¢alisma alanlar1 kisitlidir. Skuarin ile yapilan

caligmalarda ayni anda hem FDT hem de FTT yapabilen ajan mevcut degildir. Bu ikili
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terapi caligmalari i¢in skuarinler karbon temelli nanoyapilar ile bir araya getirilmistir.
Karbon temelli yapilar ve skuarin boyalar1 fizyolojik kosullarda topaklanma ve
parcalanma egilimindedirler. Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in modifiye edilmis
molekiiller yada polimere entegre edilmis nanoyapilar {izerine ¢alismalar yapilmstir.
Polimer ¢aligmalar1 genellikle fotodegredasyona sebep olabilir. Bu gibi sorunlarin

istesinden gelmek icin skuarinler hidrojele entegre edilebilir.
2.3 Hidrojeller

Geiger vd. (1999) yapmis oldugu bu ¢alismada; Skuarini 20 (Sekil 2.18) jelator olarak
kullanmiglardir. Kolesterol ve stilbenden olusan jelleri incelemis dinamik ve

fotofiziksel davranislarini karakterize etmislerdir (Geiger vd., 1999).

o
C,H, A CHy O
OO,
o

20

Sekil 2.18. Bilesik 35 molekiiler yapisi.

Wang vd. (2011) yapmis oldugu bu ¢alismada; Skuarin 21 (Sekil 2.19) ve floren igeren
bir kopolimer tasarlayip sentezlemislerdir. Yakin kizil 6tesi bolgede sogurma ve
emisyon yapabilen skuarin boyalari, termal, optik ve elektrokimyasal Gzelliklere
sahiptir. Sentezlenen kopolimerin fotovoltaik 6zellikleri sayesinde giines pili olarak

kullanilabilecegi 6ngorillmistiir (Wang vd., 2011).

Sekil 2.19. Bilesik 21 molekiiler yapisi.
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Hah vd. (2011) yapmis oldugu bu calismada; metilen mavisi 22 (Sekil 2.20) ve
akrilamid monomerinden, kanser hedefleyici F3 peptidi ile islevsellestirilmis hidrojel
sentezlemislerdir. In vitro calismalarda 9L, F98 ve MDA-MB-435 hiicre hatlar
kullanilmistir. In vitro FDT incelemelerinde F3 peptidi sayesinde kanser hiicrelerinde
etkin sonuglar gézlemlenmistir. Bu sayede FDT’de alternatif olarak kullanilabilecegi

ongorillmiistir (Hah vd., 2011).
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22
Sekil 2.20. Bilesik 22 molekiiler yapisi.

Qin vd. (2011) yapmis oldugu bu c¢alismada; akrilamid, F3 peptidi ve metilen mavisi
23 ve 24 (Sekil 2.21) ile poliakrilamid nanopartikiiller sentezlenmistir. Metilen mavisi
etkin FDT ajamidir ve c¢oziinlir olmamasi sebebiyle akrilamid ile nanopartikiil
tasarlanmigtir, ayn1 zamanda F3 peptidi kanser hiicresi hedefleyici 0Ozelligi
gostermektedir. Sentezlenen poliakrilamid nanopartikiiller ile in vitro FDT
incelemesinde MDA-MB-435 hiicre hatt1 kullanilmistir. In vitro calismalar sonucu
karanlik toksisitesinin % 10 oldugu gézlemlenmistir. Isik ile aktiflestirildigi zaman %
60 hiicre 6limiinii indiikledigi belirtilmistir (Qin vd., 2011).
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Sekil 2.21. Bilesik 23 ve 24 molekiiler yapisi.

Xing vd. (2012) siyanin ile polipeptit nanojeli 25 tasarlayip sentezlenmislerdir
molekiiler yapist Sekil 2.22°de gosterilmistir. Kanser hiicrelerinde floresans

goriintiileme ile 6nce tan1 ve sonra tedavi yaparak sadece tiimorlii bolgenin tedaviden
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etkilenmesi i¢in NIR probu olan siyanin ile hidrojel sentezlenmistir. Hidrojeller ilag
tagiyict olarak kullanilabilmektedir bu sayede hidrojele DOX ilaci yiiklemesi
yapilmistir. In vitro ¢alismalarda DOX’un zamanla salmimini ile tedavi etkisini
gormek i¢in HeLa hiicre hatti kullanilmistir ve hiicre 6liimiinii 6nemli derecede
indiikledigi tespit edilmistir. Nanojelin hiicre i¢ine alim caligmalari A549 hiicre
hattinda yapilmistir ve floresans gorilintileme yapilabildigi hiicrenin nanojeli
endositoz yoluyla aldig1 gézlemlenmistir. Floresans goriintiisii ve MTT grafiginde
gozlemlendigi gibi in vitro ¢alismalar olumlu sonuglar vermistir. in vivo calismalar
farelerde AS549 tiimori {izerinde yapilmistir ve zamanla tiimorde kiiclilme

gozlemlenirken in vivo floresans goriintilleme de yapilabildigi gézlemlenmistir (Xing

vd., 2012).
H3C9i

(0)
HV/ (0]

CbzHN o~

Sekil 2.22. Bilesik 25 molekiiler yapisi.

Zeng vd. (2013) yapmis oldugu bu ¢alismada; asit-baz ve 1siyla indiiklenen sol jel
tasarlay1p sentezlemislerdir. Sol-jel ile skuarin boyasinin 26 (Sekil 2.23) kontrollii
salimimi tlizerine c¢aligmalar yapilmistir. Organik ¢oziicli altinda zamanla skuarin
salinimi incelenmistir ve ilag tasiyict sistemlerde kullanilabilir oldugu gosterilmistir

(Zeng vd., 2013).
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26a R: n-Bu
26b R: Me

Sekil 2.23. Bilesik 26 molekiiler yapisi.

Malicka vd. (2013) skuarin boyasi 27 (Sekil 2.24) ile 1s1ya duyarli polimerik nanoyap1
sentezlemislerdir. Foto-voltaik 6zellik tagiyan polimerin, yapisinda ayni zamanda tek

duvarli karbon nanotiipler kullanilarak aktivitesinin arttirilmast hedeflenmistir

(Malicka vd., 2013).
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Sekil 2.24. Bilesik 27 molekiiler yapisi.

Jin vd. (2015) yapmis oldugu ¢aligmada; supramolekiiler bir hidrojel tasarlamiglardir
ve ila¢ tasima kabiliyetini incelemislerdir. Sentezi gergeklestirilen tasarimin molekiiler
yapist Sekil 2.25’de gosterilmistir. Supramolekiiler hidrojele DOX ve porfirin 28
ekleyerek ayni anda kemoterapi ve FDT yonteminin kullanilabilecegi bir ajan
tasarlay1p sentezlemislerdir. Hidrojelin fizyolojik kosullarda DOX saliniminin olumlu
oldugu, hidrojelde DOX varliginin bir aya kadar siirdiigiinii ve zamanla salinimin
oldugunu belirtmislerdir. Ayni1 zamanda porfirin sayesinde FDT etkinligi
incelenmistir. Hidrojelin DPBF bulunan ¢dzeltide 1sinlama neticesinde ROT {irettigi

ve bu sayede FDT’de alternatif olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Jin vd., 2015).

30



OH @)

O O OH 0,0
OH

NH;
DOX

Sekil 2.25. Bilesik 28 molekiiler yapisi.

Jing vd. (2016) agir atom etkisi olan bromlu siyanin 29 boyasiyla FDT ve floresans
goriintiileme yapabilen malzeme tasarlaylp sentezlemislerdir. Siyaninin ve
kapsiillemede kullanilan polimerin molekiiler yapist Sekil 2.26’da gosterilmistir.
Nanojelin ilag tastyici 6zelligi sayesinde kapsiile DOX kemoterapi ajani yiiklenmistir.
Siyanin sayesinde FDT ve floresans goriintiileme, DOX sayesinde ise kemoterapi
ozelligi gdsteren peptit tabanli nanojel elde edilmistir. In vitro galismalarda MCF-7 ve
HepG2 hiicre hatt1 kullamlmustir. In vitro FDT testleri MTT ile saptanmis ve etkin
FDT yaptif1 gosterilmistir. In vitro floresans goriintiileme igin HepG2 hiicre hatti
kullanilmistir ve kanserli hiicrelerin goriintiilenebilir oldugu gosterilmistir. Tiim bu
sonuglar dogrultusunda nanojelin potansiyel bir FDT ajan1 olabilecegi 6ngdriilmiistiir
(Jing vd., 2016).

TZ
Tz

OH HO NH,HBr
(0] 29 (0]

Sekil 2.26. Bilesik 29 molekiiler yapisi.
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Karimi vd. (2016) yapmis oldugu bu ¢alismada; ¢inko ftalosiyanin (ZnPcs) ile ¢apraz
bagh kitosan bazli hidrojeli 30 tasarlamis ve sentezlemislerdir (Sekil 2.27). ZnPcs
etkin bir FDT ajanidir fakat ¢oziiniirliik sorunu vardir. Bu dezavantajin 6niine gegmek
i¢in kitosan monomeri ve ZnPcs ile ¢apraz bagli bir hidrojel sentezlenmis ve aktivitesi
incelenmistir. Sentezlenen hidrojel pH duyarlidir ve asidik pH ortaminda hidrojel
formu bozularak ZnPcs ortama salinir bu sayede kontrollii salinim avantajina sahip
olur. In vitro ¢alismalarda MDA-MB-231 ve A435 hiicre hatlar1 kullanilmstir. in vitro
caligmalar pH 5 ve pH 7.4 de yapilmustir. Her iki hiicre hattinda da etkin FDT sonuglari
gbzlemlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda FDT’de alternatif olarak kullanilabilecek

bir ajan olabilecegi ongoriilmistiir (Karimi vd., 2016).
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Sekil 2.27. Bilesik 30 molekiiler yapisi.

Belali vd. (2017) yapmis oldugu calismada; Nano yapili hidrojel 31 tasarlayip
sentezlemislerdir (Sekil 2.28). Monomer olarak NIPAAmM kullanilmistir ve MBA
capraz baglayicisi ile hidrojel elde edilmistir. Hidrojel NIPAAm sayesinde LCST
ozelligine sahipken yapida ki COOH sayesinde pH duyarlidir bu sayede asidik pH ve
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yiiksek sicaklikta sisme kapasitesi degismektedir. in vitro deneylerde A549 hiicre hatt1
kullanilmistir. In vitro FDT testi MTT deneyi ile incelendiginde % 40 hiicre 6liimii
gergeklestigi goriilmistiir. Sonuglar umut vadediyor olsa da tedavi esnasinda salinan
porfirinler 1s1k olmadiginda toksisiteye sebep oldugu i¢in PEG-b-PLL kopolimer
miselleri ile bu dezavantajin dniine gegilmistir. Sonug olarak FDT de kullanilabilecek

alternatif bir malzeme olabilecegi ongoriilmektedir (Belali vd., 2017).

Coccaiccocecs
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31
Sekil 2.28. Hidrojelin 31 molekiiler yapisi.

Spagnul vd. (2017) yapmis oldugu ¢alismada; fotodinamik terapinin antimikrobiyal
tedavide etkinligini porfirin 32 ile sentezledikleri hidrojeller {izerinden arastirip
yorumlamislardir. Sentezi gerceklestirilen hidrojelin molekiiler yapist Sekil 2.29°da
gosterilmistir.  Sentezlenen hidrojellerin  E. coli {izerinde FDT etkinligi
incelendiginde % 90’ a kadar bakteri 6liimii sagladig1 gézlemlenmistir. Sonug olarak
sentezlenen hidrojellerin FDT’de alternatif olarak kullanilabilecek bir malzeme

olabilecegi ongodriilmektedir (Spagnul vd., 2017).
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Sekil 2.29. Bilesik 32 molekiiler yapisi.

Belali vd. (2018a) porfirinin ile enjekte edilebilir bir hidrojel 33 tasarlamiglardir.
Klinikte kullanilan porfirin fizyolojik kosullarda topaklanmaktadir ve bu sebeple
aktivite kaybi yasanmaktadir ayn1 zamanda karanlik toksisite gézlenmektedir. Bu
dezavantajin Oniine ge¢mek i¢in enjekte edilebilir bir hidrojel tasarlanip
sentezlenmistir. Hidrojel folat ile islevsellestirilmistir ve pH’a duyarhidir. Bu sayede
asidik pH ortaminda porfirin salintmi1 gerceklesmektedir. Yapilan in vitro deneylerde
HepG2 ve MCF-7 hiicre hatt1 kullanilmistir. Sonug olarak HepG2 hiicre hattinda % 55
hiicre 6liimiinii indiiklerken, folat sayesinde MCF7 hiicre hattinda % 80’e kadar hiicre
Oliimiinii indiikledigi gosterilmektedir. Bu sayede FDT’de kullanilabilir alternatif bir

ajan olabilecegi ongoriilmistiir (Belali vd., 2018a).
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Sekil 2.30. Bilesik 33 molekiiler yapisi.

