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OZET

Fotodinamik terapi (FDT) son zamanlarda kanser tedavisinde kullanim1 yayginlasmig
yontemlerden birisidir. Klinik onayli bazi FDT ajanlar1 mevcut olsa da saglikli
dokularda birikme, fizyolojik ortamda topaklanma ve viicuttan kolay
uzaklastirilamama gibi dezavantajlar1 nedeniyle yeni ajanlara ihtiyag duyulmaktadir.
Siyanin boyalar1 fototerapdtik pencerede (650-850 nm) sogurma ve emisyon
yapabilen organik boyalardir. Fototerapdtik pencerede doku 151k gegirgenligi yliksek
oldugu icin bu bolgede FDT yapabilen malzemeler olduk¢a popiiler hale gelmistir.
Hidrojeller suda ¢oziinmeyen ve igerisine su alarak sisebilen {ic boyutlu polimerik
malzemelerdir. Suda bir denge hacmine kadar siserler. Absorbladiklar1 su miktari
oldukga fazladir ve oldukga gegirgen yapilara sahiptir.

Bu bilgiler g6z oniine alinarak tez kapsaminda FDT ajani olarak kullanilabilecek bir
boyanin tasarimi ve sentezi planlanmistir. Ayrica sentezlenen boya kullanilarak
hidrojel elde edilmesi amaglanmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda yakin kizilotesi
bolgede FDT yapabilen siyanin tabanli hidrojel sentezi gerceklestirilmistir. Son
asamada ise hidrojelin spektroskopik yontemlerle (SEM, TGA) karakterizasyonu
yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hidrojel, Siyanin, Yakin Kizil6tesi Bolge, Fotodinamik Terapi,
Fototermal Terapi.

Eyliil, 2021; 51 sayfa



M.Sc. THESIS

HEPTAMETINE CYANINE-BASED HYDROGEL SYNTHESIS OF WHICH
CAN DO PHOTODYNAMIC THERAPY IN THE NEAR-INFRARED
REGION

Dilek Sadife ERKAN

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology and Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Fatih ALGI
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Melek PAMUK ALGI

ABSTRACT

Recently, photodynamic therapy (PDT) has emerged as one of the most widely used
cancer treatment modalities. Although there are some clinically approved PDT
agents, they have some certain drawbacks such as accumulation in healthy tissues,
insolubility and aggregation in the physiological environment, difficulty in clearance
from the body in a short time. Therefore, there is an urgent need for the development
of new PDT agents. Cyanine dyes are organic dyes that can absorb and emit light in
the phototherapeutic window (650-850 nm). Since the tissue light penetration depth
is relatively high in the phototherapeutic window, materials pertinent to PDT have
become very popular in this region of the electromagnetic spectrum. Hydrogels are
three-dimensional polymeric materials that do not dissolve in water. They swell by
absorbing water. They swell to an equilibrium volume in water. The amount of water
they absorb is quite high. Also, hydrogels have highly permeable structures.

Considering the above facts, the design and synthesis of a new organic dye that can
be used as a PDT agent is investigated within the scope of the thesis. In addition, this
dye was utilized in the synthesis of a new type of hydrogel. The experimental results
validated that a near infrared cyanine-based hydrogel pertinent to PDT was
successfully synthesized. At the final stage, the hydrogel was characterized by
spectroscopic methods including SEM and TGA.

Keywords: Hydrogel, Cyanine, Near Infrared Region, Photodynamic Therapy,
Photothermal Therapy.

September, 2021; 51 pages
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1. GIRIS

Kanser ve mikrobiyal enfeksiyonlar insan saghigini tehdit eden temel
hastaliklardandir. Kanser viicudun herhangi bir dokusunda meydana gelen,
hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve ¢ogalmas1 sonucu olusan bir tiir hastaliktir. Insan
hiicrelerinin ihtiyag duyuldugunda boliinmesi ve hiicreler hasar gordiigiinde veya
yaslandigi zaman Olmesi beklenirken kanser hiicrelerinde bu durum tam tersine
kontrolsiiz bir sekilde gerceklesir. Enfeksiyon, hastalik potansiyeli tasiyan
mikroplarin viicuda bulasmasiyla gerceklesir. Bagisiklik sistemi ¢cogu zaman bununla
bas edebilse de bazen hizla ¢ogalan enfeksiyonlar1 dnlemede yetersiz kalabilir ve

hastalik gelisir.

Kanser tedavisi icin ameliyat, radyoterapi, kemoterapi gibi yontemler kullanilirken,
enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik tabanli kemoterapi kullanilmaktadir. Fakat bu
tedavi yontemlerinde ilaca karsi diren¢ olusmaktadir. Ayrica maliyeti yiiksek, uzun
stirede tedavi, yliksek niiks etme oran1 gibi dezavantajlara da sahiptir. Bu yiizden bu
tedavi yontemlerine ek olarak son zamanlarda umut verici yontemler yaygin olarak
arastirilan fotodinamik terapi (FDT) ve fototermal terapi (FTT) modaliteleri 6nem

arz etmektedir.

1.1 Fotodinamik Terapi

FDT, Raab ve Tappeiner tarafindan 1900 yilinda akridin oranj boyasinin 1s1k ile
etkilesimi sonucu protozoalart oldiirmesiyle kesfedilmistir. 1970°’li yillarda ise
porfirinlerin tiimor hiicrelerini 6ldiirmesiyle klinik olarak onaylanip kullaniimaya
baglanmigtir. Kesfi mikrobiyolojiye dayanmasina ragmen ilerleyen yillardaki
antibiyotiklerin piyasaya siiriilmesiyle kullanimi azalmistir. Fakat antibiyotikler,
insanlarin mikrobiyal enfeksiyonlara direnme yetenegini biiyiik ol¢iide arttirmastir.
Beraberinde, patojenik bakteriler arasinda diinya ¢apinda hizla artan antibiyotik
direnci ciddi bir sorun haline gelmis, alternatif olarak antimikrobiyal tedavilerinde
tekrar kullanilmaya baglanmistir. Antimikrobiyal fotodinamik terapi (aFDT); ilaca
kars1 direng olusturmamasi, tiim bakterilere uygulanabilirligi, daha iyi lokalize
olabilirligi ve saglikli dokulara daha az yan etkisi bulunmasindan dolay1r daha
avantajli bir tedavidir. Bu oOzellikleri dolayisiyla bakteri [1], virlis [1], egzama,

mantar [1], dermatolojik [2] hastaliklarda kullanim potansiyeline sahiptir.



FDT’nin ¢aligma mekanizmasina bakildiginda temel olarak 3 bilesen yer almaktadir;

oksijen, 151k ve 151k ile aktive olabilen bir fotoduyarlastirici (FD).
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Sekil 1.1. Jablonski diyagrami [3].

PS ground singlet state

Burada 1sikla aktive olabilen FD’ya uygun dalga boyunda isik verilir. Foton
absorpsiyonundan sonra fotoduyarlastirici temel halden uyarilmis hale, buradan da
sistemler aras1 gecisle uyarilmis triplet duruma gecer. Bu triplet durum uyarilmis
tekli halden daha az enerjik fakat daha uzun 6miirliidiir. Triplet haldeki FD, enerjisini
fosforesans olarak daha yavas bir sekilde yayabilir veya reaktif oksijen tiirleri

olustururlar [3].

Tip 1 mekanizmasinda uyarilmis triplet halde, fotoduyarlastirict ile kanserli doku
arasinda hidrojen veya elektron transferi olur. Elektronlar molekiiler oksijen ile
reaksiyona girer ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) olusumuna yol acar. Baslatilan bu
reaksiyonlar oksidatif strese yol agarak kanser hiicrelerinin tahribatina sebebiyet

verir[4].

Tip 2’ de ise FD’ nin uyarilmis triplet duruma gecisinin bir sonucu olarak, enerji
dogrudan oksijen molekiiliine aktarilir. Molekiiller arasinda dogrudan enerji transferi
(FD — O2) miimkiindiir ¢iinkii ayn1 doniislere sahiptirler. Bu sekilde, singlet oksijen

olarak adlandirilan uyarilmis oksijen tiirleri tiretilir.



