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OZET

Kanser, anormal hiicrelerin hizla boliinerek diger doku ve organlara yayilip onlari istila
etmesiyle ortaya c¢ikan genis bir hastalik grubudur. Kanser, en 6liimciil hastaliklar
arasindadir. Giiniimiizde kanser ile miicadelede cerrahi miidahale, kemoterapi ve
radyoterapi en ¢ok kullanilan yontemlerdir. Ancak, bu tedavi yontemleri tek basina
her zaman yeterli olamamakta hatta agir yan etkileri s6z konusu olabilmektedir. Bu
nedenle yenilik¢i terapi yontemleri ve bu yontemler icin elverisli yeni nesil
malzemelerin gelistirilmesi i¢in yogun bir ¢aba harcanmaktadir. Yenilik¢i terapi
yontemleri arasinda fotodinamik terapi (FDT), hastalarin 1s1ga maruz birakilarak
tedavi edilmesi esasina dayanan bir yontemdir. Tedavi siiresinin kisa olmasi,
maliyetinin diisitk olmasi, yiiksek oranda segicilik gostermesi, diisiik toksisitesi,
noninvaziv olmast ve diisik yan etki gostermesi gibi sebeplerden Gtiirii
aragtirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir.

Tez galismasi kapsaminda fotodinamik terapi ajani olabilecek suda ¢oziiniir skuarin
boyasi tasarlanip sentezlenmis, karakterize edilmis ve biyomedikal goriintiileme ile
fotodinamik terapi (FDT) uygulamalari in vitro ¢alismalarla test edilmistir. Skuarinin
1’e 6zgl yliksek sogurma, emisyon, kuantum verimi, parlaklik gibi o6zellikleri
calismanin diger asamalarinda olumlu etki birakmustir. Skuarinin ile poliakrilamit
(PAAm) ve poli(N-izopropilakrilamit) (PNIPAAm) tabanli fotodinamik hidrojeller
elde edilmistir. Hidrojellerin sentez, karakterizasyon ve fotodinamik terapi (FDT)
uygulamalari in vitro ¢alismalarla incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fotodinamik Terapi, Hidrojel, Fotoduyarlastirici, Skuarin.

Mayis, 2024; 74 sayfa
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ABSTRACT

Cancer is a large friendship group that occurs when the abnormal flow rapidly breaks
down and spreads to other tissues and organs and invades them. Cancer involves, most
importantly, deaths. Today, surgical intervention, healing and radiotherapy are the
most used methods in the fight against cancer. However, these treatment methods
alone are not always sufficient and may even have severe side effects. For this reason,
intense efforts are being made to develop drug treatment methods and new generation
materials suitable for these methods. Among the innovative therapy methods,
photodynamic therapy (PDT) is a therapy based on the principle of treating and
releasing patients' injured exposure. It has become the focus of attention of individuals
due to reasons such as its short treatment technology, low cost, high selectivity, low
power, non-invasiveness and low side effects.

Within the scope of the thesis study, a water-soluble squaraine dye, which can be a
photodynamic therapy agent, was designed, synthesized, characterized, and
biomedical imaging and photodynamic therapy (PDT) applications were tested with in
vitro studies. The unique properties of squarainin 1, such as high absorption, emission,
quantum efficiency and brightness, had a positive impact on other stages of the study.
Polyacrylamide (PAAm) and poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAAm) based
photodynamic hydrogels were obtained with squarinin. Synthesis, characterization and
photodynamic therapy (PDT) applications of hydrogels were examined through in
vitro studies.

Keywords: Photodynamic Therapy, Hydrogel, Photosensitizer, Squaraine.

May, 2024; 74 pages



SEKILLER DiZINi

Sekil 1.1. Kanserde genel olarak risk faktorleri..........cocevviiiiiiiiiiiii 1
Sekil 1.2. Fotodinamik terapi mekanizmasl...........cccevivieiiieniiiieniiie i 2
Sekil 1.3. Hiicrede fotodinamik terapi etkisi. ...........ccoovvivrieiiiiiineeeeee 3
Sekil 1.4. NIR boyalarina genel bakis.(Yadav vd., 2020) ......ccocevviiiiiiiininiiiiiiieiinens 4
Sekil 1.5. Fotodinamik terapide (FDT) uygulanan elektromanyetik spektrum dalga

boyu arali@l (SON Vd., 2019)......cciveiiiiiiieieee e 4
Sekil 1.6. Skuarin boyalarinin ortak yapisi........cccocveviiiiiiniiiiciceee 5
Sekil 1.7. Hidrojellerin gozenekli ag yapisi......ccccoccvveiiiiiiiieiiiiiisiiie e 6
Sekil 1.8. Hidrojellerde kullanilan polimer ¢esitleri (Qi vd., 2018). ....cccovvrviriieninens 6
Sekil 2.1. Hedef alt1 tane SKUATIN. .........coociiiiiiiiiiic e 7
SeKil 2.2, BIlESIK 16. ...cueiiiiiiiiiiie et 7
SeKil 2.3. BileSIKIer 17-22. .....cooiiiiiiiiiieieee e e 8
SeKil 2.4, Bilegik 23. ... 8
SeKil 2.5, BIlESIK 24 ......ooiiiiiiiiiiiet e 9
SeKil 2.6. BIleSik 25. ... .oiiiiiiiiiie i e 9
SeKil 2.7. BIlESIK 26. ......oiiiiiiiiiiie et 10
SeKil 2.8. BIleSiK 27. ...c.eiiiiiiiiieiie e 10
SeKil 2.9. Bile$ik 28. ..o 11
SeKil 2.10. BileSiK 29. ....viiuiiiiieiiiie ettt nre s 11
SeKil 2.11. BileSik 30. .....iiiiiiiiiiie et 12
SeKil 2.12. BIlesik 31, ....uiiiiiiiieiiieie e 12
SeKil 2.13. BIleSIK 27. ..ueiiiiiieie i 13
SeKil 2.14. BIlesik 32. .....oiiiiiiiiii e b e 13
SeKil 3.1. BIleSiK 4 SENTEZI. ...ccveiiiiiiriiiie ettt te st sba e re e sbae s beesreeere e 15
SeKil 3.2. IndOliN 5 SENTEZI.......cvcvevieeeeeceeececieeeeeee ettt 16
Sekil 3.3. 3,4-diizopropokzisiklolobiit-3-en-1,2-dion (B) sentezi. ..........cc.ccevvevenenne. 16
SeKil 3.4, BileSiK 6 SENTEZI. ....ccveiieiieieeiesieee e e s et e e e see e e e naeaneenneas 17
SeKil 3.5. BIleSiK 7 SENTEZI. ....ccviiieiieeiecic ittt sre e 18
SeKil 3.6. BileSiK 8 SENTEZI. .....ccuiiieiieecie e nae e nnees 18
SeKil 3.7. SKUAMN 1 SENEZI. .ec.viivieieeeie e 19
SekKil 4.1. SKUAIN 1 SENtezZ SEMASL....cueivriieieeieriereeeeseeseeie e seeeee e e eeeeneesreas 24
SeKil 4.2, BIleSiK 4 SENTEZI. .....ccviiiiiieeie ettt re e ereas 24
Sekil 4.3. Bilesik 4 icin *H NMR spektrumu (CDCl3, 600 MHZ).........cccccevevevevennee. 25
Sekil 4.4. Bilesik 4 i¢in 3C NMR spektrumu (CDCls 151 MHZ). ....coovevevevceeinnne. 26
Sekil 4.5. Bilesik 4 i¢in LC-MS kiitle sSpektrumu. ..........ccevveiiiieiiiniieiie e 26
SeKil 4.6. INdOIIN 5 SENTEZI.......cvcviveeeeeeeeeececeeeeeete e, 27
Sekil 4.7. Indolin 5 i¢in *H NMR spektrumu (DMSO-ds, 600 MH2). ...................... 27
Sekil 4.8. indolin 5i¢gin 3C NMR spektrumu (DMSO-dg, 151 MHZ)........c.covune... 28
Sekil 4.9. indolin 5igin kiitle SPEKIIUML ........cvevevvereireieieeieeceete e 28
Sekil 4.10. 3,4-diizopropokzisiklolobiit-3-en-1,2-dion (B) Sentezi. ...........cccceevenee. 29
Sekil 4.11. Bilesik B i¢in *H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHZ). ........ccccceeveveneeeee. 29
Sekil 4.12. Bilesik B i¢in LC-MS kiitle spektrumu. ..........ccccovvviiiiieiniiie e 29
SeKil 4.13. BilesiK 6 SENEZI. .....ccviiiieiie et 30
Sekil 4.14. Bilesik 6 i¢in *H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHZ)...........c.cccovuennn. 30
Sekil 4.15. Bilesik 6 icin 3C NMR spektrumu (CDCls, 151 MHZ). .....ccccoevevernnenee, 31
Sekil 4.16. Bilesik 6 i¢in kiitle SPEKIIUMUL ......covriiieiieiiieiie e 31
SeKil 4.17. BileSiK 7 SENEZI. ....eciviiiie ettt 32
SeKil 4.18. Bilegik 8 SENTEZI. ..c..eiveieeiicieiiee e 32

Vi



Sekil 4.19. Bilesik 8 i¢in *H NMR spektrumu (DMSO-ds, 600 MHz). ..................... 33
Sekil 4.20. Bilesik 8 i¢in kiitle SpeKtrumuL. .......cccovvvviiiiiiiiiieiiie e 33
SeKil 4.21. SKUAIMN 1 SENTEZI. ..c..iiueiiiieiieiiesiieie ettt 34
Sekil 4.22. Skuarin 1 i¢in *H NMR spektrumu (DMSO-ds, 600 MHz)..................... 34
Sekil 4.23. Skuarin 1 icin 13C NMR spektrumu (DMSO-dg, 150 MH2). .................. 35
Sekil 4.24. Skuarin 1 igcin HRMS Kkiitle Spektrumu...........ccocvvevviieeiieieiieseese e, 35
Sekil 4.25. SKUArin 1 igin TGA VETIIETL. ..covveerveiiiiiierieeie e 36
Sekil 4.26. Skuarin 1 sogurma spektrumu (2,33 x 10° M, PBS, pH: 7.4, Amax: 640
]2 TR USSP 36
Sekil 4.27. Skuarin 1 floresans spektrumu (2,33 x 10° M, PBS, pH: 7.4, Amax: 690
NM, Aex: 600 NIM). cooiiiiiiceee e 37
Sekil 4.28. Beyaz 1s13a maruz birakilan skuarin 1 sogurma spektrumunda zamanla
meydana gelen degiSimIler. ..........cooiiiiiieiiiicii 38
Sekil 4.29. Skuarin 1 ile inkiibe edilen 1929 hiicreleri i¢in canlilik oranlari. ........... 39
Sekil 4.30. Skuarin 1 ile inkiibe edilen kanser hiicrelerinin (SK-MEL30) floresans
GOTUNTULETI. ... 40
Sekil 4.31. Skuarin 1 DPBF varliginda metanol icerisinde kirmizi 151k ile uyarilma
stiresince kaydedilen spektrumlar. ..........ccccooiiiiiiniienicee 41
Sekil 4.32. Skuarin 1 (7.0x10> M) DCFH (3.0 x10° M) varliginda PBS (pH 7.4)
icerisinde kirmizi1 151k ile uyarilma siiresince kaydedilen floresans
SPEKITUMIATT. ...t 41
Sekil 4.33. Skuarin 1 ile in vitro fotoduyarlastirici testlerinden elde edilen hiicre
canlilik VETTleri. .....c.oouviiiiiie e 42
Sekil 4.34. Hidrojellerin sematik gOTSeli. .......coocvriviriiiiiiiiiiciscceeee e 43
Sekil 4.35. Hidrojellerin sismeden 6nceki, sonraki ve kuru hallerinin goriintiileri: A)
1,s@PAAM, B) 150@PAAM Ve C) 175@PAAM.......ccocvevvvvireicicreiie, 44
Sekil 4.36. Hidrojellerin 1@PAAm zamana bagl sisme grafikleri............ccccveenin. 45
Sekil 4.37. Hidrojellerin FTIR spektrumlart A) 12s@PAAM, B) 150@PAAM ve C)
L7 5@PAAIM. ... e 46
Sekil 4.38. 125@PAAm hidrojelinin A) SEM goériintiileri, B) EDAX analizleri ...... 47
Sekil 4.39. 150@PAAm hidrojelinin A) SEM goriintiileri, B) EDAX analizleri. ..... 48
Sekil 4.40. 175@PAAm hidrojelinin A) SEM goériintiileri, B) EDAX analizleri ...... 49
Sekil 4.41. 125@PAAm hidrojeli i¢in kaydedilen termogram. ..............ccocovviiinnnnn. 50
Sekil 4.42. 150@PAAm hidrojeli i¢in kaydedilen termogram. ............c.cccovviiinnnnn. 50
Sekil 4.43. 175@PAAm hidrojeli i¢in kaydedilen termogram. ...........c.ccocveeriiieennnn. 51
Sekil 4.44. Hidrojellerin sigmeden 6nceki, sonraki ve kuru goriintiileri A)
1o5@PNIPAAM ve B) 15 0@PNIPAAM. ....ooiiiiiiieee e 52
Sekil 4.45. Hidrojellerin 1 @PNIPAAm zamana bagli sisme grafikleri (sisme orani=

Sekil 4.46.
Sekil 4.47.
Sekil 4.48.

