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YENI SILISYUM FTALOSIYANINLERIN SENTEZI iLE FOTOKIMYASAL
VE BiYOLOJIiK OZELLIKLERININ INCELENMESI

OZET

Ftalosiyaninler boyar madde olarak kullanilan molar absorpsiyon katsayisi yiiksek,
mavi-yesil renkli, aromatik makrohalkalardir. Bu bilesiklerde delokalize m-elektron
sistemi bulundugundan c¢ok ilging fiziksel ve kimyasal 6zellikler gosterirler ve pek
cok metal ile kompleks verirler. Ftalosiyaninler porfirinler ile benzer o6zellikler
gosterirler. Porfirinler klorofil a, hemoglobin gibi yapilar olup dogada hazir olarak
bulunur. Ftalosiyaninler ise sentetik maddelerdir.

Ftalosiyaninler 151k, 1s1, asit ve alkalilere kars1 dayaniklidirlar, organik ¢oziiciilerde
ve suda c¢oziinmezler, mavi-yesil pigment olarak kullanilirlar. Siibstitiientsiz,
metalsiz ve metalli ftalosiyaninlerin organik c¢oziiciilerde ve suda ¢oziinmemeleri
onlarin uygulama alanlarin1 kisitlamaktadir. Makrohalkaya kuaternize amonyum
gruplar1 ilave edildiginde halka genis bir pH araliginda suda ¢oziiniirliik kazanir.

Ftalosiyanin makrohalkalarinin m-elektron etkilesimi sonucu birbirleri iizerine
yigilmalarina agregasyon denir ve bu durum ¢oziinilirliigii azalttigi, saflagtirmada
sorunlara sebep oldugu i¢in istenmeyen bir Ozelliktir. Bu noktada silisyum gibi
koordinasyon sayisi fazla olan metaller kullanisli olabilir. Ciinkii halka diizlemine
dik agregasyonu engelleyecek farkli gruplar molekiile baglanabilir.

Ftalosiyaninlerin  geleneksel uygulamalarin yaninda fotodinamik terapide
fotoalgilayict olarak ya da diger tibbi uygulamalarda kullanilmaktadirlar. Bu durum
ftalosiyaninlerin fotofiziksel ve fotokimyasal O6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.
Ftalosiyaninler 300-400 ve 600-700 nm arasinda ¢ok gii¢lii absorpsiyon yaparlar.
Bozunma egilimleri disiiktir ve floresans kuantum verimi ile singlet oksijen
kuantum verimi yiiksektir. Fotodinamik terapide fototoksik meydana getirmek i¢in,
fotoalgilayicilar kirmizi 151k enerjisini absorplayarak singlet oksijen lretir.
Sentezlenen maddelerin biyolojik uygulamalari i¢in suda ¢dziiniir olmalar1 gerekir.
Bu amacla ftalosiyanin siilfonat, karboksilat ya da kuaternize amonyum gruplar gibi
hidrofilik gruplarla siibstitiiye olur. Boylece organik c¢oziiciilerde ¢oziintirligi
saglanir. Ozellikle silisyum ftalosiyaninlerin (SiPc), spektrumun kirmizi bolgesinde
yiiksek molar absorpsiyon katsayisina sahip olmasi, fotokararliligi ve fotouyarilmis
triplet halin uzun yasam 0mriine sahip olmasi, bilinen iyi bir fotoalgilayic1 olmasinin
saglamistir.

Bu c¢alismada, eksenel konumlarda fonksiyonel gruplarin oldugu maddeler
sentezlenmistir. Silisyum ftalosiyanin dikloriir ve tropin, NaH varliginda, kuru
toluende 24 saat boyunca azot atmosferi altinda reaksiyona sokulmustur. Elde edilen
3 bilesigi dimetil siilfat asiris1 eklenerek kuaternize 3Q bilesigi sentezlenmistir. 3
bilesiginin asir1 1,3-propandisulton ile reaksiyona sokulmasiyla da zwitter iyonik 3Z
elde edilmistir.
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Elde edilen bilesikler UV-Vis, FT-IR, By NMR, floresans ve kiitle spektroskopi
(MALDI-TOF metodu kullanilmistir-matriks dihidroksibenzoik asittir) teknikleri ile
karakterize edilmislerdir.

Floresans DNA-Pc titrasyonlari1 sentezlenen bilesiklerin Ky, degerlerini vermektedir.
Ticari olarak satin alinan DNA boyast SYBR-GOLD ile yapilan floresans dlgiimleri
ise maddelerin DNA’nin yeni maddelerden birini veya SYBR boyasini tercih edip
etmedigini gostermektedir ve Ky, degerlerini vermektedir. Ayrica maddeler 1s1k ile
uyarilarak singlet oksijen iiretip liretmedikleri tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: PDT, DNA, silisyum ftalosiyanin, singlet oksijen.
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SYNTHESIS OF NEW SILICON PHTHALOCYANINES AND
INVESTIGATION OF THEIR PHOTOCHEMICAL AND BIOLOGICAL
PROPERTIES

SUMMARY

Phthalocyanine is an intensely blue-green colored aromatic macrocyclic compound
that is widely used in dyeing. Phthalocyanines exhibit fascinating physical properties
which arise from their delocalized n- electronic structure and they form coordination
complexes with most metals. Phthalocyanines are structurally related to other
macrocyclic pigments, especially the porphyrins. The pyrrole-like rings within H,Pc
are closely related to isoindole. Porphyrins exist in nature such as chlorophyll and
hemoglobin, but phthalocyanines are totally synthetic substances.

Phthalocyanine blue-green pigments have outstanding stability to light, heat, acid
and alkaline substances and they are insoluble in organic solvents and water.
Unsubsituted metal-free and metallophthalocyanines are practically insoluble in
common organic solvents and aqueous media, thereby their applications are
minimized. Quaternized ammonium groups are especially useful to achieve solubility
within a wide pH range.

Photodynamic therapy has emerged as a new method for treatment of some localized
cancers and late age-related macular degeneration. It employs nontoxic
photosensitizers and visible light in combination with oxygen to produce cytotoxic
reactive oxygen species (ROS) that destroy malignant cells via multifactorial
mechanisms (Type | or Il mechanism), including necrosis and/or apoptosis,
destruction of vasculature to deprive the malignant tissues of oxygen and nutrients,
and induction of acute inflammation that attracts leukocytes.

PDT has several advantages including its minimally invasive nature, and high
specificity that can be achieved through precise application of the light with modern
fiber-optic systems and various types of endoscopy. As a result, PDT has received
considerable attention, not only at the fundamental level, but also in the clinical
avenue.

Recently, cationic phthalocyanines which bind to DNA have been used on cell
culture experiments for the purpose of PDT. It was seen that these phthalocyanines
produce singlet oxygen and cause the lysis of cell. Water solubility is an important
factor for medical applications. It has been known that phthalocyanines substituted
with hydrophilic groups such as sulfonates, carboxylates or quaternized amino
groups can be soluble in polar solvents such as water or DMSO. Generally, silicon
phthalocyanines are used in PDT due to their high singlet oxygen quantum yields.

Aggregation is an unfavorable property of Pc that decreases solubility and brings
problems to purification and characterization. Central metals with more coordinating
sites like silicon are favorable from this point of view, because they enable the
introduction of additional aggregation-inhibiting substituents on the metal, and thus,
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they highly increase the amount of the monomer in solution or they facilitate the
solubility.

Molecular aggregation of phthalocyanines, which is an intrinsic property of these
large m-conjugated systems, provides an efficient nonradiative energy relaxation
pathway, thereby shortening the excited state lifetimes and greatly reducing the
photosensitizing efficiency. Phthalocyanine derivatives exhibit the maximum
absorption in the far-red range between 600 and 800 nm, and have a great penetration
into the tissue and a long triplet lifetime, and high singlet oxygen quantum vyields.
Closed-shell diamagnetic ions such as zn*, AI*, Ga** In* and Si* give
phthalocyanine complexes with both high triplet yields and long lifetimes, both of
which are useful for PDT studies. Among these compounds, amphiphilic
phthalocyanines are the most promising photosensitizers. Since a hydrophilic
character benefits the transport of a drug in the body, and its lipophilicity benefits its
uptake by tumor cells, the amphiphilicity of a photosensitizer is therefore considered
to be an important factor in the design of a new photosensitizer.