Belali vd. (2018b) yapmis oldugu ¢alismada; klinikte kullanilan fakat ¢oztiniirliik
sorunu olan ii¢ ajanla ¢apraz bagl hidrojeller 34 (a-c) tasarlayip tedavi etkinliklerini
incelemiglerdir. NIPAAm monomeri kullanilarak hidrojeller sentezlenmistir. Her bir
hidrojelin ROT iiretme kabiliyeti DPBF ile incelenmistir. Ayni1 zamanda in vitro
calismalarda HT-29 hiicre hatt1 kullanilmistir. In vitro calismalarda 1siksiz ortamda
toksisitenin az oldugu hiicre canliliginin % 90 oldugu gézlemlenmistir. Isik ile tedavi
gerceklestigi zaman % 90 hiicre o6limii gézlemlenmistir. Sonug olarak FDT de
alternatif olarak kullanilabilecek malzemeler olabilecekleri belirtilmistir (Belali vd.,

2018D).
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Sekil 2.31. Polimerik hidrojellerin 34(a-c) r yapisi.

35



Liu vd. (2019) yapmis oldugu bu ¢alismada; indosiyanin yesili 35 ile yeni bir hidrojel
tasarlaylp sentezlemislerdir. Indosiyanin yesili FDA tarafindan onayli NIR
goriintiileme ajanidir ve kanser tedavisinde etkin olarak kullanilmaktadir. Klinikte
kullanilan bu ajanin bir¢ok dezavantaji mevcuttur fizyolojik kosullarda kisa zamanda
parcalanmaktadir. FDT ve FTT kabiliyeti olan 35 ile in vitro ¢caligmalarda 4T1 hiicre
hatt1 kullanilmistir ve in vitro FDT, FTT ve her iki tedavi birlikte gerceklestigi zaman
etkin hiicre 6limii gergeklestigi tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
sentezlenen hidrojelin etkin bir ikili terapi ajan1 olabilecegi 6ngoriilmistiir (Liu vd.,
2019).
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Sekil 2.32. Bilesik 35 ve polimerin molekiiler yapist.

Hidrojel calismalarinda fotoduyarlastiric1 ajan kovalent bag ve fiziksel etkilesim ile
yapiya entegre edilmistir. Kovalent bag ile FD’ nin entegre edilmesi, fiziksel etkilesim
yontemine gore avantajlidir. FD hidrojel ag yapisina kovalent baglandiginda yapidan
sizamaz bu sayede fizyolojik kosullarda tekrar topaklanmaz. Hidrojel ile yapilan
calismalarda porfirin, siyanin veya skuarin gibi ajanlar kullamilmistir. Yapilan
caligmalarda terapotik hidrojeller siyanin ve porfirin ajanlar ile elde edilmistir.
Skuarinler etkin FDT ve FTT yapabilen ajanlardir. Buna ragmen literatiirde terapotik
hidrojel aragtirmalarinda skuarin ile hidrojel ¢aligmalar1 yer almamaktadir. Yapilan
calismalarda tek bir ajan sayesinde hem FDT hem FTT yapabilen hidrojeller mevcut
degildir. ikili terapi calismalar1 icin birden fazla ajan kullamilmaktadir. Hidrojele
birden fazla terapotik ajani kovalent baglamak komplike bir siire¢ oldugu i¢in fiziksel
etkilesim mekanizmas1 kullanilmaktadir. Bu sebeple terapotik ajan zamanla
hidrojelden sizarak etkinlik kaybina ve toksisiteye sebep olabilir. Bu tez kapsaminda
tek bir ajan sayesinde hem FDT hem FTT yapabilen hidrojel ¢calismalarinin {izerinde

durulmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Malzeme

Biitiin kimyasal malzeme ve ¢oziiciiler Aldrich ve Merck firmalarindan temin
edilmistir ve genellikle ¢oziiciiler literatiirde bilinen yontemlerle saflastirilmistir

(Furniss, 2004).

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK), Merck 0,2 mm silika jel 60 F254 Analitik
Aliiminyum Plakalar iizerinde gergeklestirilmistir. Sogurma spektrumlart Varian Cary
50 model UV-Vis ve emisyon (yayinma) Olgiimleri ise Varian Cary Eclipse
Fluorescence spektrofotometre cihazlariyla kaydedilmistir. *H NMR (400 veya 300
MHz) ve 13C NMR (100 veya 75 MHz) spektrumlar1 Bruker marka FT-NMR cihazlari
ile kaydedildi. Numuneler SEM analizleri FEI marka Nova Nano SEM 450 model
cihaz ile kaydedilmistir. Sivi Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (LC-MS),
ThermoScientific marka TSQ Quantum Access Max model cihaz ile kiitle analizleri
kaydedilmistir. Termal kamera marka FLIR modeli FLIR 160.

3.2 Bilesik 38 Sentezi: 2-metilbenzo[d]tiazol-5-il undec-10-enoat
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Sekil 3.1. Bilesik 38 sentezi.

50 ml’lik bir balona 2-metilbenzo[d]tiazol-5-il undec-10-enoat 36 (250 mg, 1,51
mmol) alindi ve iizerine kuru diklorometan (CH2Cl2) (20ml) eklendi. Tuz-buz
banyosunda 0 °C’ye sogutuldu. Daha sonra {izerine trietilamin (460 pl, 3,32 mmol)
damla damla eklendi ve 5 dakika sonra undekenoil kloriir 37 (708 pl, 3,32 mmol)
eklendi. Karisim 24 saat boyunca oda sicakliginda argon atmosferi altinda
karistirtldiktan sonra doymus sodyum bikarbonat (NaHCQO3) ile nétralize edilmistir ve
CH2Cl> (3x30ml) ile gekme yapildi. Doygun tuzlu su ve su ile yikandi ve sodyum
stilfat (Na2S0Og) ile kurutulduktan sonra ¢oziicli doner buharlastirici ile uzaklastirildi.

Uriin sar1 renkli yag, 450 mg, % 89 verim. LC-MS (m/z) hesaplanan M*:331.16,
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slgiilen M*:331.84 'H NMR (600 MHz, CDCl3) § 7.76-7.73 (m, 1H), 7.64 (bs, 1H),
7.09-7.06 (M, 1H), 5.82-5.75 (m, 1H), 4.97 (d, J = 18 Hz, 1H), 4.91 (d, J = 12 Hz, 1H),
2.80 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.64-2.52 (m, 2H), 2.42-2.40 (m, 2H), 2.05-1.95 (m, 4H),
1.78-1.73 (m, 2H), 1.64-1.60 (m, 2H), 1.35-1.27 (m, 5H). 3C NMR (151 MHz, CDCl3)
§ 172.28, 168.89, 153.86, 149.26, 139.00, 132.66, 121.53, 119.14, 115.18, 114.16,
53.67, 35.19, 34.50, 33.76, 29.19, 29.09, 24.88, 24.16, 20.09.

3.3 Bilesik 39 Sentezi: 2,3-dimetil-5-(undec-10-enoiloksi)benzo[d]tiazol-3-ium

iyodiir
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Sekil 3.2. Bilesik 39 sentezi.

10 ml’lik bir balona 38 (331,47 mg, 1 mmol) ve metil iyodiir (622 ul, 10 mmol)
eklenerek geri sogutucu altinda 72 saat boyunca 47 °C’ de karistirildi. Ardindan
reaksiyon karisimi Et20 ile ekstrakte ederek saflagtirildi. Beyaz kati, 150 mg, % 50
verim. LC-MS (m/z) hesaplanan M*:346,18 6lciilen M*:345,90 'H NMR (600 MHz,
CDCl3) 6 8.29 (d, J =8.8 Hz, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.45 (d, ] = 8.9 Hz, 1H), 5.85-5.78 (m,
1H), 4.99 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 4.93 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 4.34 (s, 3H), 3.39 (s, 3H),
2.65 (t,J =7.5Hz, 2H), 2.05 (9, J = 7.1 Hz, 2H), 1.77 (p, J = 7 Hz, 2H), 1.56 (s, 4H),
1.44-1.28 (m, 6H). *C NMR (151 MHz, CDCls3) § 177.36, 171.74, 152.10, 142.45,
139.12, 125.41, 125.22, 123.51, 114.24, 109.91, 38.44, 34.31, 33.77, 29.27, 29.19,
29.05, 28.87, 24.68, 20.15.

3.4 Skuarin Sentezi (Sql)
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Sekil 3.3. Bilesik Sq1 sentezi.

25 ml’lik bir balona 39 (90mg, 0,18mmol), 3,4-dihidroksisiklobiit-3-en-1,2-dion
(10mg, 0,09mmol) alinir ve iizerine biitanol: benzen (C4H9OH:CesHg, 1: 1) 10 ml
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eklenerek Dean-Stark tuzagi altinda 5 saat 120 °C 1sitildi. Sogurma spektrofotometresi
ile reaksiyon es zamanl takip edilmistir. Daha sonra ¢6ziicli doner buharlastirici ile
uzaklastirilir ve Et20 ile ekstrakte ederek saflastirildi. Yesil kat1, % 27 verim. LC-MS
(m/z) hesaplanan M*:768,33 6lciilen [M+H>0]*:787.12, [M+CH30H]*:801.3 'H NMR
(600 MHz, CDCI13) 6 7.46 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.92-6.89 (m, 2H), 5.88 (s, 1H), 5.85-
5.78 (m, 1H), 4.99 (d, J = 18 Hz, 1H), 4.94 (d, J = 18 Hz, 1H), 3.59 (s, 3H), 2.59 (t, J
=12 Hz, 2H), 2.05 (g, J=6.9 Hz, 2H), 1.76 (p, J = 6.9 Hz, 2H), 1.42-1.25 (m, 10H).
13C NMR (151 MHz CDCI3) § 177.43, 172.12, 151.91, 150.28, 142.22, 139.14,
125.46, 123.32, 122.30, 117.76, 114.20, 109.78, 105.52, 86.39, 34.27, 33.78, 29.30,
29.20, 29.06, 28.85,24.78,24.68,20.009.

3.5 Siyanin Sentezi (Cy1)
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Sekil 3.4. Bilesik Cy1 sentezi.

50 ml’lik bir balon dean stark ile donatildi 39 (300 mg, 0,60 mmol), (E)-2-kloro-3-
(hidroksimetilen)sikloheks-1-en-1-karbaldehit (53 mg, 0,30 mmol) alind1 ve ardindan
tizerine C4H9OH:CeHs (7: 3) 50 ml eklendi. 12 saat geri sogutucu altinda Dean Stark
tuzagi kullanilarak 115 °C kaynatildi. Sogurma spektrofotometresi ile es zamanl
kontrol edildi. Sentez bitince ¢oziicli doner buharlastirict ile uzaklastirildi ve daha
sonra Et;0 ile ekstrakte ederek saflastirildi. Yesil kati, % 21 verim. LC-MS (m/z)
hesaplanan M*: 827.37, dl¢iilen M*: 826.97. *H NMR (600 MHz, CdCls) & 8.32 (dd, J
= 26.1, 6.7 Hz, 1H), 7.85 — 7.75 (m, 1H), 7.45 — 7.34 (m, 1H), 7.45 — 7.35 (m, 1H),
7.24 (dd, J=26.4,5.1 Hz, 1H), 5.80 (s, 1H), 5.03 — 4.85 (m, 2H), 4.28 (d, J = 26.2 Hz,
3H), 3.44 (dd, J = 23.4, 4.2 Hz, 1H), 3.36 — 3.25 (m, 3H), 2.67 — 2.57 (m, 2H), 2.08 —
1.97 (m, 2H), 1.74 (dd, J = 18.9, 4.2 Hz, 2H), 1.66 — 1.54 (m, 2H), 1.46 — 1.18 (m,
12H). ). 3C NMR (151 MHz CDCls) § 172.04, 164.20, 151.21, 142.90, 142.86,
142.19, 142.12, 139.12, 127.00, 126.47, 123.73, 122.55, 122.50, 119.11, 118.44,
114.22, 106.65, 34.29, 33.79, 29.70, 29.31, 29.25, 29.11, 29.07, 28.89, 24.78.
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3.6 Hidrojel Sentezi: SQ1@PNIPAAmM

e

AIBN, ACN, 55 °C, 24h

Sq1@PNIPAAm

Sekil 3.5. Bilesik SQL@PNIPAAmM sentezi.

