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OZET

Skuarinler organik boyalar arasinda onemli bir sinifi olusturur. Skuarinler yiiksek
sogurma katsayilari, fotoiletkenlikleri, fotokararliliklart ve kuantum verimleri
nedeniyle fotodinamik terapi (FDT) ajanlari, biyogoriintiileme ve etiketleme ajanlari,
kemosensorler, dogrusal olmayan optik malzemeler, fotovoltaik malzemeler gibi
uygulamalarda kullanilabilmektedir. Ancak skuarinler hidrofobik dogalar1 nedeniyle
genelde suda ve/ya biyolojik ortamda ¢oziinmez. O nedenle suda c¢oziinebilen
skuarinlerin tasarimi ve sentezi 6nemli bir ihtiyag olarak goriilmektedir.

Bu tez calismasinda oOzellikle FDT ve biyogoriintileme gibi biyomedikal
uygulamalarda karsilasilan bazi kisitlamalari ortadan kaldirabilmek igin suda ve
biyolojik ortamda tamamen ¢ozilinebilen bir skuarin boyast 1 tasarlanmistir.
Sentezlenen skuarinin 1 yap1 ve dzellikleri *H NMR ve 1*C NMR, HRMS, sogurma ve
floresans gibi spektroskopik yontemler ile aydinlatilmigtir. Skuarin 1 biyogoriintiileme
ve fotoduyarlastirict ajan olarak test edilmistir. Son asamada ise skuarinin 1 hidrojel
yapisina entegre edilmesi tizerinde durulmustur. Bunun i¢in tasarlanan hidrojellerin
once sentezi ve ardindan ise FTIR, SEM ve TGA gibi yontemlerle karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Sentezlenen hidrojellerin biyouyumlu oldugu ve fotodinamik
ozellik gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fotodinamik Terapi, Skuarin, Suda ¢oziiniirliik, Hidrojel, Singlet
Oksijen.

Ocak, 2023; 75 sayfa



M.Sc. THESIS
WATER SOLUBLE SQUARINE AND HYDROGEL APPLICATIONS
Hacer YAMANDAG
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ABSTRACT

Squaraines represent an important class of organic dyes. Squaraines can be used as
photodynamic therapy (PDT) agents, bioimaging and labeling agents, chemosensors,
nonlinear optical materials, and photovoltaics due to their high absorption coefficients,
photoconductivity, photostability, and quantum yields. However, squaraines are
generally insoluble in water and biological fluids due to their hydrophobic nature.
Therefore, there is an urgent need to the design and synthesis of water-soluble
squaraines.

In this thesis, a squaraine dye 1, which is completely soluble in water and in biological
media, is designed to overcome some of the limitations squaraines encountered in
biomedical applications such as PDT and bioimaging. The structure and properties of
squaraine 1 were elucidated by spectroscopic methods including *H NMR and 3C
NMR, HRMS, absorption, and fluorescence. Furthermore, squaraine 1 was tested as a
bioimaging and photosensitizing agent. Finally, the integration of squaraine 1 into the
hydrogel network was investigated. To this purpose, the designed hydrogels were first
synthesized and then characterized by FTIR, SEM, and TGA. It is noteworthy that
these hydrogels were biocompatible and can be used as photosensitizers.

Keywords: Photodynamic Therapy, Squarine, Water Soluble, Hydrogel, Singlet
Oxygen.

January, 2023; 75 pages
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1. GIRIS

Kanser en tehlikeli hastaliklardan biridir. Giiniimiizde bu 6liimciil hastalik ile
miicadelede cerrahi miidahale ve kemoterapi en ¢ok kullanilan yontemlerin basinda
gelmektedir. Ancak kemoterapide kullanilan ilaglar ve yan etkileri heniiz istenilen
diizeyde azaltilabilmis degildir ve yan etkileri agir etkilerle niiksedebilmektedir. Bu
nedenle kanser ilaglarinda hedefe yonelik ve daha az yan etkiye sahip tasarimlar 6n
plana ¢ikmaktadir. Kanser tipine gore tedavi yontemi segilmelidir bunun i¢in yeni
kanser tedavi yontemlerinin ortaya ¢ikmasi gerekmektedir. Bu baglamda fotodinamik
ve fototermal terapiler ilgi odagi haline gelmistir. Hem fotodinamik terapi (FDT) hem
de fototermal terapide radyasyon uygulanacak bolge hedeflenir ve yalnizca kanserli
hiicrelerin yok edilmesi i¢in uygulanir ve saglikli hiicreler hedef alinmaz. Tiim bu
sebeplerden dolay:1 fototerapiler giderek onem kazanan bir tedavi yontemi haline

gelmistir (Sozmen vd., 2021).
Normal Hucre Gogalmasi
>0
O—0 7
/ o [ ] \
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FDT’de ti¢ temel bilesen rol alir: 151k, fotoduyarlastirici ve oksijen (Dai vd., 2012;
Kamkaew vd., 2013). Fotoduyarlastirici 1s1ga maruz birakildigi zaman ortamda
bulunan molekiiler oksijeni reaktif oksijen tiirleri (ROT)’ ne ¢evirir. Olusan ROT ise
biyomolekiillerle aninda tepkimeye girer ve hiicre yapisin1 bozar. Diger yontemlerle
mukayese edilecek olursa; yiiksek secicilik ve diisiik toksisite gostermesi, maliyetinin
diisiik olmasi, tedavi siiresinin kisa olmas1 ve invazif ya da yan etkilerinin az olmasi

FDT’yi iistiin kilmaktadir (Barbero vd., 2015; Dai vd., 2012; Kamkaew vd., 2013).

650-850 nm aras1 fototerapotik pencere olarak bilinir (Protti vd., 2017). Ideal bir
fotoduyarlastiricinin bu aralikta sogurma yapmast gerekir. Bu bdlgede sogurma
yapabilecek biyolojik materyal bulunmadigindan 11k gecirgenligi yiiksektir. Boylece
15181n yalnmizea FDT ajaniyla etkilesmesi saglanir. Ek olarak bu dalga boylarinda 1s1831n
toksik etkisi diistiktiir. Ajanin, reaktif oksijen iretebilmesinin yaninda bir diger
istenilen ozellik foto kararli olmasidir. Ama ideal 6zellikleri ayn1 anda sergileyen
klinik onayli bir FDT ajani1 bilinmemektedir. Bu sebeblerden 6tiirii yeni ajanlarin
tasarim1 ve sentezi literatlirde Onemli bir yer tutmaktadir. Yeni ajanlarin
gelistirilmesine yoOnelik olarak yapilan ¢aligmalarda skuarinler, ftalosiyaninler,
siyaninler ve BODIPY tiirevleri gibi organik boyalar tercih edilmektedir. Ciinkii bu tiir

boyalar terapdtik pencere ile uyumlu bir bolgede sogurma yapmaktadir.

Bu boyalar arasinda ilgi ¢eken siniflardan biri skuarinlerdir. Sistemler aras1 gecislerin
etkin oldugu skuarinler yiiksek fototoksisite gosterebildikleri i¢in FDT uygulamalari

i¢in elverisli malzemelerdir (Fernandes vd., 2020).

Skuarinler, elektronca zengin substratlar ile keskin ve yogun absorpsiyona ve
floresansa sahip boyalardir. Skuarik asitin aromatik halkalarla kondenzasyon arasinda
yogunlagma iriinleri olarak elde edilen polimetin boyalardir. Skuarinlerin molar
sogurma katsayilar1 (g), fotoiletkenlikleri, fotokararliliklari ve kuantum verimleri
yiiksektir. Skuarinler optik 6zellikleri korunmak suretiyle ¢esitli fonksiyonel gruplarla

donatilabilir (Khopkar ve Shankarling, 2019; Barbero vd., 2015).
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Sekil 1.2. Skuarin boyalar1 ve kullanim alanlar1 (Ilina vd., 2019).

Glines Paneli
cihazlan

Hidrojeller, 3 boyutlu aglarinda biiyiikk miktarlarda su ve biyolojik sivilarin
depolanmasin1  saglayan, karakteristik hidrofilik yapiya sahip polimerik
malzemelerdir. Hidrojeller, olaganiistii esneklik, yumusaklik, iistiin emme kapasitesi,
toksik olmama, biyouyumluluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik ve ayarlanabilir
mekanik Ozellikler gibi farkli biyomimetik 06zelliklere sahiptir (Calé ve
Khutoryanskiy, 2015; Volpi vd., 2022). Bu 6zellikleri nedeniyle hidrojeller, diger
nanomalzemelere (6rnegin, nanopargaciklar, nanolifler, ince filmler, vb.) kiyasla baz1
0zel biyomedikal uygulamalar i¢in 6ne ¢ikmaktadir. Hidrojellerin bazi avantajlari,
genellikle biyolojik olarak uyumlu olmalar1 ve viicut sicakliginda jellesen bir sivi
olarak in vivo enjekte edilebilmeleridir. Ek olarak, iyi bir sekilde tasinmayi saglarlar.
Ayn1 zamanda sulu ortamlari, hiicreleri ve kirilgan ilaglari koruma yetenegine sahiptir
(Reddy vd., 2015). Bu sistemlerin yiiksek su emme kapasitesinin nedeni, hammadde
olarak kullanilan polimerin igerdigi fonksiyonel hidrofilik gruplarin yiiksek
icerigidir. Ayrica, ¢oziinmeye karsi direngleri, polimer zincirleri arasinda iiretilen

capraz baglh yapidan kaynaklanmaktadir (Ahmed, 2015; Sanchez-Cid vd., 2022).

1.1 Fotodinamik Terapi

Isigin terapdtik potansiyeli binlerce yildir kullanilmaktadir. 3000 yili agkin bir stire
once, eski Misir, Cin ve Hint uygarliklar1 vitiligo, sedef hastalig1 ve cilt kanseri gibi
kusurlar1 tedavi etmek igin 15181 reaktif kimyasallarla birlikte kullaniyordu (Ackroyd
vd., 2001). 1900 yilinda, iki arastirmacinin godzlemleri, kimyasallar ve 1$18in
birlesiminden dolay1 kaynaklanan hiicre 6liimiiniin kesfedilmesine yol agti. Profesor
Hermann von Tappeiner i¢in ¢alisan Alman 6grenci Oscar Raab, akridin boyasinin bir
Paramecium tiirii olan Infusoria tizerindeki etkilerini inceledi. Akridin toksisitesinin

1518a maruz kalmasina bagli olarak degistigini gézlemledi. Ayni yil, Fransiz ndrolog

3



Jean Prime, epilepsi hastalarini tedavi etmek i¢in agizdan verilen eozinin giines 1s1g1na
maruz kaldiginda dermatite neden oldugunu buldu. Raab'in kesiflerinin von Tappeiner
tarafindan daha fazla arastirilmasi, yeni bir terim olan “Fotodinamik Terapi” ile
sonuglandi. Bu yaklasimin insanlarda ilk uygulamasi hemoglobinde bulunan ve
hematoporfirin adi verilen bir porfirin kullanilarak Friedrich Meyer-Betz tarafindan
gerceklestirilmistir. Fotodinamik terapi FDA tarafindan onaylanmis bir tedavi
yontemidir (Van Straten vd., 2017).
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Sekil 1.3. Fotodinamik terapi mekanizmasi (Tiplve Tip 2)

FDT’de tig¢ temel bilesen rol alir: 151k, fotoduyarlastirici ve oksijen (Kamkaew vd.,
2013). Fotoduyarlastirict 1s1ga maruz birakilmak kosuluyla ortamda bulunan

molekiiler oksijeni reaktif oksijen tiirlerine gevirir (Degirmenci vd., 2021).

Fotofiziksel etki mekanizmasi olarak, fotoduyarlastirict temel durumdan uyarilmis
singlet hale uyarilir. Fotoduyarlastirici daha sonra uyarilmig triplet duruma gegmek
icin bir sistemler arasi gecis siirecinden gecebilir. Bu uyarilmis durum, liiminesans
emisyonu iizerine temel duruma doniisebilir veya tip I veya tip Il mekanizmasi ile
biyolojik ¢evre ile etkilesime girebilir (Henderson ve Dougherty, 1992). Tip |
mekanizmada, siiperoksit veya hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirleri (ROT)
olusturmak igin ¢esitli biyomolekiiller veya su oksitlenir. Alternatif olarak, tip Il
mekanizmada enerji molekiiler oksijene (*02) aktarilarak singlet oksijen
(*0y) olusturulur. Fotoduyarlastiricilarin biiyiik ¢ogunlugu, biyolojik cevreleriyle bir
tip 11 mekanizma ile etkilesime girer (Karges, 2022). Yiiksek reaktivite ve kisa dmiir
temelinde, ROT ve O2’nin yaklasik 100 nm'lik bir yarigap icindeki biyolojik ortami
etkiledigi kabul edilir (Hatz vd., 2007).
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Sekil 1.4. Fotodinamik terapi ve goriintiileme (Karges, 2022).

Ozelliklerine bagli olarak bir fotoduyarlastirc1 genellikle plazma zari, lizozomlar,
mitokondri, golgi aygiti veya endoplazmik retikulum (ER) gibi organellere dogru
lokalize olabilir (Castano vd., 2004). Hiicre iskeleti ve hiicre adezyon bilesenleri de
fotoduyarlastirici hedefleri olarak tarif edilmistir (Juarranz vd., 2008). Fotodinamik
etki bir¢ok hedefi etkilesede, foto hasar kaynakli hiicre 6liimiiniin {ic ana mekanizmasi
tanimlanmistir: apoptoz, nekroz ve otofaji. FDT'nin ¢oklu hiicre 6liim yollarin1 aktive
etme yetenegi, diger kanser terapotikleri i¢in biiyilik bir engel olabilen, tiimdrlerdeki

apoptoza direngli hiicre problemini ortadan kaldirir (Van Straten vd., 2017).

Caligilan tedavi yontemleri arasinda, fotodinamik terapi timit verici ve tamamlayici bir
teknik olarak ortaya ¢ikmistir. FDT sirasinda, lokal veya sistemik olarak toksik
olmayan bir dozla bir foto duyarlastirici (FD) enjekte edilir. Fotoduyarlastirici
baslangigta spesifik olmayan bir sekilde tiim viicuda dagilirken, ideal bir durumda
hedef dokuda birikecektir. Kulugka siiresi, FD'ye ve prosediire bagl olarak degisebilir
ancak tipik olarak 5 dakika ile 24 saat arasinda bulunur. Ozellikle, kanser secici alimi
saglamak i¢in FD, hedefleyici kisimlara konjuge edilebilir veya bir ila¢ verme sistemi
icine kapsiillenebilir. Bu siireden sonra hedef doku, terapdtik bir FDT etkisinin yan1
sira floresan kilavuzlu cerrahi prosediirlerde kullanilabilecek kanserli dokunun
saptanmasi i¢in kullanilabilecek bir 151k demetine maruz birakilir. Daha da 6nemlisi
bu etki, 1sinlanirken yalnizca FD igeren dokuda meydana gelir ve oldukga segici ve
hassas bir tedavi olanag: sunar (Karges, 2022). ideal bir fotoduyarlastirici igin genel
bazi 6zellikler vardir. Bunlar (Rangasamy vd., 2015; Yoon vd., 2013)



v" Fotoduyarlastiricinin diisiik karanlik toksisitesi olmali ve tercihen uygulama
sirasinda toksisitesi olmamalidir (alerjik reaksiyonlar veya asiri duyarlilik
olmamalidir).

v Uygulama kolay ve farkli yollardan acisiz uygulanabilir olmalidir.