Sekil 4.49.

52
Hidrojellerin sicakliga bagl kiitle degisim grafigi (blizisme orani= mrel);
A) 1,s@PNIPAAmM ve B) 150@PNIPAAM 53
Hidrojellerin sicakliga bagli biiziisme gortntiileri; A) 1os@PNIPAAmM ve
B) L50@PNIPAAM. ..ottt 53
Hidrojellerin FTIR spektrumlart: A) 125@PNIPAAm, B)

15 0@PNIPAAIM. ..o 54
125@PNIPAAm hidrojelinin A) SEM goriintiileri, B) EDAX analizleri.55

Sekil 4.50. 150@PNIPAAm hidrojelinin A) SEM goriintiileri, B) EDAX analizleri.56
Sekil 4.51. 125@PNIPAAm hidrojeli i¢in kaydedilen termogram. ............cccccvveneee 57
Sekil 4.52. 150@PNIPAAm hidrojeli i¢in kaydedilen termogram. .............cccceeeneeee. o7
Sekil 4.53. 125@PNIPAAm hidrojeli i¢in kaydedilen DSC............cccccoviiiiiiiinnnn, 58

vii



Sekil 4.54. 150@PNIPAAm hidrojeli i¢in kaydedilen DSC............c.ccoviiiiiiiiinnnn. 58
Sekil 4.55. Hidrojellerin 1s1nlanmast siiresince DPBF (2 x107° M) tuzak molekiiliiniin
sogurma spektrumunda meydana gelen degisimler: A) 12s@PAAM, B)
150@PAAM VE C) 175@PAAM. .....coovveveteieeeeeeeees e, 59
Sekil 4.56. Hidrojellerin DCFH (6,66 x10° M) varliginda PBS (pH 7.4) ortaminda
kirmizi 1s18a maruz birakilmasi siiresince kaydedilen floresans
spektrumlari: A) 125@PAAmM, B) 150@PAAmM ve C) 17s@PAAM. ....... 60
Sekil 4.57. Hidrojellerin 1s1nlanmasi siiresince DPBF tuzak molekiiliiniin sogurma
spektrumunda meydana gelen degisimler: A) 12s@PNIPAAmM ve B)
15 0@PNIPAAIM. oot 60
Sekil 4.58. Hidrojellerin DCFH (6,66 x10° M) varliginda PBS (pH 7.4) ortaminda
kirmizi 1s18a maruz birakilmasi siiresince kaydedilen floresans
spektrumlari: A) 125@PNIPAAM ve B) 15 0@PNIPAAM. ... 61
Sekil 4.59. Skuarin 1 iceren PAAm hidrojelleri ile inkiibe edilen L929 hiicreleri i¢in
canlilik oranlari. A) 12s@PAAM, B) 150@PAAmM ve C) 175:@PAAmM... 62
Sekil 4.60. Skuarin 1 iceren PNIPAAm hidrojelleri ile inkiibe edilen 1929 hiicreleri
icin canlilik oranlari. 125@PNIPAAM ve 15 0@PNIPAAM. ................... 62
Sekil 4.61. Skuarin 1 igeren PAAm hidrojellerinin in vitro fotoduyarlastirict
testlerinden elde edilen hiicre canlilik verileri. A) 1.s@PAAM, B)
150@PAAM VE C) 175@PAAM. ....c.covviveteeieeeeeeeees e e, 64
Sekil 4.62. Skuarin 1 igeren PNIPA Am hidrojellerin in vitro fotoduyarlastirict
testlerinden elde edilen hiicre canlilik verileri. A) 125@PNIPAAM ve B)
L5 0@PNIPAAM. .ottt sttt nne e 65
Sekil 5.1. Genel SENtEZ SEMASI. ..ueiiuiiiiiiieiiiie it 66

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR

AAM
AIBN
APS
CDCls
DNA

Dl
DCFH
DPBF
DMSO
EDAX
FDT

FD

ITK
HRMS
LC MS
LCST
MTT
NIPAAM
PBS
P.B.
ROT
SEM
UVv-VvIS
13C NMR
IH NMR
10,

°C

A

Amax

;\EXC

Akrilamid

Azobisizobiitironitril

Amonyum persiilfat

Kloroform

Deoksiribo Niikleik Asit

Deiyonize

2,7-Dikloro Floresein Diasetat
1,3-Difenilizobenzofuran

Dimetil Stilfoksit

Enerji Dagitic1 X-Isin1 Spektroskopisi

Fotodinamik Terapi

Foto Duyarlastirici

Ince Tabaka Kromatografisi

Yiiksek Coziintirliikli-Kiitle Spektrometresi

S1vi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi

Diisiik Kritik Cozelti Sicakligi
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
N-Izopropilakrilamid

Fosfat Tampon Cozeltisi

Polimerizasyon Baglatici

Reaktif Oksijen Tiirleri

Taramal1 Elektron Mikroskobu Analizi

Moroétesi ve Goriiniir Isik Sogurma Spektroskopisi
Karbon Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi
Hidrojen Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi
Singlet oksijen

Santigrat

Dalga boyu

Maksimum sogurma dalga boyu

Uyarma dalga boyu



1.GIRiS

Kanser diinyada onemli halk sagligi sorunudur ve oliim nedenlerine bakildiginda
birinci sirada yer almaktadir (URL-1). Kanser, kontrolsiiz ve rastgele hiicrelerin
cogaldigi istilaci 6zellikleri olan hastalik tiirtidiir (Gavas vd., 2021).Kansere etki eden
risk faktorleri Sekil 1.1 de belirtilmektedir (Wu vd., 2018). Kanser tedavisinde
radyoterapi, cerrahi ve kemoterapi gibi geleneksel tedavilerin yaninda gen terapisi, kok
hiicre terapisi, dogal antioksidanlar, hedefe yonelik tedavi, fotodinamik terapi, gibi
bazi ileri teknolojiler de kullanilmaktadir (Kaur vd., 2023). Geleneksel tedaviler ciddi
yan etkiler gostermektedirler, ayrica ilaca bagl kardiyotoksisite ve pulmoner toksisite
goriilmektedir. ileri teknoloji ile birlikte tedavi yontemleri gelismekte yan etkileri
azaltilmaktadir. Hedefe yonelik kontrollii teshis ve tedavi saglayan nanotip, nano
dagitim ve nanodlcek sinifindaki malzemelere ilgiyi artirmistir. Nanoteknoloji hizla

gelisen bir bilim olmustur (Patra vd., 2018).

DNA kopyalamasinda ﬁ 5 Biyolojik yaslanma = 5 Radyasyon
. rastgele hatalar '§ 5 Genetik Duyarlilik ‘é 5 Kimyasal Kanserojenler
P 2icTini - -
2 (DEGISTIRILEMEZ) %'ﬁ DNA onarim % < Virtslerin neden oldugu
2 g " mekanizmasinda g ' tumeér
i ©  Hormonlar O  Kétii yasam Tarzlari
E g‘ Blyume Faktorleri .E,. (Sig.ar.amigme'k, egzersiz
< Enfamasyon eksikligi,besin
ox dengesizligi)
= vs.
Vs
KISMEN i .
( (DEGISTIRILEBILIR)

DEGISTIRILEBILIR)

Sekil 1.1. Kanserde genel olarak risk faktorleri.

Fotodinamik terapi (FDT) de foto duyarlastiric1 bir ajan 1sikla uyarilmasi sonucu,
ortamdaki oksijeni reaktif oksijen tiirlerine (ROT) dondstiiriir. Protein, DNA gibi
hayati yapilara zarar vererek kanserli hiicreyi apoptoza veya nekroza siiriikler,
metastazi onler. ROT cevredeki (biyo)materyallerle reaksiyona girer. Hiicrelerdeki

proteinlerin ve lipitlerin yok edilmesi hiicre 6liimiiyle sonuglanir (Toksoy vd., 2023).



FDT’ nin minimal invazivlik ve lokalize bir tedavi olmasi bu tedavi yontemini
avantajli kilar (Cui vd., 2024; Song vd., 2023). Isiga duyarlastirict skuarin boyalart,
ftalosiyaninler, porfirinler, BODIPY (bordipirometan)analoglar ve NIR boyalardir.
NIR boyalar 700-1500 nm deki 15181 sogurur ve bu aralikta biyogoriintiileme ve
terapotik uygulamalar i¢in 6nem saglar. NIR boyasi olan skuarinler FDT uygulamalari

icin uygun malzemelerdir (llina vd., 2020).

0,

Uyarilmig Triplet Hal

Elektron Transferi

AN

Sekil 1.2. Fotodinamik terapi mekanizmasi.

Skuarin boyalart NIR bolgesinde giiglii emisyon ve absorpsiyon saglar ayni zamanda
fotoiletkenlige sahiptirler. Skuarinler NIR araliginda dar absorpsiyon veren
fotostabiliteye sahip yiiksek kuantum verimli boyalardir. Bu boyalarin nanoteknoloji
tabanli hedefe tasinmasi nanoteknolojik sistemler, lipozomlar, miseller, dentrimetler,
hidrojeller, sivi kristal sistemler, siklodekstrinler ile ger¢eklesmektedir (Itoo vd.,
2022). Gelisen nanoteknolojiyle birlikte hedefe yonelik tedavi saglayan hidrojeller
capraz bagl hidrofilik polimer aglardir, yiiksek su tutma kabiliyetine ve gozenekli
yapiya sahiptirler (Cai vd., 2022). Biyouyumlu ve mekanik esneklikleri olan yumusak
biyomalzemelerdir (Khattak vd., 2024).

1.1 Fotodinamik Terapi

Fotodinamik Terapi son yillarda yapilan ¢alismalarla birlikte umut verici kanser tedavi

yontemi olmustur. Yiiksek se¢icilik gdstermesi, minimal yan etkileri saglik sektoriinde

2



ilgiyi artirmaktadir. Hedef dokularda bulunan 1s18a duyarlastirici ajanin 600-800 nm
1sikla aktive edilmesiyle ortamda bulunan oksijenin reaktif oksijen tiirlerine (ROT)
doniismesine neden olur. Ortamda bulunan reaktif oksijen kanser hiicrelerini apoptoz
veya nekroz yoluyla 6ldiiriir (Ni vd., 2023; Y. Zhang vd., 2024).

vifya

NEKROZ ,56p107

Sekil 1.3. Hiicrede fotodinamik terapi etkisi.

FDT de 1518a duyarlastirici se¢cimi ¢ok dnemlidir. Metilen mavisi (fenotiyazin tiirevi),
porfirinler, ftalosiyaninler, skuarinler doku penetrasyonunu yiiksek seviyeye tagimak
icin (600-800 nm) dalga boyunda 11k kullanilmalidir (Itoo vd., 2022). Sekil 1.3’de
bazi foto duyarlastiricilar incelendiginde skuarinlerin yakin kizilotesi bolgede yiiksek
sogurma ve emisyon vermesi kuantum veriminin yiiksek olmasi skuarini diger organik

boyalardan iistiin kilmaktadir.
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Sekil 1.4. Organik boyalar.(Yadav vd., 2020)

Mavi 151k dokuya en az niifus ederek daha az etki gosterir, kirmizi ve kizilétesi 151k
cildin derinine niifuz eder. 600-1200 nm araligi dokunun optik penceresidir. 800 nm’
ye kadar olan 151k Oz iiretebilir daha yiiksek dalga boylar1 fotodinamik reaksiyon i¢in
yeterli degildir. 600 ila 800 nm aras1 kirmizi 1s1k FDT i¢in uygundur.
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Sekil 1.5. Fotodinamik terapide (FDT) uygulanan elektromanyetik spektrum dalga
boyu araligi (Son vd., 2019).



FDT’nin yiiksek seciciligi, diisiik toksisite gostermesi, tedavi bdlgesinde direng
olusturmadan tekrarlanabilmesi, yan etkilerinin tolere edilebilir olmasi, yiiksek ROT
tiretilmesi tedaviyi avantajli kilar (Agostinis vd., 2011). Son yapilan ¢alismalarda
FDT’nin tedavilerde sinerjik etki yaratmasi kombine/multi FDT/fototermal terapi
(FTT), FDT/ kemoterapi, FDT/immiinoterapi tiimoriin baskilanmasi i¢in uygulanan
yontemlerdir(Li vd., 2022; Turkkol vd., 2023).

1.2 Skuarin

1965 yilinda Jacob tarafindan kesfedilen skarinler zwitteriyonik yapiya sahip organik
boyalardir. Diizlemsel ve zwitteriyonik yapilart NIR bolgesinde gii¢lii emisyon ve
absorpsiyon saglar ayn1 zamanda fotoiletkenlige sahiptirler (Sekil 1.6). Skuarinler NIR
araliginda dar absorpsiyon veren fotostabiliteye sahip yiiksek kuantum verimli

boyalardir.

-G O O OO

Sekil 1.6. Skuarin boyalarinin ortak yapisi.