In addition to their traditional use and application in industry, phthalocyanines are
also used in photosensitizers for photodynamic therapy and other medical
applications. Phthalocyanine complexes are very useful for photodynamic therapy
because of photophysical and photochemical properties. Phthalocyanines strongly
absorb light between 300-400 and 600-700 nm, have good chemical stability, low
degradation and have sufficient quantum yields of fluorescence and singlet oxygen.
Singlet oxygen produced after excitation of a photosensitizer is essential for
phototoxic effects in PDT. Silicon phthalocyanines are useful in PDT because of
their high singlet oxygen quantum yields. Synthesized phthalocyanines should be
water soluble for biological applications. Phthalocyanines are generally substituted
with hydrophilic groups such as sulfonates, carboxylates or quaternized amino
groups in order to be soluble in polar solvents.

A substantial number of phthalocyanines with different moieties have been examined
for their photophysical properties, among which sulfonated derivatives of zinc and
silicon phthalocyanines have received great attention, because of their water
solubility and ease of preparation. Only a few phthalocyanine-based photosensitizers
have been used in clinical trials so far; these include the silicon(IV) phthalocyanine
Pc4, a liposomal preparation of zinc phthalocyanine (CGP55847), and a mixture of
sulfonated aluminum phthalocyanines (Photosens).

Pcd is one of the most efficient second-generation photosensitizers. It has
nonaggregating nature and as a result of the absence of structural isomers, this
compound exhibits high photodynamic activities, both in vitro and in vivo, against
tumors. The preparation of this compound involves more than five steps. However, it
is commercially available. It can also be modified including a photolysis reaction to
replace the axial methyl group with a hydroxy group.

In this work, silicon phthalocyanine (SiPc) compounds were synthesized having
functional groups in axial positions. For this purpose, unsubstituted dichlorosilicon
phthalocyanine and tropine react in the presence of NaH in dry toluene for 24 h
under nitrogen atmosphere. The obtained compound 3 is quaternized with excess
dimethyl sulfate to obtain the quarternary compound 3Q. For the synthesis of the
zwitterionic SiPc 3Z, 3 and excess 1,3-propanedisultone were reacted in dry DMF
for 24h under nitrogen atmosphere.
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The structures of these compounds were characterized by using UV-Vis, FT-IR, *H
NMR, fluorescence and mass spectrometric (MALDI-TOF  method-
dihydroxybenzoic acid as matrix) techniques.

Fluorescence DNA-Pc titration spectra and, quenching fluorescence spectra of
SYBR-DNA complex were used to determine Ky binding constants and K, Stern-
Volmer constants, respectively. Also the generation of singlet oxygen of all species
was determined in the presence of irradiation.

Key words: PDT, DNA, silicon phthalocyanine, DNA, singlet oxygen
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1. GIRIS

Ftalosiyaninler (Pc) 20. yiizyilin baslarinda tesadiifen bulunuslarinin ardindan 1934
yilinda yapilarinin aydinlatilmasiyla endiistride uzun yillar boyar madde olarak
kullanilmislardir. Son yillarda yogun olarak arastirilan ftalosiyaninler bir¢ok bilimsel
alanda kullanim alani bulmustur. Boya, tekstil, optik malzemelerde, fotokopi
makinelerinde  fotoiletken  eleman, elektrokromik  gériintii  cihazlarinda
kullanimlarinin yani sira enfarktiis riski olan damarlarin, gdzdeki retina damarlarinin
goriintiilenmesinde, kanserin fotodinamik terapisi ve diger tibbi uygulamalarda
kullanilmaktadirlar. Ftalosiyaninlerin bu kullanim alanlarinda ilgi gérmesinin sebebi,
gosterdikleri Uistilin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerdir [1]. Endiistriyel ve tibbi talepler,
arastirmacilarin ¢aligmalarina yon vermektedir. Boylece farkli merkez atomu ve/veya
siibstitie  gruplar  iceren ftalosiyaninler  sentezlenmekte ve  Ozellikleri

incelenmektedir.

Ftalosiyaninlerin karakteristik absorpsiyon spektrumlari 350 nm’lerde goriilen Soret
(B) band1 ve 675 nm’lerde goriilen kuvvetli Q bandidir. Pc’lerde absorpsiyon
spektrumunun daha uzun dalga boylarina kaymasinin nedeni, benzen halkalar1 ile
konjuge haldeki pirol gruplarinin azot atomlar: ile birbirine baglanmis olmasindan

kaynaklanmaktadir [2].

Kemoterapiye alternatif olan fotodinamik terapide son zamanlarda Pc’ler lizerinde
yogunlasma olmustur. Fotodinamik Terapi (PDT), tiimor tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Ftalosiyaninler, PDT’de kullanilmak iizere gelistirilen
ikinci nesil fotoalgilayicilardir. Pc’ler uzun dalga boylarinda absorpsiyonlarindan
dolay1 fotodinamik terapi i¢in daha uygun molekiiller olup dokuya daha derin bir
sekilde isledikleri igin porfirinlere gore daha iyi bir fotoalgilayicidir [3]. Ayrica
Pc’ler uzun dalga boylarinda yiiksek molar absorpsiyon katsayisina ( >10° M™ cm™)
sahiptirler [4]. Ancak ftalosiyaninlerin fotodinamik kanser tedavisinde kullanimi
sudaki ¢oziintirliikleri ile snirlidir. Ftalosiyaninleri suda ¢oziiniir hale getirmek i¢in
ftalosiyanindeki benzen halkasi ilizerine hidrofilik karakterli siilfonat, karboksilat,

kuaternize amino grubu ve fosfonat gibi gruplar iceren siibstitiientler baglanir. Suda



¢cOzliniir ftalosiyanin eldesi i¢in bir bagka alternatif, hidrofilik grubun eksenel

pozisyonda ftalosiyanin halkasi i¢indeki metale koordine olmasidir.

Pc agregasyonu genellikle, monomer yapilardan dimer ve biiyiik kompleks yapilara
Pc halkalarinin st iste istiflenmesi seklinde olusur. Agregasyon, absorpsiyon
spektrumunda Q bandinin maviye kaymasi, bandin yarilmasi ve genislemesi seklinde
gozlenir [5]. Agregasyon oOzelikle PDT ¢alismalart i¢in ciddi bir problem teskil
etmektedir. Periferal ya da non periferal pozisyonlara hacimli gruplarin ilave
edilmesi veya ftalosiyanin ¢ekirdegine eksenel olarak ligand koordine edebilme
kabiliyetine sahip olan 3A ve 4A grubu metallerin yerlestirilmesi ile agregasyonun
engellenmesi miimkiindiir. Bilindigi gibi ftalosiyanin molekiilleri PDT’de fotouyarict

olarak kullanilabilir ama agregasyon yapan ftalosiyaninler inaktiftir [6].



2. GENEL BILGILER

2.1 Ftalosiyaninler

Ftalosiyaninler ilk olarak 1907 yilinda Braun ve Tscherniac tarafindan ftalimid ve
asetik anhidritten orto-siyanobenzamid’in hazirlanmasi sirasinda  tesadiifen,
¢oziinmeyen mavi renkli bir madde olarak g6zlemlenmis, ancak yapisal olarak
aydinlatilamamustir [7]. Ftalosiyanin terimi ilk kez 1933 yilinda Linstead tarafindan
kullanilmistir. Linstead ve arkadaslar1 0-siyanobenzamid’i ve magnezyumu, antimon
metalini veya magnezyumun karbonatlari, oksitleri gibi tuzlarini kullanarak etil alkol
icinde yliksek sicaklikta karigtirarak 1sitmis ve ardindan H,SO, ile muamele ederek
% 40 verimle ftalosiyanin sentezlemislerdir [8]. Ftalosiyaninlerin ilk sentezinden
yaklasik 20 yil sonra metalli ve metalsiz ftalosiyaninlerin yapilari Linstead ve
arkadaglarinin uzun siiren calismalar1 [9-13] ve Robertson’mn X-1sm1 Kirmimi

analizleri sonucunda [14-16] 1933-1940 yillar1 arasinda yaymlanmistir.