11.1 Fotodinamik terapide kullanilan klinik ajanlar

COONa COONa

Hematoporfirin
hmax abs 830 nm
10,=0.28

Sekil 1.2. Porfimer sodyumun genel yapisi.

Porfimer sodyum Klinik olarak kullanilan ilk FD’dir. Ozafagus ve akciger kanser
tedavilerinde kullanilmaktadir. Molar sogurma katsayist diisiik oldugundan uzun
stireli 1s1nlama gerektirir. Bir baska dezavantaji porfimer sodyum 1s1k hassasiyetine

sebep olur ve viicuttan kolay uzaklastirilamaz [5].

Temoporfin (Foscan®)

:"—mﬂx abs 650 nm
'0,=0.30

Sekil 1.3. Temoporfinin genel yapisi.

Temoporfin (Foscan®), 650 nm dalga boyunda sogurma yapar ve molar sogurma
katsayisi yiiksek giiclii bir FD’ dir. Bas ve boyun kanserlerinde kullanilmaktadir. Cok
az 151k hassasiyeti bulunmaktadir. Fakat temoporfin hidrofobiktir ve islemden sonra

¢okme meydana gelebilir [5,6].
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Aminolevulink asit Protoporfirin IX
Levulan® Amax abs 635 Nm
10,=10.54

Sekil 1.4. 5-Aminolevulinik asit ve Protoporfirin IX’un genel yapisi.

5-amino levulinik asit bir 6n ilagtir. Cilt kanserinde yaygin kullanim1 bulunmaktadir.
Enzimatik olarak protoporfirin IX” a doniistiiriiliir. Molar sogurma katsayis1 ve 635
nm dalgaboyunda singlet oksijen verimi diisiik oldugundan uzun siireli tedaviye

ihtiyac vardir. Topikal olarak uygulandiginda ¢ok derinlere niifuz etmez [6,7].

(o)

Verteporfin (Visudyne®)
Amax abs 689 NmM
'0,=0.79

Sekil 1.5. Verteporfinin genel yapisi.

Verteporfin 690 nm dalga boyunda aktiflestirilebilen bir fotoduyarlastiricidir. Kisa
siireli cilt hassasiyeti olusturur. Ve viicuttan kolay atilir. Fakat suda ¢oziiniirligi

olmadigindan topaklanma meydana gelir [5].



COOH
COOH

HOOC

Klorin e6-polivinilpirolidon
Amax abs 694 Nnm
10,=0.75

Sekil 1.6. Klorin e6’nin genel yapisi.

Klorin e6 yiiksek verimli singlet oksijen iiretmektedir fakat FDT etkinlikleri kisa

stirede foto agarma nedeniyle dezavantajlidir [5].

Bu ajanlar saglikli dokularda da birikme yaparlar. Sentez ve saflastirilmalari da
zordur. Bu bilgiler ve dezavantajlar 1s18inda yeni fotoduyarlastiricilara ihtiyag

duyulmaktadir.
Ideal bir FD’ nin; [5,7]

I.  Fototerapotik pencerede sogurma ve emisyon yapmasi (Sekil 1.7),
Il.  Yiiksek doku 151k penetrasyonuna sahip olmasi,
I1l.  Disiik 151k toksisitesi,
IV.  Tumor hiicrelerinde birikmesi,
V.  Viicuttan kolay atilmasi,
VI.  Yan etkilerinin diistik olmasi,

VIl.  Disiik maliyetli olmasi gerekir.
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Sekil 1.7. Fototerapotik pencere [8].

Klinikte  kullanilan FDT ajanlari  bu  Ozelliklerin  hepsini  biinyesinde

barindirmamaktadir. Bu ylizden yeni fotoduyarlastiricilara ihtiyag duyulmaktadir.

1.2 Fototermal Terapi

FTT 1s18a duyarli maddelere dayanan, 151k enerjisinin 1siya dontstiiriildiigii cerrahi
islem gerektirmeyen bir tedavi yontemidir. Is1 artis1 apoptoz veya nekroz ile hiicre
oliimiine sebebiyet verir. 40 ile 47 °C arasinda proteinlerde hasar olur ve DNA islevi
bozularak hiicre apoptotik yola girer. 50 °C ve iizerinde ise nekroz ile hizli 6liim

meydana gelir [9].

FTT’de, FDT de oldugu gibi oksijene ihtiya¢ duyulmaz. Yiiksek dalgaboyunda ve
diisiik enerjide uyarildig1 i¢in dokulara hasar vermez, derin dokulara niifuz edebilir.

Yiiksek secicilik ve diisiik toksisite gosterir.

FTT’de genel olarak metal (altin, demir gibi) grafen veya karbon temelli nano
boyutlu malzemeler kullanilmaktadir. Fakat bu malzemelerin maliyetleri yiiksek
oldugundan ve genellikle biyobozunur olmadiklarindan dolay1r dezavantajlari

bulunmaktadir.



Son zamanlarda bazi organik malzemelerin (yakin kizil 6tesi boyalar) FTT’de
kullanilabilecegine ve bu dezavantajlar1 ortadan kaldirabilecegine iligkin dnemli

caligmalar yapilmistir. Bu yakin kizil 6tesi boya smifindan biri de siyanin boyalaridir
[10].

1.3 Siyanin Boyalari

Siyanin boyalar1 polimetin kopriisii ile baglanmis iki aromatik nitrojen igeren,
zincirdeki tek ve cift baglarin donlisimli olarak gosterilmesiyle temsil edilen

heterosiklik organik molekiillerdir. Siyaninlerin genel yapis1 Sekil 1.8’de gosterildigi

" n 1
R X R

Sekil 1.8. Siyanin boyalarinin genel yapisi.

gibidir.

Monometin ve trimetin siyaninler goriinlir bdlgede sogurma yaparlar. Vinilen
grubunun uzatilmasiyla yaklagik 100 nm’lik batokromik kayma meydana gelir. Bu
ylizden pentametin siyaninler (Cy5) 700 nm’ye kadar ve heptametinler ise 700 nm
lizerinde sogurma yapabilmektedirler. Bununla birlikte bazi Cy boyalan zayif
fotostabilite, sulu ortamda ¢6kme, diisiik kuantum verimi ve zayif floresans
gostermektedir. Bu sinirlandirmalart en aza indirmek i¢in yapilan ¢alismalarda iki
heterosiklik yapinin ortasina siklohekzenil iinitesinin yerlestirilmesiyle kuantum
verimi ve fotostabilitesinin bilyiikk oranda artirildigi gosterilmistir [11,12]. Siyanin
gruplarindan heptametin siyaninler (Cy7) fotofiziksel 6zelliklerinden dolayr daha
avantajhidir. Clinkli bu boyalar ideal fototerapotik pencerede (700-850) sogurma ve

emisyon yapmaktadirlar. Ayrica heptametin siyanin boyalari;

e Yiiksek kuantum verimi,
e (Canl1 hiicre goriintiilemesi,
e Tumor hiicrelerinde birikmesi,

¢ Biyouyumlulugu,



e Yiiksek kararlilik ve verimliligi,
e Sentez ve saflastirmasinin kolay olmasi

e Molar sogurma katsayilarinin ytiksek olmasi bakimindan
avantajlidirlar.

Siyaninler yaygin olarak sensorler, goriintiilleme ve fototerapide kullanilmaktadir.
Sensorlerde bazi metal iyonlarinin tespitinde, nitrorediiktaz, glutatyon gibi tiirlerin

tespitinde kullanilabilecek siyaninler gelistirilmistir [13-15].

Bir diger yaygin kullanimi yakin kizil 6tesi floresans goriintiillemedir. Floresans
goriintliileme; c¢oziiniirliikleri, 6zglin olmalari, cerrahi islem gerektirmemeleri ve
gercek zamanli izleme yapabilmeleri nedeniyle avantajlidir ve siyaninler burada

onemli bir yer tutarlar [10].