10 ml’lik bir viyal N-izopropilakrilamid (375 mg, 3,31 mmol, 13 M),
Azobisisobutyronitrile (AIBN) (7 mg, 0,04 mmol, 0,16 M), Sql1 (10 mg 0,01 Mmol,
0,04 M) ve 0,25 ml Asetonitril (CH3CN) eklendi ve homojen bir ¢ozelti elde edilene
kadar argon altinda karistirildi. Daha sonra karisim 1ml’lik enjektore alinarak 24 saat
55 °C’ye 1sitildi. Polimerlesme tamamlandiktan sonra hidrojel su ve CH3CN ile
yikandi. Hidrojel, dort giin sismesi sabitlenene kadar suda bekletildi ve belli zaman

araliklarda suyu degistirildi.
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3.7 Hidrojel Sentezi: Cyl@PNIPAAmM
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Sekil 3.6. Bilesik Cyl@PNIPAAmM sentezi.

10 mlI’lik bir viyale N-izopropilakrilamid (375 mg), Azobisisobutyronitrile (AIBN, 10
mg ), Cyl (5 mg) ve 0,25 ml Asetonitril (CH3CN) eklendi ve homojen bir ¢ozelti elde
edilene kadar argon altinda karistirildi. Daha sonra karisim 1ml’lik enjektdre alinarak
24 saat 55 °C’ye 1sitildi. Polimerlesme tamamlandiktan sonra hidrojel su ve CH3CN
ile yikand1. Hidrojel, dort giin sismesi sabitlenene kadar suda bekletildi ve belli zaman

araliklarda suyu degistirildi.

3.8 MBA@PNIPAAm Hidrojel Sentezi ve Sql ve Cyl Bilesiklerinin Fiziksel

Adsorpsiyonu

10 ml’lik bir viyal N-izopropilakrilamid (375 mg, 3,31 mmol) AIBN (7 mg, 0,04
mmol ), MBA (1 mg, 0,006 mmol) ve 0,25 ml CH3CN eklendi ve homojen bir ¢ozelti
elde edilene kadar argon altinda karistirildi. Daha sonra karisim 1ml’lik enjektore
alinarak 24 saat 55 °C’ye 1sitildi. Polimerlesme tamamlandiktan sonra hidrojel su ile
yikandi. Ardindan CH3CN: H20 (1:1) 5 ml, Sq1 ve Cyl1 2 mg ¢ozeltiye eklendi ve 24
saat ¢Ozeltide bekletildikten sonra sismeye devam etmesi i¢in tekrar suya atilarak
bekletildi. Belli zaman araliklarinda su degistirilir sismesi sabitlendiginde CH3CN ile
yikanarak yiizeyde kalan Sql uzaklastirildi.
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3.9 Hidrojellerin Sisme Kapasitesinin Belirlenmesi

Belirli zaman araliklarinda suyu degistirilen hidrojeller tartilarak not edilmistir.
Hidrojellerin My ile agirlik sisme oranmi belirlenmistir ve My = m/mg olarak
hesaplanmistir. (Algi ve Okay, 2014) Burada mo hidrojelin baslangig kiitlesi iken m
ise sisen hidrojelin kiitlesidir. Daha sonra suda dengeye gelmis hidrojeller sudan alinip
dondurularak kurutulmustur. Hidrojel orant Wg (Suda c¢oziinmeyen polimer /

monomerin ilk kiitlesi) denklemi ile hesaplanmustir.
3.10 Hidrojellerin Sicakliga Bagh Kiitle Degisikliginin Belirlenmesi

Belirli zaman araliklarinda suyu degistirilen ve en yliksek kiitleye sahip hidrojeller
heildolph EKT 3001 ile donatilmig karistiricida kademeli sicaklik arttirilarak
hidrojellerin sicakliga bagh kiitle degisimi belirlendi. Oda sicakligindan 50 °C’ye
kadar 2 °C’de bir sicaklik artis1 gergeklestirildi ve her sicaklikta hassas terazi ile
hidrojelin kiitlesi belirlendi. Hidrojellerin My ile agirlik sisme orani belirlenmistir ve

Mrei= m/mg olarak hesaplanmistir.

3.11 Hidrojellere Floresin Sodyum Tuzunun Emdirilmesi

Hidrojeller sentezlendikten sonra polimerlesmemis monomerleri ortamdan
uzaklastirmak i¢in kisa zaman araliklarinda suyu degistirildi. 24 saat sonra floresin
sodyum tuzuna daldirildi. Floresin sodyum tuzu 10 M hazirland1 ve jeller soliisyona
eklenmeden 6nce Uv-VIS ile sogurmasi &lgiildii. Hidrojellerin sismesi tamamlanana
kadar bu ¢oziiciide bekletildi. Hidrojellerin sismesi tamamlandiktan sonra ¢oziiciiniin
Uv-Vis ile sogurmasi Olgiildi. Sogurma ile A=E.b.c formiilii kullanilarak
hidrojellerden 6nce ve sonraki konsantrasyon belirlendi ve emme yiizdesi hesaplandi.
Hidrojellerin 28 °C, 37 °C ve 28 °C’den 50 °C’ye kademeli sicaklik artisi ile salinimi
incelenmistir. Salinim testi tek hiicre peltier aksesuar ile donatilmis Uv-Vis ile
gergeklestirilmistir. Hidrojellerin emdigi miktar % 100 kabul edilerek salinim ytizdesi
formiil iizerinden hesaplandi. Salinim % = (C1*100)/(M1-M2). Hidrojellerin sicakliga
bagli salinimui ile floresin sogurmasi artar floresin sogurmasina gore A=E.b.c formiilii
ile salinan floresinin konsantrasyonu belirlenir. C1 salinan floresinin konsantrasyonu,
M1 10° M floresinin molaritesi, M2 floresin ¢ozeltisinde hidrojelin sigsmesi

tamamlandiktan sonraki konsantrasyonu.
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3.12 Sql@F127 ve Cyl@F127 Bilesiklerinin Kapsiilasyonu

F127 (200 mg) igeren CH2Cl> (5 ml) ¢bzeltisi manyetik karistiric ile 30 dakika
karistirildi. Elde edilen karisim daha sonra ultrasonik banyo (Sonics and Materials
Inc.) kullanilarak 30 dakika siireyle sonikasyona tabi tutuldu. Sql/Cy1l (1 mg) igeren
CH2Cl; ¢ozeltisi (5 ml) 30 dakika karistirildi ve F127 igeren ¢ozeltiye eklendi. Daha
sonra karisim 2 saat karistirildi. Doner buharlastirici kullanilarak basing altinda ¢oziicii
uzaklastirildi. Son olarak 2 ml DI suyla homojen ¢ozelti elde edilene kadar

sonikasyona tabi tutuldu.
3.13 Sq1 ve Cyl1 Bilesiklerinin Kimyasal Tuzak ile Fotoduyarlastirici Testleri

Cyl1/Sql ile 1,3-difenilizobenzofuran (DPBF) ¢ozeltisi organik ¢oziicii ortaminda
hazirlandi (llina vd., 2019). Baslangigta kuvars kiivet igerisinde DPBF ve Sql1/Cyl
ayn1 optik yogunlukta (~ 0.1) sogurma O6l¢timii alindi. Daha sonra kirmizi 1sikla
isinlandi 440 nm'de DPBF'in sogurma spektrumlart farkli zaman araliklarinda
kaydedildi.

3.14 Sql1 FTT Aktivitesinin Belirlenmesi

1.5 mI’lik eppendorf tiipiinde Sq1 (1 mg / ml), (CH3)2SO: Su (1: 1) ¢ozeltisi, 15 dakika
boyunca 808 nm (NIR lazer, 1W/cmy, Tas lazer, Shenzhen) ile 1sinlandi. Gergek
zamanli termal goriintiileme kamerasi kullanilarak zamana bagh sicaklik artisi

slciildii,

Sql@F127 0.5 ml’lik eppendorf tiipiinde DI su igerisinde 808 nm NIR lazer ile 15
dakika 1sinlandi. Daha sonra FTT etkinliginin siirekliligini incelemek i¢in 15 dakika
1sinlamanin ardindan oda sicakligina soguma siiresi takip edildi ve bu dl¢timler bes
kez tekrar edildi. Gergek zamanl goriintiileme termal kamera kullanilarak sicaklik

yapildi.
3.15 Cy1 FTT Aktivitesinin Belirlenmesi

1.5 ml eppendorf tiipiinde Cyl (1 mg / ml), CH3CN: H20 (1: 1) ¢ozeltisi, 15 dakika
boyunca 808 nm NIR lazer ile isinlandi. Gergek zamanli termal goriintiileme kamerasi

kullanilarak zamana bagli sicaklik artis1 6lgiildii.
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Cyl@F127 0.5 ml eppendorf tiipiinde DI su igerisinde 808 nm NIR lazer ile 15 dakika
isinlandi. Daha sonra FTT etkinliginin siirekliligini incelemek icin 15 dakika
1sinlamanin ardindan oda sicaklifina soguma siiresi takip edildi ve bu dlgiimler bes
kez tekrar edildi. Gergek zamanli goriintiileme termal kamera kullanilarak sicaklik

yapild.
3.16 Sq@PNIPAAmM Kimyasal Test ile FDT Aktivitesinin Belirlenmesi

Suda siserek dengeye gelen hidrojel (50, 100, 150 mg) tuzak molekiil DPBF veya RNO
ile birlikte kuvars tiipe alind1 (Belali vd., 2017, 2018a; Kralji¢ ve Mohsni, 1978) DPBF
ve RNO tuzak molekiiliin optik yogunlugu sogurma spektrumu ile ol¢iildii. Cozelti

kirmizi 1g1k ile 1sinlandi. Hidrojelin ROT {iretme aktivitesi, tuzak molekiiliin sogurma

spektrumundaki (DPBF: 440 nm, RNO: 410 nm) degisikliklerle belirlendi.
3.17 Cyl@PNIPAAmM Kimyasal Test ile FDT Aktivitesinin Belirlenmesi

Suda siserek dengeye gelen hidrojel (50, 100, 150 mg) tuzak molekiil DCHF ¢ozeltisi
ile birlikte kuvars tiipe alindi. DCHF tuzak molekiilii i¢in floresans siddeti floresans
spektrumu ile olgtildii. Cozelti kirmizi 1s1k ile 1sinlandi. Hidrojelin ROT iiretme
aktivitesi, tuzak molekiiliin sogurma spektrumundaki (DPBF: 440 nm, RNO: 410 nm)
degisikliklerle belirlendi.

3.18 Hidrojellerin FTT Aktivitesinin Belirlenmesi

Hidrojeller eppendorf tiiplerine yerlestirildi ve 15 dakika boyunca 808 nm NIR lazer
ile 1gilandi. Hidrojellerin FTT etkinliginin stirekliligini incelemek i¢in 15 dakika
1s1inlamanin ardindan oda sicakligina soguma siireleri incelendi ve bu 6l¢iimler bes kez
tekrar edildi. Gergek zamanli goriintiileme termal kamera kullanilarak sicaklik
kaydedildi.

3.19 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre hazirlama islemleri laminar kabinde, steril ortamda literatiirde bilinen prosediir
kullanarak gerceklestirildi (Bonifacino vd., 2001). Calismada kanser hiicre hatt1 olarak
Hep2 (larinks karsinomu) kullanildi. Bu hiicre hattina 6zgii besiyeri i¢eren hiicre kiiltiir
kaplarinda 37 °C ve % 5 CO; ortaminda inkiibe edildi. Hiicreler, konfluentlikleri %
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70-80'e ulastiginda tripsin-EDTA ile tripsinizasyon islemleri yapilarak pasajlar
gerceklestirildi.  Analizlere bagli  olarak Dbelirlenen well platelere, uygun
konsantrasyonda hiicre ekimleri yapmak i¢in hiicreler tripsin mavisi ile boyand1 ve
thoma lami iizerinde alan sayimi yapildi. Hiicre sayiminda A x SF x 16 x 10.000
formiilii kullanildi. A: Bir orta boy karede sayilan hiicre adedi. SF: Seyreltme faktorti.
16: 16 adet orta boy kare oldugundan tiim kare sonucuna erismek i¢in kullanilan
carpan. 10.000: 0,1 mm3' deki sayim sonucunu 1 ml' deki sayiya doniistiirmek ve

standart sonug elde etmek i¢in kullanilan bir degismez.

320 Cyl@wF127 ve Sql@F127 Molekiilleri ile Hep2 Hiicre Hattinda

Biyogoriintiileme

Analizlere bagl olarak belirlenen 96 kuyulu well plate 25x107 konsantrasyonda hiicre
ekimleri yapildi ve hiicreler inkiibe edilerek islemlere hazir hale getirildi. Daha sonra
24 saat siireyle Cyl@F127 veya Sql@F127 ile inkiibe edildi. Floresans goriintiileri
Leica DM IL LED marka mikroskoptan elde edildi. PBS ile {i¢ kez yikanmistir daha
sonra DAPI'nin (¢ekirdek boyasi) ile Sql@F127 goriintiilenmesi i¢in, 620/60 nm dalga
boyunda uyarildi ve 650 nm'den 750 nm'ye kadar emisyon goriintiileri alindi (Beverina
ve Salice, 2010).