<\

Optimum doku penetrasyonu i¢in tercihen yakin kizilotesi (NIR) olmak iizere
yiiksek bir absorpsiyon bandina sahip olmali,

Singlet oksijen iiretmek i¢in yeterli enerjiye sahip olmalidir.

Yiiksek bir ROT verimine sahip olmalidir.

Yiiksek tiimor segiciligi

Viicuttan hizli atilma (boylelikle cildin 1s18a duyarliligini en aza indirecektir),
Fotoduyarlastiric saf olmali ve kolay iiretilmeli,

Uzun siireli depolama i¢in yeterince kararli olmalidir.
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Ayrica kanda daha iyi dolasim i¢in suda ¢oziiniirliik yiiksek olmall.

Isigin doku penetrasyon derinli§i bazen sinirlayict olabilir, bu da aktive olan
fotoduyarlagtirict miktarini etkileyebilir, bu durum tiimor hiicrelerini 6ldiirmek i¢in
tiretilen ROS ve singlet oksijen miktarini etkiler (Mazzone vd., 2013). Kisa dalga
boylar1 (<650 nm) genellikle dokularda daha diisilk bir penetrasyon derinligine
sahipken, daha uzun dalga boyu (850 nm'nin {izerinde) araliklar1 kapsar. Fakat bu
fotoduyarlastricilar1 uyarmak veya aktive etmek igin yeterli degildir. Bu sebeple,
fotodinamik terapi i¢in uygun goriilen dalga boyu, "fototerapdtik pencere" olarak
bilinen 600 ila 850 nm araligidir (Montaseri vd., 2021).

103 nm 1nm 10°nm 10°nm im 10°m

Gamma rays Xrays yuv

750-1700 nm

Biological

transparent
window

600—850 nm ]
Therapeutic window

Sekil 1.5. Kanserin fotodinamik terapisi (FDT) tedavisi i¢in ideal fototerapotik
pencereyi gosteren elektromanyetik spektrum (Montaseri vd., 2021).



Fotodinamik terapide hali hazirda kullanilan ilaglar mevcuttur. Bunlar FDA tarafindan
onaylanmistir. Bu ilaglarin kimyasal yapilar1 asagida Sekil 1.6.’da gosterilmistir.
Bunlardan bazilari; photofrin (Amax 630nm), 5-aminolevulinik asit (ALA) (Amax 635
nm), methyl aminolevlinate (MAL) Metvixa (Amax 570-670 nm), klorin €6 (Amax 654
nm), hexaminolevilinate (Amax 570-670), N-aspartyl chlorin €6 (Amax 664 nm),
aluminium phthalocyanine tetrasulfonate (Amax 676 nm). Bu ajanlardan bazilar
fototerapotik pencerede yer alsa da bunlarin baz1 dezavantajlari mevcuttur. Kullanilan
151k dalga boyu hassasiyet olusturur. Ayni1 zamanda bu ajanlarin viicutta ¢éziiniirliikleri
zayiftir. Viicuttan atilimi uzun oldugu i¢in tedaviden sonra 1s1k hassasiyetine sebep
olur. Isiga maruz kalindiginda ortamda ilag liretmeye devam eder. Bu 6zelliklerinden
dolay1 viicuttan hemen atilmadiklarindan yan etkileri tedaviden sonrada devam eder
(Allison vd., 2004; Allison ve Sibata, 2010). Bu olumsuz etkileri ortadan kaldirmak

icin yeni nesil fotoduyarlastirici ajanlarin gelistirilmesi 6nemli bir hedeftir.



40 o— HO
OH
HO
CO,Na CO,Na
L _In
Porfimer sodium,Photofrin® OH
Amax: 630 NM, gmay: 3000 M~ cm™’ .
meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorin (m-THPC), Foscan®
9) Amax: 652 NM, €ray: 35.000 M cm™”
H,N OH

O

5-aminolevulinic acid (ALA), Levulan®
Amax: 635 NM, gnpax: 5000 M-1 cm-1

H,N o]
o]

methyl aminolevlinate (MAL), Metvix®
Amax: 570-670 nm

(0]
OH
o 6]
HZNWO/\/\/\ N-aspartyl chlorin e6(NPe6), Laserpyrin®
¢} Amax: 664 NM, £,: 40.000 M~ cm™

hexaminolevilinate (HAL), Cysview®
Amax: 570-670 nm

SO,
X
VN CI N
\\ ‘
SO3

aluminium phthalocyanine tetrasulfonate (AIPcS4), Photosense®
Amax: 676 Nm, emax: 200.000 M cm™’

Benzoporphyrin derivative monoacid ring A (BPD-MA), Visudine®
Amax: 689 NM, £may: 34.000 M cm™

Sekil 1.6. FDT tedavisi igin klinik olarak onaylanmis fotoduyarlastiricilar (Usama vd.,
2018)



Literatiirde yeni potansiyel ilaglara alternatif ajanlar iizerine ¢aligmalar yapilmistir. Bu
calismalar klinikte kullanilabilecek yeni nesil ajanlar olabilecegini gostermektedir. Bu
ilaglar; Skuarin, AZA-BODIPY, BODIPY, Siyanin olarak gosterilebilir.

Fototerapdtik pencerede olduklarindan bu boyalar talep gérmektedir.
1.2 Skuarin

Skuarinler, zwitteriyonik yapili ayni zamanda rezonansla donatilmis organik
boyalardir. Goriintir bolgeden yakin kizildtesi bolgeye kadar uzanan fotostabilite ve
optik Ozelliklerin benzersiz kombinasyonu, skuarin boyalar1 biyoloji, kimya ve
malzeme bilimi alanlarindaki ¢esitli uygulamalar i¢in ¢ekici kilmaktadir. Skuarinlerin
agregasyon Ozellikleri, karisik ¢oziiclilerde, organize ortamlarda ve metal iyonlarinin
varhiginda kapsamli bir sekilde incelenmistir. Skuarik asite baglanacak yapinin
aromatiklik veya heterosiklik yapisina gore goriiniir bolgeden NIR bolgeye kadar

giiclii absorbans ve floresans gosterir (1lina vd., 2019)
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Sekil 1.7. Skuarinlerin molekiiler yapisi ve 6zellikleri.

Skuarin boyalar1 son derece yogun absorpsiyon bantlarina, iyi foto iletkenlige sahiptir.
Skuarinler kolay bir sentez yontemiyle sentezlenirler. Skuarinler fotofiziksel
ozelliklerini koruyarak hedefleme ozgiilliigiinii gelistirmek ve konjugasyon igin
potansiyel alanlar saglayan fonksiyonel gruplarla sentezlenebilirler. Bu sebepten
dolay1 bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Cesitli skuarinler kullanarak yapilan
sitotoksisite ¢alismalarinda molekiiler yapidaki fonksiyonel gruplar degisebilir.



Skuarin bilesiklerin terap6tik/goriintiilleme dozajlarinin tizerindeki konsantrasyonlarda
bile toksik olmadig1 ve bu nedenle, skuarin boyalar: yapilarina bagli olarak mitkemmel
fotofiziksel ve kimyasal 6zelliklerden floresans goriintiileme ajani olarak literatiirde

bir¢ok caligmada kullanilmis potansiyel FDT ve FTT ajani olarak kullanilabilirler.
1.3. Hidrojel

Hidrojel, fiziksel, kimyasal ve polimerizasyon yoluyla c¢apraz baglanmis
hidrofilik polimer zincirlerinden olusan bir 3D ag yapisidir. Hidrojeller, yiizey
gerilimi ve mekanik kuvvetlerden dolay1 aglarinda sismis halde biiyiik miktarda su
tutabilirler. Hidrojel tarafindan su adsorpsiyonu fonksiyonel bir gruba, suyun
durumuna ve hidrojeldeki ¢apraz baglanma aginin yogunluguna baglidir (Sze Lim vd.,
2017). Hidrojeller, g¢evre dostu ve biyouyumlu 6zelliklerinden dolay1 birgok alanda
kullanilir (Wu vd., 2018).

Capraz baglayici, molekiilleri birbirine baglayabilen ve hidrojellerin 6zelliklerini
iyilestirebilen malzemeler olarak tanimlanabilir. 3D yapiy1 olusturmak icin
hidrojellerde ¢apraz baglayici kullanimi molekiiler agirligi arttirir, daha yiiksek
mekanik 6zellikler saglar, stabiliteyi gelistirir ve polimer esnekligi, viskozitesi ve

polimer ¢ozlinmezligi gibi fiziksel 6zellikleri etkiler (Reddy vd., 2015).

1954°te Wichterle ve Lim tarafindan ilk sentetik hidrojellerin tiretmesiyle hidrojeller
cesitli alanlarda kullanilabilmektedir (Zainal vd., 2021; Ahmed, 2015);

<

Hijyenik tiriinler (Ahmed, 2015)

Tarim (Saxena, 2010)

Ilag¢ dagitim sistemleri (Hamidi vd., 2008)
Komiirii susuzlagtirma (Hyun Park ve Kim, 2001)
Teshis (Plunkett ve Moore, 2004)

Gida katki maddeleri (Chen vd., 1995)
Farmasotikler (Kashyap vd., 2005)

Biyomedikal uygulamalar (Kaihara vd., 2008; Stamatialis vd., 2008)
Doku miihendisligi (Zhang vd., 2011)
Rejenaratif ilaglar (Saul ve Williams, 2011)

Yara ortiisii (Sikareepaisan vd., 2011)
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Biyolojik adezyonlar1 diizenlemek i¢in bariyer malzemeleri (Roy vd., 2010)
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v" Biyosensor (Krsko vd., 2009)

Tipik olarak hidrojeller, ¢erceveyi olusturan polimerik molekiiller arasindaki bagin
dogasina bagli olarak iki farkli kategori kullanilarak siniflandirilabilir: Fiziksel ve
kimyasal olarak ¢apraz bagli hidrojellerdir (Sikdar vd., 2021). Uretim ydntemi, her tip
hidrojel sisteminin gelistirilmesi i¢in baska bir anahtar faktordiir (Pita-Lopez vd.,
2021). Fiziksel olarak ¢apraz bagli hidrojellerin yapilanmasi temel olarak, iyonik
baglar, hidrofobik kuvvetler ve hidrojen baglar1 gibi tersinir olan ve ¢evresel (fiziksel)
degisikliklerle (6rn. sicaklik ve pH) degistirilebilen zayif ve gecici etkilesimlere
baghdir ve kimyasal yapida herhangi bir degisiklik gostermez (Han vd., 2020;
(Rodriguez-Rodriguez vd., 2020). Kimyasal olarak capraz bagl hidrojeller, kovalent
baglarla bagli olduklarindan, polimerik zincirleri arasindaki kalict ve giiclii

etkilesimlerle karakterize edilirler (Catoira vd., 2019; Oryan vd., 2018).

Hidrojel sentezinde kullanilan; Poli 2-hidroksietil metakrilat) (p0HEMA), Polivinil
alkol (PVA), Poli (etilen glikol) (PEG), Poli (N-izopropilakrilamid) (oNIPAAm), Poli
(N-vinilkaprolaktam) (PNVCL), akrilik asit, aljinat, kitosan, akrilamit, hyaliironik asit,

kitin gibi birgok malzeme bunlardan bazilar1 asagida Sekil 1.8’de verilmistir.
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Sekil 1.8. Hidrojel sentezinde kullanilan baz1 monomerler.

Dogal hidrojeller, kollajen, jelatin, aljinat, agaroz ve kitosan gibi genellikle dogada
bulunan polimerlerden olusur. Hidrojeller, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve toksik
olmama oOzelliklerinden dolay1 tibbi alanda ¢ogunlukla kontrollii ila¢ salinimi igin
kullanilmaktadir. Ote yandan, sentetik hidrojeller, dogada hidrofobik olan polimer
gruplarindan olugur. Polimerik bilesenler hidrojellere daha iyi dayamklilik ve
kimyasal gili¢ saglamigtir. Bazi sentetik polimer 6rnekleri polivinil alkol (PVA),
poliakrilamid, polivinil kloriir (PVC) vb. (Chong vd., 2013).
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Gelistirilmis biyouyumluluk, uzatilmis 6miir ve daha yiiksek su emme kabiliyetine
mekanik mukavemetteki ustiinliik, sentetik hidrojellerin daha fazla talep edilmesine

yol agmustir.

+
RGN o +7
RS
Monomer Capraz Baglayici Polimerizasyon

Baslatici
Hidrojel

Sekil 1.9. Hidrojel sentez mekanizmasi.

Hidrojeller, ara yapilarinda biiylik miktarda su tutma yetenegi saglayan hidrofilik
zincirler iceren benzersiz polimerik malzemelerdir. Biyopolimerler, benzersiz
ozelliklerden dolay1 6zel uygulamalarda ve hidrojellerin yapiminda kullanilabilir.
Hidrojellerin yapisini tahmin etmek ve jelleri analiz etmek igin bircok teori
kullanilmaktadir (Chai vd., 2017). Baz tiiretilmis teorileri hesaplamali yontemlerle
birlestirerek, hidrojellerin yapisin1 ve islevselligini sentezden once bile tahmin
edebilir, bu da hidrojellerin biyomedikal amaglar i¢in daha hizli gelismesine yol
acacaktir. Mevcut olan farkl jel tiirleri ile (pH'a duyarli, 1s1ya duyarly, elektro duyarls,
1518a duyarli ve sekil degistiren), yeni hidrojellerin gelistirilmesi i¢in sinirsiz

uygulamalar ve yaratici kullanimlar1 vardir (Chai vd., 2017; Yuk vd., 2022).