Siyaninlerin ilgi gordiigli bir diger kullanim alam1 FDT ve FTTdir. FDT ve FTT,
kanser tedavisinde, antimikrobiyal tedavide ve bazi cilt hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Cy7’lerin de etkili FDT ve FTT ajani olarak kullanilabilecekleri
bildirilmistir [10-16]. Heptametin siyanin boyasi 1s1k ile aktiflestirildigi zaman
sitotoksik etki gosteren reaktif oksijen tiirlerini lireterek ve doku sicakligini artirarak

FDT ve FTT ile hiicre 6liimiine neden olur.

Siyaninler genel olarak fizyolojik ortamda ¢6ziinmediginden ve topaklanma egilimi
gosterdiginden dolayi fototerapi etkinlikleri sinirlandirilmaktadir. Bu sinirlandirmayi
ortadan kaldirmak adina tez kapsaminda fotoduyarlastirict molekiillerin hidrojellere

yiiklenmesi planlanmaktadir.

1.4 Hidrojeller

Hidrojeller polimerik ag yapis1 ile ag yapi i¢indeki ¢oziiciiden olusan iki fazl ii¢
boyutlu sistemlerdir. Coziicii polimerik agin ¢okmesini engellerken, ag yapisi da
¢Oziiciiniin jel disina ¢ikmasina engel olur. Hidrojeller yapilarina su alarak sisebilirler
fakat suda ¢oziinmezler. Hidrojellerin sentezi kolay ve zahmetsizdir. Hidrojel sentezi
icin gerekli ili¢ temel bilesen vardir: monomer, ¢apraz baglayici, polimerizasyon
baslatici. Monomer hidrojelin su alarak sismesini saglarken ¢apraz baglayici da suda

¢oziinmesine engel olur.



Hidrojeller yapis1 geregi avantajli malzemelerdir. Suda ¢dzlinen malzemelere,
ilaglara ve viicut sivilarina kars1 gecirgendirler. Dokuyu dis etkenlerden korurlar. lyi

bir tastyici sistemlerdir ve biyouyumludurlar.

Sisme biliziigme Ozelliklerinden dolay1 ilag salinim sistemlerinde kullanilabilirler.
Ziraatte su tutucu olarak, doku miihendisliginde, kontak lenslerde kullanimi
mevcuttur. Su tutma kabiliyetlerinden dolayr yara bakiminda bandaj olarak
kullanilmaktadir. Ve siirekli nemli ortam saglayarak iyilesmeyi hizlandirir [17].
Piyasada antimikrobiyal tedavi igin kullanilan hidrojeller mevcuttur fakat bu
malzemelerde antibiyotikler ve agir metaller bulunmaktadir. Bu malzemelerle
yapilan tedavilerde antibiyotiklere karsi diren¢ olusabilir veya agir metallerden
dolay1 toksik etki gbzlenebilir. Bu yiizden FDT ve/veya FTT ile etkinlik gosteren

antimikrobiyal fototerap6tik hidrojellerin gelistirilmesi 6nem arzetmektedir.

Ik hidrojel 1960’11 yillarin basinda Wichterle ve Lim tarafindan gdz biliminde
hidroksietil metakrilat monomerinin kontak lenslerde kullanilmasiyla kesfedilmistir
[18]. 2-Hidroksietil metakrilat (HEMA) bazli hidrojeller farmasotik alan igin ilk
sentezlenen hidrojellerdir. Olduk¢a biyouyumludur. Tek bagina kirilgan olan HEMA,
sistikten sonra esnek hal alir. Ayrica gbzenekli yapisindan dolayr oksijenin ve
sivilarin gegisine izin verir [19]. Bu malzemenin biiyiik avantaji dis uyaranlara;
yiiksek sicaklik, asit ve bazik hidroliz, aminler ile reaktiviteye karsi oldukca
direnglidir [20]. Aym1 zamanda toksik degildir, antijenik degildir, optik olarak
seffaftir ve su igerisinde mekanik 6zelliklerini korur [18]. Kolay polimerlesebilen
HEMA c¢esitli monomerler ile bir arada kullanilabilir. Aym1 zamanda kolay
jellesebilme 0Ozelligi sayesinde capraz baglayici miktarinda kolaylikla degisiklik
yapilabilir; su emme kapasitesi ve su igerisinde ki mukavemet direnci bu sekilde

kolaylikla degistirilebilir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Siyaninler

Jeong vd. (2020) yaptigi bir ¢alismada dalli formu olan heptametin siyanin boyasi
sentezlemiglerdir. Kemoterapi ilact olan doksorubisin (DOX) ile kapsiilleyerek
nanopargacik 2 (Sekil 2.1) olusturmuslardir. Bu nanopar¢acigin glutatyon (GSH) ile
reaksiyona girerek kanser mikro ortaminda pargalandigini ve DOX salinimi yaptigini
tespit etmislerdir. 2 kanser ortaminda etkili kemofototerapotik etki gostermistir.
Sentezlenen bu nanoparcagigin 662 nm lazer ile 1sinlamasiyla FDT yaptigini, A549

ve 4T1 hiicre hatlarinda in vitro deneylerle de dogrulamislardir [21].

N
(CHy),

Sekil 2.1. 2°nin kimyasal yapisi.

Qian vd. (2021) kiigiik molekiillii organik NIR-1I floresan probu 3 (Sekil 2.2)
sentezlemisler, sulu ¢ozeltide kullanabilmek i¢in amfifilik polipeptit ile
kapsiillemislerdir (3@P). Sentezlenen 3@P’nin, 915 nm lazer 1sinlamasi ile timor

hiicrelerinde goriintiileme rehberliginde etkili FTT yaptigini tespit etmiglerdir [22].

0
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Sekil 2.2. 3@P kimyasal yapisi.
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Indosiyanin yesili (ICG), zayif biyo-gevresel stabilite, agrega egilimi ve viicuttan
hizli eliminasyon vb. gibi ¢esitli dezavantajlarla sinirli fotoduyarlastirict ajandir. Hu
vd. ICG’yi iyilestirmek i¢in PEG ile modifiye etmislerdir. ICG iinitesi ile PEG
arasma orta derecede hidrofobikligi ve konformasyonel esnekligi nedeniyle bir
baglayici1 olarak hidrofobik 6-aminokaproik asit yerlestirmislerdir. Elde edilen
nanomisel 4’tin (Sekil 2.3) in vivo FTT etkinligi incelenmis ve antitiimor tedavisi

sergiledigi gozlenmistir [23].

Sekil 2.3. 4 genel yapisi.

Li vd. (2020) molekiiler hedefli Erlotinib, Survivin eksprese eden plazmid ve FTT
ajan1 heptametin siyanin boyasi 5 ile kitosan bazli (Sekil 2.4) nano kompleks
bildirmislerdir. Elde edilen bu yapmin gen tedavisi, kemoterapi ve FTT yaptigini
ayni zamanda yakin kizil6tesi/pH ¢ift duyarli oldugunu tespit etmislerdir [24].

5

cQ

Sekil 2.4. Cy7 5’in kimyasal yapisi.

Zhu vd. (2020) kanser hiicrelerinde mitofaji siirecini manipiile edebilen antikanser
stratejisi gelistirmistir, yap1 tasi olarak D-a-tokoferol polietilen glikol 1000 siiksinat
(TPGS) ve yiik olarak mitokondriyi hedefleyen siyanin molekiilii 6 (Sekil 2.5)

kullanmustir.
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TPGS/dc-IR825’in bir tiimor inhibe edici 6zellikte oldugunu ortaya koymustur. Ayni
zamanda 808 nm lazer 1sinlamasi ile fototermal 6zellik gdsterdiginden mitokondri

hasarmin arttigin1 géstermislerdir [25].
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Sekil 2.5. TPGS ve 6’nin genel yapisi.
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Chi vd. (2020) yaptiklar1 bir ¢alismada, 7’yi (Sekil 2.6) hyaliironik asit yiizeyine
baglayarak yeni bir teranostik nanotasiyici1 (HA-PEG-Cyl, HPC) insa etmislerdir. 7,
fototermal ve yakin kizilotesi floresan goriintiilleme 6zelliklerinin yani sira gelismis
singlet oksijen liretme kabiliyetine sahip bir iyotlu siyanin boyasidir. Hazirlanan
HPC’nin de 808 nm 1smlama ile etkili ROT {irettigini ve hiicreyi dliime siiriikleyecek

sicakliga erisebildigini bildirmislerdir [26].
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Sekil 2.6. HPC ve 7’nin kimyasal yapist.