3.21 Cyl@F127 veya Sql@F127 bilesikleri ile Hep2 Hiicre Hattinda in Vitro
FDT Testleri

Hiicreler 96’lik kuyucuklu plakalara ekildi (1, 5, 10 ug/ul) logaritmik evreye
geldiklerinde belirlenen doz araliklarinda ve siirelerde Sq@F127/Cy@F127 ile inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri ortamdan alind1 ve kuyucuklara 200 pl taze
besiyeri eklendi iizerine 20 ul MTT (5 mg/ml) ¢dzeltisi eklenmistir. Ug saat 37 °C de
inkiibasyon sonunda besiyeri uzaklastirildi ve formazan kristallerinin ¢dziinmesi i¢in
200 pl dimetil siilfoksit (DMSO) eklendi. Plaka okuyucuda 490 nm’de absorbans
okunur ve yiizde canlilik hesaplandi. Hiicre canliligi Ry= ((A1—Ao) / (A2—Ao)) % 100 %
formiilii ile hesaplandi. Ry hiicre canlilig1, Ao bos kontrol grubunun sogurmasi, Az
deneysel grubun sogurmasi, Az kontrol grubunun sogurmasi (Ramaiah vd., 1997;
Ajayaghosh, 2005; Babu vd., 2017).
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3.22 Sq1@PNIPAAm ve Cyl@PNIPAAm Hidrojellerinin L1929 Hiicre Hattinda
Sitotoksisite Testi

Hidrojeller sterilize edilmek i¢in % 75 etanol ¢ozeltisinde daldirildi. Hidrojelde kalan
etanol uzaklastirmak i¢in Dulbecco Modifiye Eagle (DMEM) ortamina eklendi ve bir
gece bekletildi. (Agostinis vd., 2011; Belali vd., 2017; Li vd., 2020) 96 kuyulu
plakalara DMEM (% 10 FBS ve % 1 penisilin / streptomisin i¢eren) 100 pl
eklenecektir ve her kuyu basina 25x102 hiicresi kiiltiire edilecek 37°C ve % 5 CO>
ortaminda inkiibe edildi. Ertesi giin hiicreler PBS ile yikandiktan sonra DMEM
igerisinde strerilize edilmis hidrojeller kuyu basina (20,40 ve 60 mg) eklendi ve 24 saat
inkiibe edildi. Hiicre canliligini incelemek i¢in MTT deneyi kullanildi. Kuyulara 11
pl (15 mg/ml) MTT eklendi 3 saat inkiibe edildi daha sonra DMEM uzaklastirildi.
Formazan kristalleri ¢ozmek i¢in 100 ul DMSO eklenir ve mikroplaka okuyucusunda
sogurmast 490 veya 570 nm'de olgiildii. Hiicre canliliginin yiizdelik degerinin
hesaplanmasi i¢in Rv= ((A1—Ao) / (A2—Ao)) x 100 % kullanildi. Ry hiicre canliligi, Ao
blank kontrol grubunun sogurmasi, Ai deneysel grubun sogurmasi, Az kontrol

grubunun sogurmasi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda yakin kizil 6tesi bolgelerde sogurma ve emisyon yapabilen
fotoduyarlastiric1 ajanlarin tasarimi ve sentezi hedeflenmistir. Sentezlenen hidrojelin
ROT iiretme ve hipertermi olusturma kabiliyeti incelenmistir. Klinikte ve literatiirde
FDT ve FTT de kullanilan bir¢cok ajan mevcuttur. FDT de kullanilan ajanlarin;
fototoksisite, fizyolojik kosullarda topaklanma ve topaklanma sebebiyle aktivite kaybi
ve toksisite, tedaviden sonra 1518a hassasiyet gibi bir¢ok dezavantaji vardir. FTT de
klinikte kullanilan ajanlar heniiz mevcut degildir fakat literatiirde en ¢ok agir
metallerle nanopartikiil esasl ajanlar iizerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Agir metaller

uzun siireli kullanimda birikir ve viicuttan atilmalar1 zor oldugu i¢in toksisite olusturur.

4.1 Hedef Bilesiginin Sq1 Yapisinin Sentezi

Hedeflenen Sql {i¢ asamada sentezlenmistir. Bu amacla 6nce polimerizasyonda ¢apraz
bag gorevi gorecek alken iinitesi baglanmistir ve 38 spektroskopik yontemlerle
karakterize edilmistir. Daha sonra iyodometan ile azot iinitesi metillenmistir ve 39 elde
edilmistir. Son asamada ise skuarik asit ile azeotropik ¢oziicii altinda dean stark

kullanilarak skuarin boyas1 Sq1 elde edilmistir.

\,H\)O\
X
>~

S 37 0 S
- LS
HO N N (CH,CH,); CH,Cl,, >0 N

0°C-25°C, Ar
36 38

Sekil 4.1. Bilesik 38 molekiiler yapisi.

Alken uglu indol 38 *H NMR spektrumu Sekil 4.2 incelendiginde, aromatik halkada
bulunan protonlar, alken ucunda ki protonlar ve karbon zincirinde bulunan protonlar
sirastyla 7.76, 7.64, 7.09-7.06, 5.82,4.97, 491, 1.27 ppm’de sinyal verdigi not

edilmistir.
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Sekil 4.2. Indoliin 38 *H NMR spektrumu (CDCl3 600 MHz).

Ayn1 zamanda bilesik 38 3C NMR spektrumu (Sekil 4.3) ile yapiya ait karbon
sinyalleri (172.28, 168.89, 153.86, 149.26, 139.00, 132.66, 121.53, 119.14, 115.18,
114.16, 53.67, 35.19, 34.50, 33.76, 29.19, 29.09, 24.88, 24.16, 20.09) yapiy1
desteklemektedir. indoliin 38 hesaplanan M*: 331,16 degeri ile LC-MS (m/z) dl¢iilen
M*: 331,84 (Sekil 4.4) degeri yapiy1 dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.3. indoliin 38 3C NMR spektrumu (CDCl3, 151 MHz).

RSA20 #111-149 RT: 100-134 AV: 39 NL: 262€8 @
T. + CESI Q1MS [50.000-1100.000]
it 33184
+o S
M*: 331.84 0 >—
80 / W\O N
704
0 o,
H m/z: 331.16 (100.0%)
5 404
&
303
203
bt A 23995 35382
4 7406 10198 16579 19500 | 26596 297.06 | 138180 42291 450,90 49683  549.06 56391 63109 68503 74694 79820 83224 _ 88488 92419 98233 104455 1074.34
T A T T T T T T T T T T T )
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 850 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100
mz

Sekil 4.4. indoliin 38 LC-MS kiitle spektrumu.

Ikinci basamakta (Sekil 4.5) iyodometan kullanilarak literatiirde bilinen bir yéntemle

geri sogutucu altinda azot metillenmistir.

0 S CH.I 0 /@:S
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9

Sekil 4.5. Bilesik 39 molekiiler yapisi.
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Metilli indoliin *H NMR spektrumu Sekil 4.6°da 3.39 ppm’de metil protonunun
(CHy) sinyali gozlenmistir.
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NN A A 000000

n ?
N2 el i S B VoSS S

I | J/ffj//

8
8
8
8
8
8
8
8
8
0
0
9
9
3
3.4

83
83

A
39
llil i 1
¢ T P g

85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0
f1 (ppm)

Sekil 4.6. Indoliin 39 *H NMR spektrumu (CDCl3 600 MHz).

13C NMR spektrumu Sekil 4.7°de doymus karbon olan metil karbonu 38.44 ppm’de
gozlenmistir. Ayn1 zamanda indoliin hesaplanan M*: 346,18 degeri ile LC-MS (m/z)
olgiilen M™: 345,90 degeri (Sekil 4.8) yapiy1 dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.7. Indoliin 39 2*C NMR spektrumu (CDCls, 151 MHz).
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Sekil 4.8. Indoliin 39 LC-MS kiitle spektrumu.

Son basamakta Dean Stark tuzaginda azeotropik ¢oziicli karisimi ve skuarik asit 117

°C’de kaynatilarak skuarin boyasi sentezlenmistir (Sekil 4.9).

S
S . . 3
W/‘Ok /@ ) Squaric ac1d,C4I;190H:C6H6, Vﬁ.)o\ gﬁ% o
+ Dean Stark, 117°C, 12h, 27% S (0) \ S
o N . . 12h, / ﬂ \ Y
7 \ 7 o) _—
. N OW
1
39 Sq1

Sekil 4.9. Bilesik Sq1 molekiiler yapisi.

Skuarin boyasindadi gelen dértlii halkaya bagh proton *H NMR spektrumu Sekil
4.10°da 5.91 ppm’de gozlemlenmistir ve yapiy1 dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.10. Bilesik Sq1 *H NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz).

13C NMR spektrumu Sekil 4.11°de doymamus karbon olan dértlii halkaya ait karbon
86.39 ppm’de gozlenmistir. Ayn1 zamanda skuarin boyasinin hesaplanan degeri
M*:768.33 ile LC-MS (m/z) dlgiilen degeri [M+H20]":787.12, [M+CH3sOH]*:801.3
(Sekil 4.12) yapiy1 dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.11. Bilesik Sq1 2*C NMR spektrumu (CDCls, 151 MHz).
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Sekil 4.12. Bilesik Sq1 MALDI/TOF-MS kiitle spektrumu.

Hedef yap1 Sql’in fotofiziksel karakterizsyonu yapilmistir. SQl’in sogurma,

emisyonu, potansiyel FDT ve FTT etkinligi incelenmistir. SQ1 organik ¢oziici
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igerisinde sogurmasi Amax 670 nm iken emisyonunun Amax 680 nm oldugu ve sogurma-

emisyon yapabildigi Sekil 4.13’de gosterilmistir.

a) b)
0.8 3250
~ ] s, ]
5 = 200+
30.6-. °
o 3 1504
S0.44 (73 ;
5 2 100-
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<« 0.2+ g 50
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0.c | L b ] . b L] w - L] - v - 0 T L] L]
550 600 650 700 750 650 700 750 800
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Sekil 4.13. Sq1’in sogurma ve emisyon spektrumu. a) Sg1’in (1,6x10° M, Amax
660nm, CH3OH) sogurma spektrumu b) Sg1’in (3,3x10® M, Amax 675nm,
CH30OH) emisyon spektrumu.

Sgl’in ROT fiiretme etkinligi organik c¢oziicii icerisinde DPBF tuzak molekiilii
kullanilarak incelenmistir (Sekil 4.14). Sq1’in kirmizi 1s1k ile 16 dakika 1sinlanmasi
sonucunda DPBF’in sogurmasinin azaldigi goriilmiistiir. Bu sonu¢ ortamda ROT

tiretildigini kanitlar niteliktedir.

a) b)
0.3 0.24
F e 5 0.22-
< 0.2+ cs 7
g 2 g 0207
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o £ 5 0.18-
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300 400 500 600 700 800 900 0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Sekil 4.14. Sql'in tetrahidrofuran igerisinde kirmiz1 151k ile uyarilma siiresince DPBF
sogurmasinda meydana gelen degisimler. a) (Sq1 1,33x10° M, Amax 675
nm, DPBF 6,6x10 ® M Amax 410 nm); b) DPBF sogurmasinin azalma
grafigi.

Sql’in PTT etkinligini incelemek igin (CH3)20S: H20 karisiminda hazirlanan stok

¢ozelti, 808 nm lazer ile aktiflestirildiginde ortam sicakhigmin 45 °C’ ye kadar

yiikseldigi tespit edilmistir. Buna karsilik Sgql olmadan sadece (CHz).0S: H20

karisiminda 808 nm lazerle 28 °C sicakliga ¢iktigi gézlenmistir (Sekil 4.15). Ortam
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sicakligiin 45 °C ye ¢ikmasi Sq1’in PTT’de kullanilabilecek potansiyel bir ajan

oldugunu gostermektedir.

a) b)
50
= 45.0 °C  SFLIR
454 I(CH3)208IH20 |
3
]
~ 40-
x
3 351
®
304
25 . .
0 5 10 15

Zaman / dk.

Sekil 4.15. Sgl hipertermi etkinligi. a) 808 nm lazer ile 15 dakika 1ginlama sonrasi

sicaklik degisimi. ® Sq1 1,3 uM, 1: 1 (CHz3)20S:H20, m (CH3)20S:H-0.
b) Es zamanli termal goriintiisii.

Hedef yap1 Sql uzun karbon zincirlerinden dolay1 fizyolojik kosullarda ¢oziiniir
degildir. Bu sebeple topaklanma ve aktivite kaybma ugramaktadir. Fizyolojik
kosullarda Sg1’in incelenmesi i¢in F127 ile kapsiilleme yontemi kullanilarak

fizyolojik kosullarda ¢oziiniir hale getirilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Hedef yap1 Sq1’in F127 ile kapsiilasyonu: Sq1@F127.