Hidrojeller, temel kimyasal reaksiyonlar1 kullanan standart imalat yontemlerinden
yenilik¢i 3D baski tasarimlarina kadar birgok farkli sekilde olusturulabilir. Bu tiretim
harikalari, hidrojel tiretiminin yalnizca baslangicidir ve biiyiik iiretim ilerlemelerinin
yolunu agmaktadir (Fatimi vd., 2022). Hidrojeller, arzu edilen doku konumlarini
hedefleyen hidrojellerdeki kapsiillenmis hiicreler yoluyla doku rejenerasyonu ig¢in
uygun segeneklerdir. Insiilin salan hidrojeller ve kanser ilaci salan hidrojeller gibi ilag
ve molekiil salan hidrojeller, sonuclari en {ist diizeye ¢ikarmak ve zararl ilag etkilerini
en aza indirmek i¢in sirasiyla insiilin ve kanser ilaglarini istenilen hedefleyici bolgelere
verebilir (Heinemann vd., 2015). Hidrojellerin esas olarak 2015'ten beri tibbi alanda
yapilan bu basarili uygulamalari, diger ilaglari, hiicreleri ve molekiilleri i¢ine alan

hidrojelleri sentezlemek i¢in daha fazla yol sunmustur.
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Hidrojeller, cerrahi prosediirlerden tamamen kaginarak daha az inflamasyona ve doku
rejenerasyonu ig¢in daha iyi sonuglar igin etkili ve etkin ilag dagitimina izin verir (Li
ve Mooney, 2016; Munoz Taboada vd., 2020). Ornegin, sirt agris1 sorunlari ile yeni
hidrojeller, invaziv ameliyatlara gerek kalmadan insanlarin yasamlarinda yasadiklari

agrilart hafifletmek icin kullanilabilir.

Poli (N-izopropilakrilamid) (pNIPAAM). Bu polimer en ¢ok arastirilan 1siya duyarlt
polimerdir (Yu vd., 2021). Literatiire gére, pNIPA Am suda yaklasik 32 °C daha diisiik
kritik ¢ozelti sicakligina (LCST) sahiptir. Bu, kati haldeki bu polimerin, sicaklik
LCST'nin altina diistiigiinde, termo-tersinir bir faz gegisi sergileyerek c¢ozelti iginde
¢oziilebilecegi anlamina gelir. Bu nedenle, pNIPAAm'den tiiretilen kopolimerler, ilag
ve gen iletimi, enzim ve hiicre immobilizasyonu veya biyosensorler gibi cesitli
biyomedikal uygulamalar i¢in "akilli" malzemeler veya "akilli" hidrojeller olarak

adlandirilan ¢aligmalarda biiytik ilgi gédrmistiir.

Akrilamid: Nétral yiizeyi, yiiksek oranda su tutma kapasitesi ve hidrofilik yapisi
nedeniyle PAAm, terapi ajanlarinin gelistirilmesi icin son derece uygun bir
platformdur. Zira PAAm Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmig
oldugundan toksisitesi diisiik giivenli bir ilag tastyici sistem sayilmaktadir. Ayrica
kullanilan sentez yontemine gére PAAm boyutu ayarlanabilmektedir. Dahasi akrilamit
basgka monomerlerle kolayca kopolimerizasyona katilabilmektedir (Sennakesavan vd.,
2020).
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Skuarinler

Ramaiah ve grubu halojen igeren bazi skuarin tiirevlerinin 20 fotofiziksel 6zellikleri,
FDT etkinlikleri daha iyi anlamak igin sitotoksisitelerin ve DNA’y1 hasara ugratma
mekanizmalari {izerinde ¢alismistir. FDT deki etkinliklerini incelemek amaciyla hem
memeli hiicrelerinde hem de bakteri suslarinda sitotoksite ve FDT etkinlikleri bagl X:
(Br,ILH) gore karsilagtirmalar1 yapilmistir. Bu boyalar uygun fotofiziksel 6zelliklere
sahipler ve sitotoksisiteleri disiiktir. FDT’de potansiyel uygulamalara sahip

olabilecegini gostermislerdir (Ramaiah vd., 2002; Ramaiaht vd., 1997).

X OH OHHO X

Sekil 2.1. Hedef bilesik 20.

Ferreira vd. (2016); skuarin boyas1 21 tasarlayip sentezlemislerdir. Isiga
duyarllagtiricilarin birgok avantaja sahip olmasina ragmen, skuarinlerin FDT'deki
uygulamalarina iliskin bazi sorunlar ortaya koymaktadir. FDT nin dezavantajlar
Lokalize timor hedeflenene kadar bilesik kaybi, biyouyumlulugun olmamasi, ilacin
seciciliginin ve ¢oziiniirliigiinlin diisiik olmasi ve ayrica dokularda belirli derinliklere
ulasmanin zorlugudur. Bu dezavantaji ortadan kaldirmak amaciyla skuarin boyasini
kitosan kullanarak ¢oziiniir forma getirmislerdir. In vitro ¢alismalar HelLa hiicre
hattinda yapilmistir. Floresans goriintiileme ve fototoksisite gosterdiginden FDT de ve

kanser goriintiilemede kullanilabilecegi ongorilmiistiir (Ferreira vd., 2016).
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Sekil 2.2. Hedef Bilesik 21

Shafeekh vd. (2014); suda ¢oziinir 22a, 22b ve 22c skuarinlerinin sentezleri,
fotofiziksel 6zellikleri ve fotodinamik etkileri calismistir. Boyalara suda ¢oziiniir hale
getirmek i¢in siilfonil eklenmis ve iyot agir elementi eklenerek verimleri ve 6miirleri
uzun hale getirilmis fotofiziksel karsilastirmalari yapilmistir. FDT etkinlikleri
incelenmis singlet oksijen ile reaksiyona girdikleri ve ROS iirettikleri belirtilmistir.

Fotodinamik terapide kullanilabilecek ajanlar oldugu ongoriilmiistiir.

22b

Sekil 2.3. Hedef bilesik 22 (a-b-c).

Prostota vd. (2013) yaptiklari calismada birden fazla skuarin boyasi 23(a-d) tasarlayip
sentezlemistir. Elde edilen boyalarin spektral 6zellikleri incelendi ve elektronik
yapinin ve elektron gecislerinin boyalarin molekiiler yapisina bagimliligini incelemek
icin kuantum-kimyasal hesaplamalar yapmislardir. Boyalarin oksijen iiretme

kabiliyetine, fotodinamik terapi (FDT) aktiviteleri test edilmistir. Sonu¢ olarak
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sentezlenen bilesiklerden en basarili FDT aktivitesi olan yapisinda agir atom

bulunduran olduklarini belirtmislerdir (Prostota vd., 2013).

o
~
(L
N\/ \  N*
)—N 0O v

23 a-c
a: R=Me, X= CMe,

b: R=Et,X=S
c: R=Et, X= Se

Sekil 2.4. Hedef Bilesik 23.

Sujai vd. (2018); 24a-24b skuarinlerini tasarlayip sentezlemislerdir (Sekil 2.6).
Sentezledikleri skuarinleri altinla nanogubuklarla birlestirmislerdir.Sentezlenen bu
ajanlar melonam kanserine 06zgili kemoterapdtik ila¢ dekarbazin ile birlestirilmis ilag
tastyici bir sistem haline getirmislerdir. Sentezlenen bu foto duyarlastirici, fotodinamik
terapi, fotototermal terapi ve entegre edilen ilag dekarbazin ile iiglii bir tedavi yapan
ajan sentezlemislerdir. A375 hiicre hattinda (melanom kanseri) %70 hiicre 6limii

gerceklesmistir (Sujai vd., 2018).

Q_ SO3H
+—.

24a |
Sekil 2.5. Hedef Bilesik 24(a,b).

Lima vd. (2022) Sekil 2.6 da verilen skuarinleri sentezlemislerdir. Sentezlenen
skuarinlerin fotofiksel ozellikleri belirlenmis yapiya baglanan agir iyot atomuyla
singlet oksijen kuantum verimlerinin degistiklerini belirtmislerdir. Fototerapotik
performanslar1 insan serum albiimini ile karsilastirildi. Ozellikle zwitteriyonik
skuarinler icin floresans kuantum verimlerinin basarili olduklarmi belirtmislerdir.
Farkli hiicre hatlarinda tiimor olmayan NHDF (normal insan dermal fibroblastlari)
Caco-2 (kolorektal adenokarsinom), HelLa (servikal karsinom), MCF-7 (meme
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adenokarsinomu) ve PC-3 (prostat adenokarsinomu) in vitro ¢alismalar yapilmistir.
Hiicre g¢aligmalariyla skuarinlerin antitiimor etkileri incelenmistir. Zwitteriyonik
yapiya sahip skuarin boyanin, FDT potansiyeli agisindan en umut verici olani
olduklarini belirtmislerdir (Lima vd., 2022).

Sekil 2.6. Hedef Bilesik 25.

Gomes vd. (2022) yaptiklar1 bu ¢alismada 26(a,b,c,d) sentezi gergeklestirmislerdir.
Fotofiziksel 6zelliklerini belirlemislerdir. Sentezlenen boyalarin insan serum albiimini
ile etkilesimi de degerlendirildi ve floresan yogunlugu ile protein konsantrasyonu
arasinda dogrusal bir oran oldugunu gostermislerdir. Boyalarin mayaya karsi
antifungal  potansiyeli ~ Saccharomyces cerevisiae, bakterisi  kullanilarak
degerlendirmislerdir. Sonuglar, boyalarin insan serum alblimini ile etkilesiminin ve
antifungal aktivitenin, boyalarin farkli yapisal modifikasyonlarina bagli oldugunu

gosterilmistir. Boyalarin reaktif oksijen trettigi gosterilmistir (Gomes vd., 2022).

N N
; 26¢ 26d

Sekil 2.7. Hedef Bilesik 26(a,b,c,d).
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Toksoy vd. (2022); Skuarin 27 sentezini ve karekterizasyonunu gergeklestirmistir.
Fotofiziksel ozelliklerini agiklamiglardir. 27. bazik, notr ve asidik pH'l1 sulu bir
ortamda fotodinamik etkisinden yararlanilmistir. pH 8.0, pH 7.0 pH 6.0 ve pH 2.2
fotodinamik etkisi test edilmistir. Asidik ortamda bile basaril1 bir sekilde fotodinamik
etki gostermistir. Hep-2 (insan epidermoit karsinomu) hiicre hattinda gériintiilemesi
yapilmistir. Norskuarin 27 kanserli hiicrelerde in vitro FDT uygulamalarida test
edilmis %89 civarinda hiicre oliimii gerceklesmistir. Fotodinamik terapi etkisi S.
aureus (MRSA) antimikrobiyal aktivitesi test edilmis ve MRSA’nin biiylimesini
biiylik 0Olgiide engellemistir. Sentezlenen ajanin FDT i¢in ve ilaca direngli

mikroorganizmalar i¢in bir ajan olabilecegi ongoriilmiistiir (Toksoy vd., 2022).

Sekil 2.8. Hedef bilesik 27

2.2. Hidrojeller

Belali vd. (2018) yaptiklar1 bu c¢aligmada halihazirda klinikte kullanilan fakat
¢ozlnlirliik problemi olan ii¢ ajanla g¢apraz bagh (Sekil 2.9) tasarlayip tedavi
etkinlikleri incelemislerdir. Sentezlenen bu hidrojellerde  NIPAAmM monomeri
kullanilmistir. Sentezlenen hidrojellerin DLS ve SEM analizleri 200300 nm ¢apinda
yapilmis ve doku hedeflemeye uygun nano hidrojeller oldugu goézlemlenmistir.
Sentezlen tiim hidrojellerin singlet oksijen iirettikleri ve biyouyumlu olduklar
gosterilmistir. Sentezlenen hidrojellerin basarili bir sekilde suda ¢oziinebilecegi,
NIPAAm monomerinin sahip oldugu termoduyarlilikla fizyolojik parametrelere
modiile etmek i¢in kullanilabilecegi ve FDT ic¢in uygun olduklarim1 gostermislerdir

(Belali vd., 2018b).
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Sekil 2.9. Hedef Bilesiklerin yapisi

Tang vd. (2008) yaptiklari bu ¢alismada bir 1518a duyarlilastirici olan metilen mavisini
nanopartiikiillerle kapsiilleyerek FDT i¢in elverisli bir hale getirmislerdir. Metilen
mavisini poliakrilamidle kapsiilleyerak bir nanopartikiil elde etmislerdir. Elde edilen
nanopartikiil tiimor hiicrelerinde etkili bir sekilde fotodinamik hasara neden oldugunu
gostermektedir. Bu sonuglar neticesinde nanopartikiil diaforaz enzimleri tarafindan
indirgenmesi dnlenmistir. Sentezlenen poliakrilamidli metilen mavisinin Fotodinamik
terapi igin aktivitesini korudugunu gostermislerdir. Ayrica 1s1ga maruz kalmanin
ardindan metilen mavisini igeren nanopartikiiliin Ce glioma hiicreleri tizerinde tiimor
hiicrelerine zarar vermeye yetecek miktarlarda 'O iiretmesiyle sonuglandigimi

gostermislerdir (Tang vd., 2008).

j<ocTN e
LA SR e

29
Sekil 2.10. Hedef Bilesik 29.

Glass vd. (2018) yaptiklar1 ¢alismada 1s18a duyarhilastiricilar igin tasiyici ve salim
sistemi olarak kullanilabilecek hidrojeller sentezlemislerdir. Fotoduyarlastiricilarin
cesitliligi sebebiyle Metilen Mavisi, Eozin Y, porfirin tiirevleri TPPS4, TMPyP (30)
farkli fotoduyarlastirici ile ¢calisilmistir (Sekil 2.11). Bu foto duyarlilastiricilarin alimi
ve salimi incelenmistir. Tiim fotoduyarlilastiricilar, yap1 farklarindan bagimsiz bir

sekilde hidrojele basarili bir sekilde yiiklemislerdir. Sentezlenen hidrojellerin singlet
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oksijen kuantum verimlerinin basarili oldugunu ve hidrojele yiiklenen

fotoduyarlastiricilarin bozulmadiklarini géstermislerdir (Glass vd., 2018).

Br Br
LI I,
N S T\]’ Br Z Br

| | CI co,
Metilen Mavisi O

Eozin Y

|
N
+~
7

Sekil 2.11. Kullanilan Ajanlar 30.

Kaczmarek vd. (2021) yaptiklar1 bu ¢alismada 31 skuarini sentezlemislerdir. Ve
kitosani, 1s18a duyarli i¢in koruyucu bir matris olarak kullanmislardir. Elde edilen
sistemlerin hem ¢06zelti hem de kati haldeki fizikokimyasal 6zellikleri
incelenmistir. Bir biyopolimer olarak kitosan kullanilmis ve kitosan kullanmanin
onemli avantaji, ylksek enerjili ultraviyole (UV) radyasyonun etkisi altinda boya
bozunmasinin  Onlenmesi, boya varliginda ise kitosan 1s1  direncini
tyilestirmesidir. Kitosanin koruyucu etkisi nedeniyle sivi ortamda boya salinimi
siirhdir. UV radyasyonunun etkisi altinda reaktif oksijen tiirlerinin singlet oksijen
dahil olusumuna katkida bulunarak, kanser hiicreleri tizerinde yikict bir etkiye sahip
olduklarin1 gostermislerdir. Hedef bilesik 31 fotodinamik etkileri incelenmis ve
skuarinin kitosan ile stabilizasyonu, biyomedikal iiriinler ile kullanabileceklerini

gostermislerdir (Kaczmarek vd., 2021).
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Sekil 2.12. Hedef Bilesik 31.