Siriwibool vd. (2020) yakin kizil6tesi 1sikla etkinlestirilebilen pH'a duyarli bir amino
heptametin siyanin bazli teranostik prob 8 (Sekil 2.7) gelistirmislerdir. I,-IR783-
Mpip, asidik durumda, NIR 1s1gma (~850nm) maruz kaldiginda yiiksek singlet
oksijen {iiretimi ile yogun, genis bir NIR absorpsiyon bandi (820-950nm)
sergilemistir [27].
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Sekil 2.7. 8 kimyasal yapist.

Callan vd. (2017) IR-783 yapisina iyot atomlarini yerlestirerek elde ettikleri Cy7’ler
9 (Sekil 2.8) ile FDT etkinliginin arttirilabildigini en agresif kanser tiirlerinden biri

olan pankreas kanseri hiicre hattinda gostermislerdir [28].

9
Ry Ry=H,R, =1
Ry Ry=1,R;=H

Sekil 2.8. FDT ajan1 9’un kimyasal yapisi.

Duong vd. (2017) IR775 10 (Sekil 2.9) boyasina dayali, kombinatoryal fototerapi ile
eszamanlt floresans goriintiileme ve timorlii hiicreleri 6ldiirme yetenegine sahip
fototeranostik nanoplatform gelistirmislerdir. IR775-NP" nin uygulamadan sonra
tiimorlerde biriktigini bunlar1 NIR floresan sinyali ile verimli bir sekilde
tanimladigin1 ve kombine fototerapiden sonra kemo direncli kanser dokusunu

tamamen ortadan kaldirdigini ortaya koymuslardir [29].
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10
IR775

Sekil 2.9. IR775 10’un genel yapist.

2.1. Hidrojeller

Niu vd.(2021) indosiyanin yesili (ICG) 11 (Sekil 2.10) ile birlestirilmis bir ipek
fibroin (SF)/sodyum aljinat (SA) kompozit hidrojeline dayali bir ilag salinim
platformu gelistirmistir. Hidrojel igerisine ICG’yi 11 fototermal 6zellik gostermesi
icin yliklemislerdir ve NIR 15182 maruz birakilarak ilag salinimi saglayacak kadar

fototermal 6zellik gostermistir [30].

1

Sekil 2.10. ICG 11 genel yapisi.

Wang vd. (2012) yaptigi caligmada g¢ok fonksiyonelli poliakrilamid tabanli bir
nanotastyici bildirmistir. Bu nanotastyicinin insan gogiis kanseri hiicrelerinde yapilan
in vitro deneylerle tiimoér hedefleme, floresans goriintiileme ve FDT yaptig1 tespit
edilmistir. FDT bilesik 12a, floresans goriintiileme ise bilesik 12b (Sekil 2.11) ile
saglanmistir [31].
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12b

12a
Sekil 2.11. 12a ve 12b genel yapisi.

Sanyal vd. (2018) yapmis oldugu ¢alismada yiizey aktif maddeler kullanmadan FDT
yapabilen fotoduyarlastirici 13a ile termo duyarli kopolimerin 13b (Sekil 2.12)
capraz baglanmasiyla suda c¢oziinen enjekte edilebilir nanojel sentezi

gerceklestirmistir [32].

13a 13b

Sekil 2.12. 13a ve 13b genel yapisi.

Brady vd. (2007) katarakt ameliyat1 sirasinda implante edilen hidrojel bazli goz igi
lenslerin ylizey modifikasyonuna yonelik ¢alisma yapmislardir. Fotodinamik aktivite
icin porfirinlerle 14a modifiye edilmis yeni tip metakrilik asit 14c ve 2-hidroksietil
metakrilat 14b (Sekil 2.13) hidrojelinin fotofiziksel karakterizasyonu ile ilgili
¢alisma bildirmislerdir [33].
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Sekil 2.13. 14a, 14b ve 14c bilesiklerinin genel yapisi.

Literatiirdeki fototerapi ajanlarinin dezavantajlar1 géz Oniinde bulunduruldugunda
yeni fototerapi ajanlarinin gelistirilmesi biiyilk 6nem arzetmektedir. Bundan dolay1
bu tez kapsamina siyanin boyalari tercih edilmistir. Fakat siyanin boyalari da
fizyolojik ortamda agrega olabilir. Bu durum fototerapi etkinliklerini
sinirlandirmaktadir. Bu sinirlandirmay:1 kaldirmak adina siyanin boyalarini ¢apraz
baglayici olarak kullanip hidrojele kovalent olarak baglamay1 hedefledik. Bu bilgiler
1s1ginda FDT ve FTT yapabilen yeni bir heptametin siyanin boyasi sentezledik ve
capraz baglayici olarak hidrojele yiikledik. Boylelikle hem FDT hem FTT etkinlikleri
siirlandirilmayacak hem de Literatirde FDT ve FTT yapabilen Cy7 tabanh

hidrojeller olmadigindan literatiire de yeni bir malzemeyi bildirmis olacagiz.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Materyal

Tim kimyasal malzeme ve c¢oziiciler Aldrich ve Merck firmalarindan temin

edilmistir.

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK), Merck 0,2 mm silika jel 60 F254 Analitik
Aliminyum Plakalar iizerinde gergeklestirilmistir. Sogurma spektrumlari Varian
Cary 50 model UV-Vis ve emisyon (yaymma) Ol¢iimleri ise Varian Cary Eclipse
Fluorescence spektrofotometre cihazlariyla kaydedilmistir. *H NMR (600,400,300
MHz) ve *C NMR (150 veya 75 MHz) spektrumlart FT-NMR cihazlari ile
kaydedildi. FTT &lgtimleri FLIR 160 marka termal kamera ile kaydedilmistir.

3.2 5-metoksi-2,3,3-trimetil-3H-indol (16) Sentezi

\
o \HJ\
o}
O e oy
> /4
HN C,Hs0H, 78°C, N
NH, . HCI 24h, Ar %73 16

14

Sekil 3.1. Bilesik 16 Sentezi [34].

4-metoksifenil hidrazin hidroklorid (14) (0,5 g, 2,86 mmol) ve 3-metil-2-biitanon
(15) (246,3 mg, 14,98 mmol) bir balona alind1 ve 25 mL susuz etanol ile ¢6ziildii.
Azot atmosferinde geri sogutucu altinda 4 saat kaynatildi. Daha sonra reaksiyon
karisimi oda sicakligina getirildi ve ¢oziicii uzaklastirildi. Kat1 madde silika jel
tizerinde kolon kromatografisi ile saflastirildi (eliient; Hekzan:Etil Asetat 3:1).
Kirmizims:1 viskoz iiriin 16 elde edildi (0,9 g, %73 verim). LC MS/MS (m/z)
hesaplanan [Ci,H1sNO]" 189.11; Slgiilen 189.97. *H NMR (400 MHz, CDCls): &
7.41 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.83-6.80 (m, 2H), 3.82 (s, 3H), 2.23 (s, 3H), 1.27 (s, 6H).
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3C NMR (101 MHz, CDCls): & 185.60, 157.85, 147.24, 147.17, 119.92, 111.95,
107.99, 55.49, 53.62, 23.22, 15.28.

3.3 2,3,3-trimetil-3H-indol-5-0l (17) Sentezi

_0 HBr HO
% — > 7
N 140°C, 2h, %67 N

16 17

Sekil 3.2. Bilesik 17 Sentezi [34].