SQl@F127 yapisimi karakterize etmek i¢cin TEM analizi yapilmistir. SQ1@F127
nanopartikiiliiniin yaklasik 50 nm boyutunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Sq1@F127 TEM goriintiisii.

SqQ1@F127°nin sogurma ve emisyon (Amax) spektrumlarinin fizyolojik kosullarda
degisip degismedigi incelenmistir. Sogurma Amax 690 nm, emisyon Amax 700 nm

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. SqQ1@F127 sogurma (S0l Amax 675 Nm) ve emisyon (sagda Amax 690nm)
spektrumlari. (Sql 2,2 x10° M, F127 % 66 w/v, HEPES 0,01 M ve % 10
TritonX ¢ozeltisi).

Sgl@F127’nin su igerisinde FTT etkinligi incelendiginde ((CH3)20S: H20 ortamina
gore) daha iyi FTT yaptigim 57 °C’ ye kadar ortam sicakligini arttirdigi
gozlemlenmistir. Sekil 4.18a’da gosterildigi gibi SQl’in F127 ile suda ¢oziniir

olabilmesi sayesinde hipertermi aktivitesi artmistir. FTT de ajanin 151k ile en yiiksek
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sicakliga ulasma hizi ve 1simnlanma sona erdiginde ortam sicakligina déonme stiresi
tedavide onemli bir etkendir. Tedavi sonrasinda yan etkinin az olmasi i¢in 151k
kapatildiginda hizla sogumasi gerekmektedir ve tedavi siirekliligi olmasi i¢in tedavi
tekrar edilebilir olmas1 gerekir. Bu sebeple SQ1@F127’in 808 nm lazer ile hipertermi
aktivitesi ve 1ginlanma sona erdiginde ortam sicakligina donme hizi incelenmis ve bu
islem bes kez tekrar edilmistir. Bes tekrarda FTT etkinliginin azalmadigi kisa zamanda

oda sicakligina diistiigii Sekil 4.18b’de gosterilmistir.

a) b)
70 60
* Sq1
O 604® Sq1@F127
o @ (CH3),0S:H,0 £ 509
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'E 50 x
-;_‘B % 40
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Zaman / dk. Zaman / dk.

Sekil 4.19. Sql farkli ortamda hipertermi etkinligi. a) Sq1 808 nm lazer ile 15 dakika
1sinlama ile sicakliginin degisimi. ¥ Sql 1,3 uM, 1: 1 DMSO: H20, e
DMSO: H-0, m Sq1@F127 (Sql 3.5x 10* M, F127 suda % 66 w / v), ¢
F127 % 66 w /v suda. b) 808 nm lazer is1masinin termal dongiisii tizerinde

SQ1@F127"in sicaklik yiikselmesi. (Sql 3,5x 10* M, F127 % 66 w / v
suda).

Sq1@F127'nin HEPES ortaminda emisyonu incelendiginde etkin floresans igima
yaptig1 gézlemlenmistir. Bu analiz dogrultusunda SQ1@F127’in in vitro ortamda Hep-

2 hiicre hattinda floresasns goriintiilleme yetenegi incelenmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. 24 saat siireyle inkiibasyonundan sonra Hep-2 hiicrelerinin floresan
goriintiileri. a) mavi renkli DAPI ile boyanmis hiicre hiicre ¢ekirdekleri;
b) SqQ1@F127 boyali hiicre goriintiileri. c) DAPI ve SQ1@F127 boyali

hiicre goriintiileri.
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Sg1’in organik ortamda ROT firettigi Sekil 4.14 ‘de belirtilmisti. Daha sonra in vitro
ortamda ROT iireterek kanser hiicreleri iizerinde etkileri incelendi (Sekil 4.21).
Sgl@F127 1, 5 ve 10 pg/ul konsantrasyonlarinda inkiibe edilen Hep-2 hiicreleri 30
dakika kirmizi 1s1k ile uyarildi. Daha sonra FDT aktivitesi MTT yontemi kullanilarak

incelendi. Sonug olarak 10 pg/ul konsantrasyonunda % 80 hiicre 6liimi gergeklestigi
belirlendi.
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Sekil 4.21. SqQ1@F127’in in vitro FDT aktivitesi. a) Hep-2 hiicre hattnda hiicre

canliligimin bar grafigi. b) SqQ1@F127 ile in vitro FDT aktivitesinin IC50
grafigi.
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4.1.1 Sql ile PNIPAAmM hidrojeli sentezi: SQ1@PNIPAAM

Skuarin boyasinin bir¢ok avantaji oldugu gibi dezavantajlar1 da mevcuttur. Skuarin
boyalar1 fizyolojik kosullarda topaklanma egilimindedir ve bu sebeple aktivite kaybi
ayn1 zamanda 1s1ksiz toksisite gostermektedir. Bu dezavantajlarin 6niine gegmek icin
skuarin hidrojel ag yapisina entegre edilir. Bu sayede skuarin boyasi kovalent baglarla
monomer ile birleserek tedavide topaklanma gergeklesmeyecegi i¢in aktivite kaybina
ve 151ks1z ortamda toksisiteye sebep olmayacagi ongdriilmektedir. Monomer olarak
NIPAAM monomeri kullanilmistir. PNIPAAM LCST 6zelligine sahip oldugundan
dolay1 viicut sicakliginda biiziisme 6zelligi gosteren bir maddedir ve bu sayede ilag
tastyict olarak kullanimi oldukga yaygindir (Lanzalaco ve Armelin, 2017). Sql ve
NIPAAm’i termal polimer baslatici olan AIBN ile bir araya getirerek hidrojel sentezi
gerceklestirilmistir (Sekil 4.22).

e

AIBN, ACN, 55 °C, 24h

Sq1@PNIPAAm

Sekil 4.22. SQL@PNIPAAM’1n molekiiler yapisi.

Bilindigi tlizere hidrojellerin en biiylik avantajlar1 ve bilinen en belirgin 6zellikleri
yapilarinda su tutma kabiliyetleridir. Sentezlenen SQ1@PNIPAAM hidrojelini dort
giin belirli araliklarda suyunu degistirerek kiitle degisimi incelenmistir. Hidrojelin ilk
agirhginin yaklasik on {i¢ kati kadar sistigi gézlemlenmistir (Sekil 4.23). Kontrol
grubu olarak literatiirde var olan MBA capraz baglayicis1 kullanilarak bilinen bir
hidrojel sentezlendi ve kiitle degisimi incelenmistir. Sonuclar dogrultusunda

SqQ1@PNIPAAmM hidrojelinin yapisinda bulundurdugu uzun zincirli Sq1 boyasi
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sayesinde on li¢ kata kadar sisme yetenegi gosterirken MBA@PNIPAAmM hidrojeli
yaklagik sekiz kat sisme yetenegi gostermistir. Sq1’e oranla 1/10 mg MBA kullanilmis
olmasina ragmen MBA yapisinin Sq1’e kiyasla daha kisa ve kii¢iik olmas1 sebebiyle

MBA@PNIPAAmM hidrojelinin sisme yetenegi daha azdir.

a) b)
14 9
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2
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Zaman (saat) Zaman (saat)

Sekil 4.23. Hidrojellerin su tutma kabiliyeti. a) SQL@PNIPAAmM hidrojelinin suda

sisme siiresine karsi cizilen nispi agirlik grafigi (sisme orani= Myel). b)

MBA@pNIPAAmM hidrojelinin suda sisme siiresine karsi gizilen nispi

agirlik grafigi (sisme orani= Mel).

SgL@PNIPAAM hidrojelinin yapisini karakterize etmek i¢cin SEM analizi yapildi.
Literatirde bilinen MBA@PNIPAAM hidrojelinin SEM  gérintiisii  ile
karsilastirildiginda SQ1@PNIPAAM yapisinin  tamamen degistigini bal petegi
goriinlimiiniin kayboldugu gozlemlendi (Sekil 4.24). Yapilan analiz Sq1 gibi uzun

zincirli bir ¢apraz baglayici ile hidrojel yapisinin degistigini gostermektedir.

Sekil 4.24. Hidrojellerin SEM goriintiisii. a) SQL@PNIPAAmM hidrojelinin SEM
goriintiisii. b) MBA@pNIPAAM hidrojelinin SEM goriintiisii (Sagdan
sola: 10000x, 500x, 100x).
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Sql (CH3)20S: H20 ¢ozeltisinde ortam sicakligini 45 °C’ ye arttirdign Sekil 4.19°da
belirtilmisti. SQ1 sulu ¢ozelti icerisinde zamanla ¢okmesi aktivite kaybina sebep
olmaktadir. Sq1, F127 ile kapsiilasyonuyla fizyolojik kosullarda ¢6ziiniir hale gelerek
ortam sicakligini 50-54 °C’ ye kadar arttirdigi Sekil 4.18°de belirtilmistir. Sql’in
capraz baglayici olarak kovalent baglandiginda potansiyel FTT yetenegini kaybedip
kaybetmedigi incelendiginde SQL@PNIPAAM’in ortam sicakligimi 55 °C’ ye
yukselttigi ve hipertermi olusturma yetenegini kaybetmedigi gézlemlenmistir (Sekil
4.25). Skuarin boyas1 hidrojele fiziksel adsorbe edildiginde sicakligi 45 °C’ye ¢iktig1
gbzlemlendi fakat NIPAAm sicaklik arttiginda biiziistiigii i¢in i¢inde ki boya ortama
salind1 ve suda ¢oziinmedigi igin topaklandi ve aktivite kayb1 yasayarak diisiik etki
gosterdi. Bu sonuclar capraz bagli hidrojel tasarimi ile gelistirilen yontemin son derece
etkili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.25. Hidrojellerin hipertermi etkinligi. a) Hidrojellerin 808 nm lazer ile
sicakligindaki degisim. ¢ MBA@pNIPAAM, A Sql@PNIPAAM =
Sql ile fiziksel adsorbe MBA@pNIPAAM; b) Sq1@PNIPAAM 808 nm
lazer ile uyarilarak termal dongiisii iizerinden sicaklik yiikselmesi.

SqQ1@PNIPAAM hidrojeli ayn1 zamanda Sql sayesinde ROT iiretme yetenegine
sahiptir.  FDT etkinligi ROT tuzak molekiilii kullanilarak test edilmistir.
SqL@PNIPAAM su ¢ozeltisinde kirmizi 1s1k ile ROT iiretme kabiliyeti DPBF tuzak
molekiilii ile incelendiginde zamanla DBPF sogurmasinin azalmasi ortamda ROT

tretildigini kanitlar niteliktedir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. SQL@PNIPAAM ROT iiretme etkinligi. @) SQL@PNIPAAM kirmizi 1g1k
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altinda ROT iiretmesi ile DBPF sogurmasinin azalma spektrumu (DPBF
6,6 10° M, Amax 440nm). b) DPBF sogurmasinin azalmasinin ¢izgi

grafigi.

Sq1@PNIPAAM’nin ROT iiretme kabiliyeti capraz kontrol saglamak i¢in RNO tuzak

molekiilii ile incelendi. Kirmizi 1s1k ile uyarilan SQ1@PNIPAAmM zamanla ROT

tireterek RNO sogurmasinda azalma olusturdugu gozlendi (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. SQ1@PNIPAAM ROT iiretme etkinligi. a) SQ1@PNIPAAM kirmizi 151k
altinda ROT {iretmesi ile RNO sogurmasinin azalma spektrumu (RNO 4,5
x107 M, Amax 410 nm, imidazol 6.4x 102 M). b) RNO sogurmasinin

azalmasinin ¢izgi grafigi.

Sql@PNIPAAmM hidrojeli NIPAAm monomeri sayesinde belli bir sicaklikta biiziisme
yetenegine sahiptir. SQL@PNIPAAmM LCST degeri DSC analizi ile 33 °C oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.28a). Sicakliga baglh biiziisme yetenegini incelemek icin su

¢ozeltisi icerisinde, oda sicakligindan iki derece artislara 58 °C’ye kadar hidrojelin

kiitle degisikligi incelediginde viicut sicakligi olan 35-37 °C’de % 50 biiziistirken 48-

50 °C’de tamamen biiziistigli gézlemlendi (Sekil 4.28b). SQL@PNIPAAmM’in FTT

yetenegi ile biliziisme yetenegi incelendi. Suda dengeye gelmis hidrojel 808 nm lazer
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ile 1sinlandiginda ortam sicakligi 56 °C’ye yiikselirken hidrojelin biiziistigii
gozlenlenmistir (Sekil 4.28d). Bu sayede viicut sicakligi ve FTT ile kontrol edilebilir

ilag tastyici sistemler gelistirmek miimkiindiir.
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Sekil 4.28. Sq@pNIPAAmM hidrojelinin  sicakliga baglh kiitle degisimi. a)
Sq@pNIPAAmM hidrojelinin  DSC analizi. b) Sq@pNIPAAM
hidrojelinin su ¢ozeltisinde sicakliga kiitle degisim grafigi. c)
Sqg@pNIPAAmM hidrojelinin 808 nm lazer ile sicaklik artigina bagl
kiitle degisimi. d) SQ@pNIPAAM hidrojelinin yiiksek sicaklikta kiitle
degisiminin gorseli.