Ftalosiyaninler (Pc) 1,3 pozisyonunda aza kopriileriyle birbirine bagli dort izoindol
(Sekil 2.1) tlinitesinden meydana gelen 18 m-elektron sistemli 16 tiyeli (8 karbon, 8
azot) sentetik makrosiklik yapilardir. Ftalosiyaninler dért iminoizoindolin biriminin

kondenzasyon iiriinii olduklarindan dolay1 ‘tetrabenzotetraazaporfirin’ olarak da

adlandirilirlar.
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Sekil 2.1: Izoindolin grubu.
Ftalosiyaninler, hemoglobin, klorofil a ve Bj, vitamini gibi porfirinlerle benzer
yapilara sahip olmakla birlikte porfirinler gibi dogal olarak bulunmayan sentetik

maddelerdir (Sekil 2.2) [17].
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Sekil 2.2: Hemin ve Klorofil a.
Ftalosiyaninlerin rengi maviden sarimsi yesile kadar degisebilmektedir. Pc’ler

havada 400-500 °C’ ye kadar herhangi bir bozunma gdstermezler [18].

Metal igeren ftalosiyaninlerin (Sekil 2.3 sag) eldesi sirasinda ortamda bulunan metal
iyonunun kalip etkisi (yonlendirme etkisi) {irlin veriminin artmasina ve bu sebepten
dolay1 metalsiz ftalosiyaninlerin (Sekil 2.3 sol) eldesinde iiriin veriminin metal i¢eren

ftalosiyaninlere gore daha diisiik olmasina neden olur.

O <0 @ X

Sekil 2.3: Ftalosiyanin bilesiklerinin yapilar1. Sol: Metalsiz ftalosiyanin (H,Pc), Sag:
Metalli ftalosiyanin (MPc).

Kare diizlem ftalosiyanin halkasinin koordinasyon sayisi dort olup, Pc’lerin daha

yiiksek koordinasyon sayisini tercih eden metallerle birlesmesi kare piramit, diizgiin



dortylizlii veya diizglin sekizyiizlii yapilarla sonuglanir. Béyle durumlarda merkez

metal atomu kloriir, su ya da piridin gibi ligandlarla eksenel olarak koordine olur.

Ftalosiyanininlerdeki merkez atomu halkanin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini biiyiik
olgiide etkiler. Zn, Al, Ga gibi diamanyetik bir metal, halkaya yerlestiginde Pc’nin
triplet hal kuantum verimi 0,4’den, triplet dmrii de 200 ps’den biiyiik olur ki bu da
singlet oksijenin olugmasi i¢in gerekli olan minimum 94 kJ’den fazla olan 110-126
kJ’lik bir enerjiye karsilik gelir [19]. Eksenel konumlar: stibstitiiec olmus Pc’lerin
triplet 6miirleri 100-200 ps’dir ve kuantum verimleri de 0.2 - 0.5 arasindadir [20].
Periferal gruplar ve eksenel ligandlar Pc’lerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
Ozelliklerinin hepsini etkiler ve istenilen amaca &zel fotoalgilayic1 sentezinde

optimize edilirler.

Merkezde silisyum atomu iceren ftalosiyaninler ile ilgili yapilan ¢alismalar giderek
onem kazanmig ve SiPc’ler PDT i¢in umut verici fotoalgilayicilar olmaya
baglamistir. SiPc’ler yiiksek dalga boylarinda (>600 nm) absorpsiyon yaparlar.
Agregasyon egilimleri diisiik, singlet oksijen verimleri yiiksektir [21]. Ayrica
fotokemoterapinin yani sira DNA hedefli ara¢ olarak kullaniomma imkén

saglamaktadir.

Sentezlenen Pc 4 bilesigi (Sekil 2.5), 1993 yilinda PDT amagh kullanilmis ve dikkat
¢ekmistir [22-31]. Biyolojik ¢alismalar bu bilesigin V79 kiiltiir hiicresinde in vitro
diizeyde ve tiimorli farelerde in vivo diizeyde fototoksisite gosterdigini agikga ortaya
koymustur. Pc 4 bilesigi eksenel olarak bir hidroksi ve aminosiloksi grubuna sahiptir.
Eksenel konumdaki silisyum dort koordinasyonlu; merkezdeki silisyum atomu
diizgiin sekizyiizlii yapidadir. Silisyum atomunun g¢apt Pc halkasina tam oturur.
Yiiksek fototoksisiteye sahiptir. Bu bilesik, 45 hastaya PDT amach uygulanmistir
[32,33].
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Sekil 2.4: Pc 4 bilesiginin yapist HOSiPcOSi(CHz3)2(CH,)3sN(CHj3),.
Siilfolanmis Silisyum Pc’lerin siilfolanmamis analoglarina goére polar ¢oziiclilerde

daha ¢ok ¢Oziindiigii goriilmistiir. Bu 6zellik SiPc’lerin PDT igin uygun adaylar
olmasini saglamistir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.5 : Monosiilfolanmis bazi silisyum Pc’lerin yapilari.
2008 yilinda Mao ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada fotodinamik tedavi
aracit olarak SiPc ve cis-platinin eksenel konumlardaki sentezleri ile (Sekil 2.7)

antikanserojen ilag¢ olarak kullanimini detayli olarak incelemislerdir [34].
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Sekil 2.6: Eksenel konumlarda cis-{Pt(NHs),}*" iinitelerine sahip SiPc’lerin yapist.

2.1.1 Coziiniir ftalosiyaninler

Ftalosiyanin bilesiklerinin sentezi, saflagtirma siirecleri ve c¢esitli 6zelliklerinin
incelenmesi ve daha sonra herhangi bir uygulamada kullanilmasi siiresince
¢oztinirliikleri biiyiik 6nem tagimaktadir. Ftalosiyaninleri ¢ozliniir hale getirmek i¢in
periferal konumlardan ya da periferal olmayan konumlardan siibstitiisyonla,
fonksiyonel gruplar eklenir. Boylece siibstitiie ftalosiyaninler elde edilmis olur.
Ftalosiyaninlerin ¢oziiniirlestirilmesi i¢in kullanilan bir diger yontem de merkez
atomu kKonumundaki metalin degistirilmesidir. Merkez atomu olarak kullanilacak
metal, ftalosiyanin diizlemi tizerinden ¢oziicii ile etkilesime girebilecek yapiya sahip
ise  ftalosiyaninlerin  ¢ozliniirlestirilmesi ~ kolay  olur.  Ftalosiyaninlerin
¢ozliniirlestirilmesinde siibstitiisyona (6zellikle periferal siibstitiisyona) basvurulur.
Siibstitiisyonun gergeklestirilmesi igin ftalosiyanin sentezi igin kullanilacak baglangic
maddelerine c¢esitli siibstitlisyon reaksiyonlar1 uygulanir. Burada alkil, alkoksi,
alkiltiyo gibi uzun zincirli bilesikler ve hacimli gruplar apolar ¢oziiciiler ig¢indeki
¢Oziintirliigli saglar. Siilfonyum, karboksi veya kuarterner amonyum gruplar1 gibi
polar gruplarin siibstitiisyonu ise su veya polar coziiclilerde ¢oziiniirliik saglar.

Hacimli gruplar daha kiigiik gruplara gore daha iyi ¢oziiniirliik saglar.

2.1.2 Ftalosiyaninlerin UV-Vis spektrumlari

Ftalosiyaninler 18-n elektron sistemleriyle Hiickel kuralina uyarlar. Ftalosiyaninler
zengin 7 elektronlart ile UV-Vis spektrumda farkli absorpsiyon bantlar1 verirler. Bu
pikler 10%, 10° M konsantrasyonlarda yapilan UV-Vis 6l¢iimlerinde Q bandlart



olarak adlandirilan n—n* gecisleri 600-700 nm araliginda goriilmektedir. Bu band
aynt zamanda metalli ve metalsiz ftalosiyaninleri ayirt etmek i¢in ¢ok kuvvetli
absorpsiyon veren karakteristik bir banttir. Metalsiz ftalosiyaninler 600-700 nm
araliginda iki esit band verirken, metalli ftalosiyaninler tek bir band verirler (Sekil
2.8); bunun nedeni metalsiz ftalosiyaninlerde ftalosiyanin halkas1 igerisinde bulunan
azot atomlarmin iki tanesinin NH atomu olduklar1 i¢in molekiil simetrisinde bir

degismenin meydana gelmesidir.