4-metoksi-2,3,3-trimetil-3H-indol (16) (0,1 g, 0,528 mmol) bir balona alindi ve
hidrobromik asit (%48, 2 mL, 15,84 mmol) ile ¢6ziildii. Geri sogutucu altinda 20 saat
boyunca 140 °C’ de 1sitildi. Daha sonra saf su ile seyreltildi ve doygun bikarbonat
¢ozeltisi ile notralize edildi. Sulu ¢ozeltiye CH2Cl; ile ekstraksiyon yapildi. Organik
tabaka doygun tuzlu su ile yikandi. MgSO, ile kurutuldu, siiziildi ve ¢ozicii
uzaklastirildi. Kahverengi kati madde 17 elde edildi (0,085 g, %67 verim). LC
MS/MS (m/z) hesaplanan [C11H13sNO]* 175.10; 6lgiilen 175.83. *H NMR (400 MHz,
CDCls): 6 9.86 (s, 1H), 7.30 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.85 (s, 1H), 6.78 (dd, J = 8.3, 1.2
Hz, 1H), 2.25 (s, 3H), 1.27 (s, 6H). *C NMR (101 MHz, CDCly): 5 185.73, 155.74, 147.09,
144.71, 119.78, 114.16, 109.77, 53.51, 23.08, 14.81.

3.4 2,3,3-trimetil-3H-indol-5-yl undek-10-enoat (19) Sentezi

o) 7
N
19

N NEt; CH,Cl,, 0°C-25°C, 24h, Ar, %72
17

Sekil 3.3. Bilesik 19 Sentezi

2,3,3-trimetil-3H-indol-5-ol (17) (50 mg, 0,285 mmol) bir balona alinarak kuru
CH,Cl, ile ¢oziildii ve buz banyosunda argon atmosferi altina alindi. Reaksiyon
karistmi 0 °C olduktan sonra damla damla trietilamin (0,73mL, 0,627 mmol) ve
undek-10-enoil klorid (18) (0,95 mL, 0,627 mmol) eklendi. Oda sicakliginda 24 saat
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boyunca karigsmaya birakildi. Daha sonra doygun bikarbonat ile ¢ekme yapildi.
Doygun tuzlu su ile yikandi, kurutuldu ve ¢oziicli uzaklastirildi. Viskoz kahverengi
{iriin 19 elde edildi (70mg, %72 verim). LC MS/MS (m/z) hesaplanan [CH3NO,]"
341,24; Slgiilen 342.02. "H NMR (600 MHz, CDCl3) § 7.73 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 7.26
(s, 1H), 7.22 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 5.79-5.72 (m, 1H), 4.95 (d, J = 18 Hz, 1H), 4.88 (d,
J =12 Hz, 1H), 4.13 (s, 3H), 2.97 (s, 3H), 2.53 (bs, 2H), 1.99 (bs, 2H), 1.68 (bs, 2H),
1.57 (s, 4H), 1.36 - 1.24 (m, J = 70.4, 28.9 Hz, 9H). *C NMR (151 MHz, CDCl;) &
195.94, 171.86, 151.90, 142.72, 139.12, 139.09, 122.83, 116.96, 116.38, 114.18,
54.62, 37.60, 34.24, 33.75, 29.24, 29.16, 29.01, 28.82, 24.69, 22.97, 17.41.

3.5 1,2,3,3-tetrametil-5-(undek-10-enoiloksi)-3H-indol-1-ium iodid (20) Sentezi

o o
/M;\l( CHsl Z 5
o) % o o) /
N 45°C, 48h, %53 f\{+
19

Sekil 3.4. Bilesik 20 Sentezi.

2,3,3-trimetil-3H-indol-5-yl undek-10-enoat (19) (0,1 g, 0,292 mmol) metil iyodiir
(2,5 mL, 11,72 mmol, asin) ile ¢oziildii. 48 saat boyunca 45 °C ye 1sit1ld1. Hekzan ve
dietil eter ile ¢oktiiriilerek saflastirildi. Bordo viskoz iiriin 20 elde edildi (265mg,
%53 verim). ). LC MS/MS (m/z) hesaplanan [C23H3sNO2]" 356.26; 6lgiilen 355.95,
[M+1]* 481.85. *"H NMR (600 MHz, CDCls) & 7.72 (s, 1H), 7.32 - 7.30 (m, 2H),
5.84 - 5.76 (m, 1H), 4.98 (d, J = 18 Hz, 1H), 4.92 (d, J = 12 Hz, 1H), 4.18 (s, 3H),
3.01 (s, 3H), 2.58 (bs, 2H), 2.03 (bs, 2H), 1.75 - 1.65 (m, 6H), 1.40 - 1.28 (m,
12H).
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3.6. 2-((E)-2-((E)-2-kloro-3-(2-((E)-1,3,3-trimetil-5-(undek-10-enoiloksi)indolin-2
ylidene)ethiliden)sikloheks-1-en-1-il)vinil)-1,3,3-trimetil-5-(undek-10-
enoiloksi)-3H-indol-1-ium iodid (1) Sentezi

Cl
Ho/\ijAo
o)
/\w 21
0] /
N+ -
\
2

NaOAc, Asetik Anh.,
! 25°C. 11h, Ar, %70

0

Sekil 3.5. Bilesik 1 Sentezi.

1,2,3,3-tetrametil-5-(undek-10-enoiloksi)-3H-indol-1-ium iodid (20) (0,1 g, 0,206
mmol), susuz sodyum asetat (7,7 mg, 0,094 mmol) ve (E)-2-kloro-3-
(hidroksimetilen)sikloheks-1-en-1-karbaldehid (21) (16,22 mg, 0,094 mmol) bir
balona alindi ve 1 mL asetik anhidrit ile ¢oziildii. Argon atmosferinde oda
sicakliginda 9 saat karisti. Coziicii uzaklastirildi, kati madde kolon kromatografisi ile
saflagtirild1 (%3 CH,Cl,:CH30H). Koyu yesil kati tirtin 1 elde edildi (%70 verim).
LC MS/MS (m/z) hesaplanan [CssH72CIN,O4]" 847.50; dlciilen 847.34. 'H NMR
(600 MHz, CDCls3) 6 8.30 (d, J = 13.8 Hz, 2H), 7.16 (d, 2H), 7.10 (d, 2H), 6.22 (d, J
= 13.8 Hz, 2H), 5.84 — 5.78 (m, 1H), 5.0 (d, J = 17.1 Hz, 2H), 4.93 (d, J = 10.1 Hz,
2H), 2.57 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.05 — 2.03 (m, 2H), 1.75 - 1.71 Hz, 2H), 1.41 - 1.32
(m, 5H).
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3.7. 2-((E)-2-((E)-2-kloro-3-(2-((E)-5-((12-etil-10-(2-etil-4-(2-hidroksietoksi)- 3-
metil-4-oksobutil)-14-(2-hidroksietoksi)-13-metil-14-
oksotetradekanoil)oksi)-1,3,3-trimetilindolin-2-ilidene)etiliden)sikloheks-1-
en-1-il)vinil)-5-((12-etil-10-(2-etil-4-(2-hidroksietoksi)-3-metil-4-oksobutil)-
14-(2-hidroksietoksi)-13-metil-14-oksotetradekanoil)oksi)-1,3,3-trimetil-3H-
indol-1-ium (1@HEMA) Sentezi

o HO/\/O\”)J\
| 7\ o 22
O B E—

AIBN, 55 °C, 24h, Ar

OH

OH 1@HEMA OH

Sekil 3.6. Hidrojel L@HEMA Sentezi.