SqL@PNIPAAmM hidrojelinin NIPAAm monomerinin LCST 6zelligi sayesinde

blizlistigi Sekil 4.27°de gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda SqQ1@PNIPAAM

hidrojeline floresin sodyum tuzu emdirilmistir. Floresin emdirilen hidrojel 28 °C, 37

°C ve oda sicakligindan 50 °C’ye kademeli sicaklik arttirilarak floresin salinimi

incelenmigtir (Sekil 4.29). Sicaklik arttikga floresin salinim oraninin arttigi

gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda hidrojelin potansiyel ilag tasiyici

bir ajan olabilecegi ongoriilmektedir.
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Sekil 4.29. SQ1@PNIPAAM hidrojelinin fléresin tuzu salinim grafigi.

Sq1@PNIPAAmM hidrojelinin NIPAAm monomeri biyouyumlu bir monomer oldugu
bilinmektedir. Bu bilgi dogrultusunda 1929 saglikli hiicre hattinda SQ1@PNIPAAmM
hidrojelinin sitotoksisitesi incelenmistir. Farkli miktardaki hidrojellerin MTT yontemi
ile hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi incelenmistir. SQ1@PNIPAAmM hidrojelinin L929
sagliklr hiicre hattinda toksik bir etki gostermedigi saptanmistir. Yapilan incelemeler
dogrultusunda Sekil 4.30°de gosterildigi gibi hidrojelin toksik bir etkisinin olmadig:

ve biyouyumlu oldugu 6ngoriilmektedir.
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Sekil 4.30. SQL@PNIPAAM hidrojelinin 1929 saglikli hiicre hattinda sitotoksisite
testi.
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4.2 Hedef Yap1 Cy1’in Sentezi

Hedef yap1 Cyl NIR bélgede sogurma ve emisyon yapabilen heptametin siyanin
boyasi tasarlanip sentezlenmisti. Cyl ii¢ asamada sentezlenmistir. Poli metil
kopriisiinde bulunan aldehit 40 literatiirde bilinen yontemler ile sentezlenmistir
(Reynolds ve Drexhage, 1977). Dean Stark tuzaginda azeotropik ¢oziicli karigimi, 40
ve 39 115 °C’de kaynatilarak hedef molekiil Cy1 elde edilmistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Hedef yap1 Cy1’in molekiiler yapisi.

Hedef molekiil Cy1’in aldehit yapisina bagli protonun *H NMR spektrumu Sekil
4.32’de 6.39 ve 7.09 ppm’de gozlemlenmistir.
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Sekil 4.32. Cy1’in *H NMR spektrumu (CDCl3, 151 MHz).

Ayni zamanda Cy1 3C NMR spektrumu (Sekil 4.33) ile yapiya ait karbon sinyalleri
(172.04, 164.20, 151.21, 142.90, 142.86, 142.19, 142.12, 139.12, 127.00, 126.47,
123.73, 122.55, 122.50, 119.11, 118.44, 114.22, 106.65, 34.29, 33.79, 29.70, 29.31,
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29.25, 29.11, 29.07, 28.89, 24.78 ) yapiy1 desteklemektedir. Cy1’in hesaplanan kiitle
degeri M™:827,37 ile LC-MS spektrumundaki olgiilen (m/z) M™: 825,97 degeri yapiyi
dogrulamaktadir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.33. Cy1’in *C NMR spektrumu (CDCls, 151 MHz).
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Sekil 4.34. Cy1’in LC-MS Kkiitle spektrumu.

Hedef yap1 Cyl molekiiliiniin fotofiziksel 6zellikleri karakterize etmek i¢in organik
¢oziicii igerisinde sogurma ve emisyon kabiliyeti incelenmistir. Cyl sogurmasinin
Amax= 814 nm, emisyonunun ise Amax= 825 nm oldugu Sekil 4.35’de gosterilmektedir.

Cyl’in fototerapotik pencerede ve NIR bodlgede sogurma yaptigini kanitlar
niteliktedir.
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Sekil 4.35. Cy1 sogurma ve emisyon spektrumu. a) Cy1 (5 x 10° M, MeOH, Amax=
814 nm) sogurma spektrumu, b) Cy1 (8,33 x 10° M, MeOH, Amax= 825
nm) emisyon spektrumu.

Cy1 hedef yapisinin kirmizi 151k ile ROT iiretme kabiliyeti DPBF tuzak molekiili
kullanilarak incelenmistir (Sekil 4.36). Ortamda olusan ROT DPBF’in molekiiler

yapisini bozar ve sogurmasi zamanla azalir.
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Sekil 4.36. Cy1’in ROT iiretme etkinligi. a) Cy1’in tetrahidrofuran igerisinde kirmizi
151k ile uyarilma siiresince DPBF sogurmasinda meydana gelen degisimler
(Cy1’in 6,66 x10° M, Amax 810 nm, DPBF 3,33 x10® M Amax 410 nm). b)
DPBF sogurmasinin azalma grafigi

Cy1 molekiilii ayn1 anda hem FTT hem FDT yapabilen ikili terapi ajan1 olabilecegi
ongoriilmektedir. Bu sebeple hipertermi etkinligi CH3CN: H20 ortaminda 808 nm
lazer ile incelenmistir (Sekil 4.37). Sonu¢ olarak ortam sicakhiginin 54 °C’ ye

yiikseldigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4.37. Cy1’in hipertermi etkinligi. @) Cy1’in 808 nm lazer ile termal etkinliginin
parabol grafigi. b) Es zamanli termal goriintiisii.

Cy1 fizyolojik kosullarda topaklanma egiliminde oldugu i¢in F127 ile kapsiillenmistir
(Sekil 4.38). F127 poloksameri amfifilik oldugu i¢in hidrofobik bdlge Cy1’in etrafim

sararken hidrofilik uglar1 ise suda ¢6ziiniir olmasini saglar.
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Sekil 4.38. Cy1’in F127 ile kapsiilasyonu; Cyl1@F127.

Cyl@F127°nin boyutunu karakterize ekmek i¢in TEM analizi yapilmistir. Boyutunun

yaklasik 50 nm olmasi1 nanopartikiil halinde oldugunu gostermektedir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39. CY@NIPAAmM TEM goriintiisii.

Cyl@F127’nin HEPES ortaminda sogurma ve emisyon kabiliyeti incelenmistir.
Cyl@F127’in Amax 824 nm sogurma ve Amax 826 nm emisyon yapabildigi ve NIR
bolge igerisinde oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. Cyl@F127 sogurma ve emisyon spektrumu. a) Cyl@F127 (4,04x10°
M, Amax 824 nm) bilesiklerinin UV-Vis sogurma b) Cyl (4,04x10°
M, Amax 826 nm) emisyon spektrumlari incelenmistir. (HEPES 0,01 M
ve % 10 TritonX ¢ozeltisi).
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Cyl@F127’nin hipertermi etkinligi incelenmistir. Su ¢ozeltisinde 808 nm lazer
isinlanmasiyla ortam sicakligini 55 °C’ye yiikselttigi gozlemlenmistir (Sekil 4.41a).
Cyl@F127’in 808 nm lazerle 1s1k varhiginda kisa zamanda ortam sicakligini
yukselttigi ve 151k kesildiginde oda sicaklifina diisme hizi ve bu bes kez tekrar
edildiginde etkinlik kaybina ugramadig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.41b). Kontrol grubu
Cy1 olmadan CH3CN: H20 ve F127: H,O ¢ozeltisinin 808 nm lazer ile hipertermi
olusturmadig1r gozlemlenmistir bu Cyl’in hipertermi olusturdugunu kanitlar

niteliktedir.
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Sekil 4.41. Cyl’in farkli ortamda hipertermi etkinligi. a) 808 nm lazer ile
sicakligindaki degisim. m Cyl@F127, ¥ Cyl ACN: Su ¢ F127, A
ACN: Su. b) Cyl@F127 808 nm lazer ile termal dongiisii.

Cyl@F127 organik c¢oziicii ortaminda ve HEPES ortaminda giiglii emisyon
sergiledigi belirtilmisti. Bu sebeple in vitro ortamda floresans hiicre goriintiileri
incelendi. Hep-2 hiicre hattt DAPI ile Cyl@F127 ile boyandi ve hiicre goriintiileri
birlestirildi. Cyl@F127’in kanser hiicresinde NIR bolgede etkin goriintiileme
yapabildigi gozlemlenmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42. 24 saat siireyle inkiibasyondan sonra Hep-2 hiicrelerinin floresan
gortintiileri. a) Cyl@F127 inkiibasyonundan sonra Hep-2 hiicrelerinin
floresan gorintileri. b) mavi renkli DAPI ile boyanmis hiicre
cekirdekleri. c¢) DAPI ve Cyl@F127 floresans gorlintiilerinin
birlestirilmesi.

Cyl@F127’in in vitro ROT tiretme kabiliyeti Hep-2 kanser hiicre hattinda MTT
yontemi kullanilarak belirlenmistir (Sekil 4.43). Cyl@F127 kirmizi 1s1k ile
uyarildiginda 10 pg/ul konsantrasyonunda % 70 hiicre oliimiinii sagladigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.43. Cyl@F127’in in vitro FDT aktivitesi. a) Hep-2 hiicrelerinin Cyl@F127
ile in vitro FDT aktivitesi. b) Cyl@F127 ile in vitro FDT aktivitesinin
IC50 grafigi.

Yapilan incelemeler sonucu Cyl boyasmin NIR bélgede sogurma ve emisyon
yapabildigi. Farkli 11k ile uyarildiginda FDT ve FTT yapabildigi belirlenmistir. Bu
sayede kontrol edilebilir alternatif ikili terapi ajani olabilecegi Ongoriilmektedir.
llerleyen calismalarda Cyl, kovalent bag ile hidrojele entegre edilerek terapotik
hidrojel sentezi gergeklestirilmesi ve gerekli karakterizasyonlarin yapilmasi

hedeflenmektedir.
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4.2.1 Cyl ile PNIPAAmM hidrojeli sentezi: Cyl@PNIPAAM

Siyanin boyasi terapi c¢alismalarinda birgok avantaja sahiptir. Siyanin boyasinin
birtakim dezavantajlar1 sebebiyle terapi caligmalarinda dezavantaj olusmaktadir.
Siyanin boyalar1 fizyolojik kosullarda topaklanma egilimindedir ve bu sebeple aktivite
kayb1 ayn1 zamanda 151ks1z toksisite gostermektedir. Bu dezavantajlarin 6niine gegmek
icin NIPAAm gibi biyouyumlu bir monomer ile bir araya getirilerek topaklanma ve
toksisitesinin dniine gegmek hedeflenmektedir. Siyanin boyasini hidrojel ag yapisina
capraz baglayici olarak entegre edilir (Sekil 4.44). Bu sayede siyanin boyasi kovalent
baglarla hidrojele entegre edildigi i¢in hidrojelden sizma yapmaz ve tek basina
gosterdigi dezavantajlarin Oniine gegilmis olur. Monomer olarak NIPA Am secilmistir.
NIPAAm monomeri literatiirde biyouyumlulugu kanitlanmistir ve ayn1 zamanda viicut
sicakliginda biiziisme 6zelligi gosteren bir monomerdir ve bu sayede ilag¢ tasiyici

olarak kullanimi olduk¢a yaygindir.
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Sekil 4.44. Cyl@PNIPAAM’1n molekiiler yapisi.

Cyl@PNIPAAmM hidrojelinin su tutma kabiliyeti incelenmistir. Belirli araliklarla
suyu degistirilir ve tartim yapilir. Yapilan 6lgiimler sonucunda Cyl@PNIPAAM
hidrojelinin 17 kat sistigi gozlemlenmistir (Sekil 4.45). Literatiirde bilinen ve kontrol
grubu olan MBA@PNIPAAmM hidrojel ile karsilastirildiginda yaklasik 10 kat daha
fazla sistigi gozlemlenmistir. Cyl@PNIPAAmM hidrojelinin ag yapisinda ki ¢apraz

baglayicinin uzun zincirleri sayesinde sigsme katsayisinin arttigi ongoriilmektedir.
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Sekil 4.45. Cyl@PNIPAAmM hidrojelinin suda sisme siiresine karsi ¢izilen nispi
agirhik grafigi (sisme orani= Mei). b) MBA@pNIPAAmM hidrojelinin
suda sigme siiresine kars1 ¢izilen nispi agirlik grafigi (sisme orani= Myer).