1.3 Hidrojel

Canlilarin derisi sekrasyon, bosaltim gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlar saglayan, tiim
viicut yilizeyini saran 6énemli bir organdir. Deri ayn1 zamanda viicuda bakteri istilasini
onler. Cilt hasar gordiigiinde iyilesme siirecinin hizli gerceklesmesini saglayan
pansumanlar esas alinir. Pansuman esas alinarak kauguk, kopiik, filmler ve hidrojeller
gelistirilmektedir (Cai vd., 2022; Tian vd., 2022).Hidrojeller yiiksek su tutma
emilimine sahip c¢apraz bagh hidrofilik polimer aglardir. Hidrojeller yiiksek su

icerigine ve gbzenekli yapiya sahiptirler(Cai vd., 2022).



Sekil 1.7. Hidrojellerin gozenekli ag yapisi.

Makromolekiiler birlesmeyle polimer zincirleri arasindaki kovalent, elekrtostatik
veya fiziksel ¢apraz baglarla olusur (Bermejo-Velasco vd., 2019). Kolay modifiye
edilebilen, biyouyumlu ve biyoaktif saglayan malzemelerdir (X. Zhang vd., 2022). Bu
nedenle hidrojeller bir¢ok biyomedikal uygulamalara sahiptir. Yapilan ¢aligmalarda
hidrojeller igerisine kemoterapotik ilaglar, terapotik proteinler, mikroRNA
seklindedir. Ayrica kanser tedavilerinde metastazi dnlemek ve tiimorii 6ldiirmek igin
kombinasyon terapilerde uygulanmaktadir. Polimerik hidrojellerde aranan o6zellikler,
insan viicuduna uygun pH seviyesi, insan dokusuna uygun yogunluk ve hidrofiliklik,
kalic1 stabilite, biyouyumluluktur. Hidrojellerin sentezinde kullanilan dogal ve

sentetik polimerler Sekil 1.8’de verilmistir.

Dogal Polimerler Sentetik Polimerler

Hyaluronik Asit PEG
Kollojen PVA
Kitosan Poliakrilamid
Dekstran Metakrilamid
Kondroitin Siilfat Multivinil polikarboksibetain

Arjinat

Sekil 1.8. Hidrojellerde kullanilan polimer ¢esitleri (Qi vd., 2018).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Skuarinler
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Sekil 2.1. Hedef alt1 tane skuarin.

Lima ve arkadaslar1 2023 yilinda Sekil 2.1°deki alt1 tane skuarinler sentezlemislerdir.
Bu yapilar aminlerin (amino <metilamino <dimetilamino <hidroksietilamino
<hidroksietilmetilamino <bis (hidroksietil) skuarinin boyalarin merkezi halkasina
eklenmesiyle olugmustur. Aminoskuarinler fotodinamik uygulamalarini kirmizi
bolgede absorpsiyon ve c¢ok yiiksek molar sogurma katsayist gibi fotofiziksel
ozellikler ve daha derin dokularda, radyasyon sogurma kapasiteleri gostermislerdir.
Amino gruplarina bagli olarak hiicrelerin bilesiklerine kars1 duyarli oldugu ve albiimin

protein ile etkilesimlerini belirlemislerdir (Lima vd., 2023).

Sekil 2.2. Bilesik 16.

Park ve ekibi 2024 yilinda Sekil 2.2’deki benzoindol tiirevli skuarin gelistirmislerdir.
Bilesik 16’ nin boyasi1 yakin kizilotesi (NIR) bolgede 675 nm'de absorpsiyon ve 682
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nm'de floresans emisyona sahip oldugunu belirlemiglerdir. Ayrica, 671 nm lazer
1sinlamastyla iistiin reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretme yetenegi sergilrmislerdir ve
HT-29 Ksenograft Fare Modeli ile in vivo testlerle fotodinamik kanser tedavisinde

tiimor hedeflemek ic¢in kullanmiglardir (Park vd., 2024).

Sekil 2.3. Bilesikler 17-22.

Serpe ve arkadaslar1 Sekil 2.3’deki ROT {iretme yetenegine sahip skuarin sentezlemis

ve incelemislerdir (Serpe vd., 2016).

kk R=Br or |

Sekil 2.4. Bilesik 23.




Ayni1 grup 6zellikle halojenlenmis skuarin Br-C4 ve I-C4 adl1 iki yapinin ( Sekil 2.4),
PDT igin potansiyel fotoduyarlastiricilar oldugunu gostermisler ve DNA etkilesim
mekanizmalarini inceleyerek biyolojik aktivitelerin daha iyi anlasilmasi i¢in DNA ya
nasil baglandigmmi belirlemek amaciyla UV-Vis spektroskopisi, floresans
spektroskopisi ve FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) gibi cesitli

spektrofotometrik teknikler kullanmiglardir (Butnarasu vd., 2021).

C12Has
N
Br 0 S [ N\
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Sekil 2.5. Bilesik 24.

Bordignon vd. 2023 yilinda (Sekil 2.5) bromlu skuarine suda c¢oziinmeyen
fotoduyarlastiricinin ortamdaki yapisi bozulmadan c¢oziiniirliigiinii gelistirmek ve
etkisinin arttirilmasi, niifuz etme ve tutma kabiliyetinin gelistirilmesi i¢in nanokapsiil
elde etmislerdir. Hidrofobik olan bromlu skuarine kuatsomlar (QS) kaplama
gerceklestirmislerdir. Biyomedikal uygulamalarda giivenli ve toksik olmamasindan
yararlanarak suda ¢dziinme kabiliyeti kazandirilmistir. Boylece in vitro ve in vivo
deneylerde avantajli olmustur. Alkil zincirleri olan bilesik 24 (Sekil 2.5) sentezlemisler
ve karakterizasyonunu yaparak yiiksek verimli FDT ajan1 gelistirilmis in vivo deneyler

icin fotoduyarlastirict skuarin sunulmustur (Bordignon vd., 2023).

SQSe

Sekil 2.6. Bilesik 25.
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Chen ve arkadaslar1 Sekil 2.6’daki selenyum igeren skuarin tasarlamiglar, skuarinin
fototermal ve fotodinamik etkisini optimize etmek i¢in selenyum atomunu
kullanmiglardir. Tasarladiklar1 bu yapiyr karakterize edip optik 6zelliklerini
belirlemisler ve ardindan in vitro ve in vivo deneylerle fototeranostik potansiyeli olan

yeni bir skuarin temelli molekiilii ortaya koymuslardir (X. Chen vd., 2023).

R,= COOH, H
R2= (CH3)7CHgz, (CH2)11CH3, CH,CH3
R3= CH,CHj3 (CH),COOH, (CH;)sCOOH, (CH3)11CH3

Sekil 2.7. Bilesik 26.

Mavileti ve ekibi Sekil 2.7’deki yakin kizildtesi bolgede sogurma ve emisyon
yapabilen boyalar1 sentezlemislerdir. Calismalarinda karboksi grubu (-COOH)
icermeyen skuarin ile farkli konumlarda karboksi grubu igeren simetrik olmayan
boyalar1 arastirmislardir. Karboksi grubu igeren boyalar BSA ile konjugatlar artan
floresans sinyali vermistir. Karboksi igeren simetrik olmayan boyalarin kendi
icerisinde canli organizmada hiicre penetrasyonlarini incelemislerdir. Secici doku

goriintiileme 6zellikleri belirlenmistir (Mavileti vd., 2024).

lo E] :S
S b
(0]

Sekil 2.8. Bilesik 27.

Pamuk Algi ve ekibi Sekil 2.8”deki skuarinin 27 ve Fluronic F127 temelli nanopartikiil

sentezlemis ve karakterize etmislerdir. Fototermal ve fotodinamik o6zelliklerini
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incelenmistir. Skuarin ve F127 temelli nanopartikiiliin insan melanom hiicrelerinde
(SK-MEL 30/Anl) ¢alismislardir. Bilesik biyouyumludur, kirmiz1 1sikta fotodinamik
terapi ve 808 nm 1,0 W/cm? de fototermal terapi uygulanmis ve bu iki tedavi
uygulandiginda %357 oraninda melanoma hiicrelerini inhibe etmistir. Sonu¢ olarak
melanoma hiicrelerinde FDT ve FTT tedavilerinde kullanilabilecek bir ajan literatiire

kazandirmiglardir (Pamuk Algi ve Sarigol, 2024).

Sekil 2.9. Bilesik 28.

Algi ve ekibi Sekil 2.9’daki norskuarini sentezlemislerdir. Spektroskopik yontemler
ile karakterizasyonunu gergeklestirdikten sonra fotofiziksel ozellikleri iizerinde
durulmustur. Asidik, bazik ve noétr ortamlarda fotodinamik etkileri test edilmistir.
Asidik ortamda fotodinamik etkisi basarili olmustur. Hep-2 hiicre hattinda
biyogoriintiisli alinmistir. Norskuarinin in vitro deneylerde fotodinamik terapi etkinligi
yaklasik %89 hiicre o6liimii saglamis ve antimikrobiyal aktivitesi S. aureus (MRSA)
bakterileri iizerinde test edilmistir. Norskuarinin etkili bir FDT ajan1 olabilecegini

gostermislerdir (Toksoy vd., 2022).

Sekil 2.10. Bilesik 29.

Yamandag tez c¢alismasinda suda ¢oziinebilen Skuarin 29 (Sekil 2.10) tasarlayip

sentezlemis, FDT, biyogoriintiileme ve hidrojel uygulamalart {izerinde durmustur.
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Skuarin 29 un gapraz baglayici olarak kullanildigt PAAm ve PNIPAAM hidrojellerin
ROT iiretme yetenekleri olduk¢a yiiksektir. Boylece suda c¢oziinebilen capraz
baglayict Ozelligi olan Skuarin 29 cilt hastaliklar1 tedavisinde ve bakteriyel
enfeksiyonlarda kullanilmak {izere literatiire 151k tutan bir ¢alisma gergeklestirmistir

(Yamandag, H., 2023).

2.2 Hidrojeller

Sekil 2.11. Bilesik 30.

Ferdinandus ve arkadaglar1 Sekil 2.11 deki skuarin temelli duyarlastiriciy1
sentezlemislerdir ve poli(lignin/PEG/PPG iiretan) igerisine kapsiillenmistir. Patojenik
bakterilerin antibiyotik direncini kirmak i¢in ve hedefe yonelik hidrojellerin
bakterilerdeki antibakteriyel fotodinamik terapi (aPDT) potansiyelini incelemislerdir.
Yiiksek ROT iiretme kabiliyetleri farkli morfolojileri nedeniyle gram pozitif
bakterilerin aPDT etkileri gram negatiflere gore daha ¢ok etkili olmustur. Antibiyotige
direngli mikrobiyal patojenlere karsi hidrojel tabanli terapdtik bir ajan literatiire

kazandirmislardir (Ferdinandus vd., 2023).

o (o)
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Sekil 2.12. Bilesik 31.

Azadikhah ve ekibi kanser tedavisinde foto duyarlastirici olabilecek” [N, N’ -di-(L-
alanin)-3,4,9,10-perilen tetrakarboksilik diimid] -(PDI-Ala) sentezilemislerdir (Sekil
2.12) ve tanik asit ile kitosan bazli hidrojel tasarlamislardir. Yiiksek ROT iiretme
kabiliyetli antioksidan aktiviteye sahip mikro gozenekli yapida hidrojel elde

etmislerdir. Melanoma hiicre hattinda A375 in vitro kanser hiicrelerini fotodinamik
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terapide oldiirme yetenegi ve secicilik gosteren FDT de umut verici biyomalzeme

gelistirmislerdir (Azadikhah vd., 2021).

N /.,. o-
(0]

Sekil 2.13. Bilesik 27.

Pamuk Algi ve Sarigol, tasarladiklari skuarinin 27 yapinin gapraz baglayici
ozelliginden yararlanarak polimerik hidrojel sentezlemislerdir (Sekil 2.13). Sq1’in 808
nm de fototermal terapi etkinligi in vitro deneylerde %70’den fazla kanser hiicrelerini
6ldiirmesiyle hipotermi kabiliyetini dogrulamistir. 27’in FTT etkinligini akrilamid
monomeri kullanarak elde ettikleri 27 hidrojel ile de test etmislerdir ve hidrojel
icerisine kemoterapi ilact MTX yiikleyerek hidrojelin ilag salinim potansiyelini
gostermislerdir. Boylece Sql’in capraz baglayici miihendisliginden yararlanarak
polimerik hidrojelleri biyomedikal uygulamalarinda umut vaat edici olmustur (Pamuk

Algi ve Sarigél, 2023).
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Sekil 2.14. Bilesik 32.