Hidroksietil metakrilat 22 (1 mL,) Azobisisobiitironitril (AIBN) (2,5 mg, 0,05
mmol) ve Cy7 1 (0,5 mg, 0,51 umol) i¢eren karigim argon atmosferi altinda homojen
olana kadar karistirildi. Sonra siringaya almdi ve karisim 55 °C etiivde 24 saat 1s1t1ld1
ve jellesme gozlendi. Daha sonra hidrojel, asetonitril ve saf suyla yikanarak
reaksiyona girmemis maddeler uzaklastirildi. Hidrojel 2 giin boyunca suyu sik sik
degistirmek suretiyle saf suda bekletildi ve sisme Olglimleri alindi. Hidrojelin ilk
agirhg tartildi ve saf suya alindi. 15 dakikada bir ile baglayip bekleme siireleri
artirtlarak iki giin 6l¢iildii. Ayni prosediir I mg Cy7 1 ile tekrar edilerek boya icerigi
yiiksek hidrojel elde edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu calismada heptametin siyanin tabanli yeni bir fotoduyarlagtiricinin 1 tasarimi ve
sentezi iizerinde durulacak, ajanin 1 fotodinamik ve fototermal etkinlikleri test
edilecektir. Ayrica bu yeni malzemenin hiicre goriintiilemesi ve 3-4,5-dimetil-
tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi gergeklestirilecektir. Elde
edilen fotoduyarlastirict ajan ile 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) kovalent olarak
baglanarak hidrojel 1@HEMA sentezlenecektir. Sentezlenecek olan bu hidrojelin de
yapisindaki c¢apraz baglayici olarak kullanilan heptametin siyanin 1 {initesinin
varligindan dolayr FDT/FTT yapmasi beklenmektedir ve fototerapi etkinlikleri test

edilecektir.

4.1 Hedeflenen Cy7’nin (1) Sentezi

Hedeflenen heptametin siyanin boyast 1, uygun reaksiyon kosullari ile bes basamakta

sentezlenip karakterize edildi.

[k olarak 4-hidroksifenil hidrazin hidroklorid 14 3-metil-2-biitanon 15 ile literatiirde
bilinen bir yontem kullanildi [34].

\ O
o) \HJ\
@)
J = Crs-
> /
HN C,HsOH, 78°C, N
NH, . HCI 24h, Ar %73 16

14

Sekil 4.1. Bilesik 16’nin sentez semasi.

'H NMR ve *C NMR spektrumlarmin (Sekil 4.2, 4.3) literatiir ile uyumlu ve yapiy1

dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.3. Bilesigin 16 *C NMR spektrumu (CDCl5)
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Diger basamakta 16 literatiire gore hidrobromik asit ile kaynatilarak [34] bilesik 17
elde edildi.

0 HBr HO
/ > /
N 140°C, 2h, %67 N

16 17

Sekil 4.4. Bilesik 17’ nin sentez semasi.

Yapt 'H NMR, ¥C NMR ve LC MSMS spektrumlar (Sekil 4.4, 4.5, 4.6) ile
karakterize edildi. 3.76 ppm’deki metil pikinin olmadigi ve 9.98 ppm’de —OH

grubundaki protonun varligir dogrulandi.

W i
\
HO\T’/{}:’;/\<
2 ‘\;’//\‘[\f
1
. 17
| :
/Xu' J ]
—_—
&
T T IF T T T
102 101 100 99 98 97 96
f1 (ppm)
i
JI ai }
L b)\ug_ﬂjlu_;‘_A_
"

T T T T T T T T r T T T T T T
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 5.0 40 35 30 25 20 15 10 05 00
f1 (ppm)

Sekil 4.5. Bilesigin 17 *H NMR spektrumu (CDCls).
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Sekil 4.6. Bilesigin 17 *C NMR spektrumu (CDCls).
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Sekil 4.7. Bilesigin 17 LC MSMS spektrumu.

Ugiincii adimda bilesik 17 ile 10-undekenoil klorid 18, tretilamin varhiginda

etkilestirilerek 19 elde edildi.

CI
@)
© N
19

NEt; CH,Cl,, 0°C-25°C, 24h, Ar

Sekil 4.8. Bilesik 19’un sentez semasi.
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Yapt *H NMR, *C NMR ve LC MS

spektrumlart (Sekil 4.9, 4.10, 4.11) ile

dogrulandu.
G U O B
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e [ R J I,
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4'95 ‘ 4‘9"1 ' ’1.‘9“ ' 4.'86 ‘
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/ |
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Sekil 4.9. Bilesigin 19 "H NMR spektrumu (CDCl5).
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Sekil 4.10. Bilesigin 19 13C NMR spektrumu (CDCl5).
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Sekil 4.11. Bilesigin 19 LC MS spektrumu.

Daha sonra bilesik 19 iyodometan ile geri sogutucu altinda kaynatildi ve metilleme

tepkimesi gergeklestirilerek bilesik 20 elde edildi.

(@) (0]
/\/\/\/\/\I( w CHl /\/\/\/\q/ w
(o] N o N+ -
\ |
19 20

45°C, 48h

Sekil 4.12. Bilesik 20’nin sentez semas.

Yapt '"H NMR ve LC MSMS (Sekil 4.10, 4.11) ile karakterize edildi. Kiitle

spektrumunda 356.26°da yapinin hesaplanan m/z degeri ve iyot fazlasi gozlendi.
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Sekil 4.13. Bilesigin 20 *H NMR spektrumu (CDCls).
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miz: 356.26 (100.0%)

[M+1]*

Sekil 4.14. Bilesigin 20 LC MSMS spektrumu.

Daha sonra 20 ile bisaldehit 21[35] bazik ortamda asetik anhidrit ¢oziiciisiinde

etkilestirilerek heptametin siyanin boyasi 1 sentezlendi.

cl
HO/\\‘@A‘O
o
/M;\( 21
0 N NaOAc, Asetik Anh.,
\ 25°C, 11h, Ar, %70

20

Sekil 4.15. Bilesik 1’in sentez semasi.

Yapist 'H NMR ve LC MS (Sekil 4.16, 4.17) ile aydinlatildi.
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Sekil 4.16. Bilesigin 1 "H NMR spektrumu (CDCls).
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Sekil 4.17. Bilesigin 1 LC MS spektrumu.
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4.2 Hedef Bilesigin 1 Fotofiziksel Ozellikleri

Elde edilen heptametin siyanin boyasinin 1 fotofiziksel Ozellikleri incelenmistir.
Siyanin boyasmin 1 ideal terapétik pencerede 785 nm’de sogurma yaptigr ve 750
nm’de uyarildiginda 805 nm’de floresans emisyon yaptig1 gozlemlendi. Doku 151k
penetrasyonun yiiksek ve 11k toksisitesinin minimum oldugu bu pencerede sogurma

ve emisyon yapmasi 6nem arz etmektedir.
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Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

0,8 1
0,7:
o,s:
0,5:
m4:

0,3

Absorbans (a.u.)

0,2 -

0,14

0,0

M LI v 1 v LI M LI v 1 v LI M L}
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A (nm)

Heptametin siyanin boyasinin 1 (3X10‘6 M) sogurma spektrumu (CH30H,
Amax = 785 nm).
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80 4

60 <

Floresans Siddeti
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' I ' L] ' L] ' L] ' L]
750 775 800 825 850 875
A (nm)

Heptametin siyanin boyasinin 1 (3x10°® M) floresans spektrumu (CHsOH,
Amax = 805 nm).

Hedef bilesik Cy7 1’in floresans kuantum verimi indosiyanin yesili standart alinarak

0,0088934 olarak hesaplandi.
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4.3 Hedeflenen Hidrojelin Sentezi

Calismanin ikinci asamasinda ise fotoduyarlastirici boya 1 ile 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA) 22 polimerizasyon reaksiyonu iizerinden etkilestirildi ve
neticesinde hidrojel 1@HEMA sentezi gerceklestirildi. Bu c¢aligmada iki farkli
konsantrasyonda (0.5 mg ve 1 mg Cy7 (1)) capraz baglayici kullanildi. Capraz
baglayici miktarina bagli olarak sentezlenen hidrojelin fototerapi etkinliklerinin

degisiklik gostermesi beklenmektedir.

NOWJL
HO
/\/\/Mo ¢ OY\/\/\/\/\ o %
L LT e
o N> ‘ N 0 AIBN, 55 °C, 24h, Ar
|

1

HO OH

1, J
o o
o cl o
PR AT 1
= =
oo © N+ N “ o o
/ | | .
OH 1@HEMA OH

Sekil 4.20. Bilesigin 1@HEMA sentez semasi.