Geiger vd. (1999) Skuarin boyalarina yapilarina bagl olarak kolestorol baglamis ve
bu yapilart farkli agilardan incelemistir. Jeller, hem stilben-kolesterol jelleri
durumunda jelator fliioresansini hem de ¢oziicii iginde ¢Oziinmiis ¢Oziinenlerin
fliioresansini izleyerek, atomik kuvvet mikroskopisi ve geleneksel ve fliioresans
mikroskopisi ile goriintiilendi. Dikkat ¢ekici bir sekilde, bulgularin jellerin birgcogunun
nano, mikro ve makro 6l¢ekte goriilebilen benzer sekilde goriinen lifli yapilardan

olustugunu gostermektedir (Geiger vd., 1999).

Q & O
y

C4H9

Sekil 2.13. Hedef Bilesik 32.

Xie vd. (2021) poliakrilamidle ¢apraz baglanan bir nanopartikiil sentezlemislerdir. Bu
sentez sonucunda damar ve beyinde floresans goriintileme yapan bir
boya/nanopartikiil (Sekil 2.14) sentezlemislerdir. Sentezlenen nanopartikiiliin hiicre ve

farede goriintiileme islemlerini basarili bir sekilde gostermislerdir (Xie vd., 2021).

33

Sekil 2.14. Bilesik 33 molekiiler yapisi.
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Fotoduyarlastirict olarak kovalent bagli skuarinleri 1 igceren hidrojellerin, literatiirde
rapor edilmis fotodinamik hidrojellerden daha dstiin Ozellikler sergilemesi
beklenmektedir. Zira skuarin 1 literatiir kisminda verilen diger boyalara (porfirin,
klorin, MB ve ftalosiyanin tiirevlerine) gore (yiiksek sogurma, emisyon, kuantum
verimi, parlaklik vb) daha {istiin Ozelliklere sahiptir. Porfirin, klorin, MB ve
ftalosiyanin tiirevlerinin; sentez ve saflastirma islemlerinin zahmetli ve diisiik verimli
olmasi, suda ¢Oziiniirliiklerinin diisiik olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.

skuarin 1 bu olumsuzluklardan daha avantajlidir.

Bu ylizden bu tez kapsaminda bu eksikligin biiyiik 6l¢iide giderildigi diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Malzeme

Biitiin kimyasal malzeme ve ¢oziiciiler Aldrich ve Merck firmalarindan temin
edilmistir ve genellikle c¢oziicliler 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 (yaymma) oOlgiimleri ise Varian Cary Eclipse
Fluorescence spektrofotometre cihazlariyla kaydedilmistir. *H NMR (400 veya 300
MHz) ve *C NMR (100 veya 75 MHz) spektrumlar1 Bruker marka FT-NMR cihazlar
ile kaydedildi. Numuneler SEM analizleri FEI marka Nova Nano SEM 450 model
cihaz ile kaydedilmistir. Yiiksek c¢oziiniirliikli-Kiitle Spektrometresi (HRMS)
ThermoScientific marka TSQ Quantum Access Max model cihaz ile alinmustir.

3.2 Bilesik 4 Sentezi: 2,3,3-trimetil-3H-indol-5-siilfonat

/O
)3'\

SO;H
1. C;HsOH, HOAC -5
78°C o )
HN 2. KOH, CH3OH

[ ]
NH,.HCI PrOH 4
2

Sekil 3.1. Indol 4.

30 ml asetik asit igerisinde 2 (10.0 g, 53.0 mmol) alinir ve tizerine 3- metil-2-biitanon
3 (17 mL, 160.0 mmol) eklenir ve 25 °C oda sicakliginda karistirilir. Reaksiyon
karisimi 4 saat geri sogutucu altinda kaynatildiktan sonra sogutuldu ve filtre kagidiyla
stiziildii. Kalint1 etil asetatla yikanarak pembe bir toz seklinde elde edildi (11.3 g, 89%
verim). Sonra metanol (35 mL) iginde ham (5.1 g, 21.2 mmol) karistirilan bir potasyum
¢ozeltisine damla damla ilave edilir ve potasyum hidroksit (1.4 g, 25.4 mmol) propanol
(35 mL) i¢inde ¢oziindiiriiliir. Elde edilen karisim 25 °C' de 24 saat karistirildi ve {iriin

stiziilerek alinir.(Park vd., 2012) Pembe kati iriin: verim %60, e.n: 305 °C, lit. 292 °C ;
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'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 7.61 (s, 1H), 7.54, (d, 1H, ] = 8.0 Hz), 7.33 (d, 1H,
J=8.0 Hz), 2.19 (s, 3H), 1.22 (s, 6H). FT-IR (cm™): 3485, 2878, 1942, 1572, 1419,
1386, 1270, 1219, 1177, 1117, 1030, 988, 713, 648. HRMS C1:H12NOsS igin
hesaplanan (m/z): 238,05434 [M]~ 6l¢iilen: 238,06915 [M].

3.3 Bilesik 6 Sentezi: 1-allil-2,3,3-trimetil-3H-indol-1-yum-5-siilfonat

Br
"0,S \g\ "0,S
/4 2 /4
CH4CN, 87°C +
4 Ar s Br-

Sekil 3.2. Indol 6.

100 ml lik bir balona bilesik 4 (500 mg 3,16 mmol) alinir ve iizerine kuru asetonitril
eklenir ve on bes dakika boyunca inert ortamda karistirilir (50 ml). Ardindan allil
bromiir (820 pl, 9,48 mmol) yavas yavas eklenir ve karisim 24 saat boyunca oda
sicakliginda argon atmosferi altinda karistirilir. Buzdolabinda bekletilen karisimdan
¢oken iiriin siiziilerek aliir: 350 mg, %52 verim, e.n: 247 °C. 'H NMR (600 MHz,
D20) H NMR 6 7.96 (bs, 1H), 7.81 (d, J= 12 Hz, 1H), 7.70 (d, J= 12 Hz, 1H), 5.92-
5.88 (m, 1H), 5.29 (d, J= 12 Hz, 1H), 5.18 (d, J= 18 Hz, 1H), 5.00 (d, J= 6 Hz, 2H),
4.65 (s, 3H), 1.46 (s, 6H). 3C NMR (151 MHz, D20) § 200.06, 144.08, 142.69, 142.36,
127.02, 126.80, 120.81, 120.60, 116.05, 54.95, 50.14, 21.45. FT-IR (cm™): 3500,
2995, 2247, 1772, 1697, 1625, 1587, 1494, 1383, 1276, 1192, 1102, 938, 833, 761,
698, 648. HRMS C14H17BrNOsS i¢in hesaplanan (m/z): 279,09291 [M] olgiilen:
279,09903 [M]

3.4 Hedef Bilesik Skuarin 1 Sentezi

) O
N\ //

038\&_ HO 7 OH
/ o
+ C4HgOH:CGH6

$ g  Dean Stark, 115 °C

Sekil 3.3. Hedef Bilesik Skuarin 1

6
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50 mI’lik bir balona Bilesik 6’dan (150 mg, 0,417 mmol) alinir ve 7°den (23,77 mg
0,208 mmol) alinir. Ardindan tizerine C4aH9OH:Ce¢Hs (1:1) 10 mililitrede ¢oziindiiriiliir.
Karisim Dean-Stark tuzagi kullanilarak 115 °C’ye 1sitildi. Tepkime sogurma
spektrumu ol¢iilerek takip edildi. Baslangig¢ bilesigi bitince ¢6ziicli doner buharlastirict
yardimi ile uzaklastirildi. Minimum metanol ile ¢ozilindiiriiliip etil asetatla ¢oktiirtildii.
Mavi Kat1 %36 verim, e.n 360 >. *H NMR (600 MHz, DMSO) § 7.67 (s, 1H), 7.56 (d,
J=6 Hz, 1H), 7.16 (d, J= 12 Hz, 1H), 5.96-5.91 (m, 1H), 5.73 (s, 1H), 5.19 (d, J=12
Hz, 1H), 4.98 (d, J= 18 Hz, 1H), 4.72 (bs, 2H), 1.68 (s, 6H).1*C NMR (151 MHz,
DMSO-de) 6 179.86, 170.05, 144.64, 142.53, 140.99, 130.69, 126.14, 120.12, 117.03,
109.72, 87.44, 49.31, 27.28. FT-IR (cm™): 3180.80 1610.93 1491.32 1455.44 1356.76
1273.04 1186.32 1096.61 1066.71 914.21 806.56 689.94 615.19. HRMS
C32H30N208S; i¢in hesaplanan (m/z): 317.07273; olgiilen 317.07632; 657.13776
[M+Na].

3.5 Hidrojel Sentezi: Skuarin 1@PAAmM

9 0y’
R o
0:8 " )

\\\X_ s O o Amonyum Persiifat s+ Gapraz baglayici

h\_ N+ -_— *t (Skuarin 1)

Su, 65 °C, 24sa . N
Hidrojel
Monomer
- (Akrilamid)
Monomer Skuarin 1

Sekil 3.4. Hedef Bilesik Skuarin 1@PAAM hidrojel sentez semasi
Skuarin 12s@PAAmM Sentezi

15 ml bir viyale Akrilamid (AAm) (250 mg, 3,517 mmol) ve Skuarin 1 (2,5 mg,0,0039
mmol) tartilir. Uzerine 0,5 ml deiyonize saf su eklenir ve azot atmosferi altinda
karistirildiktan sonra polimerizasyon baglatict amonyum perstilfat (APS) (20 mg,
0,087 mmol) eklenerek hazirlanan ¢ozelti 1ml’lik siringaya alinarak sicakligi 65 °C’
ye ayarlanmis etiivde hidrojel olusumu gdzlenene kadar 24 saat bekletildi. Daha sonra
hidrojeller suya atildi ve belirli zaman araliklarinda suyu degistirilerek sismesi takip

edildi. Hidrojellerin suyu belli zamanlarda degistirilmis, tartilmis ve not alinmustir.
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FTIR (cm™): 3337, 2390, 2205, 1660, 1615, 1455, 1423, 1353, 1353, 1327, 1125,
1031, 956, 881, 595.

Skuarin 13.0@PAAmM Sentezi

15 ml bir viyale Akrilamid (AAm) (250 mg, 3,517 mmol) ve Skuarin 1 (3 mg, 0,0047
mmol) tartilir. Uzerine 0,5 ml deiyonize saf su eklenir ve azot atmosferi altinda
karistirildiktan sonra polimerizasyon baslatict amonyum persiilfat (APS) (20 mg,
0,087 mmol) eklenerek hazirlanan ¢ozelti Iml’lik siringaya alinarak sicakligi 65 °C’
ye ayarlanmis etlivde hidrojel olusumu gozlenene kadar 24 saat bekletildi. Daha sonra
hidrojeller suya atildi1 ve belirli zaman araliklarinda suyu degistirilerek sismesi takip
edildi. Hidrojellerin suyu belli zamanlarda degistirilmis, tartilmis ve not alinmustir.
FTIR (cm™): 3336, 3187, 2929, 2285, 1648, 1605, 1448, 1410, 1346, 1316, 1195,
1120, 1033, 761, 673, 493.

Skuarin 1s0@PAAmM Sentezi

15 ml bir viyale Akrilamid (AAm) (250 mg, 3,517 mmol) ve Skuarin 1 (5 mg, 0,0078
mmol) tartilir. Uzerine 0,5 ml deiyonize saf su eklenir ve azot atmosferi altinda
karistirildiktan sonra polimerizasyon baslatict amonyum persiilfat (APS) (20 mg,
0,087 mmol) eklenerek hazirlanan ¢ozelti 1ml’lik siringaya alinarak sicakligi 65 °C’
ye ayarlanmis etlivde hidrojel olusumu gozlenene kadar 24 saat bekletildi. Daha sonra
hidrojeller suya atild1 ve belirli zaman araliklarinda suyu degistirilerek sismesi takip
edildi. Hidrojellerin suyu belli zamanlarda degistirilmis, tartilmis ve not alinmistir.
FTIR (cm™): 3336, 3187, 2932, 2286, 1651, 1608, 1449, 1413, 1348, 1319, 1196,
1122, 531.

3.6 Hidrojel Sentezi: Skuarin 1@PNIPAAM

\\\_x + 0s8 (o] AIBN ' +3+ Gapraz baglayici
S N e o e *+*  (Skuarin 1)
Asetonitril, 55 °C, 24sa N
( Hidrojel
Monomer
~ (PNIPAAm)

Monomer Skuarin 1

Sekil 3.5. Hedef Bilesik Skuarin 1@PNIPAAM hidrojel sentez semasi
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Skuarin 12s@PNIPAAM sentezi

15 ml bir viyale N-izopropilakrilamid (NIPAAm) (375 mg, 3,314 mmol) ve Skuarin 1
(2,5 mg, 0,0039 mmol) tartilir. Uzerine 0,3 ml asetonitril (ACN) eklenir ve azot
atmosferi altinda karistirildiktan sonra polimerizasyon baslatict 2,2'-Azobis(2-
metilpropionitril) (AIBN) (10 mg, 0,06 mmol) eklenerek hazirlanan ¢ozelti 1ml’lik
siringaya alinarak sicakligi 55 °C’ ye ayarlanmig etiivde hidrojel olusumu gozlenene
kadar 24 saat bekletildi. Daha sonra hidrojeller suya atildi ve belirli zaman
araliklarinda suyu degistirilerek sismesi takip edildi. Hidrojellerin suyu belli
zamanlarda degistirilmis, tartilmis ve not alinmustir. FTIR (cm™): 3275, 2970, 2359,
1714, 1734, 1683, 1646, 1635, 1558, 1540, 1520, 1507, 1489, 1457, 1386, 1386,1366,
13309, 1216, 1170, 1130, 668.

Skuarin 1s0@PNIPAAM sentezi

15 ml bir viyale N-izopropilakrilamid (NIPAAm) (375 mg, 3,314 mmol) ve Skuarin 1
(5mg, 0,0078 mmol) tartilir. Uzerine 0,3 ml asetonitril (ACN) eklenir ve azot atmosferi
altinda karistirildiktan sonra polimerizasyon baslatici 2,2'-Azobis(2-metilpropionitril)
(AIBN) (10 mg, 0,06 mmol) eklenerek hazirlanan ¢6zelti 1ml’lik siringaya alinarak
sicakligi 55 °C’ ye ayarlanmig etiivde hidrojel olusumu gozlenene kadar 24 saat
bekletildi. Daha sonra hidrojeller suya atildi ve belirli zaman araliklarinda suyu
degistirilerek sismesi takip edildi. Hidrojellerin suyu belli zamanlarda degistirilmis,
tartilmis ve not alinmistir. FTIR (Cm'l): 3275, 3079, 2971, 2934, 1635,1540, 1457,
1386, 1367, 1171, 1130.