Oi ve ekibi Sekil 2.14’deki heksapeptid 32 ve doksorubisinin bir araya gelmesiyle
enjekte edilebilen hidrojel sentezlemislerdir. Bu hidrojel ile meme kanserinin
kemoterapi uygulamasindan sonra tiimoriin tekrar etmemesi adina nanotasiyici

gelistirmislerdir. Biyouyumlu ve in vivo biyobozunur enjekte edilebilir hidrojelin

13



yiiksek terapotik oOzellik gostermesi klinik olarak umut vaat edici ajan oldugunu

gostermektedir (Qi vd., 2018).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Malzeme

Aldich ve Merck firmalarindan alinan malzeme ve ¢oziiciiler ya dogrudan kullanilmig
ya da literatiirde bilinen yontemle saflastirildiktan sonra kullanilmistir,

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK), Merck 0,2 mm silika jel 60 F254 Analitik
Aliiminyum Plakalar iizerinde gergeklestirilmistir. Sogurma spektrumlar1 Varian Cary
50 model UV-Vis ve emisyon (yaymma) oOlgiimleri ise Varian Cary Eclipse
Fluorescence spektrofotometre cihazlariyla kaydedilmistir. *H NMR (400 veya 300
MHz) ve 1*C NMR (100 veya 75 MHz) spektrumlar1 Bruker marka FT-NMR cihazlar
ile kaydedildi. Numunelerin SEM analizleri FEI marka Nova Nano SEM 450 model
cihazla ve TGA analizleri ise Hitachi Exstar SII TG/DTA 7300 model cihazla
kaydedilmistir. Yiiksek coziiniirlikli-Kiitle Spektrometresi (HRMS)

ThermoScientific marka TSQ Quantum Access Max model cihaz ile alinmustir.

3.2 Bilesik 4 Sentezi: 5-(alliloksi)-2-metilbenzo[d]tiyazol

Br\/\

S
3 5 )
/4
Kuru DMF,K,CO4 vO N

28°C Ar

Sekil 3.1. Bilesik 4 sentezi.

25 mL balona bilesik 2 (1 g, 6.06 mmol) kuru DMF (5 mL) ve K>CO3 (2 g, 12.12
mmol) eklendi. Karigim 15 dk karistirildiktan sonra ortama 3 (1.050 pl, 12.12 mmol)
eklendi (Sekil 3.1). Reaksiyon oda sicakliginda 24 saat karistirtldi. Sonra su ve CDCl3
(3x500 mL) ile ¢ekme iglemi yapildi. Organik faz sodyum siilfat (Na2SOs) ile
kurutulduktan sonra ¢oziicii doner buharlastirict yardimi ile uzaklastirildi: sar1 renkli
yagimst s1vi, 750 mg, %60verim e.n: 138 °C. *H NMR (600 MHz, CDCls) & 7.60 (d,
J=6.0 Hz, 1H), 7.42 (bs, 1H), 6.97 (d, J= 12.0 Hz, 1H), 6.08-6.01 (m, 1H), 5.42 (d, J=
18.0 Hz, 1H), 5.27 (d, J= 12.0 Hz, 1H), 4.56 (bs, 2H), 2.76 (s, 3H).1*C NMR (151
MHz, CDClz) & 168.15, 157.70, 154.51, 133.02, 127.52, 121.56, 117.89, 115.09,
106.27, 69.16, 20.13. FT-IR (cm™): 3503, 2980, 1814, 1730, 1592,1410, 1401, 1320,
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1186, 1147, 1099, 1048, 1003, 950, 902, 806, 776, 734, 674. LC/MS C1:H11NOS igin
hesaplanan (m/z) 205,05 [M]" olgiilen [M]*: 206.06.

3.3 Bilesik 5 Sentezi: 5-(alliloksi)-2,3-dimetilbenzo[d]tiyazol-3-yum iyodiir

Sekil 3.2. Indolin 5 sentezi.

25 mL’lik bir balona bilesik 4 (1 g, 4.854 mmol) ve metil iyodiir (3 mL, 21.135 mmol)
eklendi geri sogutucu altinda 47 °C’ de 72 saat boyunca karistirildi (Sekil 3.2). Oda
sicakliginda kat1 alindi. Beyaz kati, 750 mg, %70 verim e.n 198 °C. *H NMR (600
MHz, DMSO-ds) 6 8.29 (d, J=12.0 Hz, 1H), 7.79 (bs, 1H), 7.42 (dd, J= 12.0-6.0 Hz,
1H), 6.12-6.06 (m, 1H), 5.47 (d, J= 18.0 Hz, 1H), 5.31 (d, J= 6.0 Hz, 1H), 4.77 (d, J=
6.0 Hz, 2H), 4.15 (s, 3H), 3.13 (s, 3H). *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) & 177.58,
159.80, 143.50, 133.24, 125.66, 120.94, 118.83, 118.45, 101.37, 69.79, 36.78, 17.75.
FT-IR (cm™): 3512, 2881, 1963, 1613, 1515, 1407, 1195, 991, 905, 716, 639. HRMS
C12Hu4INOS igin hesaplanan (m/z) 220.07906 [M]" &lgiilen 220.08590 [M]".

3.4 Bilesik B Sentezi: 3,4-diizopropokzisiklolobiit-3-en-1,2-dion

o. ,0 O_/°
N (CH3)2CHOHC6H6 )\ J\
HO' A “OH Dean Stark, 97°C 0B oO

Sekil 3.3. 3,4-diizopropokzisiklolobiit-3-en-1,2-dion (B) sentezi.

50 mL’lik bir balona A (800 mg,4.384 mmol) alinir ve propanol-benzen (1:1)
karisiminda ¢oziildii (Sekil 3.3). Karisim 14 saat siireyle 98 °C’ye 1sitildi. Coziicii

doner buharlastirict yardimi ile uzaklastirildi. Ag¢ik sar1 yagimsit madde, %60 verim.
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IH NMR (600 MHz CDCls) § 5.29 (h, J= 6.0 Hz, 2H), 1.40 (d, J= 6.0 Hz, 12H). LCMS
C10H1404 igin hesaplanan (m/z) 198,09 [M]" ile olgiilen 199,04 [M]".

3.5 Bilesik 6 Sentezi: (Z)-3-((5-(alliloksi)-3-metilbenzo[d]tiyazol-2(3H)-
iliden)metil)-4-izopropoksisiklobut-3-en-1,2-dion

o_ 0

\J (
S )\ J\
-, aery O
N b > )
\/\o N\ |- CzHsOH.NEts Ar8h 50°C vo N* N\_ 0

5 6 \

O
: A o

Sekil 3.4. Bilesik 6 sentezi.

25 mL lik bir balona 5 (300 mg 0.907 mmol) alind1 ve tizerine C2HsOH ilave edildi,
ardindan (C2Hs)sN (226 pl, 1.632 mmol) ve B (164 ul, 1.088 mmol) damla damla
eklendi (Sekil 3. 4). Karisim 50 °C’ye 1sit1ld1 ve tepkime ITK ile takip edildi. Céziicii
uzaklastirilarak kalint1 yikandi ve sar1 renkli kat1 tiriin 6 elde edildi, %80 verim. e.n:
239 °C. 'H NMR (600 MHz CDCls) & 7.34 (d, J= 12.0 Hz, 1H), 6.74 (d, J= 6.0 Hz,
1H), 6.65 (s, 1H), 6.08-6.03 (M, 1H), 5.52-5.49 (m, 1H), 5.45-5.42 (m, 2H), 5.33 (d,
J=12.0 Hz, 1H), 4.57 (d, J= 6.0 Hz, 2H), 3.50 (s, 3H), 1.48 (d, J= 6.0 Hz, 6H) 3C
NMR spektrumu (151 MHz, CDClI3) 6 185.76, 185.23, 173.06, 160.99, 158.39, 142.45,
132.90, 122.19, 118.35, 110.25, 98.68, 69.58, 32.40, 22.84, 0.83. FT-IR (cm™): 639,
3091, 2932, 2074, 1757, 1676, 1533, 1491, 1395, 1287, 1231, 1099, 1024, 1000, 911,
848, 773, 746, 663. HRMS Ci12H14INOS ig¢in hesaplanan (m/z) [M]* 357.10348;
olgiilen [M]" 358.12590.
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3.6 Bilesik 7 Sentezi

S S
g C,H50H,NaOH ,@E g
\V\O/©:N\+ Ao TN RN N\}%o
7

6 70°C

N\
0 ‘0
I A OH OH
-

Sekil 3.5. Bilesik 7 sentezi.

25 mL lik bir balonda 6 (340 mg 0,78 mmol) etanol ile ¢oziildii. Ardindan NaOH
eklendi ve karigim geri sogutucu altinda 70 °C’ye 1sitildi. ITK ile takip edilen
tepkimede baglangic maddesi tiikenince sogumasi beklendi (Sekil 3.5). Ardindan

eklenerek sonraki basamakta kullanild.

3.7 Bilesik 8 Sentezi: 2,3,3-trimetil-1-(3-(trimetillammonyum)propil)-3H-1-indol-

5-siilfonat

- 4 -
038 BFN\N+- Br- 038
) v B \
N - N*
CeHsCH 110°C
4

N*
|

N
Br-

Sekil 3.6. Bilesik 8 sentezi.

2,3,3-Trimetil-3H-indol-5-stilfonat 9 (0.42g, 0.83 mmol) ve 3-bromopropil)
trimetilamonyum bromiir (5, 0.30 g, 0.96 mmol) azot atmosferi altinda toliiende
¢ozildi ve kaynatildi (Sekil 3.6). Oda sicaklifina sogutulan karigimdan kati iiriin
siiziilerek alind1;0.16 g, %36, e.n: 98 °C. H NMR (600 MHz, dmso) & 8.04-8.01 (m,
2H), 7.77 (d, J= 12.0 Hz, 1H), 4.50 (t, J= 6.0 Hz, 2H), 3.63 (t, J= 6.0 Hz, 2H), 3.11 (s,
9H), 2.93 (s, 3H), 2.34 (t, J= 6.0 Hz, 2H), 1.55 (s, 6H). FT-IR (cm™): 3399, 2364, 2325,
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2080, 1631, 1494, 1404, 1332, 1195, 1120, 1036, 959, 923, 836, 677, 657. HRMS
C17H27N203S igin hesaplanan (m/z) [M]" 339,17424 o6lgiilen [M]* 338.12237;
339.10975, 340.10648, 341.16874.

3.8 Skuarin 1 Sentezi.

O:S 'o;,st\;f%_ CaHgOH:CoHs

/e ‘ N b —_—
o N\}%‘) + AN Dean Stark, 115°C
-0 \\L
ol
-
7

’

H Nt
I\

8 Br-

Sekil 3.7. Skuarin 1 Sentezi.

25 mL bir balona bilesik 7 (90 mg 0.095 mmol), 8 (60mg 0.095 mmol) ve
C4H9OH:CsHe (1:1, 30 mL) eklendi. Karisim Dean-Stark tuzagi kullanilarak 115
°C’ye 1sitildi (Sekil 3. 7). ITK ile takip edilen tepkimede baslangig bilesikleri
tilkendikten sonra kat1 elde edildi; verim %40 e.n :>360 °C. *H NMR (400 MHz dmso-
ds) 8 7.92 (bs, 1H), 7.61 (bs, 1H), 7.55 (bs, 1H), 7.36 (bs, 1H), 7.12 (bs, 1H), 7.06 (bs,
1H), 6.05 (bs, 2H), 5.59 (bs, 1H), 5.46 (d, J= 16.0 Hz, 1H), 5.32-5.30 (m,1H), 4.70
(bs, 2H), 3.98 (bs, 2H), 3.88 (bs, 2H), 3.50 (bs, 3H), 3.09 (s, 9H) 2.11 (bs, 2H), 1.67
(s, 3H), 3C NMR (100 MHz, dmso-dg) & 181.79, 180.63, 180.10, 170.29, 164.55,
164.21, 159.11, 143.21, 143.12, 140.42, 133.69, 125.88, 124.07, 120.38, 119.99,
118.61, 114.22,108.11, 100.25, 88.29, 86.25, 69.58, 63.23, 52.80, 47.94, 34.46, 27.59,
20.82 FTIR (cm™): 3402, 2869, 2355, 1766, 1694, 1595, 1482, 1389, 1350, 1261,
1216, 1168, 1108, 920, 815, 770, 674. HRMS C3z3H37N30sS> i¢in hesaplanan (m/z)
[M]* 635.21238 6lgiilen [M+H]" 636.21451.

3.9 Skuarin 1@PAAmM Sentezi icin Genel Prosediir

15 mL bir viyale Akrilamid (AAm) (100 mg, 3,517 mmol), Skuarin 1 (2,5-5,0-7,5
mg) ve N, N'-Metilenbisakrilamid (MBA) (1,0 mg, 0,0065 mmol) tartild1. Uzerine 0,8
mL deiyonize saf su eklendi ve azot atmosferi altinda karistirildiktan sonra
amonyumpersiilfat (APS) (8 mg, 0,021 mmol) eklenerek hazirlanan ¢ozelti ImL’lik

siringalara alinarak sicakligi 55 °C” ye ayarlanmus etiivde hidrojel olusumu gozlenene
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kadar (24 saat) bekletildi.Daha sonra hidrojeller su igerisine alindi ve belirli zaman
araliklarinda suyu degistirilerek sismesi takip edildi. Hidrojellerin My ile agirlik sisme
orani belirlenmis ve Mrei= m/mg olarak hesaplanmistir. Burada mo hidrojelin baslangig
kiitlesi iken m ise sisen hidrojelin kiitlesidir. Daha sonra suda dengeye gelmis

hidrojeller dondurularak kurutuldu.

Skuarin 1,s@PAAM FTIR (cm™): 3335, 3185, 2942, 2360, 1651, 1607, 1448, 1417,
1318, 1121.