Absorbans (AU)

300 400 s00 600 700 800

Dalga Boyu (rum)

Sekil 2.7: Metalli ve metalsiz ftalosiyaninlere ait UV-Vis absorpsiyon pikleri.

n—n* gecislerinin siddeti metal iyonuna bagli degildir. Genellikle metalli
ftalosiyaninler kloroform ic¢inde alinan spektrumlarinda 670-720 nm araliginda
siddetli bir band, 640 nm civarinda bir omuz ve 610 nm’de zayif bir band gozlenir.
En yiiksek dolu molekiil orbital (HOMO)’den en diisilk dolu olmayan molekiil
orbitale (LUMO) n—n* gegisiyle 600-700 nm araliginda Q-bandi absorpsiyonu
olusur. Diizlemsel metalli ftalosiyaninlerin Dy, simetrisine gore daha diisiik Dop
simetrisiyle metalsiz ftalosiyaninin LUMO y®ériingesi Qy ve Qy durumlarimni olusturur
ve Q-bandi ikiye ayrilir. Q-bandinin yeri de merkez metal iyonuna bagli olarak
degisebilir.

Q bandindan baska, 300 nm civarinda B-band1 da ftalosiyaninler igin karakteristiktir.
Soret bandlart n—n* gecisleri yiliziinden olur. Bu gegisler, ¢oziicii cinsi,
siibstitlientler, metal iyonu ve degerligine gore farkliliklar gosterir. Spektrumda

gorillen diger pikler Metal-Ligand yiik transferi (Metal-Ligand Charge



Transfer=MLCT), Ligand-Metal Yiikk Transferi (LMCT) gecislerinden
kaynaklanabilir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.8: Metalli ftalosiyaninlerin (MPc) enerji diyagramlari.

2.2 Fotodinamik Terapi

Giiniimiizde tedavi amagli goriiniir bolge, ultraviyole (UV) veya yakin kizilétesi (IR)
bolgesindeki 1s1g1n kullanildigr tiim uygulamalar fototerapi olarak, bu bolgelerdeki
151gmn 1518a duyarl bir kemoterapotik arag ile birlikte kullanildigi uygulamalar ise
fotokemoterapi olarak adlandirilmaktadir. PDT ise fotokemoterapinin bir alt dal
olarak bilinmektedir (Sekil 2.10) [35]. Fotodinamik terapi (PDT), yerel ya da
sistemik araclarla 1518a duyarli hale getirilen hedef lezyonun uygun dalga boyundaki
151k kaynaklart ile 1ginlanarak imha edilmesi ilkesine dayanir. Fotoalgilayict (FA),
151k etkisi ile aktive olmakta ve serbest oksijen radikalleri olusarak hiicre yikimina

neden olmaktadir [36-39].

PDT konusundaki ilk deneysel gozlem 1900 yilinda Oscar Raab isimli bir tip
Ogrencisi tarafindan yapilmistir. Oscar Raab, akridin boyas1 ve 15181in “paramecium”
isimli protozoonlar {izerindeki Oldiiriicii etkilerini gozlemistir. 1903 yilinda
Tappeiner ve Jesionek isimli arastirmacilar eoSin ve beyaz 15181 kullanmak suretiyle
deri tiimorlerini tedavi etmeye calismiglardir. 1942 yilinda Auler ve Banzer
tarafindan insan ve hayvanlarda sistemik hematoporfirin ve UV ile tiimdr tedavisi

arastirilmistir. Tiimor tedavisinde ilk kez kullanimi ise 1978 yilinda gerceklesmistir.



1990 yilinda Avustralyali Kennedy ve arkadaslari, ilk kez yerel aminoleviilinik asit
(ALA) kullanmak suretiyle deri tiimorlerini tedavi etmislerdir. Tedavi yontemi ilk
kez 1995 yilinda 6zefagus kanseri i¢in FDA (Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi) onay1
almis, deri hastaliklar1 alaninda ise ilk kez 1999 yilinda aktinik keratozlar i¢in FDA
onay1 verilmistir [37,38].

Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi'nin (US-FDA) hematoporfirin (HpD) tiirevi olan
fotofrin (PH) isimli ilacin klinik uygulamalarina onay vermesiyle bir¢cok kanser
vakasinin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Tipki bitkilerde sentezlenen klorofil
gibi 1518a duyarlilastirict (fotoalgilayic1) PDT ilaglar1 da belli bir dalga boyundaki
1s18a duyarhidirlar. Bu ilaglarin, normal dokuya kiyasla tiimdrlii dokuda birikme ve
korunabilme egilimleri ¢ok daha fazladir. PDT uygulamalarinda kullanilan 1s1831in
dalga boyu genellikle 600-900 nm arasindadir. PDT, 1s1ga duyarhi ilacin hastaya
damar yoluyla verilmesinin (veya topikal olarak uygulanmasinin) ardindan bu ilacin
timorli dokuda birikmesini ve belli dalga boyundaki 151k ile uyarilarak timori yok

etmesi ilkesine dayanir [40,41].

Fotodinamik tedavide fotoalgilayicilar (FA) hastaya kan yoluyla verilerek hedef
hiicrelerde birikmesi saglanir ve FA’larin 1sikla uyarilarak aktif oksijen tiirlerinin
olusturulmasini1 takiben doku yikimi olusur. Bu tedavi yonteminin diger kanser
tedavi yontemlerine alternatif olabilecegi ortaya konmustur. PDT, A.B.D, Almanya,
Japonya, Ingiltere, Fransa, Hollanda, Kanada gibi bir¢ok iilkede saghk kurumlari

tarafindan goniillii hastalarda gesitli kanser tedavileri igin kullanilmaktadir [42].

FOTOTERAPI

FOTOKEMOTERAPI

Sekil 2.9: Isik varliginda uygulanan tedaviler.
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Ideal bir fotoalgilayici, normal dokulara karsi toksik ozellik gdstermeyerek timor
dokusunun etrafina yerlesir. Isikla aktive edildigi zaman hem tiimore hem de tlimor
iceren dokulara yogun bir sekilde niifuz eder ve sitotoksik arac¢ {iretiminde
fotokimyasal olarak etkindir. Ne 11k, ne de fotoalgilayici tek basina bir sitotoksik tiir
olusturmayacagindan, hem hastalikli hem de normal doku birlikte ayni 151k dozuna

maruz kalabilir [43].

PDT, radyoterapi ve kemoterapi gibi kanser hastaliklarinda kullanilan yontemlere
kiyasla yan etkileri neredeyse yok denilebilecek tedavi tiiriidiir. Radyoterapi ve
kemoterapi sonrasi hastada yorgunluk, mide bulantisi, kusma, ishal, deride kizariklik,
yanma hissi, sa¢ dokiilmesi gibi yan etkiler goriilmektedir. PDT 'nin en Onemli
faydalari; tedavi sonrasinda, tedaviden etkilenmis olan bdlgelerin normal dokularin
yenilenmesiyle iyilesebilmesidir. Eger gerekirse geleneksel kanser tedavileri ile
birlestirilerek de kullanilabilir [42].

PDT tedavi amagli kullaniminin yani sira tan1 amagli olarak da kullanilabilmektedir.
Dermatolojideki uygulamalarinda tiimoérlii bolgeye topikal olarak uygulanan
aminolevulinik asit (ALA) deride porfirin olusumuna neden olur. Porfirince zengin
timor dokusu Wood's light adi verilen 1s1k (370-400 nm) ile uyartilinca Kiremit
kirmizis1 renginde fluoresan 1sima yapar. Timorlii bolge sinirlart renk farki ile
belirlenir. Ayn1 bolge kirmizi 151k ile tekrar uyartildiginda ise tiimdrli bolge tedavi
edilir [43-48].

PDT' nin hiicrelerin yasamsal faaliyetleri agisindan 6nemi son yillarda biiyiik 6nem
kazanmistir. Amerika, Asya ve Avrupa'nin bir¢ok iilkesinde PDT'nin kanser
tedavisindeki klinik uygulamalarina onay verilmesinden sonra yeni fotoalgilayici

arayislart hiz kazanmistir.

PDT ile tedavi de ilk olarak 1g18a duyarli fotoalgilayici damar yoluyla viicuda verilir
Fotoalgilayict hizla tiim dokulara yayilir. Fotoalgilayicinin hedef hiicrelerde
birikmesi saglanir. Viicuda verilmesinden 2-3 giin sonra, FA’nin timorli
dokulardaki konsantrasyonu giderek artar (Normal dokulara goére miktari daha
fazladir; bunun sebeplerinden birkag1 tiimorlii dokularin daha biiylik dokusal hacme
sahip olmasi, tiimdr dokusundaki mikrodamarlarda catlaklarin bulunmasi ve tiimorli
dokularin biiyiik miktarlarda kollajen i¢ermesidir). Bu sirada fiber optik ile yogun

laser 15181 gonderilir ve bdylece fotokimyasal reaksiyon baslar. Fotokimyasal

11



reaksiyon sonucu sitotoksik tlirler meydana gelir. Sitotoksik tiirlerin olusumu

tiimorlii dokunun nekroz yoluyla 6liimiine neden olur (Sekil 2.11) [49].