Cyl@PNIPAAmM hidrojelinin morfolojik yapisini karakterize etmek icin SEM analizi
yapilmustir. Sigmesini tamamyalan hidrojel liyofilizator ile kurutulmustur ve daha
sonra siv1 azottan gecirilerek SEM goriintiisii elde edilmistir (Sekil 4.46). Yapilan
analiz sonucunda kontrol grubu olan MBA@PNIPAAmM hidrojeline gore bal petegi
goriinlimiiniin kayboldugu daha diizlemsel yapilarin olustugu gozlemlenmektedir.
Capraz baglayict olan Cyl’in uzun karbon zincirlerinin morfolojik yapisini

degistirdigi ongoriilmektedir.

Sekil 4.46. Hidrojellerin SEM goriintiisii. @) Cyl@PNIPAAmM hidrojelinin SEM
goriintiisii. b) MBA@pNIPAAM hidrojelinin SEM goriintiisii (Sagdan
sola: 1000x, 500x, 100x).

Cyl@PNIPAAmM hidrojelinin ortam sicakligimi arttirma yetenegi incelenmistir.
Kontrol grubu olan MBA@PNIPAmM hidrojeli ortam sicakligini arttirmadig
Cyl@PNIPAAM hidrojelinin ortam sicakligini1 50-55 °C’ye ¢ikarttig1 incelenmistir
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(Sekil 4.47a). Fiziksel emdirme yontemi ile Cy1’in adsorbe edilmesiyle elde edilen
hidrojelin ortam sicakligini 40-45 °C’ye yiikselttigi gozlemlenmistir. Cy1 hidrojelden
sizdig1 i¢in su ortaminda degrede olur ve ortam sicakligini arttirma yeteneginin
azaldig1 ongoriilmektedir. Cyl@PNIPAAM hidrojelinin ortam sicakligini arttirma
yeteneginin siirekliligini incelemek i¢in ili¢ defa arka arkaya tekrar edilmistir (Sekil
4.470). 808 nm lazer ile kisa zamanda sicaklik artarken lazer kapatildiginda kisa

zamanda ortam sicakligina dondiigii gozlemlenmistir.
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Sekil 4.47. Hidrojellerin 808 nm lazer ile sicakligindaki degisim. o
MBA@pNIPAAmM, A Cyl@PNIPAAmM o Cyl ile fiziksel adsorbe
MBA@pNIPAAM; b) Cyl@PNIPAAmM 808 nm lazer ile uyarilarak
termal dongiisii tizerinden sicaklik yiikselmesi.

Cyl ajaninin FDT yeteneginin oldugu Sekil 4.36°da gosterilmistir. Hidrojel ag
yapisina entegre edildikten sonra yetenegini korudugunu incelemek igin 2,7-
dichlorofluorescein diasetat (DCHF) ROT tuzagi kullanilmigtir. DCHF ortamda
floresans degildir ortamda olusan ROT asetat uglari ile etkilesime girer ve bag yapisini
bozar bu sayede DCHF floresans 6zellige sahip olur. Sekil 4.48’de incelendigi gibi
kirmizi 151k ile uyarilan hidrojel ile zamanla DCHF floresans siddeti artar. Yapilan
incelemeler sonucunda Cyl@PNIPAAM hidrojelinin ortamda ROT iiretme kabiliyeti

vardir ve potansiyel FDT ajan1 olabilecegi ongoriilmektedir.
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Sekil 4.48. Cyl@PNIPAAmM kirmizi 1sik altinda ROT iiretmesi ile DCHF

sogurmasinin azalma spektrumu (DCHF 6,6 10® M, Amax 414nm). b)
DCHF sogurmasinin azalmasinin ¢izgi grafigi.

Hidrojel ag yapisinda kullanilan PNIPAAmM’1in monomerinin LCST degerinin 37 °C
oldugu literatiirde bilinmektedir. Bu bilgi dogrultusunda kademeli olarak sicaklik
arttirilarak hidrojelin  kiitle degisimi incelenmistir. Sicaklik 37 °C oldugunda
yaklasik % 50 kiitle kaybi1 gozlemlenirken ortam sicakligi 50 °C’ye yaklasirken

biiziisme oraninin artti§1 gézlemlenmistir (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49. Cyl@pNIPAAmM hidrojelinin su ¢ozeltisinde sicakliga kiitle degisim
grafigi.

Cyl@PNIPAAM hidrojelinin NIPAAm monomerinin LCST 06zelligi sayesinde
biiziistiigl Sekil 4.49°da gosterilmistir. PNIPAAmM polimerinin LCST degerinin 35-37
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°C oldugu literatiirde bilinmektedir. Ayn1 zamanda Cyl boyasmin ortam sicakligi
arttirma yetenegi sayesinde potansiyel bir FTT ajan1 olabilecegi bilinmektedir. Bu
sebeple Cyl@PNIPAAM hidrojeline floresin sodyum tuzu fiziksel emdirme yontemi
kullanilarak entegre edildi. Daha sonra farkli sicakliklarda floresin salinimi incelendi.
Cyl@PNIPAAmM; sabit oda sicakliginda, sabit 37 °C’de ve 28-50 °C araliginda
sicaklik kademeli arttirilarak  floresin = salinimi  incelendi. Cyl@PNIPAAmM
hidrojelinin PNIPAAmM polimerinin LCST 6zelligi sayesinde 37 °C ‘de % 30 floresin
salinimi gergeklesirken, Cy1’in FTT etkinligi sayesinde sicaklik 50 °C’ye ¢iktiginda %
50’ ye yakin floresin salinimi gerceklestigi gosterilmistir. Bu sayede Sekil 4.50°de
gosterildigi gibi Cyl’den gelen FTT yetenegi sayesinde ve PNIPAAM LCST degeri

sayesinde ilag tasiyici ajan olarak kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.
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Sekil 4.50. Cyl@PNIPAAmM floresin sodyum tuzu salinimi.

NIPAAm monomerinin literatiirde yapilan ¢alismalar dogrultusunda biyouyumlu
oldugu bilinmektedir. Cyl@PNIPAAmM hidrojelinin 1929 hiicre hattinda toksisitesi
incelenmistir. MTT yontemi kullanilarak hiicre canliligr incelendiginde Sekil 4.51°de

gosterildigi gibi biyouyumlu oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.51. Cyl@PNIPAAM hidrojelinin L929 saglikli hiicre hattinda sitotoksisite
testi.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Fototerapotik tedavinin klinikte kullanilan bir¢ok ajani mevcuttur. Bu ajanlarin
avantajlar1 oldugu kadar dezavantajlar1 da bulunmaktadir. FDT de kullanilan ilaglar
kullanilan 151k kaynagi sebebiyle fototoksisite olusturur, fizyolojik kosullarda
topaklanmasiyla aktivite kaybina ugrar ve 1s1ksiz toksisite gostererek hastalarda yan
etki olusturur. Literatlirde bu gibi dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in siyanin ve
skuarin gibi terapotik boyalar tasarlanip sentezlenmistir. Bu tez ¢calismasi kapsaminda
oncelikle kullanilan 15181n fototoksisitesini minimalize etmek icin kirmizi bolgede
fototerapotik pencere ile uyumlu sogurma ve emisyon yapabilen fotoduyarlastiricilar

Cyl ve Sqg1 tasarlanip sentezlenmistir.

NIR bolgede ve fototerapotik pencerede sogurma yapabilecek siyanin yapist Cyl
tasarlanip sentezlendi. Hedef yapt Cyl Sekil 5.1°de gosterildigi gibi ii¢ farkh
reaksiyon basamagi ile elde edildi. Polimerlesme tinitesi ile ticari indol 36 bir araya
getirildi. Daha sonra indol 38 iyodometan ile kaynatildi ve azot metillendi. Hedef yap1
Cyl1 sentezi i¢in 39 ve 40 Dean Stark tuzagi kullanilarak 115 °C’de 8 saat kaynatilarak
elde edildi. Cy1 yapisi *H NMR, ¥C NMR ve LC-MS ile karakterize edildi. Cy1’in
fotofiziksel ozellikleri sogurma ve emisyon spektrumu kullanilarak aydinlatildi.
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Sekil 5.1. Hedef yap1 Cy1 genel sentez semasi.

Cy1 organik ¢o6ziicli ve HEPES ortaminda sogurma ve emisyon 6zelligi incelendi. NIR
bolgede sogurma ve emisyon yaptigi belirlenen Cy1 kimyasal testler kullanilarak FDT
ve FTT etkinligi incelendi. ROT {iretme kabiliyeti DPBF tuzak molekiilii kullanilarak
tespit edildi. Organik ¢oziiciide ortaminda 808 nm lazer kullanilarak FTT etkinligi
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incelendiginde ortam sicakligini 57 °C’ye yiikselttigi belirlendi. Fizyolojik kosullarda
topaklanmakta olan Cyl, F127 poloksameri ile kapsiillendi. Cyl@F127 ile su
¢oOziiciisiinde 808 nm lazer ile sicaklik yiikselme hizi ve 151k kapatildiginda oda
sicakligia diisme hizi incelendi. Kisa zamanda sicakligin arttig1 ve kisa zamanda oda
sicakligina dondiigi belirlendi ve bu bes kez tekrar edildiginde etkinlik kaybina
ugramadigi belirlendi. Kimyasal testlerde yapilan incelemeler olumlu sonuglar verdigi
i¢in in vitro ortamda Hep-2 hiicre hattinda floresans goriintiileme ve FDT kabiliyeti
incelendi. NIR bolgede gii¢lii emisyon yapan Cyl@F127 molekiilii ile inkiibe edilen
Hep-2 hiicrelerinde kirmizi bolgede floresans goriintii elde edildi. Cyl@F127 ile
inkiibe edilen Hep-2 hiicreleri kirmizi 1sik ile uyarildiginda % 80 hiicre oliimii
gbzlemlendi. Yapilan incelemeler sonucunda ikili terapilerde kullanabilecek yeni bir

ajan olabilecegi ongoriilmektedir.

Hedef yap1 Sq1l sentezi Sekil 5.2°de gosterildigi gibi {i¢ basamakta gergeklestirildi. 38
i¢in polimerlesme tinitesi undekanoil 37 ve 36 kuru CH>Cl karisiminda 24 saat oda
sicakliginda karigtirilarak elde edildi. 38 iyodometan ile kaynatilarak 39 elde edildi.
Hedef yap1 Sg1 i¢in 39 ve skuarik asit dean stark tuzaginda azeotropik ¢oziicii karigimi
ile 5 saat 117 °C’de kaynatilarak elde edildi. Her ii¢ reaksiyon ile elde edilen yapilar
'H NMR, 3C NMR ve LC-MS ile karakterize edildi. Hedef yap1 Sql’in fotofiziksel
ozellikleri sogurma ve floresans spektrumu ile incelendi.
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Sekil 5.2. Hedef yap1 Sq1’in genel sentez semas.

Yapilan incelemeler sonucunda Sgl’in kimyasal test ile FDT ve FTT yetenegi
incelendi. FDT etkinligini incelemek i¢in ROT tuzagi DPBF molekiilii kullanildi ve
etkin ROT {iretme kabiliyeti oldugu belirlendi. Organik ¢dziicii ve su ortaminda 808
nm lazer kullanilarak FTT yetenegi incelendi ve ortam sicakligini 45 °C’ye yiikselttigi

belirlendi. Sql’in fizyolojik kosullarda aktivitesini belirlemek igin F127 poloksameri
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kullanilarak Sq1 kapsiillendi. SQ1@F127 su ¢oziiciisiinde FTT yetenegi incelendi ve
ortam sicakligini 56 °C’ye yiikselttigi belirlendi. Kimyasal testler ile olumlu sonuglar
elde edilen Sql@F127 ajam1 Hep-2 hiicre hatti kullanilarak in vitro ¢alismalarda
kullanildi. Organik ortamda ve HEPES ortaminda giiglii emisyon sergiledigi belirlenen
SQ1@F127°nin Hep-2 hiicre hattinda floresans goriintiileme kabiliyeti incelendi ve
kirmiz1 bolgede giiclii floresans goriintilleme yaptigi belirlendi. Daha sonra DPBF
tuzaginda ROT firettigi belirlenen SQ1 ajaninin Hep-2 hiicre hattinda terapi etkinligi
incelendi. SqQ1@F127 kirmiz1 151k ile uyarilmasi sonucunda Hep-2 hiicrelerinin % 80

hiicre 6liimiini indiikledigi tespit edildi.

Karakterize edilen ve fotofiziksel 6zellikleri belirlenen Cy1’in fizyolojik kosullarda
topaklanma sorununun 6niine gecebilmek i¢in Cy1 hidrojel ag yapisina entegre edildi.
Cyl’de ki divinil iinitesi ¢apraz baglayici olarak monomer ile etkilesime girerek
hidrojel ag yapisina entegre olur. Cyl@PNIPAAmM hidrojeli, NIPAAm monomeri ve
AIBN polimerizasyon baslaticisi ile 24 saat 55 °C’de 1sitilirak sentezlendi (Sekil 5.3).
NIPAAm monomeri LCST 6zelligi olmasi sebebiyle secildi.
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Sekil 5.3. Cyl1@PNIPAAM sentez semasi.