3.7 Hidrojellerin Sicaklikla Degisen Kiitle Degisim Grafigi

Sentezi ve sismesi tamamlanan hidrojeller suyu belirli araliklarla degistirilmistir.
Heildolph EKT 3001 karistiricida sicaklik belirli araliklarla arttirilmis ve kiitle
degisimleri not alinmistir. Hidrojeller 25 °C oda sicakligindan 55 °C’ye kadar her 2
°C’de bir sicaklik arttirilmig ve her sicaklik artiginda hassas terazi ile tartim yapilip not
edilmigtir. Hidrojellerin Mye ile agirlik biiziisme orani belirlenmistir ve Mrei= m/mo

olarak hesaplanmistir.
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3.8 Skuarin 1 Bilesiginin Kimyasal Tuzak ile Fotoduyarlastirici Testleri.

Skuarinin 1 DPBF igeren metanol ¢ozeltisi kirmizi 1s13a maruz birakilmak sureti ile
fotoduyarlastirici testleri yapilmistir (Ilina vd., 2019). Isinlama siiresince ¢ozeltinin
sogurma spektrumunda meydana gelen degisimler kaydedildi. DPBF bilesigi ortamda
ROT bulunmast halinde tepkime verir ve sogurma siddetinde azalma gozlenir. Veriler
DPBEF bilesigine ait sogurma siddetinin (Amax: 410 nm) sogurma spektrumlar farkli

zaman araliklarinda kaydedildi.
3.9 Molar Sogurma Katsayilari

Skuarin 1 bes farkli derisimde (10'2 M, 102 M, 104 M, 10° M, 10 M) hazirlanan
¢ozeltilerinin sogurma spektrumlart kaydedildi. Elde edilen veriler lizerinden Beer-

Lambert formiiliine gore yapilan hesaplamalar sonucunda € degerleri belirlendi.
3.10 Floresans Kuantum Verimleri (®F)

Tiim yapilarin kuantum verimleri floresan emisyon bandina bagli olarak bilinen
standartlar (Rodamin B) (Lu vd., 2018) kullanilarak su formiile gore hesaplanacaktir:
Dy (1) = Dst (1) X Fx /Fst X Ast(W)/AK(1) X hy/hs® Burada ®r floresan kuantum verimi,
A: uyarma dalga boyuna karsilik gelen absorbans, F: diizeltilmis emisyon dalga
fonksiyonu altinda kalan alan, n: ¢oziiclinlin refraktif indeksi, s: standart ve A:

numunedir.
3.11 Skuarin 1@PAAmM Kimyasal Test ile FDT Aktivitesinin Belirlenmesi

Sentezi ve karakterizasyonu gergeklestirilen tiim hidrojellerin fotodinamik etkinlikleri
belirlendi. Suda siserek dengeye gelen hidrojel (skuarin 125, skuarin 13, skuarin 1s0)
tuzak molekiil DPBF ile birlikte kuvars tiipe alind1 (Belali vd., 2017, 2018a; Kralji¢ ve
Mohsni, 1978) tuzak molekiiliin optik yogunlugu sogurma spektrumu ile Slgiildii.
Hidrojellerin FDT etkinlikleri Oncelikle kimyasal tuzak molekiiller DPBF (1,3-
difenilizobenzofuran) kullanilarak belirlenmistir. Hidrojelin ROT iiretme aktivitesi,

tuzak molekiiliin sogurma siddetinin (DPBF: Amax: 415 nm), azalmasiyla belirlendi.
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3.12 Skuarin 1@PNIPAAmM Kimyasal Test ile FDT Aktivitesinin Belirlenmesi

Sentezi ve karakterizasyonu gerceklestirilen tiim hidrojellerin fotodinamik etkinlikleri
belirlendi. Suda siserek dengeye gelen hidrojel (skuarin 12s, skuarin 1s0) tuzak
molekiil DPBF ile birlikte kuvars tiipe alindi (Belali vd., 2017, 2018a; Kralji¢ ve
Mohsni, 1978) tuzak molekiiliin optik yogunlugu sogurma spektrumu ile Slgiildii.
Hidrojellerin FDT etkinlikleri o6ncelikle kimyasal tuzak molekiller (1,3-
difenilizobenzofuran-DPBF) kullanilarak belirlenmistir. Hidrojelin ROT iiretme
aktivitesi, tuzak molekiiliin sogurma siddetinin (DPBF: Amax: 415 nm), azalmasiyla

belirlendi.

3.13 Hiicre Kiilturi

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 laminar kabin igerisinde, steril ortam saglanarak literatiirde
bilinen yontemler kullanarak calisildi (Bonifacino vd., 2001). Kanser hiicresi ile
prosediir gerceklestirildi. Hiicre hattt SK-MEL 30/Anl (insan melanoma) segildi.
Hiicre hattina uygun besiyeri segilerek hiicre kiiltiirii kaplarinda %5 CO2 ve 37 °C
ortaminda inkiibe edildi. Hiicre canliligi kontrol edilerek yogunluklar1 %70-80'e
ulagtiginda tripsin-EDTA ile tripsinizasyon teknigi kullanilarak pasajlari yapildi.
Yontemlere bagli olarak segilen well platelere, hedeflenen konsantrasyonda hiicre
ekimleri yapabilmek igin 100 mikrolitre stok hiicre igerisimden 100 mikrolitre tripsin
mavisi ile homojen ependorf tiipiinde karistirildi ardindan thoma lamu {izerinde 10
mikrolitre alinarak alan sayimi1 gergeklestirildi. Hiicre sayiminda A x SF x 16 x 10.000
hesaplanmasi kullanildi. A: kesisen kare alaninda sayilan hiicre sayisi. SF: Seyreltme
faktorii. Thoma lami iizerinde 16: 16 adet kare oldugundan tiim kare sayisini bilemek
i¢in kullanilan ¢arpan. 10.000: 0,1 mm3' deki alanda 1 ml' deki hiicre sayisini bilmek

i¢in ve standart sonuca varmak i¢in kullanilan hesaplama yapildu.
3.14 Skuarin 1 ile Sk-mel Hiicre Hattinda Biyogoriintiileme

Belirlenen presodiir yontemine bagl olarak konsantrasyonlar: 25x107 olan hiicreler
12 kuyulu well plate igerisine hiicre ekimleri gergeklestirildi. Hiicreler %5 CO- ve 37
°C ortaminda inkiibe edildi. Ardindan belirlenen yogunlukta Skuarin 1 besiyeri
igerisinde hazirlandi ve hiicreye eklendi daha sonra 24 saat siire inkiibeye birakildi.

Hiicre igine girmesini markasi1 Leica DM IL LED mikroskop ile teyit edildi. Skuarin
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1’in hiicre igerisine girdigi belirlenince PBS ile ii¢ kez yikandi. Kuyucuklara 500 pl
PBS (%3,7 lik formaldehit) ¢ozeltisi ile 10 dk inkiibe edilerek hiicrelerin well plate
lizerine sabitlenmesi saglandi. Tekrar uygun besiyeri kuyucuklara eklendi. Daha sonra
kuyucuklara DAPI (¢ekirdek boyasi) 48 ul eklenerek 40 dk inkiibe edildi. SK-MEL
30/An1 hiicre hattinda Skuarin | in goriintii olusturabilmesi i¢in, 620/60 nm dalga
boyunda hiicreler uyarildi ardindan 650 nm'den 750 nm'ye kadar emisyon goriintiileri

kaydedildi (Beverina ve Salice, 2010).
3.15 Skuarinin 1 ile Sk-mel Hiicre Hattinda In Vitro FDT Testleri

Hiicreler 96’lik kuyulu well plate ekildi. 24 saat sonra logaritmik evreye geldiklerinde
belirlenen doz araliklarinda (1, 5, 10 pg/ul) Skuarin 1 ilave edilerek inkiibe edildi. PBS
ile kuyucuklar 3 kere yikama islemi yapildi. Daha sonra belirlenen siirede kirmizi1 1s13a
tabi tutuldu ardindan 24 saat inkiibeye birakildi. 24 saat sonra besiyeri ortamdan
uzaklastirildi. PBS ile kuyucuklar 3 kere yikama islemi yapildi ve kuyucuklara 100 pl
besiyeri eklendi ardindan tizerine 11 ul MTT (1 mg/ml) ¢ozeltisi eklendi. 37 °C’ de ¢
saat inkiibasyondan sonra besiyeri uzaklastirild, 150 pl dimetil siilfoksit DMSO:
izoprapanol (1:1) eklenerek formazan kristallerinin ¢oziinmesi saglandi. Plaka
okuyucuda 490 nm’de absorbans Olciilmesi saglanarak yiizde canlilik hesaplandi.
Hiicre canliligi Rv= ((A1—Ao) / (A2—Ao)) x 100 % formiilii kullanilarak hesaplandi. Ry
hiicre canlilig1, Ao bos kontrol grubunun sogurmasi, A1 deneysel grubun sogurmasi,
A> kontrol grubunun sogurmasi (Ramaiah vd., 1997; Ajayaghosh, 2005; Babu vd.,
2017).

3.16 Skuarinin 1 1929 Hiicre Hattinda Sitotoksisite Testi

Hiicre hazirlama islemleri laminar kabinde, steril ortamda literatiirde bilinen receteler
kullanilarak gergeklestirildi. Calismada saglikli kontrol hatti olarak 1.929 (ATCC®
CRL-6364™) (fibroblast) kullanildi. Bu hiicreler ticari firmalar [Amerika Hiicre
Bankasi’ndan (ATCC®)] araciligiyla temin edilerek, hatlara uygun besiyeri ile hiicre
kiiltir kaplarinda %5 CO2 ve 37°C de inkiibe sartlart saglandi. Hiicreler,
canliliklart %70-80'e ulastiginda tripsinizasyon teknigi kullanilarak pasajlama
islemleri yapildi. Calismalara uygun 96’lik kuyulu plakalara hiicre ekimleri
gerceklestirildi. 24 saat sonra logaritmik evreye geldiklerinde belirlenen doz
araliklarinda (1, 5, 10 ug/ul) Skuarin 1 ilave edilerek inkiibe edildi. PBS ile kuyucuklar
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3 kere yikama iglemi yapild1 ve kuyucuklara 100 pl besiyeri eklendi ardindan iizerine
11 ul MTT (1 mg/ml) ¢ozeltisi eklendi. 37 °C” de tig saat inkiibasyondan sonra besiyeri
uzaklastirildi, 150 ul dimetil siilfoksit (DMSO) izoprapanol (1:1) eklenerek formazan
kristallerinin ¢oziinmesi saglandi. Plaka okuyucuda 490 nm’de absorbans oOlgiilmesi
saglanarak yiizde canlilik hesaplandi. Hiicre canliligi Rv= ((A1—Ao) / (A2—Ao)) x 100 %
formiilii kullanilarak hesaplandi. Ry hiicre canliligi, Ao bos kontrol grubunun
sogurmasi, A1 deneysel grubun sogurmasi, Az kontrol grubunun sogurmasi (Ramaiah

vd., 1997; Ajayaghosh, 2005; Babu vd., 2017).
3.17 1@PAAM ve 1@PNIPAAM 1929 Hiicre Hattinda Sitotoksisite Testi

Hidrojellerin steril olmasi i¢in %75 etanol ¢ozeltisine daldirildi. Bir gece hidrojelde
kalan etanol uzaklagmasi uygun besiyeri olan Dulbecco Modifiye Eagle (DMEM)
bekletilerek saglandi1 (Agostinis vd., 2011; Belali vd., 2017a; Li vd., 2020). Hacmi 250
ul olan 48 kuyucuklu plakalarda DMEM (%10 FBS ve %1 penisilin / streptomisin
iceren) besiyeri kullanildi ardindan konfluentleri her kuyu basma 25x10° hiicre
saglandi. 37°C ve %5 CO> ortaminda 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonra hiicreler PBS
ile yikandi. Daha sonra uygun besiyeri igerisinde steril edilmis hidrojeller kuyulara
(20,40 ve 60 mg) 24 saat inkiibe olmasi i¢in birakildi. Hiicre canlilig1 anlasilmasi i¢in
MTT deneyi uygulandi. Hidrojelller uzaklastirildiktan sonra kuyulara 27 ul (15 mg/ml)
MTT eklendi 3 saat inkiibe edildi daha sonra DMEM uzaklastirilarak formazan
kristallerinin ¢dziinmesi 250 pl DMSO:izoprapanol (1:1) eklenerek saglandi. Daha
sonra mikroplaka okuyucusuna yerlestirebilmek igin 96 lik well plate dikkatli bir
sekilde aktarildi mikroplaka okuyucusunda sogurmasi 490 veya 570 nm'de ol¢iildii.
Hiicre canliliginin yiizdelik degerinin hesaplanmast 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, terapotik pencere (650-850 nm) ile uyumlu bir bolgede yiiksek
molar sogurma katsayilar1 nedeniyle giliclii sogurma yapan ve floresans Ozellik

gosteren yeni nesil bir fotoduyarlastirici ajanin tasarimi ve sentezi hedeflenmistir.

Sentezlenen hidrojellerin once karakterizasyonu yapilmis ve ardindan ROT iiretme
kabiliyeti incelenmistir. FDT’de kullanilabilecek 6zelliklere sahip fonksiyonel
hidrojellerin gelistirilmesine yonelik calismalar heniiz kisith diizeydedir. Ancak FDT
ajanlariin ¢ogu suda iyi ¢oOziinmediginden fiziksel etkilesimlerle hidrojellere
yiiklenmelerinde zorluklar yasanmaktadir. Hidrojellere diisitk miktarda FDT ajanlari
fiziksel olarak basarili bir sekilde yiiklense dahi ajanlar cevresel dis etmenlerden
kolayca etkilenebilmektedir. Ozellikle hidrojelle fiziksel olarak etkilesen FDT
ajanlarinin kararliliklar1 degisebilmektedir. Ayrica FDT ajanlarinin hidrojel ag
yapisindan zamanla sizabildigi ve bu nedenle hidrojelin fotoduyarlastirici igeriginde
ve dolayistyla malzemenin FDT etkinliginde bir azalmanin séz konusu oldugu
belirtilmelidir. Bu tezde o nedenle fotoduyarlastirici olarak alinan skuarin 1’in

hidrojellerle kovalent entegrasyonu planlanmustir.
4.1 Hedef Bilesik Skuarin 1 Sentezi

Hedeflenen Skuarin 1 dort basamakta sentezlenmistir. Hedef bilesik Skuarin 1 sentezi
icin once 2 ve 3 tepkimesinden 4 (Park vd., 2012) literatiirde bilinen yontemlerle elde
edildi ve spektroskopik yontemlerle karakterize edilmistir. Daha sonra allil bromiir 5
ile N-alkilleme neticesinde 6 yapisina gegildi. Indolinin 7 skuarik asit 8 ile

kondenzasyon tepkimesinden skuarin 1 sentezlenmistir.
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Sekil 4.1. Hedef yap1 Skuarin 1 genel sentez semasi.
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Sekil 4.2. Bilesik 4 sentezi.