2.2.1 PDT etki mekanizmasi

PDT’nin mekanizmasi basit olarak FA’1n 151k ile aktivasyonu sonucu olusan reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) (Sekil 2.12) disaridan gelen hiicre bilesenlerini geri
doniistimsiiz bigimde okside ederek doku hasar1 ve nekrozu olusturmasina dayanir.
Bu olay soyle gergeklesir: 1s1k absorpsiyonunu takiben FA daha yiiksek ti¢li enerji
durumuna uyarilir ve bu uyarilma ile ya bir substrat ile reaksiyona girerek serbest
radikaller olusturur (Tip 1 reaksiyon) ya da enerjisini molekiiler oksijene transfer
ederek yiiksek derecede reaktif olan singlet oksijen (*O,) meydana getirir (Tip 2
reaksiyon). Klinik PDT’de daha ¢ok yaygin olan Tip 2 reaksiyondur. Reaktif singlet
oksijen ('0;) hedef dokuda vaskiiler endoteli ve hiicre membranlarina hasar vererek
doku yikimina neden olur. Uyarilmis olan oksijenin yasam siiresinin kisa olmasi

nedeniyle hasar bolgeseldir ve saglikli doku etkilenmez [36, 52].

2.3 Ftalosiyaninlerin DNA Ile Etkilesimleri

DNA’nin replikasyondaki merkezi roliinden dolayi, antikanser, antibiyotik ve
antiviral ilaglar DNA’nin asil hedefi haline gelmistir [53]. Artan kanser vakalariyla
beraber son yillarda, antitiiméoral (antipiroliferatif) aktiviteye sahip seciciligi yiiksek
yeni molekiillerin sentezi hizla 6nem kazanmistir. Bugiline kadar yaklasik 130 adet
antitiimér ilact kanser tedavisinde kullanilmak iizere Gida ve ilag Idaresinden (FDA)
onay almigtir. Bu ilaglar; platin temelli ilaglar (cis platin, oksaliplatin ve karbopiatin),
poliaromatikler (daunorubisin ve doksorubisin) ve mustardlardir (DNA bazlarinm
alkilleyiciler ve wurasil mustard). Kemoterapi ilaci olarak kanser tedavisinde
kullanilan bu ilaglar DNA ile farkli mekanizmalar iizerinden etkilesime girerler.
Platin temelli olanlar, DNA'nin piirin bazlariyla koordine kovalent bag yaparlar;
mustardlar DNA bazlarim1 alkillerler; poliaromatikler ise DNA’nin ¢ift sarmal
yapisinin igine kovalent olmayan etkilesimlerle yerlesip (interkelasyon) cift sarmal
yapiyla kararli kompleks olusturur ve bdylece DNA’nin kendini replike etmesini
engellerler.
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Sekil 2.10: PDT yontemiyle tedavinin sematik diagrami [49-51].
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Sekil 2.11: Bir fotoalgilayicinin uyarilmasiyla olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS).

DNA ilaglarinin biiyiik cogunlugu genellikle pozitif yiik tasiyan diisiik molekiil

agirlikli aromatik yapilardir [54]. Aromatik diizlemsel molekiill ve baz ciftleri
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arasinda van der Waals kuvvetleri, m-n diizenlenmesi ve hidrofobik etkilesimler

etkindir.

Bu noktada ftalosiyaninler birbirine kombine olmus aromatik halkalardan olustugu
icin DNA ile etkilesimleri dikkat ¢ekmektedir. DNA’nin baglanma mekanizmasi
sadece DNA sarmalinin pargasina degil, ayrica ftalosiyanin molekiillerinin yap1

karisikligina da bagli olmaktadir [55].

DNA’nin ¢ift sarmallar1 negatif yiiklidiir ve pozitif yiiklii parcalarla kuvvetli bir
etkilesime girmektedir [56]. Makromolekiillere ligand baglanmasi biyolojide ve tipta

biyolojik proseslerin yonetim sisteminde dnemli bir rol oynamaktadir.

Metalsiz ve dort koordinasyonlu katyonik porfirinlerler DNA ile tercihen G-C

bolgelerinde dogrudan veya yari giris yaparak etkilesmektedirler.

Fotouyarilmayla ile koparilan DNA pargasi iic primer mekanizma sonucu

olusabilmektedir:

a) Hidroksi radikallerinin iiretimi (-OH), DNA sarmalini ikiye bolmesi (Tip I yolu),
b) Fotoalgilayicinin guaninden elektron transferi (Tip | yolu),

¢) Uyarilmus fotoalgilayicidan olusturulmus singlet molekiiler oksijenin (*O5) tercihli
olarak guanini okside etmesi (Tip 1l yolu) [94-96].

Tip II’ye kiyasla Tip I’in PDT’ de daha kiigiik rol oynamasina ragmen; ikisi de
timorli DNA’nin yikimina hizmet etmektedir [57,58].

2.4 Singlet Oksijen Olusumu
Molekiiler oksijen (O,), paralel spin durumlu iki ortaklanmamis (eslesmemis)

elektrona sahiptir.

Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron igeren atom, atom grubu veya molekiiller
serbest radikal olarak tanimlanirlar. Serbest radikaller pozitif yiiklii (katyon), negatif
yiiklii (anyon) veya elektriksel olarak ndtral olabilirler. Serbest radikal tanimina gore
molekiiler oksijen, bir biradikal (diradikal) olarak degerlendirilir. Biradikal oksijen,
radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde diger serbest radikallerle

kolayca reaksiyona girer.
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Biradikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde
olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Serbest radikal
reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi, radikal reaksiyonlarin baglamasina da
sebep olur [59-62]. Yarilanma omrii kisadir. Singlet oksijen, oksijen molekiiliiniin
daha reaktif bir tiiri olup, molekiiler oksijenin enerji almasi ile olusur. Delta (1Ag 0,)
ve sigma (12g O,) olmak iizere iki tipi vardir. Sigma formunun enerjisi ¢ok yiiksektir
ve hizla 1Ag Oy’e doniisiir. Singlet oksijenin uyarilmis elektronlarinin daha diisiik

enerji seviyesine inmesi 151k yayimina yol acar [63-65].

Singlet oksijen olusumu, elektron transfer reaksiyonlart (Tip I) ve enerji transfer
reaksiyonlart (Tip II) olarak iki sekilde meydana gelebilir. Tip I reaksiyonlarinda,
sonunda reaktif hidrojen peroksit ve hidrojen radikallerinin tiretilmesine sebep olan
radikaller iiretilir. PDT de kullanilan ¢ogu fotoalgilayicilar ise bir reaktif oksijen tiirii
(ROS) olan singlet oksijen (*O,) vasitasiyla, Tip Il mekanizmasi iizerinden islem
yapmaktadir. Tip Il prosesinde (Tablo 1) Algilayict (A) 151k enerjisini absorplayarak
uyarilmis triplet hale yiikselir. Daha sonra uyarilma enerjisini yakinindaki O; ye

transfer ederek onun singlet hale gegmesini saglar. En sonunda algilayici temel hale

geri doner [66].
Cizelge 2.1: Tip Il Prosesi
S +hv >'s* Absorpsiyon
1S* > S + hog Fluoresans
Igx 53+ Triplet hale ge¢is

3$* + 0, >S + 10, Singlet oksijen olusturmak i¢in enerji transferi

'0,* + doku > Nekroz

2.5 Fotoalgilayicilar

PDT’de bircok fotoalgilayict (FA) ara¢ kullanilmaktadir. Bunlarin bazilar1 halen
arastirma asamasinda olup pratikte heniiz kullanilmayan araglardir. Bugiine kadar
yapilan in vitro ve in vivo deneysel calismalarda heniiz ideal olan bir FA

bulunamamastir.
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Ana gruplar porfirinler, Kklorinler, ftalosiyaninler ve porfisinlerdir. Dermatolojide
kullanilmis olanlar hematoporfirin tiirevleri (HPD), porfimer sodyum (fotofrin), 5-
aminolevunilik asit (ALA), benzoporfirin tiirevleri (BPD, verteporfin), monoaspartil
klorin e6 (NPeg) ve kalay etiyopurpurin (SnET,) seklinde sayilabilir [68]. Burada
dikkat g¢ekilmesi gereken nokta, kullanilan 151k kaynaginin dalga boyu ag¢isindan
fotoalgilatict maddenin absorbsiyon spektrumu ile ortiisecek sekilde segilmesidir.