Cyl@PNIPAAmM hidrojelinin karakterizasyonu i¢in Oncelikle sisme kapasitesi
incelendi. Ayn1 zamanda kontrol grubu olarak literatiirde bilinen MBA@PNIPAAM
hidrojeli ~ kullanmildi. Cyl@PNIPAAmM’in  yaklastk 16 kat sistigi ve
MBA@PNIPAAM’n ise 8 kat sistigi belirlendi. Cyl’in yapisinda bulunan uzun
zincirli undekanoil iinitesi sayesinde hidrojelin su tutma Kkabiliyetinin arttig

ongoriilmektedir. Cyl@PNIPAAmM hidrojelinin morfolojik yapisi karakterize etmek

82



icin SEM analizi yapilmistir ve MBA@PNIPAAmM morfolojik yapis1 ile
karsilagtirildi.  Yapilan Kkarsilastirma sonucunda Cyl@PNIPAAmM hidrojelinin
MBA@PNIPAAmM hidrojeline kiyasla morfolojik yapisinin degistigi gozlemlendi. Bu
degisime Cyl vyapisinda ki uzun zincirli undekanoil {initesinin oldugu
ongoriilmektedir. Yapilan incelemeler ile Cyl@PNIPAAmM hidrojeline Cyl’in
entegre oldugu belirlendi. Ayn1 zamanda Cy1’in ortamda ROT iiretme ve hipertermi
olusturma  yeteneginin Cyl@PNIPAAmM hidrojelindeki  etkisi incelendi.
Cyl@PNIPAAM hidrojeli pH 7.4 PBS ortaminda DCHF tuzak molekiilii ile kirmizi
151k altinda 1sinlandi. DCHF tuzak molekiiliiniin floresans siddetinin zamanla arttig1
gozlemlendi. Bu deney sonucunda Cyl@PNIPAAM’in ortamda ROT iirettigi
belirlendi. Cyl@PNIPAAm hidrojeli 808 nm 1 W cm™ lazer ile 1sinland1 ve termal
kamera ile zamanla sicaklik artis1 incelendi. Yapilan incelemeler sonucunda ortam
sicakliginin 50 °C ve tlizerinde oldugu belirlendi. Cy1 bilesiginin hidrojele kovalent
entegre edilmesinin 6nemini incelemek i¢cin Cy1’in MBA@PNIPAAM hidrojeline
fiziksel adsorbsiyonu gergeklestirildi. Ortam sicakligini arttirma yetenegi incelendi.
Ortam sicakliginin 45 °C’ye kadar yiikseldigi gézlemlendi. Bu incelemeler sonucunda
Cy1’in zamanla ortama salinmasi ile hipertermi etkisinin azaldigi, bu sebeple Cy1’in
ortama sizmast sonucunda topaklandigi goézlemlendi. Topaklanan Cyl hipertermi
etkinliginin azaldigi ongoriilmektedir. Cyl@PNIPAAmM hidrojelinin  NIPAAmM
monomeri sayesinde biiziisme yeteneginin olabilecegi Ongoriildiigii i¢in farkl
sicakliklarda kiitle degisimi incelendi. Fizyolojik sicaklik olan 37 °C’de % 50’ye yakin
kiitle kayb1 gbzlemlenirken, 50 °C’de tamamen biiziistiigii gozlemlendi. Yapilan bu
incelemeler sonucunda Cyl@PNIPAAmM hidrojeline floresin sodyum tuzu emdirildi
ve salinimi incelendi. Oda sicakliginda, 37 °C’de ve 28-50 °C araliginda floresin
salinimi incelendi. Yapilan incelemeler sonucunda 37 °C’de % 30 floresin salinimi
gerceklesirken, 28-50 °C araliginda % 40 floresin salinimi gergeklestigi belirlendi.
Yapilan bu analizler ve deneyler sonucunda Cyl1@PNIPAAM hidrojelin yiiksek su
tutma kabiliyeti sayesinde yara bakiminda kullanilabilecegi Ongoriilmektedir.
Cyl@PNIPAAM hidrojelinin ortamda ROT iiretmesi ve hipertermi olusturma
yetenegi sayesinde potansiyel FDT ve FTT ajani olabilecegi ongoriilmektedir.
Cyl@PNIPAAM hidrojelinin LCST o6zelligi sayesinde 37 °C’de ve hipertermi
yetenegi ile 50 °C’de ilag salimmi yapabilecegi ve ilag tasiyici ajan olarak

kullanilabilecegi Ongoriilmektedir. Ayni zamanda Cyl@PNIPAAmM hidrojelinin
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L1929 saglikli hiicre hattinda toksik bir etkisinin olmadig1 biyouyumlu bir hidrojel

oldugu tespit edilmistir.

Karakterize edilen ve fotofiziksel 6zellikleri belirlenmis Sq1’in fizyolojik kosullarda

kovalent bag ile hidrojel ag yapisina entegre edilmistir. SQL@PNIPAAM i¢in Sq1,
NIPAAmM ve polimer baglatici AIBN karisimi 24 saat 55 °C’de 1sitihir (Sekil 5.4).
Sg1l@PNIPAAM hidrojelinin sisme kapasitesi incelendi ve ilk agirligina oranla 13 kat
sistigi gozlemlendi. NIPAAm monomeri sayesinde LCST 6zelligi kazanan hidrojelin

DSC analizi ile LCST degerinim 33 °C oldugu belirlendi.

e
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Sq1@PNIPAAm

Sekil 5.4. SQ1@PNIPAAM sentez semasi.

Sq1@PNIPAAmM hidrojelinin FDT ve FTT etkinligi incelendi. SQ1@PNIPAAM
hidrojelinin ROT irettigini belirlemek igin iki tuzak molekiil kullanildi. RNO ve
DPBF ile yapilan incelemelerde ortamda Sq1@PNIPAAmM hidrojelinin ROT tirettigi
belirlendi. SQ1@PNIPAAmM 808 nm lazer ile ortam sicakligint 55 °C’ye arttirdig1
belirlendi. Sq1 ile fiziksel adsorbe edilmis hidrojelin hipertermi etkinli incelendiginde
ortam sicakligini 45 °C’ye ¢ikardig1 ve hidrojel biiziistiigii i¢in ortama salindig tespit
edildi. Hidrojel oda sicakligina dondiiginde Sql suda ¢oziiniir olmadig1 hidrojele
tekrar adsorbe olamadi ve zamanla ortamdan sizdigi i¢cin SQ1@PNIPAAM
kiyaslandiginda hipertermi etkinligi daha diisiik oldugu tespit edildi. Bu ¢aligmalar
Sg1’in kovalent bag ile hidrojele entegre edilmesinin 6nemini vurgular niteliktedir.

Daha sonra NIPAAm monomeri sayesinde biiziisme yetenegi olan hidrojelin farkli
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sicakliklarda kiitle degisimi incelendi. Viicut sicakligi olan 35-37 °C’de ilk agirligina
oranla % 50 kiitle kaybma ugrarken 50 °C’de tamamen biiziistigii gozlemlendi.
SgL@PNIPAAM’in FTT yetenegi ile biiziisme kabiliyeti incelendiginde 808 nm lazer
ile sicakligit 56 °C olan hidrojelin biiziistigli gozlemlendi. SQL@PNIPAAM
hidrojelinin biiziigme yetenegi sayesinde potansiyel bir ilag tasiyict ajan oldugunu
gostermek icin floresin sodyum tuzu hidrojele emdirildi ve salinimi incelendi. Yapilan
incelemeler sonucu 37 °C’de yaklasik % 20 floresin salinimi gergeklesirken, sicaklik
50 °C’ye yaklastiginda % 30 floresin salinim1 gergeklestigi gézlemlendi. Yapilan bu
incelemeler sonucunda FDT ve FTT kabiliyeti bu hidrojelin ikili terapi ajan1 olarak
kullanilabilecegi ongoriilmektedir. SQL@PNIPAAmM hidrojeli NIPAAmM sayesinde
viicut sicakliginda biiziisiir ve Sq1 sayesinde hipertermi olusmasiyla tamamen biiziisiir
bu sayede ilag tasiyici sistem olarak da kullanilabilir. Ayni zamanda SQ1@PNIPAAmM
hidrojelinin L929 hiicre hattinda toksisitesi incelenmistir ve biyouyumlu oldugu tespit

edilmistir.

Yapilan literatlir taramalari sonucu siyanin ve skuarin temelli bazi hidrojellere
rastlanmis olsa da terapdtik hidrojel ile yapilan ¢alismalar oldukca azdir. Skuarin ile
terapotik hidrojel tizerine literatiirde herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Siyanin ile
kovalent bagl hidrojel ¢alismalart enjekte edilebilir formdadir fakat kat1 formdaki
hidrojellerde siyanin fiziksel etkilesim yontemi kullanilarak entegre edilmektedir.
Fiziksel etkilesim yontemi ile entegre edilen boyalar, hidrojelden zamanla sizarak
fizyolojik kosullarda topaklanarak etkinlik kaybina ugrar ve toksisite olusumuna sebep
olarak hidrojelin terapotik etkisi zamanla azalir. Bu tez ¢alismasinin literatiire yeni bir
potansiyel terap6tik hidrojel kazandiracagi ongoriilmektedir. Bu tez ¢aligmasinda ilk
kez skuarin ile capraz bagli terapdtik hidrojel tasarlanip sentezlenmistir. Dahasi
literatiirde tek bir ajan sayesinde sinerjetik etki ile ayni anda FDT ve FTT yapabilen
terapotik hidrojel caligmasina rastlanmamaktadir. Ikili terapi calismalari igin iki farkli
yetenege sahip ajanlar kullanilmaktadir. Hidrojele iki farkli ajan kovalent bag ile
entegre edilmesi zorlu bir siire¢ oldugu icin fiziksel adsorbe edilmektedir. Fiziksel
adsorbe edilen ajan zamanla hidrojelden sizar ve fizyolojik kosullarda topaklanip
etkinlik kaybina ugrar ve topaklanan ajan bazi durumlarda toksisiteye sebep olabilir.
Bu tez kapsaminda ikili terapi yapabilen tek bir ajan kovalent bag ile hidrojele entegre

edilmistir.
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Hidrojeller bilindigi tizere yiiksek su tutma kabiliyetine sahip yapilardir. Bu sayede
yara bakiminda kullanim1 olduk¢a yaygindir. Hidrojeller bu 6zelligi sayesinde yara
alan bolgede yiiksek 1s1 olusumunu stabilize eder ayn1 zamanda yaray1 nemli tutarak
hizli iyilesmesine yardimci olur. Hidrojeller yara bolgesinin lizerinde Ortli gorevi
gorerek bakteriyel enfeksiyonu engeller ancak yaralanma esnasinda olusan
enfeksiyonu tedavi edemez. Yara bakiminda enfeksiyon tedavisi i¢in agir metal igeren
hidrojeller kullanilmaktadir fakat bu agir metaller zamanla toksisiteye sebep
olmaktadir. O nedenle probiyotik iceren hidrojeller iiretilmistir, bu hidrojel ile
toksisitenin Oniine gecilmis olsada krem formunda oldugu i¢in yiiksek su iceren
hidrojellere gore yara bakim etkinligi diismektedir. Bu dezavantajlar séz konusu
oldugunda bu tez kapsaminda tasarladigimiz hidrojeller yiiksek su tutma kabiliyetleri
ve terapotik etkileri sayesinde yara bakiminda kullanilan mevcut hidrojellerin

dezavantajlarini gidererek tedavi etkinligini arttirabilecegi dngortilmektedir.

Bu tez kapsaminda terapdtik kullanim alanina sahip skuarin, siyanin ile
biyouyumlulugu bilinen NIPA Am monomeri bir araya getirilerek kullanim alan1 genis
tirtinler elde etmek amaglanmistir. Sentezlenen bu hidrojeller ile ilerleyen ¢alismalarda
in vitro FDT, in vitro FTT, in vitro dual terapi ve in vitro biyouyumluluk deneyleri ile
ozelliklere sahip monomerler kullanilarak ¢esitli hidrojeller tasarlanip sentezlenebilir.

Bu sayede genis kullanim alanina etki eden farkli terapdtik hidrojeller tiretilebilir.

Laboratuvarimizda gelistirip detayli olarak karakterize etmis oldugumuz
SqQ1@PNIPAAmM hidrojeli ile patent bagvurusu yapilmistir ve halen inceleme
asamasindadir. Ayn1 zamanda Cyl ve Cyl@NIPAAM ile yapilan c¢aligmalar
TUBITAK tarafindan desteklenmistir. Bu tez calismasidan elde edilen veriler

derlenerek etki faktorii yiiksek uluslararasi dergilerde yayimnlanacaktir.
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