Skuarin 1s0@PAAM FTIR (cm™): 3335, 3186, 2934, 1647, 1604, 1448, 1417, 1320,
1122.

Skuarin 17s@PAAmM FTIR (cm™): 3336, 3190, 2937, 1662, 1608, 1448, 1417, 1318,
1122.

3.10 Skuarin 1@PNIPAAmM Sentezi i¢cin Genel Prosediir

15 mL bir viyale N-izopropilakrilamid (NIPAAmM) (550 mg, 3,093 mmol), Skuarin 1
(2,5-5,0 mg, 0,0039 mmol) ve N, N'-Metilenbisakrilamid (MBA) (1 mg, 0,013) tartild1.
Uzerine 0,5 mL deiyonize saf su 0,5 mL asetonitril (ACN) eklendi ve azot atmosferi
altinda karistirildiktan sonra polimerizasyon baslatict amonyumperstilfat (APS) (8 mg,
0,021 mmol) eklenerek hazirlanan ¢6zelti 1mL’lik siringaya alinarak sicakligi 65 °C’
ye ayarlanmig etiivde hidrojel olusumu goézlenene kadar (24 saat) bekletildi. Daha
sonra hidrojeller su igerisine alindi ve belirli zaman araliklarinda suyu degistirilerek
sigsmesi takip edildi. Suyu degistirilen hidrojellerin kiitlesi tartilarak not edildi ve sisme
orani yukarida PAAmM sentezinde kullanilan formiil ile hesaplandi. Daha sonra suda

dengeye gelmis hidrojeller dondurularak kurutulmustur.

Skuarin 1,s@PNIPAAM FTIR (cm™): 3280, 3078, 2971, 2933, 1635, 1540, 1457,
1386, 1366, 1171, 1130, 927, 882.

Skuarin 15s0@PNIPAAM FTIR (cm™): 3289, 3078, 2971, 2934, 1636, 1537, 1457,
1386, 1366, 1171, 1130, 926, 882, 838.

3.11 Hiicre hatlarimin hazirlanmasi
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Hiicre hazirlama islemleri laminar kabinde, steril ortamda literatiirde bilinen
protokoller kullanilarak gergeklestirildi (Bonifacino vd., 2001). Calismada kanser
hiicre hatt1 olarak SK-MEL-30 (DSMZ no.: ACC 151) ile saglikli kontrol hatt1 olarak
L929 (ATCC® CRL-6364™) (fibroblast) kullanildi. Bu hiicreler kendilerine 6zgi
besiyerlerini i¢eren hiicre kiiltiir kaplarinda 37°C ve %5CO. ortaminda inkiibe
edilmigtir. Hicreler, konfluentlikleri %70-80'e ulagtiginda tripsinizasyon islemleri
yapilarak pasajlar1 gergeklestirildi. Analizlere bagli olarak belirlenen kuyucuklu

plakalara hiicre ekimleri yapilarak hiicreler gerekli islemler i¢in hazir hale getirilmistir.

3.12 Karanlik toksisite testleri

Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara ekilerek logaritmik evreye geldiklerinde belirlenen
derisim ya da miktarlarda skuarin veya hidrojellerle inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda (24 saat) besiyeri ortamdan uzaklastirilmis ve kuyucuklara taze besiyeri
konularak ve iizerine MTT soliisyonundan (20 pl) eklendi. Ug saat 37 °C’ de
inkiibasyon sonunda besiyeri uzaklastirildi ve DMSO eklendi (L. Li vd., 2020).
Mikroplaka okuyucuda absorbans degerleri okunarak yiizde canlilik hesaplandi(Yang
vd., n.d.).Hiicre canliligi Rv=((A1—Ao) / (A2—Ao)) x100% formiilii ile hesaplandi. Rv
hiicre canlilig1, Ao blank kontrol grubunun sogurmasi, A1 deneysel grubun sogurmasi,

A; kontrol grubunun sogurmasi(Siddiga vd., 2019; Xie vd., 2021).

3.13 Canl hiicre goriintiileme

Biyogoriintiileme islemleri icin; hiicreler 4 cm petri kaplarma ekildi %50-70
konfluensiye ulagmasi beklendi. Daha sonra besiyeri uzaklastirildi, hiicreler iki kez
PBS ile yikandi ve her spesifik boyama i¢in boyay1 iceren besiyerinde 37 °C'de ve %5
CO2 atmosferinde inkiibe edildi. Boyanin fazlasinin uzaklastirilmast igin PBS ile
yikama yapilmig ve hiicreler floresans mikroskop ile goriintiilenmistir (Beverina ve

Salice, 2010).

3.14 PNIPAAm Hidrojellerinin Sicakhiga Bagh Kiitle Degisiminin Belirlenmesi

Dengeye gelmis hidrojellerin sicakliga baglh kiitle degisimleri sicakligin kademeli
olarak arttirilmast ile belirlendi. Oda sicakligindan 59 °C’ ye kadar 2 °C’ de bir sicaklik
artis1 gerceklestirildi ve her sicaklikta hassas terazi ile hidrojellerin kiitlesi belirlendi.

Hidrojellerin Myeiile agirlik biiziisme orani belirlendi ve Mrei= m/mg olarak hesaplandi.
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3.15 FDT Testleri

Fotodinamik terapi etkinliginin en Onemli Onemli gostergesi ROT iiretimidir.
Sentezlenen hidrojellerin ROT {iretip liretmediklerini belirleyebilmek i¢in literatiirde
bilinen tuzak molekiiller DPBF (1,3-Difenilizobenzofuran) ve DCFH (2,7-Dikloro
Floresein Diasetat) secildi. FDT etkinliklerini belirlemek i¢in skuarin veya hidrojel
iceren ¢oOzeltiler 1513a maruz birakilarak ¢esitli zaman araliklarinda ¢ozeltilerin (DPBF
icin) sogurma veya (DCFH i¢in) floresans spektrumlari1 kaydedildi. Spektrumlarda

gozlenen degisimler iizerinden fotoduyarlastirici etkinlikleri belirlenmistir.

3.16 Molar Sogurma Katsayilari (&)

Skuarin 1 bes farkli derisimde (10'2 M, 10° M, 10 M, 10° M, 10® M) hazirlanan
cozeltilerinin sogurma spektrumlar1 kaydedildi. Elde edilen veriler lizerinden Beer-
Lambert formiiliine gore yapilan hesaplamalar sonucunda ortalama ¢ degerleri

belirlendi.

3.17 Floresans Kuantum Verimleri (®F)

Skuarin 1 floresans kuantum verimleri Rodamin B standart alinarak su formiile gore

hesaplandi (3.1):

q)x (}\;) = q)st (7\.) X Fx /Fst X Ast(}\.)/Ax(}\.) X nxz/nstz (3.1)

Burada ®r floresan kuantum verimi, A: uyarma dalga boyuna karsilik gelen absorbans,
F: diizeltilmis emisyon dalga fonksiyonu altinda kalan alan, n: ¢dziiciiniin refraktif

indeksi, st: standart ve x: numunedir.

3.18 Fotokararhlik Testleri

1.10° M olarak hazirlanan skuarin 1 stok ¢ozeltileri beyaz 1s18a maruz birakild1 ve
belirli araliklarla sogurma spektrumlar1 kaydedildi. Sogurma spektrumlarinda

meydana gelen degisimler iizerinden skuarin 1 foto kararliliklar tespit edildi. Elde

edilen sonugclar bilesigin foto kararli oldugunu gostermektedir.
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3.1910z verimlerinin (®a) hesaplanmasi

10, kuantum verimi (®,) hesaplamalarinda standart olarak metilen mavisi (MB, (®a) :
0.52) kullanildi ve skuarin 1 (®,) degerleri, asagida verilen denklem kullanilarak
literatiire gore bagil yontemle hesaplandi (3.2) (Arunkumar vd., 2007; Ramaiah vd.,
1997).

cDA(X) = cI)A(st) X (Sx /Sst ) X (Fstd /Fx) (32)

Burada standart ve numune, sirasiyla st ve x alt simgeleriyle belirtilmistir. S, FDT

testleri sonucu elde edilen dogrularin egimleri ve F ise sogurma diizeltme faktorleridir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Skuarin 1 Sentez Asamasi

Hedef Skuarin 1 igin gelistirilen sentez yolagi asagida verilmistir (Sekil 4.1).

o L0
Braaon N

A~ o o =0T
Kuru DMEK,C0; R ¢ 45°C A O:)— © B O° ]
ury K WA +
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Sekil 4.1. Skuarin 1 Sentez Semasi.

Sentezin ilk kademesinde 2-metilbenzo[d]tiyazol-5-0l (2) DMF igerisinde K>CO3
varliginda allil bromiir (3) ile etkilestirilmis ve O-alkilasyon reaksiyonu ile bilesik 4
elde edilmistir (Sekil 4.2).

Br\/§

S
3
—_ >—
Kuru DMF,K,CO, vO/@N/

28°C Ar

Sekil 4.2. Bilesik 4 sentezi.
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Bilesik 4’ iin *H NMR spektrumunda (Sekil 4.3) aromatik protonlarin 7.62, 7.42 ve
6.97 ppm de, olefinik protonlarin 6.04, 5.42 ve 5.26 ppm de, metilenik ve metil

protonlarinin ise sirasiyla 4.56 ve 2.76 ppm de sinyal verdigi not edilmistir.
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Sekil 4.3. Bilesik 4 icin 'H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHz).

Bilesik 4 i¢in 11 sinyalden olusan *C NMR spektrumu (Sekil 4.4) yapiyla uyumludur.
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Sekil 4.4. Bilesik 4 i¢in 3C NMR spektrumu (CDCls, 151 MHz).

Bilesigin 4 LC MS ile 6lgiilen kiitle spektrumu ([M+H]": 206.06) beklenen kiitle (m/z:
205.06) degeri ile uyumlu ve yapiy1 dogrular niteliktedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Bilesik 4 icin LC-MS kiitle spektrumu.

Bilesik 4 spektroskopik olarak karakterize edildikten sonra iyodometan ile 45 °C’de
muamele edilmek suretiyle indoline 5 gevrilmistir. (Sekil 4.6)
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Sekil 4.6. Indolin 5 sentezi.

Indolinin 5 *H NMR spektrumu Sekil 4.7’de gosterilmistir. Spektrum incelendiginde
aromatik protonlar 8.29, 7.79 ve 7.42 ppm de, allil grubuna bagli olefinik protonlar
6.12-6.06, 5.47 ve 5.31 ppm de, -CH2" protonlar1 4.77 ppm de ve metil protonlar1 ise
4.15 ve 3.13 ppm de gozlenmistir. Metil sinyali ve protonlarinin sayisinda gézlenen

artis tepkimenin basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir.
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Sekil 4.7. indolin 5 icin *H NMR spektrumu (DMSO-dg, 600 MHz).

Indolinin 5 3C NMR spektrumunda (Sekil 4.8); 177.58, 159.80, 143.50, 133.24,
125.66, 120.94, 118.83, 118.45, 101.37, 69.79, 36.78 ve 17.75 ppm de gozlenen 12
karbon sinyali ve HRMS spektrumu (Sekil 4.9) yapiy1 desteklemektedir.
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Sekil 4.8. indolin 5 i¢in *C NMR spektrumu (DMSO-ds, 151 MHz).

x107 |+ESI Scan (rt: 0.100-0.796 min, 43 scans) Frag=120.0¥ SR501.d

1.8+ = 220.08590

L=
1.44 g W N\+

121 5
14

0.8+

06+

04+ 221.08708

0.2 222.0|320?

miz: 220.08 (100.0%), 221.08 (14.2%), 222.08 (4.9%)

2192 2194 2196 2198 220 2202 2204 2206 2208 221 2212 2214 2216 2218 222 2222 224 226
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.9. indolin 5 i¢in kiitle spektrumu.
Calismanin bu asamasinda 3,4-diizopropokzisiklolobiit-3-en-1,2-dion (B) literatiirde

bilinen bir yontem kullanilarak skuarik asitten (A) sentezlenmistir (Sekil 4.9) (Liu vd.,
1997).
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Sekil 4.10. 3,4-diizopropokzisiklolobiit-3-en-1,2-dion (B) sentezi.

Bilesigin B yapis1 *H NMR (Sekil 4.11) ve LC-MS kiitle (Sekil 4.12) spektrumlari ile

dogrulanmustir.
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Sekil 4.11. Bilesik B i¢in *H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHz).

O, O
M* 199.04 )\OJE(OJ\

m/z: 198.09 (100.0%), 199.09 (11.0%)

Sekil 4.12. Bilesik B i¢in LC-MS kiitle spektrumu.

Ardindan ise indolin 5 ile B etanol igerisinde (C2Hs)3N varliginda tepkimeye sokulmus

ve bilesik 6 elde edilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Bilesik 6 sentezi.

Bilesige 6 ait 'H NMR spektrumunda (Sekil 4.14); indolin halkasina ait protonlarin
7.34, 6.74 ve 6.65 ppm de, olefinik protonlarin 6.08-6.03, 5.52-5.49, 5.45-5.42 ve 5.33
ppm de, allil grubuna bagli metilenik protonlarin 4.57 ppm de, metil gruplarinin 3.50
ve 1.48 ppm de, CH protonunun ise 5.45-5.42 ppm de sinyal verdigi belirlenmistir. 6
sinyalden olusan 3C NMR spektrumu (Sekil 4.15) yapiy1 desteklemektedir.
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Sekil 4.14. Bilesik 6 icin *H NMR spektrumu (CDCl3, 600 MHz).
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Sekil 4.15. Bilesik 6 icin 3C NMR spektrumu (CDCls, 151 MHz).