Fotoalgilayicilarin PDT’ de kullanilabilmesi i¢in asagidaki 6zelliklere sahip olmasi

gerekir:

* Maksimum absorbsiyon 600- 800 nm. bolgesinde olmalidir.

Is1gin siddeti dokudaki kromoforlarin absorpsiyonu veya sacilmasi ile azalir.

Isigin dalga boyu azaldik¢a sacilma miktar artar. Sonug olarak en uygun etki i¢in
dalga boyu aralig1 600- 800 nm’dir (kirmiz1 151k). Isigin dokudaki etki derinligi (5) de
1-3 mm arasinda degisir. Fakat fotodinamik etki bu limiti agmaktadir. ‘O, iiretmek
icin gerekli 1s1n1n dalga boyu iist sinir1 *O, iiretimi i¢in gerekli enerji ile tanimlanir.

(Tek fotonlu siireg i¢in A<1296 nm, AE>94,1 kjmol+)

* 400- 600 nm. bolgesinde absorpsiyon minimum olmalidir.

Giin 1518min spektroskopik dagilimmin en fazla oldugu bu bdlgede algilayicinin
sogurmasi cildin 1s18a duyarliligini arttirir ve bu da fotodinamik terapinin ciddi bir
yan etkisidir. Cildin 15182 duyarliligt hematoporfirin tiirevleri ¢ikish ilk nesil

algilayicilarin en biiyiik yan etkisidir.

* 10,‘nin yiiksek kuantum verimi olmalidir.

Cogu algilayicilarda kuantum verimi (®,) 0,3- 0,8 arasinda degisir. 'O, tiretimi diger
faktorlere siddetle baglidir. Bunlar algilayicinin  g¢evresindeki biopolimerlerle
etkilesimi, agregasyonu, oksijen tiiketimi ve yan reaksiyonlardir. Yiiksek ®a istemi
yeteri kadar yiiksek @, 'O, olusumu igin yeterli triplet hal enerjisi ve triplet halin

nispeten uzun dmiirlii olmasin gerektirir.

* Is18a kars1 kararli olmalidir.

¢ Toksik ve fototoksik olmamalidir.

Fotoalgiliyicilarda diisiik karanlik zehirliligi (nefrotoksisite, ndrotoksisite, vb.)

istenir. Isinlamadan 6nce organizmada gereksiz hasardan kagmilmalidir. Biyolojik
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maddede, in vitro veya in vivo, fotoalgilayicilarin tiim yikict fotodinamik etkisine

fotozehirlilik-(fototoksisite) denir.

» Kotli huylu dokuyu segebilmelidir.

» Saf madde olmalidir.

* Fluoresans vermelidir.

* Coziiniirligii yiiksek olmalidir.

Algilayicilarin suda ¢oziiniirliigli damardan uygulama ve hedef dokuya taginmasi i¢in
onemlidir. Hidrofobik, suda ¢Ozlinmeyen, fotoalgilayicilar suda ¢oziinebilen

tastyicilar yardimiyla taginabilirler [69-72].
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3. CALISMANIN AMACI VE KAPSAMI

Dogal porfirin halkasi ile yapisal olarak benzer olan ftalosiyaninler, 18-t elektron
sistemlerine sahip olmalarindan dolay1 organik fonksiyonel materyallerin en yogun

calisilan smiflarindan biri olmustur.

Ftalosiyaninlerin kimyasi iizerine yapilan 6nemli arastirmalardan biri de onlarin
cesitli solventlerde ¢oziintirliigiinii artirmaktir. Bu ylizden agregasyona ugramayan ve
suda ¢oziinebilen ftalosiyaninler dnemlidir ve birgok uygulama icin kullanilabilme

potansiyeline sahip maddelerdir.

Ftalosiyaninler porfirinlere gore c¢ok daha siddetli, yaklastk 680 nm civarinda
gosterdikleri absorbsiyon ile ve singlet oksijen iiretimi ile PDT igin umut verici
fotoalgilayicilardir. Ancak ftalosiyaninler sulu ¢ozeltide agregasyona ugrayabilirler.
Ftalosiyanin makrohalkalarinin m-elektron etkilesimi sonucu birbirleri iizerine
yigilmalarina agregasyon denir ve bu durum ¢oziiniirligii azalttigi, saflastirmada
sorunlara sebep oldugu i¢in istenmeyen bir 6zelliktir. Bu durum 680 nm civarindaki
absorbsiyonlarmi sondiirdiigii i¢in ftalosiyaninlerin fotoalgilayici yeteneklerini de
onemli oOl¢iide azaltir. Bu noktada silisyum gibi koordinasyon sayis1 fazla olan
metaller kullanigh olabilir. Ciinkii halka diizlemine dik agregasyonu engelleyecek

farkli gruplar molekiile baglanabilir.

Bu ¢alismada, eksenel konumlarda tropin gruplarin oldugu maddeler sentezlenmistir.
Diklorosilisyum ftalosiyanin ve tropin, NaH varliginda, kuru toluende 24 saat
boyunca azot atmosferi altinda reaksiyona sokulmustur. Elde edilen 3 bilesigi dimetil
stilfat asiris1 eklenerek kuaternize 3Q bilesigi sentezlenmistir. 3 bilesiginin asir1 1,3-

propandisulton ile reaksiyona sokulmasiyla da zwitter iyonik 3Z elde edilmistir.

Elde edilen bilesikler UV-Vis, FT-IR, 1 NMR, fluoresans ve kiitle spektroskopi
(MALDI-TOF metodu kullanilmistir-matriks dihidroksibenzoik asittir) teknikleri ile

karakterize edilmislerdir.

Fluoresans DNA-Pc titrasyonlar1 sentezlenen bilesiklerin Ky, degerlerini vermektedir.

Ticari olarak satin alinan DNA boyas1 SYBR-GOLD ile yapilan fluoresans lgiimleri
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ise maddelerin DNA’nin yeni maddelerden birini veya SYBR boyasini tercih edip
etmedigini gostermektedir ve Ky, degerlerini vermektedir. Ayrica maddelerin

fotoeksitasyon ile singlet oksijen iiretip tiretmedikleri tespit edilmistir.
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4. KULLANILAN ALET VE MADDELER

4.1 Kullanilan Maddeler

Silisyum (IV) ftalosiyanin, tropin, sodyum hidriir, propan-sulton, THF, DMF,
DMSO, dietil eter, diklorometan, metanol, etil asetat, kloroform, n-heksan, n-
pentanol, dimetil siilfat, aseton, Triton-X, CT-DNA, SYBR GOLD, DPBF, ADMA.

4.2 Kullanilan Aletler

uv : Scinco SD 1000

Fluoresans : Perkin Elmer LS55

'"H-NMR : Bruker B-ACS60 ultrashield TMPLUS 400 Mhz

IR : Perkin-Elmer Spectrum One FT-IR UATR Spectrometer
Kiitle : Perkin Elmer Clarus 500 GC-MS spectrometer
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5. DENEYSEL KISIM

5.1 Bis[8-metil-8-azabisiklo[3.2.1]oktan-3-oksi] Ftalosiyaninato Silisyum (3)
Sentezi

Diklorosilisyum (1V) ftalosiyanin (83,05 mg, 0,100 mmol) ve tropin (51,98 mg,
0,200 mmol) 20 mL kuru toluen igerisindeki karisimina sodyum hidriir (41,3 mg, 0,1
mmol) ilave edilerek karistirilir. Karisim azot atmosferi altinda 120 °C’de 24 saat
geri sogutucu altinda kaynatilir. Sogutulan karisimin santrifiij edilerek ¢ozelti kismi
alinir ve ¢oziicii evaporatorde uzaklastirilir. Elde edilen {iriin tamamen kurutulduktan
sonra aliimina kolonda kromatografi yapilarak saflastirihir (1:1 THF / Etil asetat).
Verim:%40. IR vma (cm™) : 3059; 2927; 2585; 1611; 1519; 1471; 1427; 1333; 1289;
1258; 1229; 1164; 1120; 1072; 1052; 924; 909; 872; 840; 801; 758; 730. UV-Vis
(DMF), max/nm (log ¢€) : 351 (4,56),607 (4,23), 670 (4,95). "H-NMR (8)(DMSO-ds)
ppm: 9.67-9.65 (m,8H,H,); 8.48-8.46 (m, 8H, Hp); 2.16 (s, 6H, N-CHs); 2.03-2.01
(m, 4H, Hp); 1,89-1.94 (m, 8H, H¢); 1.10-1.07 (m, 8H, H,); -0.07-(-0.05) (m, 2H, O-
CH). Kitle (MALDI-TOF) [C3H16NgSi(CgH14NO),] hesaplanan m/z: 821,9
[R1+2R,]"; bulunan 821,94. [R1+R,]" igin hesaplanan m/z: 681,5; bulunan 681,75.
[Ry+R;+0+R;]" icin hesaplanan m/z: 1237,1; bulunan 1237,814.