Bilesik 4 'H NMR Sekil 4.3 de verilmistir protonlarin sirasiyla 7.61 (s, 1H), 7.54, (d,
1H, J = 8.0 Hz), 7.33 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 2.19 (s, 3H), 1.22 (s, 6H) ppm’de sinyal

verdigi not edilmistir.
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Sekil 4.3. Bilesik 4 icin *H NMR spektrumu (DMSO-ds, 600 MHz).

Bilesik 4 icin kaydedilen yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrumu (HRMS, Sekil 4.4)
hesaplanan kiitle degeri (m/z: 238,05434) ile olgiilen kiitle degerlerinin (m/z:
238,06915) yap1 ile uyumlu oldugunu gdstermistir.

x10 7 |-ESI Scan (rt: 0.080-0.434 min, 26 scans) Frag=120.0V FAT159 01.d

144 238.06915 038
1.2 /

1 m/z: 238.0543 (100.0%),
0.8+ 4
0.6
0.4
239.06953
0.24 240.06573
| 24106812 24206864

2375 238 2385 239 2395 240 2405 241 2415 242 2425
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.4. Bilesik 4 i¢in HRMS spektrumu.
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Ikinci basamakta bilesik 4 allil bromiir 5 ile kuru asetonitril igerisinde etkilestirilerek

N-alkilasyonu gerceklestirildi (Sekil 4.5).

BraoA 038
/, _— +

CH3CN, 87°C )
Ar / Br
4

Sekil 4.5. Bilesik 6 sentezi.

Bilesigin 6 'H NMR spektrumu (Sekil 4.6) incelendiginde, allil grubuna bagh
metilenik protonlarin 5.00 ppm ve olefinik protonlarin ise 5.18, 5.29 ve 5.90 ppm’de

sinyal verdigi goriilmektedir. Bu durum tepkimede beklenen iiriiniin olustugunu

kanitlamaktadir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Bilesik 6 'H NMR spektrumu (D20, 600 MHz).

Ayrica bilesigin 6 3C NMR (Sekil 4.7) ve HRMS Kkiitle (Sekil 4.8) spektrumlar1 yapiy1
dogrulamaktadir.
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Sekil 4.7. Bilesik 6 icin 3C NMR spektrumu (D20, 151 MHz).

Bilesik 6 hesaplanan kiitle degeri (m/z: 279,09291) ile 6l¢iilen kiitle degerleri (m/z:
278,09903; ve 279.10161) yapt ile uyumludur (Sekil 4.8).

x10 & |-ESI Scan (rt: 0.076-0.341 min, 17 scans) Frag=120.0v HUR1 01.d
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Sekil 4.8. Bilesik 6 HRMS kiitle spektrumu.

Hedef bilesigin 1 sentezi i¢in son basamakta ise bilesik 6 ve skuarik asit 7 biitanol ve
benzen karisiminda (1:1, v/v) Dean-Stark tuzagi altinda 115 °C ’ye 1sitilmis ve tepkime
(Sekil 4.9) sogurma spektrumu 6l¢iilerek takip edildi. Baslangig bilesikleri tiikkendikten
(vaklasik 24 saat) sonra sogumus karisimdan ¢oziicli uzaklastirildi ve {iriin

¢Oktiiriilerek alindi.
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Sekil 4.9. Bilesik Skuarin 1 sentezi.

Hedef bilesigin 1 'H NMR spektrumu Sekil 4.10 da verilmistir. Yapidaki aromatik
protonlarin 7.67 (s, 1H), 7.56 (d, J= 6 Hz, 1H) ve 7.16 (d, J= 12 Hz, 1H) ppm, olefinik
protonlarin 5.96-5.91 (m, 1H), 5.73 (s, 1H), 5.19 (d, J=12 Hz, 1H) ve 4.98 (d, J= 18

Hz, 1H) ppm, metilenik protonlarin 4.72 (bs, 2H) ppm ve metil protonlarinin ise 1.68

(s, 6H) ppm de rezonans olduklari goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Hedef bilesik 1 i¢in *H NMR spektrumu (DMSO-ds, 600 MHz).

Hedef bilesigin 1 C NMR spektrumu Sekil 4.11°de verilmistir. Yapiya ait sp?
karbonlar 179.86, 170.05, 144.64, 142.53, 140.99, 130.69, 126.14, 120.12, 117.03,
109.72 ve 87.44 ppm de sinyal vermis olup sp® karbonlar 49.31 ve 27.28 ppm de

gozlenmistir.
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Sekil 4.11. Skuarin 1 *3C NMR spektrumu (DMSO-ds, 151 MHz).

Skuarin 1 yapist HRMS ile aydinlatilmig olup Sekil 4.12°de verilen M/2: 317.07632
ve M+Na: 657.13776 sinyalleri net bir sekilde yapry1 dogrulamaktadir.

%103 [-ESI Scan (rt: 0.121-0.724 min, 38 scans) Frag=175.0v HUR2.d
51 28904564
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Sekil 4.12. Hedef bilesik 1 icin HRMS kiitle spektrumu.

Skuarin 1 termal davranislarini incelemek igin termal gravimetrik analizleri (TGA)
yapildi. 1 in 300 °C kadar 1sitilmasi neticesinde %20.8’lik muhtemelen nem kaybina
isaret eden bir durum gozlenmektedir (Sekil 4.13). Daha sonra artan sicaklikla 300-
600 °C’de %27’lik bir kiitle kayb1 daha olmustur. 700 °C {izerindeki sicakliklarda ise

1 in bozunmaya basladig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.13. Skuarin 1 i¢cin TGA verileri

Hedef bilesik skuarinin 1’in yapis1 karakterize edilmistir. Hedef bilesigin 1 fotofiziksel

ozelliklerini belirlemek i¢in sogurma, floresans ve potansiyel FDT etkinligi

incelenmistir. PBS (pH 7.4) igerisinde 6l¢iilen sogurma spektrumunda skuarinin 1

maksimum sogurma dalga boyunun Amax 630 nm oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.14).

Skuarinin 1 molar sogurma katsayis1 () 123412 M cm™ olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.14. Skuarinin 1 sogurma spektrumu (5 x 10 M, PBS, PH: 7.4, Amax: 630nm).
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Skuarinin 1 floresans spektrumu Sekil 4.15’te verilmistir. Yapiin 1 PBS ortaminda
floresans ozellik gosterdigi ve maksimum emisyon dalga boyunun (Amax) 640 nm
oldugu belirlenmistir. Rodamin B standart olarak alindiginda (®r: 0.89) skuarinin

floresans kuantum verimi (®r) 0,15 olarak hesaplanmusti.
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Sekil 4.15. Skuarinin 1 floresans spektrumu (5 x 10° M, PBS, pH: 7.4, Amax: 640 nm,
Aex: 630 nm).

Daha sonra skuarinin 1 DPBF igeren metanol ¢ozeltisi kirmizi 1s18a maruz birakilmak
sureti ile fotoduyarlastirici testleri yapilmistir. Isinlama siiresince ¢ézeltinin sogurma
spektrumunda meydana gelen degisimler kaydedilmis olup Sekil 4.16’da verilmistir.
DPBEF bilesigi ortamda ROT bulunmasi halinde tepkime verir ve sogurma siddetinde
azalma gozlenir. Elde edilen sonuglar DPBF tuzak molekiiliiniin sogurma grafiginin

(Amax: 410 nm) beklendigi gibi zamanla azaldigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.16. Skuarinin 1 (1,66 x10° M) DPBF (6,66x10° M) varliginda metanol
icerisinde kirmizi 151k ile uyarilma siiresince kaydedilen spektrumlar

flave bir test ise tuzak molekiil olarak 2',7'-Diklorodihidrofloresin diasetat (DCHF)
kullanilarak PBS (pH 7.4) ortaminda yapilmistir. DCHF bilesigi ortamda ROT
bulunmasi halinde tepkime verir ve floresans siddetinde artis gézlenir. Skuarin 1 ve
DCHEF ile PBS (pH 7.4) ortaminda yapilan testlerden de olumlu neticeler alinmis olup
(Sekil 4.17) skuarinin 1 fotoduyarlastirict 6zellik gosterdigi net bir sekilde ortaya

konmustur.
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Sekil 4.17. Skuarinin 1 (2.0 x10° M) DCHF (6,66 x10® M) varliginda PBS (pH 7.4)
icerisinde kirmizi 151k ile uyarilma siiresince kaydedilen floresans

spektrumu

Skuarinin 1 suda (ve/ya biyolojik ortamda) tamamen ¢o6ziinebilen molekiiler

yapisindan dolay1 karanlik toksisitesinin ve biyouyumlulugunu belirlenmesi tizerinde
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durulmustur. Bunun i¢in saglikli kontrol hatti1 olarak 1.929 (ATCC® CRL-6364™)
(fibroblast) hiicreleri kullanilmistir. L929 hiicreleri degisik konsantrasyonlarda (1-50
uM) skuarin 1 ile inkiibe edilmistir. Skuarinin 1 hiicre canlilik oranina etkisi MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) protokolii izlenerek
belirlenmistir. Elde edilen veriler Sekil 4.18’da verilmistir. Skuarinin 1 yiiksek
derisimlerde dahi toksik etki gostermedigi ve hiicrelerin en az %80 oranlarinda

canliliklarini koruduklari tespit edilmistir.

120
= 90
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S 60
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Sekil 4.18. Cesitli konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 25 ve 50 mM) skuarin 1 ile inkiibe
edilen L929 hiicreleri i¢in canlilik oranlari.
Bu veriler skuarinin 1 biyouyumlu olduguna ve biyogdriintiilleme ajani olarak islev
gorebilecegine isaret etmektedir. Ayni zamanda Skuarin 1 PBS ortaminda emisyonu
incelendiginde etkin floresans 1s1ma yaptig1 gézlemlenmistir. O nedenle skuarin 1 in
vitro ortamda SK-MEL 30/Anl hiicre hattinda floresans goériintiileme yetenegi,
testlerine tabi tutulmustur. Yapilan calismalar neticesinde skuarinin 1 hiicrelere
internalize oldugu ve canli hiicrelerde floresans goriintiileme yapabildigi ortaya

konmustur.
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b)

Sekil 4.19. Skuarin 1 ile 24 saat inkiibe edilen kanser hiicrelerinin floresans
goriintiileri.

Skuarin 1 fotoduyarlastirici 6zelliklerini belirlemek maksadiyla gerekli olan kimyasal

testler Sekil 4.16 ve 4.17°de belirtilmisti, hedef bilesigin singlet oksijen kuantum

verimi hesaplanmistir ve ROT iirettigi belirtilmisti. Ardindan skuarinin 1 in vitro FDT

testleri yapildi. Kanser hiicreleri tizerinde ROT {iretilme etkinligi in vitro ortamlarda

analiz edildi (Sekil 4.20). Skuarin 1 5, 10 ve 25 pg/ul konsantrasyonlarinda inkiibe
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edilen SK-MEL 30 hiicreleri 120 dakika kirmizi 1s1k ile uyarildi. Daha sonra FDT
aktivitesi MTT yontemi kullanilarak incelendi. Sonug¢ olarak 25 ug/ul

konsantrasyonunda % 70 hiicre 6liimii gergeklestigi belirlendi.
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Sekil 4.20. Skuarin 1 ile in vitro fotoduyarlastirici testlerinden elde edilen hiicre
canlilik verileri.

4.1.1 Skuarin 1 ve AAm ile Hidrojel Sentezi ve Karakterizasyonu: 1@PAAmM

Sentezi ve karakterizasyonu gergeklestirilen, Skuarin 1 biyouyumlu olan PAAmM

molekiiliine ¢apraz baglayici olarak yerlestirilmistir.

Monomer olarak PAAm monomeri kullanilmistir. Diger monomerlere ile konjuge
edilen poli(akrilamit) (PAAm) hidrojellerinin fiziksel yontemlere gore daha fazla ve
kontrol edilebilir diizeyde fotoduyarlastirici  yiiklemeye imkan verdigini
belirtmislerdir. Skuarin 1 ve PAAm’i polimerizasyon baslatici amonyum persiilfat
kullanilmis ve hidrojel sentezlenmistir (Sekil 4.21). Ardindan ¢apraz baglayici olarak

kullanilan skuarin 1 farkli konsantrasyonlarda (2.5, 3.0, ve 5.0 mg) ¢alisilmistir.

R ) -
\ o —
\ + 08 o Amonyum Persiilfat “‘ o3 éépraz baglayict
\ N S LA *+*  (skuarin 1)
Su, 65°C, 24sa Hidrojel |

~ Monomer
(Akrilamid)
Monomer Skuarin 1

Sekil 4.21. Skuarin 1L@PAAM hidrojel sentez semast
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Hidrojellerin bilinen en biiyiik avantajlar1 yapilarinda su tutma kabiliyetleridir. Capraz
baglayici olarak kullanilan skuarin 1 farkli konsantrasyonlarda (2.5, 3.0, ve 5.0 mg)
caligilmistir. Burada kullanilan skuarin miktarina gore hidrojeller; 1l2s@PAAM,
130@PAAmM ve 1s0@PAAmM olarak adlandirilmistir. Tepkime sonucunda elde edilen
hidrojeller suya atilmig ve hidrojellerin dengeye gelmesi beklenmistir. Bu esnada belli
stirelerde su degisimi yapilmis ve tepkimeye girmeyen baslangi¢ bilesiklerinden
arindirma islemi de gerceklestirilmistir. Hidrojellerin yiiksek oranda su tutabildikleri
gbzlenmis olup sismeden Once ve sonraki hallerine ait gorseller asagida verilmistir

(Sekil 4.22).

A)

B)

C)

e e A

Sekil 4.22. Hidrojellerin sismeden 6nce ve sonraki goriintiileri: A) 12s@PAAmM, B)
130@PAAmM ve C) 1s0@PAAM.
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Hidrojellerin (L@PAAmM) sentezini miiteakiben su tutma kabiliyetleri incelenmistir.
Bunun i¢in hidrojeller su igerisinde bekletilmis ve belirli araliklarla suyu degistirilerek
tartim islemleri yapilmistir. Yapilan dlgiimler sonucunda 12s@PAAmM, 13.0@PAAM
ve 15 0@PAAmM kodlu hidrojellerin, sirasiyla yaklasik olarak 86 kat, 52 kat ve 37 katina
kadar sigebildigi gozlemlenmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Hidrojellerin 1@PAAmM zamana bagl sisme grafikleri (sisme orani= myey).