Bilesik 6 icin hesaplanan kiitle degeri (m/z: 357,10348) ile ol¢iillen HRMS kiitle
degerleri (m/z: 358.12590) yap1 ile uyumludur (Sekil 4.16).

x10 3 |+ESI Scan (rt: 0.117-0.316 min, 13 scans) Frag=120.0V SR6 02.d
358.12590
X,
8 (e)
A

m/z: 358.11 (100.0%)

359.12911
| 360.12547
l

D = NW e - e W
! L 1 ! 1 1 L 1

3578 358 3582 3524 3586 3588 259 3592 3594 3536 3598 360 2002 2604 3606 3608 361
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.16. Bilesik 6 icin kiitle spektrumu.

Daha sonra bilesik 6 etanol igerisinde NaOH ile 70 °C’de hidroliz edildi ve semi-
skuarat 7 elde edilmistir (Sekil 4.17). Semi-skuarat 7 kolay bozulabilir bir yapiya sahip

oldugundan analizler i¢in bekletilmeden sonraki basamakta direkt olarak kullanildi.
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Sekil 4.17. Bilesik 7 sentezi.

Skuarin 1 sentezi i¢in Once bilesik 8 baslangi¢ bilesigi olarak indolin 9 alinarak
literatiirde bilinen bir yontem iizerinden elde edilmistir (Sekil 4.18) (Hyun vd., 2012).
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Sekil 4.18. Bilesik 8 Sentezi.

Hedef bilesigin 8 *H NMR spektrumu Sekil 4.19°da verilmis olup spektrumun literatiir

verileri ile uyumlu oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.19. Bilesik 8 icin*H NMR spektrumu (DMSO-ds, 600 MHz).

Bilesik 8 i¢in hesaplanan kiitle degeri (m/z: 339,17424) ile 6lciilen HRMS kiitle
degerleri (m/z: 338.12237; 339.10975, 340.10648, 341.16874) yap1 ile uyumludur
(Sekil 4.20).

x10 7 |+ESI Scan (rt: 0.100-0.448 min, 22 scans) Frag=120.0V FAT153 02.d
1.24
1.14 238 18754 m/z: 339.17 (100.0%),

14
s
0.84 N

0.34 340.18927

0.14 341.18572
0 | 34218691

3375 338 3385 339 3385 340 3405 341 3415 42 WU)5 343 3435

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

Sekil 4.20. Bilesik 8 icin kiitle spektrumu.
Bilesik 8 ve semi-skuarat 7 Dean-Stark tuzagi kullanilarak 115 °C’de biitanol-benzen

karigiminda etkilestirildi (Sekil 4.21) ve saflastirma islemlerinin ardindan saf iiriin

izole edildi.
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Sekil 4.21. Skuarin 1 sentezi.

Hedef bilesik 1 i¢in kaydedilen *H ve ¥*C NMR spektrumlar1 yapiy1 dogrulamaktadir
(Sekil 4.22-23).
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Sekil 4.22. Skuarin 1 i¢in *H NMR spektrumu (DMSO-ds, 600 MHz).
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Sekil 4.23. Skuarin 1 igin 13C NMR spektrumu (DMSO-ds, 150 MHz).

Skuarin 1 i¢in hesaplanan kiitle degeri (m/z: 635,21238) ile dlgiilen HRMS Kkiitle
degerleri (m/z: 636.21451) yapi ile uyumludur (Sekil 4.24).

x10 4 [+ESI Scan (rt: 0.096-0.544 min, 28 scans) Frag=150.0V SR7_07.d

H £35.03836 k'

05 el
’ 635.45966 m/z: 635.21 (100.0%)

1 1 1 L 1
62505 6351 63515 6352 63525 6353 63535 6354 63545 655 63555 656 63565
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.24. Skuarin 1 icin HRMS kiitle spektrumu.

Skuarin 1 termal davranisini incelemek igin termal gravimetrik analizleri (TGA)
yapildi. Skuarin 1 170 °C’ye kadar %7°lik kiitle kaybina ugramis ve 200 °C ya da
daha yiiksek sicakliklarda ise bozunmaya bagladigi goriilmektedir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Skuarin 1 i¢in TGA verileri.

4.2 Skuarin 1 Fotofiziksel Ozellikleri

Hedef bilesigin 1 fotofiziksel 6zellikleri de benzer sekilde tespit edilmistir. Skuarin 1
sogurma spektrumu Sekil 4.26’te verilmis olup maksimum sogurma dalga boyunun
(Amax) 640 nm ve molar sogurma katsayisiin (1) 154903 M cmoldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.26. Skuarin 1 sogurma spektrumu (2,33 x 10° M, PBS, pH: 7.4, Amax: 640
nm).
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Skuarin 1 floresans spektrumu (Sekil 4.27) incelendiginde bu yapmin da PBS
ortaminda emisyon yapabildigi ve maksimum emisyon dalga boyunun (Amax) ise 690
nm oldugu belirlenmistir. Ayrica skuarinin 1 floresans kuantum verimi (®f) 0.94

olarak hesaplanmustir (Lu vd., 2018).
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Sekil 4.27. Skuarin 1 floresans spektrumu (2,33 x 10° M, PBS, pH: 7.4, Amax: 690
nm, Aex: 600 nm).

Elde edilen bu veriler hedeflendigi gibi giiclii sogurma yapan ve floresans 6zellik
gosteren skuarin tabanli boya 1 basarili bir sekilde sentezlendigini gostermektedir.
Skuarin 1 foto kararliliklarinin belirlenmesi igin stok ¢ozeltileri beyaz 1s18a maruz
birakilmis ve zaman igerisinde absorbansta meydana gelen degisimler kaydedilmistir
(Sekil 4. 28). Elde edilen veriler skuarinlerin 1 sogurma siddeti %7.52 azalma
oldugunu gostermistir. Bu durum skuarinin 1 kayda deger Olg¢iide fotokararli
olduklarin1 gostermektedir. Zira birgok ticari boya 1518a maruz birakildiginda oldukca

kisa siireler i¢erisinde hizla agarabilmektedir (Jin vd., 2021).
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Sekil 4.28. Beyaz 1s1ga maruz birakilan skuarin 1 sogurma spektrumunda zamanla
meydana gelen degisimler.

4.3 Skuarin 1 biyogoriintiilleme ajani olarak canh hiicrelerde test
edilmesi

In vitro galismalarda kullanilacak olan hiicre hatlari literatiirde bilinen yontemler
tizerinden hazirlanmistir.  Ardindan skuarin 1 karanlik toksisitesinin (ve
biyouyumlulugunun) belirlenmesi {izerinde durulmustur. Bunun i¢in saglikli kontrol
hiicre hatt1 olarak 1.929 (ATCC® CRL-6364™) (fibroblast) hiicreleri kullanilmistir.
L.929 hiicreleri degisik konsantrasyonlarda (1-50 pM) skuarin 1 ile inkiibe edilmistir.
Skuarin 1 hiicre canlilik oranina etkisi MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) protokolii izlenerek belirlenmistir. Elde edilen veriler
Sekil 4.29°da verilmistir. Ozetle, skuarinin 1 yiiksek derisimlerde dahi toksik etki
gostermedigi ve hiicrelerin yaklasik %80 oranlarinda canliliklarin1 koruduklari tespit

edilmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Skuarin 1 ile inkiibe edilen 1929 hiicreleri i¢in canlilik oranlari.

Bu veriler skuarinin 1 biyouyumlu olduguna ve biyogoriintiileme ajani olarak islev
gorebilecegine isaret etmektedir. O nedenle skuarin 1 kanser hiicreleri kullanilarak in
vitro floresans goriintiileme testlerine tabi tutulmustur. Yapilan g¢alismalar neticesinde
skuarin 1 hiicrelere kolayca internalize oldugu ve canli hiicrelerde floresans

goriintiileme yapabildigi ortaya konmustur.
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Sekil 4.30. Skuarin 1 ile inkiibe edilen kanser hiicrelerinin (SK-MEL30) floresans
goriintiileri.

Sonraki asamada benzer islemler skuarinin 1 ile yapilmis ve onun da
fotoduyarlastiric1 etkinligi belirlenmistir. Ik olarak skuarinin 1 DPBF (1,3-
Difenilizobenzofuran) igeren DMSO ¢6zeltisi kirmizi 1s18a maruz birakilmak sureti ile
fotoduyarlastirict  testleri yapilmistir. Isinlama siiresince ¢ozeltinin  sogurma
spektrumunda meydana gelen degisimler kaydedilmis olup Sekil 4.31°de verilmistir.
Elde edilen veriler DPBF bilesigine ait sogurma siddetinin beklendigi gibi zamanla
azaldigint dolayisiyla skuarin 1 reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretebildigini
gostermektedir.
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Sekil 4.31. Skuarin 1 DPBF varliginda metanol igerisinde kirmizi 1s1k ile uyarilma
stiresince kaydedilen spektrumlar.

Diger bir test ise tuzak molekiil olarak DCFH kullanilarak PBS (pH 7.4) ortaminda
yapilmigtir. DCFH bilesigi ortamda ROT bulunmasi halinde tepkime verir ve floresans
siddetinde artig gozlenir. Skuarin 1 ve DCFH ile PBS (pH 7.4) ortaminda yapilan

testlerden de olumlu neticeler alimmustir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Skuarin 1 (7.0x10° M) DCFH (3.0 x10®° M) varliginda PBS (pH 7.4)
icerisinde kirmizi 11k ile uyarilma siiresince kaydedilen floresans

spektrumlari.

Sonug olarak bu veri skuarin 1 in arzu edildigi sekilde FDT yapabilecegine isaret

etmektedir. Bu veriler 1s18inda skuarin 1 singlet oksijen kuantum verimi 0.25 olarak

hesaplanmastir.
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4.4 Skuarin 1 in vitro FDT testi

Skuarin 1 in fotoduyarlastirici 6zelliklerini belirlemek maksadiyla gerekli olan
kimyasal testlerden sonra in vitro FDT testleri yapilmistir. Bu kisimda kanser hiicreleri
ile inkiibe edilen skuarin 1 kirmizi 1s1kla aydinlatilmalari (aydinlik ile verilen barlar)
neticesinde fotodinamik 6zellik gosterecekleri varsayilmistir. Skuarin 1 fotodinamik
etkinlikleri uygulama ve kontrol gruplari (karanlik ile verilen siyah barlar) arasindaki
farklarin MTT testleri ile belirlenmesi neticesinde ortaya konmustur. Elde edilen

veriler asagida gosterilmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Skuarin 1 ile in vitro fotoduyarlastirici testlerinden elde edilen hiicre
canlilik verileri.

Elde edilen veriler bilesigin de doza bagh bir sekilde fotoduyarlastiric1 6zellik
gosterdigini kanitlamaktadir. Ayrica skuarin 1’in etkin oldugu ve 25 pg/ml derisimde

kanser hiicrelerini fototoksik etki gostermek sureti ile %71 oranina kadar inhibe ettigi

tespit edilmistir.

4.5 Skuarin 1 iceren Hidrojellerin Sentezi

4.5.1 Skuarin 1 ve AAm ile Hidrojel Sentezi ve Karakterizasyonu: 1@PAAM

Skuarin 1, AAm ve NIPAAm ile hidrojel formiilasyonlarinin denenmesi ve hidrojel

ag yapisina entegre edilmesi planlanmstir.
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Sekil 4.34. Hidrojellerin sematik gorseli.

Bu baglamda yapilan g¢alismalar neticesinde; monomer olarak AAm, polimer
baslatici, ¢apraz baglayici kullanilmstir. Coziicti olarak su, tepkime sicakligi olarak 65
°C ve reaksiyon siiresi 24 saat olarak optimize edilmis ve ilgili hidrojellerin
(L@PAAmM) sentezi gergeklestirilmistir. Skuarin 1 ii¢ farkli konsantrasyonda (2.5 mg,
5.0 mg ve 7.5 mg) ¢alisilmis ve arzu edilen sentezler gerceklestirilebilmistir. Burada
kullanilan skuarin miktarma gore hidrojeller; 12s@PAAmM, 1ls0@PAAmM ve
175@PAAmM olarak adlandirilmigtir. Tepkime sonucunda elde edilen hidrojellerin
suda dengeye gelmesi saglanmistir. Bu esnada belli siirelerde su degisimi yapilmis ve
tepkimeye girmeyen baslangig bilesiklerinden arindirma islemi de gergeklestirilmistir.
Hidrojellerin sismeden 6nce ve sonraki hallerine ait gorseller asagida verilmistir (Sekil
4.35).
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Sekil 4.35. Hidrojellerin sismeden 6nceki, sonraki ve kuru hallerinin goriintiileri: A)
1,5@PAAM, B) 150@PAAmM ve C) 175@PAAmM.