\ H: H:
\

S T N,

‘——-:::___:j' | I T |~ MNMaH, kuru toluen == /

N/ \(—;SIA‘J\ d \_N + _.-""-. BN 24 saat, ka}'narma N =
.r::_ - oM —, T S

S A el P ~Y
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o o] o h
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R= C3zHy g NSi Ro— CeH ,NO

]

-

1 2 3

Sekil 5.1: Bis[8-metil-8-azabisiklo[3.2.1]oktan-3-o0ksi] ftalosiyaninatosilisyum (3)
sentezi
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5.2 Kuaternize Bis[8-metil-8-azabisiklo[3.2.1]oktan-3-oksi] Ftalosiyaninato
silisyum Siilfat (3Q) Sentezi

3 bilesigi (0,017 g, 0,018 mmol) kuru DMF (5 mL) i¢inde ¢oziilerek azot atmosferi
altinda geri sogutucu ile 120 °C’ ye kadar 1sitilir. Daha sonra damla damla dimetil
siilfat asiris1 (0,1 mL) ilave edilir. 24 saat boyunca reaksiyon karisimi 120 °C’ de
kanigtiritlir. Oda sicakligimma getirilen karisim sicak aseton ilavesiyle c¢oktiirtiliir.
Coken kisim santrifiij ile alinir. Uriin sirasiyla sicak etanol, etil asetat, THF,
kloroform, n-heksan ve dietil eter ile yikanir. Elde edilen iiriin P,Os tizerinden
kurutulur. Verim: %54,67. IR vmad/(cm™) : 2980; 1525; 1336; 1194; 1123; 1077;
1045; 898; 736; 672. UV-Vis (H;0), max/nm (log ¢) : 355 (4,73), 622 (4,38), 691
(5,13). *H-NMR (8)(DMSO-dg) ppm: 9.80-9.71 (m,8H, H,); 8.52-8.45 (m,8H, Hp);
2.51(s, 12H, N-CHs); 2.41-2.37 (m, 4H, Hy); 2.24-2.21 (m, 8H, H); 1.81-1.78 (m,
8H, H,); -1.71-(-1.82) (m, 2H, O-CH). Kiitle (MALDI-TOF) [CsoHs50N1006SSi] m/z:
947. [R3+DHB]" i¢in hesaplanan m/z: 1112; bulunan 1112,23.

He He }\l/
|5
Hb HL'!
Ha Ha
0
= “/x % Dimetilsilfat = “/, %
N o= DMF BN L=
N —_— = i 2-
;‘ N;:\N A 240,120 'C ™ Sk S04
N i &/Nd\,b
0 o)
N —

Sekil 5.2: Kuaternize Bis[8-metil-8-azabisiklo[3.2.1]oktan-3-oksi] ftalosiyaninato
silisyum siilfat (3Q) sentezi.

5.3 Bis[8-metil-8-azabisiklo[3.2.1]oktan-3-(N-propansiilfonato)oksi]
Ftalosiyaninatosilisyum (3Z) Sentezi

3 bilesigi (0,02 g, 0,07mmol) ve 1,3-propandisulton (0,277 g, 11,38 mmol) kuru

DMF (5 mL) igerisinde ¢oziilerek reaksiyon karisimi 24 saat boyunca azot atmosferi

24



altinda 50 °C’ de karistirilir. Olusan iiriin diklorometan ile ¢oktiiriiliir. Coken kisim
santrifiijle alinir. 1,3-propandisultonun asirisin1 uzaklastirmak i¢in birkac kez aseton
ve diklorometan ile yikanir. Uriin suda ¢oziiliir. Cozelti kisim siiziiliip ¢dziinmeyen
safsizliklardan ayrilir. Daha sonra aseton ile ¢oktiiriiliir. Coken kisim santrifiij ile
alimarak elde edilen iiriin P,Os iizerinden kurutulur [73]. Verim: %37,65. IR
vmad(cm™) : 1647; 1513; 1467; 1425; 1329; 1286; 1163; 1121; 1027; 904; 832; 753;
723. UV-Vis(DMF), max/nm (log €) : 354 (3,92), 603 (3,70), 667 (4,24). *H NMR
(8) (DMSO-dg) ppm: 9.62 (m,8H,H,); 8.22 (m, 8H, Hg); 3.38-3.42 (,t, 4H N-CH,-
CH,-CH,-S03); 3.15 (s, 6H N-CHg3); 2.94-2.97 (t, 4H CH;-SO3); 2.65-2.67 (m,
4H N-CHj-CH2-CH,-S03); 2.47-2.49 (m, 4H Hy); 2.40-2.43 (m, 8H H.); 1.66-1.71
(m, 8H, H,); 1.05-1.09 (t, 2H O-CH). Kiitle (MALDI-TOF) [Cs4Hs56N1005S2Si] m/z:
1065. [Rs+ 2Rs+2Na]” i¢in hesaplanan m/z: 1111; bulunan 1112. [R4+2Rs+20H]"
icin hesaplanan m/z degeri 1099; bulunan 1098,168. [R4+OH]" i¢in hesaplanan m/z:
557,62; bulunan 556,586. [R4+20H]" icin hesaplanan m/z degeri 574,62; bulunan
573,584 tiir.
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Sekil 5.3: Bis[8-metil-8-azabisiklo[3.2.1]oktan-3-(N-propansiilfonato)oksi]
ftalosiyaninato silisyum (3Z) sentezi.
5.4 Sentezlenen P¢’lerin UV/Vis Spektrumlarimin Incelenmesi

5.4.1 3 Bilesiginin DMF icindeki UV/Vis spektrumlarimin incelenmesi
3 bilesiginin 1,28x10™* M’lik stok ¢ozeltisi DMF ile hazirlanir. Stok ¢ozeltiden
strastyla 1,2x10° M, 1,0x10° M, 8,0x10° M, 6,0x10°® M, 4,0x10° M, 2,0x10°® M’lik

farkli ¢cozeltiler hazirlanir. Her ¢6zelti ayr1 ayr1 3 mL’lik kuvars kiivete konur ve 300-
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800 nm araligindaki absorpsiyonlar1 Sl¢iiliir. Q bandindaki degisimler kaydedilir.
Olgiimler oda sicakliginda gergeklestirilir (Sekil 5.1).

5.4.2 3Q Bilesiginin DMF icindeki UV/Vis spektrumlarinin incelenmesi

3Q hilesiginin 7,6x10° M’lik stok ¢ozeltisi DMF ile hazirlamir. Stok ¢ozeltiden
srastyla 1,2x10° M, 1,0x10° M, 8,0x10° M, 6,0x10° M, 4,0x10° M, 2,0x10° M’
lik farkli ¢ozeltiler hazirlanir. Her ¢6zelti ayr1 ayr1 3 mL’lik kuvars kiivete konur ve
300-800 nm araligindaki absorpsiyonlar1 Olgiiliir. Q bandindaki degisimler
kaydedilir. Olgiimler oda sicakliginda gerceklestirilir (Sekil 5.2).

5.4.3 3Q Bilesiginin PBS icindeki UV/Vis spektrumlarinin incelenmesi

3Q hilesiginin 8,02x10° M’lik stok ¢ozeltisi PBS ile hazirlanir. Stok ¢ozeltiden
srastyla 1,2x10° M, 1,0x10° M, 8,0x10° M, 6,0x10° M, 4,0x10° M, 2,0x10° M’
lik farkli ¢ozeltiler hazirlanir. Her ¢ozelti ayr1 ayr1 3 mL’lik kuvars kiivete konur,
1’er damla Triton-X ilave edilir ve 300-800 nm araligindaki absorpsiyonlari olgiiliir.
Q bandindaki degisimler kaydedilir. Olgiimler oda sicaklifinda gergeklestirilir (Sekil
5.3).