Ardindan hidrojellerin 1@PAAmM morfolojik yapilart taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve element analizleri ise EDAX analizleri ile belirlendi. Elde edilen veriler
asagida sirastyla verilmistir (Sekil 4.24-4.26). Hidrojellerin gozenekli yapida olduklari
ve beklendigi gibi kiikiirt igerdikleri tespit edildi. Skuarin 1 hidrojel igerisine

baglandigini gostermektedir.
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Sekil 4.24 125s@PAAmM hidrojelinin A) SEM goriintiileri, B) EDAX analizleri.

47



55

Alomic
Element Weight% %  Metint  Emor%
CK 5556 6217 13708 776

0.00 100 200 300 400

5.00

Lsec: 2950 Cots 0.000 ke Det: Octane Pro Det

Sekil 4.25. 130@PAAM hidrojelinin A) SEM goriintiileri, B) EDAX analizleri.
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Sekil 4.26. 1s0@PAAM hidrojelinin A) SEM goriintiileri, B) EDAX analizleri.

Hidrojellerin termal davranislarini incelemek i¢in termal gravimetrik analizleri (TGA)
yapildi. 125@PAAm hidrojelinin 100 °C kadar 1sitilmasi neticesinde %12.2’lik su
dehidrasyonu oldugu ongoriilmektedir (Sekil 4.27). Daha sonra artan sicaklikla 200-
250 °C’de %13.8’lik bir kiitle kayb1 daha olmustur. 300 °C {izerindeki sicakliklarda ise
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hidrojelin bozunmaya basladig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.27. 125@PAAM hidrojeli i¢in kaydedilen termogram.

130@PAAmM hidrojelinin TGA verilerine bakildiginda; hidrojelin 100 °C kadar

1s1tilmasi

neticesinde

%8.6’l1k,

su dehidrasyonu goriilmektedir.

200-250 °C

araliginda %12.8’lik kiitle kayiplar1 gozlenmis ve 300 °C iizerinde ise hidrojel

bozunmaya baglamistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. 130@PAAmM hidrojeli i¢in kaydedilen termogram.
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1s0@PAAmM hidrojelinin ise 100 °C kadar 1sitildiginda %11.2, 200-250 °C kadar
isitildiginda ise %12.4°1iik kiitle kaybina ugradigi gozlenmistir (Sekil 4.29). 300 °C

izerinde ise hidrojel bozunmaya baslamstir.
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Sekil 4.29. 150@PAAM hidrojeli i¢in kaydedilen termogram.

Skuarin 1 igeren poliakrilamit hidrojellerinin 1@PAAmM oncelikle DPBF tuzagi
varhiginda kirmizi 1518a maruz birakilmak sureti ile fotoduyarlastirict testleri
yapilmustir. Isinlama siiresince ¢ozeltinin sogurma spektrumunda meydana gelen
degisimler kaydedilmis olup Sekil 4.30.°da verilmistir. DPBF bilesigi i1sinlama
neticesinde ortamda ROT f{iretilmesi halinde tepkime verir ve sogurma siddetinde
azalmalar gozlenir. Elde edilen veriler DPBF bilesigine ait sogurma siddetinin

(Amax:415 nm) beklendigi gibi azalmalar goriiliir.
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Sekil 4.30. Hidrojellerin 1sinlanmasi siiresince DPBF tuzak molekiiliiniin sogurma
spektrumunda meydana gelen degisimler: A) los@PAAm, B)
130@PAAmM ve C) 1s0@PAAmM B), D), F) DPBF sogurmasinin azalma
grafigi.

1@PAAm hidrojelleri ile kabiliyeti capraz kontrol saglamak i¢in tuzak molekiil olarak
DCHEF kullanilarak PBS (pH 7.4) ortaminda yapilmistir. DCHF bilesigi ortamda ROT
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bulunmasi halinde tepkime verir ve floresans siddetinde artis gozlenir. DCHF ile PBS
(pH 7.4) ortaminda yapilan testlerden de olumlu neticeler alinmis olup (Sekil 4.31)
skuarin 1 entegre edilen poliakrilamit hidrojellerinin 1@PAAmM fotoduyarlastirici

ozellik gosterdigi net bir sekilde ortaya konmustur.
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Sekil 4.31. 1@PAAmM hidrojellerin DCHF (6,66x10° M) varliginda PBS (pH 7.4)
ortaminda kirmizi 1518a maruz birakilmas siiresince kaydedilen floresans
spektrumlari: A) 12s@PAAM, B) 13.0@PAAmM ve C) 1l3.0@PAAM

Sonug olarak tiim bu veriler elde edilen 1@PAAmM hidrojellerinin fotodinamik

ozellik gosterdigini kanitlamaktadir.

AAm monomerinin literatlirde bilinen FDA tarafindan onaylanan biyouyumlu bir
monomerdir. 1@PAAmM hidrojelinin 1929 hiicre hattinda biyouyumlulugu
incelenmistir. 1@PAAM hidrojellerinin biyouyumlu oldugu gosterilmistir (Sekil.
4.32).
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Sekil 4.32. 1@PAAM L929 hiicre hattinda biyouyumluluk testi
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4.1.2 Skuarin 1 ve NIPAAmM ile Hidrojel Sentezi ve Karakterizasyonu:
1@PNIPAAM

Skuarin 1 boyasi biyolojik ortamda ¢6ziiniir bir boyadir. Literatiirde skuarinin ¢apraz
baglayici olarak hidrojel ag yapisina enjekte edilen calismalar kisithidir. Bu yiizden
Skuarin boyasi gapraz baglayici olarak kullanilmisti (Sekil 4.33). Monomer olarak
NIPAAm segilmistir. PNIPAAm termo duyarli olmasi ve sicakliga bagli olarak
sisme/biiziisme 06zelligi gdstermesi nedeniyle hidrojellerin biyomedikal ve ilag

uygulamalarinda tercih edilmektedir.

\\ 5 -
\ + 0;8. ’ o AIBN | +3+ Capraz baglayici

\ . L | *+*  (skuarin 1)

N Asetonitril, 55 °C, 24sa - T |

Hidrojel |
Monomer
~=2- (PNIPAAM)

Monomer Skuarin 1

Sekil 4.33. Skuarin 1@PNIPAAM’1n

Hidrojellerin bilinen en biiyiik avantajlart yapilarinda su tutma kabiliyetleridir. Capraz
baglayic1 olarak kullanilan skuarin 1 farkli konsantrasyonlarda (2.5 ve 5.0 mg)
calistlmigtir. Burada kullanilan skuarin miktaria gore hidrojeller; 125s@PNIPAAmM,
150@PNIPAAM olarak adlandirilmistir. Tepkime sonucunda elde edilen hidrojeller
suya atilmis ve hidrojellerin dengeye gelmesi beklenmistir. Bu esnada belli siirelerde
su degisimi yapilmis ve tepkimeye girmeyen baslangi¢ bilesiklerinden arindirma
islemi de gerceklestirilmistir. Hidrojellerin skuarinleri PAAmM gore daha az su
tutabildikleri gbzlenmis olup sismeden Once ve sonraki hallerine ait gorseller asagida

verilmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Hidrojellerin sismeden 6nce ve sonraki goriintiileri A) 12s@PNIPAAM ve
B) 150@PNIPAAM.

Hidrojellerin  (L@PNIPAAmM) sentezini miiteakiben su tutma Kkabiliyetleri
incelenmistir. Bunun i¢in hidrojeller su igerisinde bekletilmis ve belirli araliklarla suyu
degistirilerek  tarttim  islemleri yapilmistir. Yapilan Olgiimler sonucunda
125s@PNIPAAM ve 15s0@PNIPAAmM kodlu hidrojellerin, sirasiyla yaklasik olarak 18
ve 14 katina kadar sisebildigi gézlemlenmistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Hidrojellerin 1@PNIPAAM zamana bagl sisme grafikleri (sisme orani=
Mrel).

PNIPAAm’in termo duyarli oldugu ve PNIPAAm’in hidrojelinin LCST degeri
literatiirde 37 °C olarak bildirilmistir. Fakat suda ¢dziliniir hidrojellerde bu davranisin
daha yiiksek sicakliklarda da olabilecegi bildirilmistir. Bunun 1s18inda elde edilen
hidrojellerin sicakliga duyarliliklart kademeli olarak arttirilarak incelenmistir. Sicaklik
arttirtlarak hidrojellerin 1@PNIPAAmM biiziismeleri kiitle degisimleri 6lglilmek sureti
ile incelenmistir. Elde edilen veriler sentezlenen hidrojellerin de beklendigi gibi termo
duyarli oldugunu ve sicaklik arttik¢a kiitle kaybina ugradiklarini géstermektedir (Sekil
4.36). A) B)

1.0

Mrel
T

0.0 = rrrr

Sicaklik(°C) Sicaklik(°C)

Sekil 4.36. Hidrojellerin sicaklifa bagl kiitle degisim grafigi (biizligme orani=
Mre); A) 12s@PNIPAAM ve B) 1s0@PNIPAAM.

1@PNIPAAM sismesini tamammis hidrojel liyofilizatérde kurutulmustur.

Kurutulmus jel sonra sivi azottan gecirilmistir. Morfolojik yapilari taramali elektron
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mikroskobu (SEM) ve element analizleri ise EDAX analizleri ile belirlenmistir. Elde
edilen veriler asagida sirasiyla verilmistir (Sekil 4.37-4.38). SEM goriintiileri
125@PNIPAAM hidrojelinin daha diizenli ve go6zenekli bir yapida oldugunu

gostermektedir. EDAX analizleri her iki hidrojelin yapisinda da kiikiirt elementinin

oldugunu kanitlamaktadir.

1.50]
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Sekil 4.37. 125@PNIPAAmM hidrojelinin A) SEM goériintiileri, B) EDAX analizleri.
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Sekil 4.38. 150@PNIPAAmM hidrojelinin A) SEM goriintiileri, B) EDAX analizleri.

Capraz baglayici olarak baglanan Skuarin 1’in uzun karbon zincirlerinin morfolojik

yapisini degistirdigi ongoriilmektedir.

Hidrojellerin termal davranislarini incelemek i¢in termal gravimetrik analizleri (TGA)
yapilmistir. 12s@PNIPAAM hidrojelinin 100 °C kadar 1sitilmasi neticesinde %7.5°lik
muhtemelen su kaybina isaret eden bir durum gozlenmektedir (Sekil 4.39). Daha sonra
350 °C sicaklhiga kadar kiitlede onemli bir degisim olmadigi gézlenmistir. 350 °C

iizerindeki sicakliklarda ise hidrojelin bozunmaya basladig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.39. 125@PNIPAAM hidrojeli i¢in kaydedilen termogram.

150@PNIPAAmM hidrojelinin TGA verilerine bakildiginda; hidrojelin 100 °C kadar
1sitilmasi neticesinde %38.6°1ik bir kiitle kayb1 goriilmekteyken daha sonra 350 °C’ye
kadar herhangi bir kiitle kayb1 gézlenmemistir. 350 °C {izerinde ise hidrojel hizla

bozunmaya baglamistir (Sekil 4.40.).
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Sekil 4.40. 150@PNIPAAM hidrojeli i¢in kaydedilen termogram.
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Farkli skuarin 1 oranlarinda sentezlenen hidrojellerin ve farkli monomer (AAmM ve
NIPAAmM) kullanilarak yapilan ¢alismalar sonucunda hedeflenen hidrojellerin yapisal

ve morfolojik farkliliklar1 sentezlenip karakterize edilmistir.

Skuarin 1 igeren poli(N-izopropilakrilamit) hidrojellerin 1@PNIPAAmM fotodinamik
ozellikleri incelenmistir. Skuarin 1 ajaninin FDT yeteneginin oldugu Sekil 4.16” ve
4.17 de gosterilmistir. 1@PNIPAAmM ile yapilan kimyasal testlerde tuzak molekiil
olarak DPBF kullanilmis ve kirmizi 1s1¢a maruz birakilmak sureti ile fotoduyarlastirici
testleri yapilmistir. Isinlama siiresince ¢dzeltinin sogurma spektrumunda meydana
gelen degisimler kaydedilmistir. DPBF bilesigi ortamda ROT iiretilmesi halinde
tepkime verir ve bozunur o nedenle sogurma siddetinde zamanla azalma go6zlenir.
Yapilan testler neticesinde DPBF tuzak molekiiliiniin sogurma siddeti azalmis
1@PNIPAAM hidrojellerinin singlet oksijen {iiretebildigini gostermektedir (Sekil
4.41).

A) B)

Absorbamce (aw)
Absorbarce (o)

Sekil 4.41 Hidrojellerin 1sinlanmasi siiresince DPBF (2x10° M) tuzak molekiiliiniin

sogurma spektrumunda (Amax 415 nm) meydana gelen degisimler: A)
125@PNIPAAM ve B) 1s0@PNIPAAM.

NIPAAM monomerinin literatiirde bilinen biyouyumlu bir monomerdir. Skuarin
1@PNIPAAM hidrojelinin 1929 hiicre hattinda biyouyumlulugu incelenmistir.
1@PNIPAAmM hidrojellerinin - minimum %70 oraninda biyouyumlu oldugu
gosterilmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42. 1@PNIPAAM 1929 hiicre hattinda biyouyumluluk testi
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Fototerapotik tedavide halihazirda kullanilan ajanlar mevcuttur. Fakat bu ajanlarin
bazi1 dezavantajlar1 da vardir. Literatiirde dezavantajlarin listesinden gelmek igin
calismalar yapilmis ve bazi boyalar sentezlenmistir. Bu boyalardan biri skuarindir.
Skuarinlerin diizlemsel ve hidrofobik yapisi nedeniyle suda (ve/ya biyolojik ortamda)
¢cozlinmiiyor olmasi ve topaklanmasi molekiiler diizeyde yapilan biyomedikal
uygulamalar1 O6nemli oranda kisitlamaktadir. Skuarinlerin (6zellikle FDT ve
biyogoriintiileme gibi) biyomedikal uygulamalarinda karsilasilan kisitlamalar1 ortadan
kaldirabilmek icin suda (ve/ya biyolojik ortamda) tamamen ¢oziinebilen molekiiler
yapilarin gelistirilmesi gerekmektedir. Tasarlanan 1 skuarinlere 6zgii yiiksek sogurma,
emisyon, kuantum verimi, parlaklik vb o6zellikler sergileyecegi Ongoriilmektedir.
Skuarin 1 yapisinda bulunan yiiklii stilfonat ve amonyum gruplarinin suda (velya
biyolojik ortamda) ¢oziiniirliigii arttiracagi, topaklanmay1 onleyecegi ve kararliligi
arttiracagl Ongoriilmektedir. Bu tez kapsaminda ihtiyaca cevap verebilecek suda
¢oziinebilen skuarin 1 tasarlanip sentezlenmis ve biyogoriintiileme, FDT ve hidrojel

uygulamalari test edilmistir.