Elde edilen hidrojelin su tutma kabiliyetinden dolayi, hidrojelin kiitlesinin (m),

hidrojelin baslangi¢ kiitlesine (m,) oranlanarak zamana kars1 sisme grafigi elde edildi
(Mre|: m/mo)

® 1@HEMA 05 [l 1@HEMA 1

0 15 30 45 60 90 150 270 450 600
Zaman (dk)

Sekil 4.21. I@HEMA hidrojellerinin zamana bagh sisme grafigi.
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Hidrojellerin su tutma o6zelligi monomer sayesinde olsa da yapisindaki capraz
baglayict miktarina gore de degisiklik gostermektedir. Ciinkii ¢apraz baglayici
miktar1 az oldugu zaman ortamdaki monomer orani daha fazla olur ve daha ¢ok su
alarak sisme sergiler. Elde ettigimiz hidrojellerin de sisme grafigi incelendiginde

1@HEMA _0,5’in daha fazla su tutararak sistigi gézlemlendi.

a) b)

Sekil 4.22. |@HEMA hidrojellerinin SEM goriintiileri; a)l@HEMA_0.5 (5000X),b)
1@HEMA_0.5 (500X), ¢) LI@HEMA._ (5000X), d)I@HEMA._1 (500X).
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Sekil 4.23. 1@HEMA _1 hidrojelinin termogravimetrik analizi (TGA).

lI@HEMA 1 hidrojelinin TGA spektrumu incelendiginde; 117.0 Cel’ de %l1
oraninda nemin uzaklastig1 ve 388.7 Cel’ de ise %86.7 sinin bozuldugu gézlenmistir.

500 Cel’de de %2.2 kiil miktar1 tespit edilmistir.

4.4 Hedef Bilesigin Cy7 ve Hidrojelin 1@HEMA FDT Testleri

FDT’nin etkinligi singlet oksijen tiretimi ile gosterilebilir. Literatiirde singlet oksijen
tiretimini test etmek icin baz1 tuzak molekiiller kullanilmaktadir. Bunlardan biri 1,3-
difenil isobenzofuran (DPBF)’dir. Eger ortamda singlet oksijen (102) iretiliyor ise,
olusan 'O, DPBF ile etkileserek yapisini bozar ve endoperoksit olusumuna neden
olur. Olusan endoperoksit oda sicakliginda diketona doniisiir. '0, olusumu da

DPBF’in sogurma spektrumu ile takip edilir. 0, varliginda DPBF’in yapist

bozuldugu i¢in sogurma spektrumunda azalma meydana gelir.

34



2 == 02 7~ S
0O —> (0]
N S 0

Sekil 4.24. DPBF’in bozulma reaksiyonu.

Tasarim1 ve sentezi yapilan heptametin siyanin boyasi 1 ve DPBF, kirmiz1 1sikla
belirli siire boyunca 1sinlanmistir. Yapilan lglimler sonucunda DPBF’in (Amax=417
nm) sogurmasinin zamanla azaldigi (Sekil 4.19) gézlemlendi. Bu sonuglar 1s181inda

Cy7’nin 1, 'O iirettigi tespit edildi.
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Sekil 4.25. DPBF’in (6,6x10° M, Amax = 417 nm) Cy7 1 (4,3x10° M, DMSO)
varliginda sogurma siddetinin azalma spektrumu (@540-800nm).
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Sekil 4.26. DPBF’in (6,6x10° M, Amax = 417 nm) Cy7 1 (4,3x10° M, DMSO)
varhiginda sogurma siddetinin azalma grafigi (@540-800nm).

Hedef bilesik Cy7 1 ‘in 10, kuantum verimi metilen mavisi standart aliarak 0,03532

hesaplandi.

Hedef bilesik 1@HEMA hidrojelinin FDT etkinligi tuzak molekiil N,N-dimetil-4-
nitrosoanilin (RNO) kullanilarak PBS ortaminda test edilmistir. Kirmiz1 11k ile
1@HEMA hidrojelleri belirli zaman araliklartyla 1sinlanmis ve RNO’nun sogurma
siddetinde (Amax=440 nm) azalma oldugu, elde edilen hidrojellerin de 0, iiretebildigi
iddia edildi (Sekil 4.27, 4.29).
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Sekil 4.27. RNO’nun (4,5x10” M, Amax=440nm, 6,4x10° M imidazol),

1@HEMA _0.5 (PBS, pH=7.4) varliginda sogurma siddetinin azalma
spektrumu (@540-800nm).
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Sekil 4.28. RNO’nun (4,5x107 M, Amna=440nm, 6,4x10° M imidazol),
1@HEMA _0.5 (PBS, pH=7.4) varliginda sogurma siddetinin azalma
grafigi (@540-800nm).
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Sekil 4.29. RNO’nun (4,5x107 M, Amax=440nm, 6,4x10° M imidazol), 1I@HEMA 1
(PBS, pH=7.4) varliginda sogurma siddetinin azalma spektrumu (@540-

800nm).
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Sekil 4.30. RNO’nun (4,5x107 M, Amax=440nm, 6,4x10°° M imidazol), 1I@HEMA 1
(PBS, pH=7.4) varliginda sogurma siddetinin azalma grafigi (@540-
800nm).
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1@HEMA hidrojellerinin  FDT testleri incelendiginde yapisindaki Cy7 1’in

miktaria bagl olarak etkinliginin degistigi tespit edildi. 1@HEMA _1 hidrojelinin
daha iyi 1O, iirettigi gozlendi.

4.5 Hedef Bilesigin FTT Testleri

Hedef bilesiklerin fototermal testleri i¢in lazer kullanilarak 1sinlanmis ve sicaklikta
meydana gelen degisiklikler termal kamera ile 6l¢iilmiistiir. Sentezlenen Cy7 1 i¢in
sulu ¢ozeltideki sicaklik artis1 incelenmistir. Cy7 1’in sulu ortamda ¢dzlinmesi i¢in
Pluronic F127 poloksameri ile kaplama yapilmistir. Kontrol olarak F127’nin sulu

¢ozeltisi 1s1nlanarak sicakliklar 6lglilmiistiir.
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Sekil 4.31. Cy7 1’in (H20, %10 F127) lazerle (808 nm, 0.5 Wcm™) 10 dakika
isinlamasinin fototermal etkisi. m F127 (7,9x10° M), m Cy7 1 (1,2x10™
M), ACy7 1(2,5x10* M) ¢ Cy7 1 (5x10™* M).

Yapmis oldugumuz FTT testi sonucu kontrol grubu F127°nin tek basina sicakliginin
28.5 °C’ ye kadar arttig1 gézlemlendi. Aym sekilde farkli konsantrasyonlarda (0.15,
0.25, 0.5 mg) Cy7 I’in de FTT testleri yapildi ve madde miktar1 ile sicakligin dogru
orantili bir sekilde arttig1 goézlemlendi. Bu Sl¢iimler 1s181inda 0.5 mg Cy7 1 iceren
soliisyonun daha etkili FTT 6zelligi gosterdigi iddia edilebilmektedir.

39



60 - -=HEMA@MBA
i —o HEMA@0_5
50 o -+HEMA@1
5
o\_ﬂ
x -
L 30 -
(7]
20
10 l L] L] l L] L] l L] L] l L] L] l L] L] l L] L] l
0 4 6 8 10 12

Zaman (dk)

Sekil 4.32. Hidrojel 1@HEMA ’nin lazerle (808 nm, 0.5 Wem™) 10 dakika 1sinlamasinin
fototermal etkisi.