Hidrojellerin sentezinin ardindan su tutma kabiliyetleri incelenmistir. Bunun igin

hidrojel su igerisinde bekletilmis ve belirli araliklarla suyu degistirilerek tartim islemi

yapilmigtir. Yapilan 6lgiimler sonucunda sirasiyla 12s@PAAM, 1ls0@PAAM ve

17s@PAAmM hidrojellerinin sirastyla 6, 5.4 ve 6.7 katina kadar sisebildigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. Hidrojellerin L@PAAmM zamana bagh sisme grafikleri.

Hidrojellerin (1@PAAmM) Kkarakterizasyonu FTIR spektrumlar1 (Sekil 4.37) ile

yapilmis ve elde edilen spektrumlarin beklendigi gibi benzer oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.37. Hidrojellerin FTIR spektrumlart A) 12s@PAAmM.
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Sekil 4.37. Hidrojellerin FTIR spektrumlari B) 1s0@PAAmM ve C) l7s@PAAM.
(devam)

Ardindan hidrojellerin 1@PAAmM morfolojik yapilari taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve element analizleri ise EDAX analizleri ile belirlenmistir. Elde edilen veriler
asagida verilmistir (Sekil 4.38-4.40). Hidrojellerin 1@PAAM arzu edildigi gibi

gozenekli yapida olduklari ve tiimiiniin kiikiirt elementi icerdigi kanitlanmistir.
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Sekil 4.38. 1,s@PAAM hidrojelinin A) SEM goriintiileri, B) EDAX analizleri
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Sekil 4.39. 15 (@PAAM hidrojelinin A) SEM goriintiileri, B) EDAX analizleri.
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Sekil 4.40. 175@PAAM hidrojelinin A) SEM goriintiileri, B) EDAX analizleri

Hidrojellerin termal davranislarini incelemek i¢in termal gravimetrik analizleri (TGA)
yapilmistir. 12s@PAAM hidrojelinin 100 °C kadar sitilmasi neticesinde %7.7°1lik
muhtemelen su kaybina isaret eden bir durum gézlenmektedir (Sekil 4.41). Daha sonra
artan sicaklikla 250-300 °C’de %14.3’liik bir kiitle kayb1 daha olmustur. 300 °C

tizerindeki sicakliklarda ise hidrojelin bozunmaya basladigi goriilmektedir.
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Sekil 4.41. 1, s@PAAM hidrojeli i¢in kaydedilen termogram.

150@PAAmM hidrojelinin termal kararliligini incelemek igin termal gravimetrik analizi
(TGA) yapild1. ilk olarak hidrojelin 100 °C kadar 1sitilmasi neticesinde %8 su kaybi
g6zlenmis 200 °C iizerinde sicakliginda %12.6’lik bir kiitle kayb1 daha gozlenmistir.
300 °C’nin iizerinde ise hidrojel bozunmaya baslamustir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42. 15 (@PAAM hidrojeli i¢in kaydedilen termogram.
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175@PAAM hidrojelinin termal kararliligini incelemek i¢in termal gravimetrik analizi
(TGA) yapildr. 1k olarak hidrojelin 100 °C kadar 1sitilmasi neticesinde %8 ve daha
sonra 200 °C iizerinde ise %12 kiitle kayb1 gbzlenmis olup son olarak 300 °C {izerinde

ise hidrojel bozunmaya baslamustir (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. 175@PAAM hidrojeli i¢in kaydedilen termogram.

4.5.2 Skuarin 1 ve NIPAAm ile Hidrojel Sentezi ve Karakterizasyonu:
1@PNIPAAM

Bu kisimda ise monomer olarak NIPAAm ve skuarin 1, polimer baslatici ve ¢apraz
baglayict kullanilmistir. Tepkime ¢oziiclisii asetonitril ve su karigsimi, tepkime sicakligi
65 °C ve siiresi ise 24 saat olarak optimize edilmis ve ilgili hidrojellerin
(L@PNIPAAmM) sentezi gerceklestirilmistir.  Ardindan  skuarinin 1 farkli
konsantrasyonlari ¢alisilmistir. Yapilan denemeler neticesinde skuarin miktar1 2.5 mg
ve 5.0 mg alindiginda istenilen sonuglarin alinabildigi goriilmiistiir. Burada kullanilan
skuarin miktarina gore hidrojeller; 1l2s@PNIPAAM ve 1s0@PNIPAAmM olarak
adlandirilmigtir. Tepkime sonucunda elde edilen hidrojeller asetonitril ve suyla
yikanmistir ve hidrojellerin dengeye gelmesi beklenmistir. Bu esnada belli siirelerde
¢Oziicii degisimi yapilmis ve tepkimeye girmeyen baslangi¢ bilesiklerinden arindirma
islemi de gergeklestirilmistir. Hidrojellerin sismeden 6nce ve sonraki hallerine ait

gorseller asagida verilmistir (Sekil 4.44).
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Sekil 4.44. Hidrojellerin sismeden oOnceki, sonraki ve Kkuru gorintileri A)
1os@PNIPAAmM ve B) 15 0@PNIPAAM.

Hidrojellerin (1@PNIPAAmM) sentezinin ardindan su tutma kabiliyetleri incelenmistir.
Bunun i¢in hidrojeller su igerisinde bekletilmis ve belirli araliklarla suyu degistirilerek
tartim islemleri yapilmustir. Yapilan oOlgiimler sonucunda 1los@PNIPAAM ve
1s0@PNIPAAmM kodlu hidrojellerin sirasiyla 5.4 ve 6 katina kadar sisebildigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.45).

== 1, 5gPNIPAAM

&= 15,PNIPAAM
1 L] I L] I L] I ] I ]
0 10 20 30 40 50

t (saat)

Sekil 4.45. Hidrojellerin 1@PNIPAAm zamana bagl sisme grafikleri (sisme orani=
mrel)-

PNIPAAm’1in termo duyarli oldugu literatiirde bilinmektedir (Fu ve Soboyejo, 2010).

Bu bilgi dogrultusunda elde edilen hidrojellerin sicakliga duyarliliklar1 incelenmistir.
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Sicaklik arttirilarak hidrojellerin  1@PNIPAAM biiziismeleri kiitle degisimleri
Ol¢iilmek sureti ile incelenmistir. Elde edilen veriler sentezlenen hidrojellerin de
beklendigi gibi termo duyarl oldugunu ve sicaklik arttikca kiitle kaybina ugradiklarini
gostermektedir (Sekil 4.46). Ortam sicakligi 40 °C iizerine dogru arttikga hidrojel

biizligme oraninin da belirgin bir sekilde arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.46. Hidrojellerin sicakliga bagh kiitle degisim grafigi (biliziisme orani= myel);
A) 1,5@PNIPAAM ve B) 150@PNIPAAM.

Hidrojellerin sicakliklart arttirilarak 1@PNIPAAM biiziisme hareketleri termal
kamera ile takip edilmis ve goriintiileri alinmistir Sekil 4. 47 de. Ortam sicakligi 32
°C baslayan degisim 40 °C tamamen biiziistiikleri gortilmiisttir (Sekil 4. 47)

Sekil 4.47. Hidrojellerin sicakliga bagl biiziisme gortntiileri; A) 12s@PNIPAAmM ve
B) 1s0@PNIPAAM.
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Hidrojellerin (L@PNIPAAmM) karakterizasyonu FTIR spektrumlart (Sekil 4.48) ile

yapilmis ve elde edilen spektrumlar asagida verilmistir. Spektrumlar arasinda belirgin

farkliliklar olmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.48. Hidrojellerin FTIR spektrumlari:  A) 1.s@PNIPAAmM, B)
1s0@PNIPAAM.

Ardindan hidrojellerin  1@PNIPAAmM morfolojik yapilar1 taramali elektron

mikroskobu (SEM) ve element analizleri ise EDAX analizleri ile belirlenmistir. Elde

edilen veriler asagida sirasiyla verilmistir (Sekil 4.49 ve Sekil 4.50). Elde edilen
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hidrojellerin gozenekli yapida olduklari

sonuclarindan anlagilmaktadir.
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Sekil 4.49. 1, s@PNIPAAM hidrojelinin A) SEM goriintiileri, B) EDAX analizleri.
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Sekil 4.50. 150@PNIPAAM hidrojelinin A) SEM goriintiileri, B) EDAX analizleri.

Hidrojellerin termal davraniglarini incelemek i¢in termal gravimetrik analizleri (TGA)
yapilmustir. 125@PNIPAAM hidrojelinin 100 °C kadar 1sitilmasi neticesinde %7.4’lik
muhtemelen su kaybina isaret eden bir durum goézlenmektedir (Sekil 4.51). Daha sonra
350 °C sicakliga kadar kiitlede 6nemli bir degisim olmadigi gozlenmistir. 350 °C

tizerindeki sicakliklarda ise hidrojelin bozunmaya basladig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.51. 1, s@PNIPAAmM hidrojeli i¢in kaydedilen termogram.

150@PNIPAAmM hidrojelinin 250 °C 1sinmasinda madde kaybi gozlemlenmemistir.

300-350 °C sicakliginda ise hidrojel bozunmaya baglamistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.38. 15 0@PNIPAAmM hidrojeli i¢in kaydedilen termogram.
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Hidrojellerin 1@PNIPAAmM kaydedilen DSC (Diferansiyel Taramali Kalorimetri)
analizleri Sekil 4.53 ve Sekil 4.54 de verilmistir. LCST (Diistik Kritik Cozelti Sicakligi
degerleri molekiil agirlik, polimer konsatrasyonu gibi faktorlere bagli degisebilir.
Farkli miktarlardaki fotoduyarlastiricilarin  dahil  edilmesi LCST degerini
degistirebilir, polimerin sicakliga duyarlihi@ini etkileyebilir (Belali vd., 2018; Fu ve
Soboyejo, 2010). Bu yiizden 1@PNIPAAmM hidrojellerinin DCS analizlerine
bakildiginda LCST degerleri 125s@PNIPAAM 39,8 °C (Sekil 4.53) 1s0@PNIPAAM
48.5 °C oldugu (Sekil 4.54) gozlemlenmistir. LCST davranisi sulu ortamdaki sicaklik
degisiklikleriyle ila¢ dagilimi, doku miihendisligi ve tepki veren malzemeler gibi

cesitli alanlarda uygulanabilir.
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Sekil 4.39. 1, s@PNIPAAmM hidrojeli i¢in kaydedilen DSC.
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Sekil 4.40. 15 0@PNIPAAmM hidrojeli i¢in kaydedilen DSC.
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4.6 Skuarin 1 iceren Hidrojellerin Fotodinamik Ozellikleri

Son asamada skuarin 1 igeren hidrojellerin fotodinamik 6zelliklerinin belirlenmesi

tizerinde durulmus ve sirasiyla 1@PAAmM ve 1@PNIPAAmM hidrojelleri test

edilmistir.

4.6.1 1@PAAmM Hidrojelleri

1@PAAmM hidrojelleri DPBF varliginda kirmizi 1s1ga maruz birakilmak sureti ile
fotoduyarlastirici testlere tabi tutulmustur. Elde edilen veriler DPBF bilesigine ait
sogurma siddetinin beklendigi gibi zamanla azaldigin1 yani ortamda singlet oksijen

olustugunu gostermektedir (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55. Hidrojellerin 1s1nlanmasi siiresince DPBF (2 x107° M) tuzak molekiiliiniin
sogurma spektrumunda meydana gelen degisimler: A) 1os@PAAM, B)
150@PAAmM ve C) 17s@PAAM.

Ilave bir test ise tuzak molekiil olarak DCFH kullanilarak PBS (pH 7.4) ortaminda
yapilmistir. Hidrojellerin 1@PAAmM DCFH ile PBS (pH 7.4) ortaminda yapilan
testlerinden de iyi neticeler alinmig olup skuarin 1 entegre edilen hidrojellerin

fotoduyarlastirici 6zellik gosterdigi net bir sekilde ortaya konmustur (Sekil 4.56).

59


mailto:C)%2027.5@PAAm

Z
=z
0

w
L=}
1

Intensity
Intensity
Intensity

X}

-
=
1

)
1

500 550 600
A (nm)

500 550 800
A (nm)

Sekil 4.41. Hidrojellerin DCFH (6,66 x10° M) varliginda PBS (pH 7.4) ortaminda
kirmizi 1s18a maruz birakilmasi siiresince kaydedilen floresans
spektrumlari: A) 1,s@PAAM, B) 1s0@PAAmM ve C) 17s@PAAM.

Sonug olarak tiim bu veriler elde edilen 1@PAAmM hidrojellerinin singlet oksijen

iiretebildiklerine isaret etmektedir.