Hedef yap1 kirmiz1 bélgede etkin bir sekilde sogurma yapabilecek sekilde tasarlandi.
Hedef yap1 1 Sekil 5.1°de gosterildigi gibi {i¢ farkli reaksiyon basamagi ile elde edildi.
Bunun i¢in 4-hidrazinobenzensiilfonik asit 2 literatiirde bilinen bir yontem kullanilarak
3-metil-2-biitanon 3 ile asetik asit varliginda tepkimeye sokuldu (Sekil 5.1). Elde
edilen indolin KOH ile muamele edilerek siilfonat tuzuna 4 cevrildi. ikinci basamakta
indolin 4 allil bromiir 5 ile kuru asetonitril icerisinde etkilestirilerek N-alkilasyonu
gerceklestirildi. Hedef bilesigin 1 sentezi i¢in son basamakta ise bilesik 6 ve skuarik
asit Dean-Stark tuzagi altinda 115 °C ’ye 1sitildi (yaklasik 24 saat) sonra sogumus
karisimdan ¢oziicii uzaklastirildi ve iiriin ¢oktiiriilerek alindi. Skuarin 1 ajanin H
NMR, C NMR ve HRMS ile karakterize edildi. Skuarin 1’in fotofiziksel 6zellikleri

sogurma ve emisyon spektrumu kullanilarak aydinlatildi.
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Sekil 5.1. Hedef yap1 Skuarin 1 genel sentez semas.

Skuarinin 1 ozellikleri incelendiginde, kirmizi bolgede PBS ortaminda sogurma ve
emisyon yaptig1 belirlendi. Kimyasal testlerden elde edilen veriler skuarinin 1 hem
organik metanol hem de sulu ortamlarda (PBS, pH 7.4) oOngorildiigi gibi
fotoduyarlastiric1 olarak islev gorebildigini ortaya koymaktadir. Kimyasal testler
yapildi ve umut vaat eden sonuglar alindigindan skuarin 1 in vitro ortamda saglikli
hiicre hatlarinda 1929 (ATCC® CRL-6364™) biyouyumluluguna bakildi. SK-MEL
30/An1 hiicre hattinda floresans goriintiileme ve FDT kabiliyeti incelendi. Yakin kizil
Otesi bolgede etkin bir sekilde sogurma bolgede giiclii emisyon yapan Skuarin 1
molekiilii ile SK-MEL 30/Anl inkiibe edilen hiicrelerinde kirmizi bolgede floresans
goriintli elde edildi. Skuarinin 1 ile inkiibe edilen SK-MEL 30/An1 hiicreleri kirmizi
11k ile uyarildiginda %70 hiicre 6liimii gozlemlendi. Yapilan incelemeler neticesinde
skuarinin 1 biyouyumlu olduguna ve biyogoriintileme ajan1 olarak islev
gorebilecegine fotodinamik terapilerde kullanabilecek yeni bir ajan olabilecegi

Oongoriilmektedir.

Karakterize edilen ve fotofiziksel Ozellikleri belirlenen Skuarin 1’in hidrojel ag
yapisina entegre edildi. Skuarin 1 igerdigi bisallil {initeleri sayesinde
polimerlesebilecek ve bu sayede hidrojel sentezinde ag yapi icin ¢apraz baglayici
olarak islev gorebilecektir. 1@PAAmM hidrojelleri, PAAm monomeri ve APS
polimerizasyon baslaticisi ile 24 saat 65 °C’de 1sitilarak sentezlendi (Sekil 5.2). PAAmM

monomeri notral yiizeyi, yiikksek oranda su tutma kapasitesi ve hidrofilik yapisi
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nedeniyle PAAm, terapi ajanlarimin gelistirilmesi i¢in son derece uygun olmasi

sebebiyle secildi.
2 50y
\\ o ;

\\\X_ + oS © Amonyum Persiiffat - J3+ Gapraz baglayici

T i _— *+* (skuarin 1)

Su, 65 °C, 24sa Nt
( Hidrojel
Monomer
- (Akrilamid)
Monomer Skuarin 1

Sekil 5.2. Skuarin 1@PAAmM sentez semasi.

Capraz baglayici olarak kullanilan Skuarin 1 farkli konsantrasyonlarda (2.5, 3.0, ve
50 mg) calistlmigtir. Burada kullanilan skuarin miktarina goére hidrojeller;
1os@PAAM, 130@PAAM ve 1s0@PAAmM yapildi. Hidrojellerin sisme Oncesi ve
sonrasi resimleri ¢ekildi. Karakterizasyonu igin dncelikle sisme kapasitesi belirlendi.
125s@PAAM, 130@PAAM ve 150@PAAmM kodlu hidrojellerin, sirasiyla yaklasik
olarak 86 kat, 52 kat ve 37 katina kadar sisebildigi gozlemlenmistir. Capraz baglayici
miktart orani arttik¢a hidrojelin su tutma kabiliyeti azalmigtir. Hidrojellerin morfolojik
yapisi karakterize etmek i¢in SEM analizleri ve EDAX element analizleri yapilmistir.
12s@PAAM, 130@PAAM ve 1s0@PAAM Hidrojellerin gozenekli yapida olduklari
ve beklendigi gibi ¢apraz baglayici olarak kullanilan Skuarin 1 oranlarina (2, 3.0, ve
5.0 mg) gore artan kiikiirt miktar1 tespit edilmistir. 1l2s@PAAM, 130@PAAM ve
150@PAAM hidrojellerin termal davranislarini incelemek i¢in termal gravimetrik
analizleri (TGA) yapildi. Hidrojellerin 300 °C iizerindeki sicakliklarda ise hidrojelin
bozunmaya basladig1 goriilmektedir. Ayni1 zamanda skuarin 1’in ortamda ROT {iretme
ve 1@PAAmM hidrojellerindeki etkisi incelendi. 1@PAAmM hidrojelleri organik
ortamda metanol DPBF bilesigi 1sinlama neticesinde ortamda ROT iiretilmesi halinde
tepkime verir ve sogurma siddetinde azalmalar gdzlendi. Ilave bir test ise tuzak
molekiil olarak DCHF kullanilarak PBS (pH 7.4) ortaminda yapilmistir. DCHF
bilesigi ortamda ROT bulunmasi halinde tepkime verir ve floresans siddetinde artis
gozlenir ve 1@PAAmM DCHF ile PBS (pH 7.4) ortaminda yapilan testlerden de olumlu
neticeler alinmis olup 1@PAAmM hidrojellerinin ortamda ROT {irettigi belirlendi. Ayn
zamanda 1@PAAM hidrojelinin 1929 saglikli hiicre hattinda toksik bir etkisinin
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olmadigi biyouyumlu bir hidrojel oldugu tespit edilmistir. L@PAAmM hidrojellerinin

toksisitesi diisiik giivenli bir ilag tasiyici sistem ve yara Ortiileri olarak kullanilabilecegi

Oongoriilmektedir.
N S04
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\\ K e . +¢*  (skuarin 1)
\ Asetonitril, 55°C, 24sa . . |
( Hidrojel |
Monomer
“~-  (PNIPAAmM)
Monomer Skuarin 1

Sekil 5.3. 1@PNIPAAmM sentez semasi.

Karakterize edilen ve fotofiziksel Ozellikleri belirlenen Skuarin 1’in hidrojel ag
yapisina entegre edildi. Skuarin 1 igerdigi bisallil {initeleri sayesinde
polimerlesebilecek ve bu sayede hidrojel sentezinde ag yapi icin ¢apraz baglayici
olarak islev gorebilecektir. Skuarin 1@PNIPAAmM hidrojelleri igin, Skuarin 1,
NIPAAmM ve polimer baslatici AIBN karisimi 24 saat 55 °C’de 1sitilir (Sekil 5.3).
PNIPAAm termo duyarli olmasi ve sicakliga bagl olarak sisme/biiziisme Ozelligi
gostermesi nedeniyle hidrojellerin biyomedikal ve ila¢ uygulamalarinda tercih
edildiginden secildi. Hidrojellerin sisme Oncesi ve sonrasit resimleri ¢ekildi.
Karakterizasyonu i¢in Oncelikle sisme kapasitesi belirlendi. 12s@PNIPAAmM ve
150@PNIPAAmM kodlu hidrojellerin, sirasiyla yaklasik olarak 86 kat, 18 kat ve 14
katina kadar sisebildigi gozlemlenmistir. Capraz baglayicit miktar1 orani arttik¢a
hidrojelin su tutma kabiliyeti azalmistir. 1T@PNIPAAmM hidrojellerinin NIPAAmM
monomerinin sayesinde biiziisme Ozelligi gostermesi Ongoriilldigi icin farkl
sicakliklarda kiitle degisimi incelendi. Veriler sentezlenen hidrojellerin de beklendigi
gibi termo duyarli oldugunu ve sicaklik arttikca kiitle kaybina ugradiklarini
gostermektedir. Boylelikle potansiyel bir ilag tasiyict ajan olacagi dngoriilmektedir.
Hidrojellerin morfolojik yapisi karakterize etmek i¢in SEM analizleri ve EDAX
element analizleri yapilmistir. 125@PNIPAAM, 150@PNIPAAM SEM goriintiileri
125@PNIPAAM hidrojelinin daha diizenli ve gozenekli bir yapida oldugunu
gostermektedir. EDAX analizleri her iki hidrojelin yapisinda da kiikiirt elementinin
oldugunu kanitlamaktadir. 12s@PAAmM, 1s0@PAAmM hidrojellerin  termal
davraniglarin1 incelemek icin termal gravimetrik analizleri (TGA) yapildi.

Hidrojellerin 350 °C iizerindeki sicakliklarda ise hidrojelin bozunmaya basladigi

65



goriilmektedir. Ayn1 zamanda 1@PNIPAAmM hidrojellerinin L929 saglikli hiicre
hattinda toksik bir etkisinin olmadig1 biyouyumlu bir hidrojel oldugu tespit edilmistir.

Yapilan literatiir ¢caligmalar1 sonucu skuarinlerin sensor, goriintiileme, giines pili, 151k
yayan diyot gibi ¢calismalar mevcuttur. Ayni1 zamanda suda ¢oziiniir skuarinlerin sayisi
oldukga azdir ve fotodinamik terapi yapilan suda ¢oziiniir skuarinlerin sayisi oldukca
kisith diizeydedir. Suda ¢o6ziinebilen skuarinlerin biyomedikal goriintiileme ve
fotodinamik hidrojel uygulamalarina iligkin bu tiir calismalarin kisith diizeyde

oldugunu gostermektedir.

Ayrica, skuarinlerin fotoduyarlastiricit olarak hidrojel ag yapisina entegre edildigi
fotodinamik hidrojellere iliskin bugiine kadar ¢alisma yapilmadigr ve bu konuda
literatiirde biiyiik bir bosluk oldugu gz oniine alinirsa, bu tez kapsaminda tasarlanan
yeni malzemelerin literatiirdeki bu boslugu dolduracagi diistiniilmektedir. Tez
kapsaminda yapilan Skuarinin 1 ¢apraz baglayici olarak kullanilmasiyla kovalent bagli
skuarin igeren PAAm ve PNIPAAm hidrojelleri ilk kez elde edilecektir. Literatiir
taramalarinda skuarinlerin ¢apraz baglayici olarak kullanildigi hidrojellere iliskin

herhangi bir calismaya rastlanmamustir.

Neticede Skuarin 1 ve bunlardan elde edilecek hidrojellerin FDT potansiyeli oldukca
yuksektir. Literatiirde FDT yapabilen hidrojellere iliskin olduk¢a az sayida ¢alisma
oldugu ve bu calismalarda fotoduyarlastirici olarak MB, porfirin, klorin ya da
ftalosiyanin boyalarinin kullanildigi ancak bu boyalarin 6nemli dezavantajlarinin
oldugu belirtilmisti. Bu dezavantajlarin bu projede tasarlanan Skuarin 1 giderilmesi
saglanabilecektir. Ayrica, skuarinlerin fotoduyarlastirict olarak hidrojel ag yapisina
entegre edildigi fotodinamik hidrojellere iliskin bugiine kadar ¢alisma yapilmadigi ve
bu konuda literatiirde biiyiik bir bosluk oldugu gz 6niine alinirsa, bu tez kapsaminda

bu eksikligin giderilebilecegi ongdriilmektedir.

Son olarak, gerek hidrojel sentezi i¢in secilecek monomerlerin gerekse
kullanilabilecek skuarinlerin say1 ve cesitliliginin bollugu g6z 6niine alindiginda bu
tez kapsaminda gelistirilen yaklasim ve metotlarin genisletilerek bir¢ok uygulama
sahasina yayilabilecegi ve yeni malzemelerin tasarlanabilecegi diisiiniilmektedir.
Dahasi, elde edilecek skuarinlerin ve hidrojellerin; bazi cilt hastaliklarinin (cilt kanseri,
egzama sedef vb.) tedavisinde, antimikrobiyal ve antifungal FDT’de, bakteriyel

enfeksiyonlarin ya da biyofilmlerin giderilmesinde ve (iyilestirici) yara Ortiilerinde
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uygulanma potansiyeli vardir. Ilag salim dzelligine sahip yara Ortiisii, yara iyilesmesini
desteklemek ve bakteriyel enfeksiyonlari 6nlemek icin ilaglari/terapdtik maddeleri
kontrollii ve siirekli bir sekilde saglayabilir. Sentezlenen hidrojellerle kontrollii veya
stirekli ilag salinimi saglayacaklarindan yara ortiileri olarak kullanilabilecektir. Yara
ortiilerinin en basta gelen gereksinimi, yara iyilesmesini kolaylagtiran nemli ortamin
saglanmasi ve kontrol edilmesidir. Hidrojeller Skuarin 1@PAAmM ve skuarin
1@PNIPAAM hidrojellerinin sahip oldugu sisme potansiyeli ve hidrofilik 6zelligi
sayesinde bolgeyi nemli tutarak hidrojel bazli pansuman olarak kullanilabilecegi

ongoriilmektedir.

Yara bolgesini nemli tutabileceginden ve ilerde denenebilecek antimikrobiyal aktivite
caligmalariyla da yaray1 nemli tutarken iyilestirme 6zelligine de sahip bir hidrojel/yara

pansumani olabilecegi ongoriilmektedir.

Bu tez kapsaminda akademik ve bilimsel ayn1 zamanda medikal ve teknolojik alanda

da kullanilabilir faydali sonuglar dogurabilecektir.

Laboratuvarimizda basarili bir sekilde gelistirip karakterizasyonu yaptigimiz Skuarin
1 ve Skuarin 1@PAAM Skuarin 1@PNIPAAM ile yapilan ¢alismalar TUBITAK
(Proje N0:220Z070) tarafindan desteklenmistir. Bu tezden elde edilen sonuglar

derlenerek etki faktorii yiiksek uluslararasi dergilerde yayimnlanacaktir.
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