1@HEMA 1’in, 1I@HEMA 0.5 ¢ kiyasla daha yiiksek termal artis gostermistir. Bu
da Sekil 4.32°de dogrulandig1 gibi hidrojelin yapisindaki ¢apraz baglayict miktarina
bagli olarak artmustir.
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Sekil 4.33. Il@HEMA 0,5’in @808 nm lazer 1sinlamasi ile termal dongii grafigi.
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Sekil 4.34. [@HEMA _1'in @808 nm lazer 1sinlamasi ile termal dongii grafigi.

o

1@HEMA hidrojellerinin  FTT kabiliyetleri, sogutulup 1sitilmak kaydiyla
tekrarlandi. 1@HEMA_0.5 hidrojelinin dordiincii tekrarda termal artis gostermedigi
gozlemlendi. 1@HEMA _1 hidrojelinin ise besinci tekrara kadar termal artiginin
oldugu goriildii. Ayrica hidrojellerin 1smmlama kesildiginde de kisa siirede
soguyabilmeleri Onem arzetmektedir. Elde ettigimiz bulgular neticesinde de

sentezlemis oldugumuz hidrojel I@HEMA FTT igin ideal ajan olabilir.

4.6 Hedef Bilesigin In Vitro Calismalar

Hedef bilesik Cy7 1, giicli sogurma ve emisyon yapabildigi i¢in floresans
goriintiileme yapmasi beklenmektedir. Bu nedenle insan larinks kanseri (Hep-2)
hiicre hattinda biyo(medikal) goriintiileme ajani olarak test edildi. Yapilan deneyler
sonucu Cy7 1 boyasinin Hep-2 hiicre hattinda giiclii floresans yaptig1 dogrulandi
(Sekil 4.35).
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Mavi

Kirmizi

Cakistirilmis

Sekil 4.35. Hep-2 hiicrelerinin 24 saat inkiibasyondan sonra floresans goriintiileri (50
uM); a) DAPI ile boyanmis hiicre, b) Cy7 1 ile boyanmis hiicre
cekirdekleri, ¢) DAPI ve Cy7 1 boyanmis hiicrelerin g¢akistirilmis
goruntusu.
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Elde edilen hedef bilesigin canli hiicre ortaminda FDT yaptigin1 test etmek icin Hep-
2 larinks kanseri hiicre hatt1 37 °C’de %5 CO, ortaminda Dulbecco'nun modifiye
edilmis Eagle ortamindan (DMEM) olusan biiylime ortaminda kiiltiirlendi. Cy7 1
hiicre canlilig1 deneyi i¢in F127 poloksameri ile kaplanarak suda ¢oziildii ve DMEM
ile ¢esitli konsantrasyonlarda seyreltilerek 96 kuyucuklu plakaya eklendi. Sonrasinda
bu plaka kirmizi 1sik ile 1sinlandi. Kolorimetrik MTT ile hiicre canliligi testi

gerceklestirildi (Sekil 4.36).

MTT, tahlili, hiicrenin metabolik aktivitesini degerlendirmek i¢in kullanilan
kolorimetrik bir yontemdir. NAD(P)H'ye bagl hiicresel oksidorediiktaz enzimleri,
mevcut canlt hiicrelerin sayisini gosterebilir. Bu enzimler, tetrazolyum boyast MTT
3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiirii, mor renkli ¢oziinmeyen
formazanina indirgeyebilir. Tetrazolyum halkas1 sadece aktif mitokondri tarafindan
kirilabilir ve bu da canli hiicre ile miimkiin olmaktadir. Mitokondri tarafindan kirilan
tetrazolyum halkas1 renk degisim reaksiyonu gosterdikten sonra spektroskopik

yontemle Olciiliir ve canli/6lii hiicre sayis1 belirlenir.
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Sekil 4.36. Hep-2 hiicrelerinin F127@]1 ile muamelesi sonucu in vitro fotodinamik
tedavisi; mavi 1sinlama olmadan, kirmizi @600-800 nm ile 1sinlama
sonucu hiicre canlilig1 yiizde grafigi.
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Yapilan MTT analizi sonrasinda Cy7 1’in karanlik toksisitesi olmadig1 goriildi. 1’in
kirmiz1 11k ile 1sinlanmasindan sonra ise hiicre canliligmi belirgin bir sekilde

azalttigi, etkili FDT yapabildigi tespit edildi.
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Sekil 4.37. L929 hiicrelerinin farkli miktarlarda 1@HEMA 1 ile muamelesi ile in
vitro biyouyumluluk c¢aligmas1 sonucu hiicre canlilig: yiizde grafigi.
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4. SONUC VE ONERILER

Klinikte kullanilan FDT ajanlarinin bulundurdugu dezavantajlarindan dolay1 yeni
ajanlarin gelistirilmesi 6nem arzetmektedir. Bu yiizden bu tez kapsaminda siyanin
boyalar1 secilmistir. Siyanin boyalari, yiiksek molar sogurma katsayisina, yiiksek
singlet oksijen kuantum verimine sahip organik boya smifidir. Fototerapotik

pencerede sogurma ve emisyon yapmaktadirlar.

Siyanin boyalarinin bu 6zellikleri goz 6niinde bulundurularak, asagida sentez semasi

verilen yeni bir siyanin boyasinin tasarimi ve sentezi hedeflenmistir.
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Sekil 4.38. |@HEMA hidrojellerinin genel sentez semasi.

Bu c¢alismada hedef bilesik Cy7 1, ticari 4-metoksifenil hidrazin hidroklorid (14)
baslangi¢c maddesi kullanilarak bes basamakta sentezlendi. Hedef bilesik 1, 'H NMR,
LC MSMS ile karakterize edildi ve fotofiziksel dzellikleri incelendi.

Daha sonra Cy7 1 boyasi ve 2-hidroksietil metakrilat monomerinin polimerizasyon
tepkimesi ile 1@HEMA hidrojelleri sentezlendi. Sisme 6l¢timleri, SEM ve TGA
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analizleri ile karakterizasyonu saglandi.

Hedef yapilarin 1 ve 1@HEMA, FDT ve FTT etkinlikleri incelendi, 1’in ideal
fototerapotik pencerede sogurma ve emisyon yapmasindan dolay: etkili fototerapi
yaptiklari gézlemlendi. Yine Cy7 1’in lstlin 6zelliklerinden kaynakli olarak canli
hiicre goriintiilemesi yapildi ve Hep-2 kanser hiicrelerinde floresans goriintiileme
yaptig1 gozlendi. Ayrica Hep-2 hiicrelerinde MTT analizi ile FDT etkinligi
incelendi ve kirmizi 151k ile 1s1nlamasi sonucu hiicre canliliginda belirgin bir azalma

oldugu goriildii.

Elde edilen hedef bilesik Cy7 1 ile hidrojel sentezi amaclandi. Burada Cy7 1 boyasi
capraz baglayict olarak secildi ve hidrojele kovalent olarak baglandi. Monomer
olarak 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) secildi. Sentezlenen hidrojellerin
1@HEMA fototerapi etkinlikleri incelendi. 1@HEMA’nin FTT ve FDT testleri
yapildi.

Literatiirde siyaninin ¢apraz baglayici olarak kullanildigi, hem FDT hem de FTT
etkinligi gosteren hidrojeller bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasi bu bakimdan 6ncii

bir nitelik tasimaktadir.

Sonug olarak heptametin siyanin tabanli Cy7 1 yeni bir NIR boyasi sentezlendi,
beklendigi gibi 'O, iiretebildigi ve yiiksek sicakliga ulasarak fototermal etkinlik
gosterdigi dogrulandi. Sentezlenmis olan Cy7 1’in, canli hiicre goriintiilemelerde,
kanser tedavilerinde, 1@HEMA’nin da cilt kanseri ve bazi cilt hastaliklarinin
tedavisinde kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Ayrica hidrojellerin nemli olmasindan

dolay1 yara bakiminda yara Ortiisii olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Bu tez kapsaminda elde edilen bulgulara dayanarak fototerapi ajan1 potansiyeline
sahip bu malzemelerin biyouyumlu oldugu ve etkili terapi yapabilecegi gézlenmistir.
Ayrica sentezlenmis olan Cy7 1, yine capraz baglayici olarak kullanilarak, farkli
kullanim alanina sahip, farkli uyaricilara duyarli monomerler ile yeni hidrojeller elde

edilebilir.
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