4.6.2 1@PNIPAAmM Hidrojelleri

Bu asamada 1@PNIPAAmM hidrojellerinin DPBF varliginda kirmizi 1s1ga maruz
birakilmak sureti ile fotoduyarlastirict testleri yapilmistir. Isinlama siiresince
¢oOzeltinin sogurma spektrumunda meydana gelen degisimler kaydedilmistir. DPBF
bilesigi ortamda ROT olusmasi halinde tepkime verir ve sogurma siddetinde azalma
gozlenir. Test sonuglar1 DPBF bilesigine ait sogurma siddetinin beklendigi gibi
zamanla azaldigin1 gostermektedir (Sekil 4.57).
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Sekil 4.57. Hidrojellerin 1sinlanmasi siiresince DPBF tuzak molekiiliiniin sogurma
spektrumunda meydana gelen degisimler: A) 1los@PNIPAAmM ve B)
1s0@PNIPAAM.
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flave bir test ise tuzak molekiil olarak DCFH kullanilarak PBS (pH 7.4) ortaminda
yapilmigtir. DCFH bilesigi ortamda ROT bulunmasi halinde tepkime verir ve floresans
siddetinde artis gozlenir. T@PNIPAAmM hidrojelleri ve DCFH ile PBS (pH 7.4)
ortaminda yapilan testlerden de olumlu neticeler alinmis olup (Sekil 4.58) skuarin 1
entegre edilen hidrojellerin fotoduyarlastiric1 6zellik gosterdigi net bir sekilde ortaya

konmustur.
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Sekil 4.42. Hidrojellerin DCFH (6,66 x10® M) varliginda PBS (pH 7.4) ortaminda
kirmizi 1182 maruz birakilmasi siiresince kaydedilen floresans
spektrumlari: A) 1os@PNIPAAmM ve B) 15 0@PNIPAAM.

4.7 Skuarin 1 iceren Hidrojellerin in vitro FDT testleri

Skuarin 1 igeren hidrojellerin (l2s@PAAM, 1so@PAAmM, 175@PAAM,
125@PNIPAAM, 150@PNIPAAM). Karanlik toksisitesinin (ve biyouyumlulugunun)
belirlenmesi lizerinde durulmustur. Bunun i¢in saglikli kontrol hatti olarak yine 1.929
(ATCC® CRL-6364™) (fibroblast) hiicreleri kullanilmigtir. L929 hiicreleri degisik
konsantrasyonlarda Skuarin 1 igeren hidrojeller ile inkiibe edilmistir. Skuarin 1
igeren hidrojellerin 12s@PAAM, 1s0@PAAmM ve 175@PAAM hiicre canlilik oranina
etkisi MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) protokolii
izlenerek belirlenmistir. Elde edilen veriler Sekil 4.59°de verilmistir. Ozetle, skuarin 1
iceren hidrojellerin farkli konsantrasyonlarda toksik etki gostermedigi ve hiicrelerin

yaklasik %80 oranlarinda canliliklarini koruduklari tespit edilmistir (Sekil 4.59).
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Sekil 4.43. Skuarin 1 iceren PAAm hidrojelleri ile inkiibe edilen 1.929 hiicreleri igin
canlilik oranlar1. A) 12s@PAAM, B) 1s@PAAmM ve C) 175@PAAM.

Skuarin 1 iceren PNIPAAm hidrojellerinin (12s@PNIPAAM ve 150@PNIPAAM)
L.929 hiicrelerinin canlilik oranina etkisi yine MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) protokolii izlenerek belirlenmistir. Elde edilen veriler
Sekil 4.60°da verilmis olup bu hidrojellerin de onemli oranda bir toksik etki
gostermedigi ve hiicrelerin yaklasik %80 oranlarinda canliliklarini koruduklar tespit

edilmistir (Sekil 4.60).
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Sekil 4.60. Skuarin 1 iceren PNIPAAm hidrojelleri ile inkiibe edilen L929 hiicreleri
icin canlilik oranlar1. 1,5@PNIPAAM ve 150@PNIPAAM.

Sonraki asamada kanser hiicreleri ile fotodinamik testlere ge¢ilmistir. SK-MEL-30
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(DSMZ no.:ACC 151) kanser hiicreleri farkli miktarlarda PAAm hidrojelleriyle

inkiibe edilerek kontrol gruplar1 karanlikta birakilirken (siyah barlar) deney gruplar

kirmizi 1s1kla aydinlatilmistir (kirmizi barlar). Her iki grup i¢in hiicre canliliklar1t MTT

protokolii izlenerek belirlenmis olup sonuglar asagida verilmistir (Sekil 4.61).
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Sekil 4.61. Skuarin 1 iceren PAAm hidrojellerinin in vitro fotoduyarlastirici
testlerinden elde edilen hiicre canlilik verileri. A) los@PAAmM, B)

1s0@PAAM.
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Sekil 4.61. Skuarin 1 igeren PAAm hidrojellerinin in vitro fotoduyarlastirici
testlerinden elde edilen hiicre canlilik verileri. C) 17s@PAAm. (devam)

Elde edilen veriler Skuarin 1 iceren PAAm hidrojellerinin in vitro fotoduyarlastirict
Ozellik gosterdigini  kanitlamaktadir. Bdylece sirasiyla A) las@PAAmM, B)
1s0@PAAmM ve C) 17s@PAAmM hidrojellerin etkin oldugu ve 12 mg derisimlerde
kanser hiicrelerini fototoksik etki gostermek sureti ile %77, %80, %81 oranina kadar

inhibe ettigi tespit edilmistir.

Benzer ¢alismalar Skuarin 1 igeren PNIPAAm hidrojelleri ile de yapilmistir. Elde

edilen veriler Sekil 4.62°de verilmistir.

A) 1s@PNIPAAM
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Sekil 4.62. Skuarin 1 iceren PNIPAAm hidrojellerin in vitro fotoduyarlastirici
testlerinden elde edilen hiicre canlilik verileri. A) 1os@PNIPAAmM.
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Sekil 4.62. Skuarin 1 igeren PNIPAAm hidrojellerin in vitro fotoduyarlastirici
testlerinden elde edilen hiicre canlilik verileri. B) 150@PNIPAAM.
(devam)

Elde edilen wveriler Skuarin 1 igeren PNIPAAmM hidrojellerinin in vitro
fotoduyarlastirici  6zellik  gosterdigini  kanitlamaktadir. Boylece sirasiyla A)
125s@PNIPAAM ve B) 1s0@PNIPAAmM hidrojellerin etkin oldugu ve 12 mg
derigimlerde kanser hiicrelerini fototoksik etki gostermek sureti ile %80, %82 oranina
kadar inhibe ettigi tespit edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Skuarinlerin suda ¢éziinmeyen diizlemsel hidrofobik yapilar1 uygulamalarin1 6nemli
Olclide kisitlamaktadir. Suda ¢oziinmemeleri skuarinlerin FDT ve biyogoriintiileme
ajan1 olarak kullanilmasma engel olurken suda ¢oziiniir molekiiler yapilar
gelistirilmesi gerekmektedir. Tez kapsaminda tasarlanan skuarin 1 yapisinda bulunan
iyonik gruplara ile suda ¢oziiniir hale getirilmistir,iistelik , yiiksek sogurma, emisyon
ve yiiksek kuantum verimine sahiptir. Boylece tez kapsaminda skuarinlerin suda
¢cozlinmemesi sorunu ortadan kaldirilabilecek getirecek skuarin 1 tasarlanmistir ve

sentezlenmistir ardindan FDT, biyogdoriintiilleme ve hidrojel ¢calismalari test edilmistir.
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Sekil 5.1. Genel sentez semasi.

Skuarin 1 Sekil 5. 1 de gosterildigi gibi yedi reaksiyon basamagi ile elde edildi. 2-
metilbenzo[d]tiyazol-5-0l (2) DMF igerisinde K2CO3z varliginda allil bromiir (3) ile
etkilestirilmis ve O-alkilasyon reaksiyonu ile bilesik 4 elde edilmistir. Bilesik 4
iyodometan ile 45 °C’de muamele edilmek suretiyle indoline 5 g¢evrilmistir. Daha
sonra 3,4-diizopropokzisiklolobiit-3-en-1,2-dion (B) literatiirde bilinen bir yontem
kullanilarak skuarik asitten (A) sentezlenmistir. Indolin 5 ile B etanol igerisinde
(C2oHs)3N varliginda tepkimeye sokulmus ve bilesik 6 elde edilmistir. Daha sonra
bilesik 6 etanol icerisinde NaOH ile 70 °C’de hidroliz edildi ve semi-skuarat 7 elde
edilmistir. Bilesik 8 baslangi¢ bilesigi olarak indolin 9 alinarak literatiirde bilinen bir
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yontem lizerinden elde edilmistir. Bilesik 8 ve semi-skuarat 7 Dean-Stark tuzagi
kullanilarak 115 °C’de biitanol-benzen karigiminda sentezlendi. Hedef skuarinin yapist
'H NMR, ¥C NMR ve LC-MS ile karakterize edildi. Ardindan Skuarin 1’in

fotofiziksel 6zellikleri sogurma ve emisyon spektrumlari ile belirlendi.

Skuarinin 1 in yapilan analiz sonuglar1 ele alindiginda, kirmizi bolgede sogurma ve
emisyon yaptig1 gozlemlendi. Elde edilen veriler skuarin 1 hem organik ¢oziiciilerde
hem de sulu ortamda (PBS, pH 7,4) tahmin edildigi gibi kirmizi bolgede
fotoduyarlastiric1 olarak kullanilabilecegini gosterdi. Daha sonra in vitro testlere
gecildi ve oOncellikle 1L.929 (ATCC® CRL-6364™) hiicreleri ile inkiibe edilerek
biyouyumlu oldugu gosterildi. Skuarin 1’in kanserli hiicre SK-MEL 30/Anl da
kolayca internalize oldugu ve canli hiicrelerde floresans goriintiileme yapabildigi
ortaya konuldu. Skuarinin 1 DPBF ve DCFH gibi tuzak molekiillerle reaktif oksijen
tirleri (ROT) {iretebildigini gosterildi ve kimyasal testlerle fotodinamik &zellikleri
belirlendi. Bu testlerden sonra skuarin 1’in in vitro testleri yapildi. Bu testler kanser
hiicresi ile inkiibe edildikten sonra konsantrasyona bagli farklarin MTT testiyle
canlilik oran1 belirlendi. Skuarin 1 25 pg/ml derisimde kanser hiicrelerini fototoksik
etki gostermek sureti ile %71oranina kadar inhibe ettigi tespit edildi. Yapilan testler
neticesinde skuarinin 1 fibroblast saglikli hiicrelerde biyouyumlu oldugunu, kanserli
hiicre hatti SK-MEL 30/Anl biyogériintiillemede kullanilabilecegi ve fotodinamik

terapi i¢in bir uygun ajan olabilecegi gosterildi.

Caligmamin ikinci asamasinda hidrojellerin sentezi ve uygulamalarina geg¢ildi.
Skuarin 1 N,N'-Metilenbisakrilamid (MBA) ¢apraz baglayici ile Akrilamid (AAm)
monomerinin  hidrojel ag yapisina katilmasiyla Sql@PAAm hidrojelleri
(12s@PAAM, 1s0@PAAM ve 175s@PAAmM elde edildi. Hidrojellerin sisme
hesaplandi. Morfolojik yapilar1 karakterize etmek i¢in SEM analizi yapildi ayni
zamanda EDAX analizleriyle elementel analizleri gergeklestirildi. Ardindan FTIR ve
termal gravimetrik analizleri (TGA) yapildi. Hidrojellerin DCFH ve DPBF varliginda
PBS (pH 7.4) ortamlarinda tuzak molekiillerinin kirmizi 1s1ga maruz birakilmasiyla
konsantrasyona bagli ROT iiretme yetenekleri incelendi. Sonuglar hidrojellerin ROT

urettiklerini kanitlamaktadir.
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Skuarin 1 monomer olarak N-izopropilakrilamid (NIPAAmM) alinmistir.
1@PNIPAAmM hidrojellerinin sicakliga karsi duyarliliklari incelendi. 1@PNIPAAmM
hidrojellerinin LCST degerleri DSC analizi ile degerlendirildi ve 40 °C ve 48 °C
oldugu belirlendi. NIPAAM monomerinin sicaklia olan duyarhiligl biiziisme
yetenegiyle dikkat ¢ekti sicakliga bagli kiitle degisimi kaydedildi. 35-37 °C olan viicut
sicakliginda % 50 kiitle kaybina ugrarken 50 °C tiimiiyle biiziistigii goriildii. Sicakliga
bagli termo duyarli olmasi sisme/biiziisme 6zelligi PNIPAAmM monomerinin
karakteristik  6zelliginden dolayr ilag salimmini kolaylastiran biyomedikal
uygulamalarinda tercih edilebilecegini belirledi. Morfolojik yapilar1 karakterize etmek
icin SEM analizi yapildi ayn1 zamanda EDAX analizleriyle elementel analizleri
gerceklesti. Ardindan FTIR ve termal gravimetrik analizleri (TGA) analizleri yapilda.
Hidrojellerin DCFH ve DPBF varliginda PBS (pH 7.4) ortamlarinda tuzak
molekiillerinin kirmizi 1s18a maruz birakilmasiyla konsatrasyona bagli ROT tiretme

yetenekleri incelendi. Sonug hidrojellerin ROT {irettikleri kanitland.

Son olarak hidrojellerin in vitro FDT testleri yapilmigtir. Bu kisimda hidrojeller kanser
hiicreleri ile inkiibe edilerek kirmizi 1s1kla aydinlatilmis ve uygulama/kontrol gruplar
arasindaki farklar MTT testleri ile belirlendi. Elde edilen veriler hidrojellerin in vitro

kosullarda da fotoduyarlastirict 6zellik gdsterdigine isaret etti.
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