5.4.4 37 Bilesiginin DMF icindeki UV/Vis spektrumlarinin incelenmesi

3Z bilesiginin 1,28x10™* M’lik stok ¢ozeltisi DMF ile hazirlanir. Stok ¢ozeltiden
sirastyla 1,2x10° M, 1,0x10° M, 8,0x10°® M, 6,0x10° M, 4,0x10° M, 2,0x10° M’lik
farkli ¢cozeltiler hazirlanir. Her ¢6zelti ayr1 ayr1 3 mL’lik kuvars kiivete konur ve 300-
800 nm araligindaki absorpsiyonlar:1 dl¢iiliir. Q bandindaki degisimler kaydedilir.
Olgiimler oda sicakhiginda gergeklestirilir (Sekil 5.4).

5.5 Sentezlenen Pc’lerin Fluoresans Spektrumlarimin incelenmesi

Pc’lerin farkli derisimlerde DMF icerisindeki c¢ozeltileri hazirlanir. Sirasiyla 3
mL’lik kuvars kiivete konulur ve ard arda fluoresans Ol¢timleri alinir. Fluoresans

siddetindeki degisimler takip edilir.

5.5.1 3 Bilesiginin DMF icindeki fluoresans spektrumlarinin incelenmesi

3 bilesiginin 1,2x10 ° M, 1,0x10° M, 8,0x10° M, 6,0x10° M, 4,0x10° M, 2,0x10°®
M’ lik hazirlanan farkli ¢ozeltileri sirasiyla 3 mL’lik kuvars kiivete konulur ve {iist
iiste Fluoresans spektrumlari alinir. Fluoresans siddetindeki degisimler kaydedilir

(Sekil 5.5).
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Cihaz ayarlar1:

Voltaj: 750V
Eksitasyon: 608 nm Slit araligi: 10 nm
Emisyon: 688 nm Slit araligi: 10 nm

Tiim Ol¢timler icin 25 kez smooth yapilmustir.

5.5.2 3Q Bilesiginin DMF icindeki fluoresans spektrumlarinin incelenmesi

3Q hilesiginin 1,2x10° M, 1,0x10" M, 8,0x10° M, 6,0x10° M, 4,0x10° M, 2,0x10°®
M’ lik hazirlanan farkli ¢ozeltileri sirastyla 3 mL’lik kuvars kiivete konulur ve st
tiste fluoresans spektrumlari alinir. Fluoresans siddetindeki degisimler kaydedilir

(Sekil 5.6).

Cihaz ayarlar1:

Voltaj: 750V
Eksitasyon: 615 nm Slit araligi: 10 nm
Emisyon: 699 nm Slit araligi: 10 nm

Tiim dl¢timler i¢in 25 kez smooth yapilmistir.

5.5.3 3Q Bilesiginin PBS icindeki fluoresans spektrumlarinin incelenmesi

3Q bilesiginin 1,2x10° M, 1,0x10° M, 8,0x10° M, 6,0x10° M, 4,0x10°® M, 2,0x10°®
M’ lik hazirlanan farkli ¢ozeltileri sirastyla 3 mL’lik kuvars kiivete konulur. 1’er
damla Triton-X ilave edilir ve {ist iiste Fluoresans spektrumlari alinir. Fluoresans
siddetindeki degisimler kaydedilir. Olgiimler oda sicakliginda gerceklestirilir (Sekil
5.7).

Cihaz ayarlar1:

Voltaj: 750V
Eksitasyon: 625 nm Slit araligi: 10 nm
Emisyon: 713 nm Slit araligi: 10 nm

Tiim 6lctimler icin 25 kez smooth yapilmustir.
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5.5.4 3Z Bilesiginin DMF icindeki fluoresans spektrumlarinin incelenmesi

3Z hilesiginin 1,2x10° M, 1,0x10° M, 8,0x10° M, 6,0x10° M, 4,0x10° M, 2,0x10°®
M’ lik hazirlanan farkl ¢ozeltileri sirasiyla 3 mL’lik kuvars kiivete konulur ve {ist
iste fluoresans spektrumlari alinir. Fluoresans siddetindeki degisimler kaydedilir.

Olgiimler oda sicakliginda gergeklestirilir (Sekil 5.8).

Cihaz ayarlart:

Voltaj: 750V
Eksitasyon: 605 nm Slit araligi: 10 nm
Emisyon: 678 nm Slit aralig1: 10 nm

Tim oOlgtimler i¢in 25 kez smooth yapilmustir.

5.5.5 3Z Bilesiginin PBS/DMF icindeki fluoresans spektrumlarinin incelenmesi

3Z bilesiginin 3,2x10° M’lik stok ¢ozeltisi PBS/DMF (10:1) ile hazirlanir. Stok
¢ozeltiden sirasiyla 2,8x10° M, 1,4x10° M, 1,1x10° M, 9,6x10° M, 8,2x10° M,
7,2X10° M’lik farkl cozeltiler hazirlanir. Her ¢ozelti ayr1 ayr1 3 mL’lik kuvars
kiivete konur, 1 damla Triton-X ilave edilir ve 300-800 nm araligindaki
absorpsiyonlar1 6lgiiliir. Fluoresans siddetindeki degisimler kaydedilir. Ol¢iimler oda

sicakliginda gergeklestirilir (Sekil 5.9).

Cihaz ayarlar1:

Voltaj: 750V
Eksitasyon: 612 nm Slit araligi: 10 nm
Emisyon: 686 nm Slit araligi: 10 nm

Tiim Ol¢timler icin 25 kez smooth yapilmustir.

5.6 DNA-Pc¢ Etkilesiminin fluoresans spektrofotometrisi ile incelenmesi

5.6.1 3Q Bilesiginin DNA ile etkilesiminin fluoresans spektrofotometrisi ile
incelenmesi

3Q bilesiginin 8,02x10-5 M’lik PBS igindeki ¢ozeltisi ve PBS/DMF (10:1) i¢indeki
cozeltisi 3 mL’lik kuvars kiivete 2500 pL konulur. Fluoresans spektrumu alinir
(Sekil 5.15). Uzerine 10 pL 2.4x10-4 M, CT-DNA ilave edilir ve tekrar spektrumu
almir. Fluoresans siddeti sabitleninceye kadar toplam 50 pL DNA ilavesi yapilir,
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fluoresans siddetindeki artis takip edilir (Sekil 5.16). Olgiimler oda sicakliginda
gerceklestirilir [74].

Cihaz ayarlar1:

Voltaj: 750V
Eksitasyon: 625 nm Slit araligi: 10 nm
Emisyon: 713 nm Slit araligr: 10 nm

Tim olgtimler i¢in 30 kez smooth yapilmustir.

5.6.2 3Z Bilesiginin DNA ile etkilesiminin fluoresans spektrofotometrisi ile
incelenmesi

3Z bilesiginin 2,8x10° M’ Lk PBS/DMF (10:1) igerisindeki ¢ozeltisi 3 mL’lik
kuvars kiivete 2500 pL konulur. Fluoresans spektrumu alinir (Sekil 5.17). Uzerine 10
uL 2.4x10-4 M, CT-DNA ilave edilir ve tekrar spektrumu alinir. Fluoresans siddeti
sabitleninceye kadar toplam 50 uL DNA ilavesi yapilir, fluoresans siddetindeki
azalis takip edilir (Sekil 5.18). Olgiimler oda sicakliginda gerceklestirilir.

Cihaz ayarlar1:

Voltaj: 900V
Eksitasyon: 612 nm Slit araligi: 10 nm
Emisyon: 686 nm Slit araligi: 10 nm

Tiim 6l¢timler i¢in 30 kez smooth yapilmistir.
Log[(Fo-F)/F] = nLog[DNA]+LogKy (Esitlik 1)

Fo= DNA ilave edilmeden once alinan serbest Pc bilesiginin en yiiksek fluoresans

siddeti

F= DNA ilave edildikten sonra Pc-DNA kompleksinin fluoresans siddeti
n=DNA baglanma bolge sayis1

Kp= Pc-DNA baglanma sabiti

[DNA]= artan DNA derisimi

Log[DNA]’ya kars1 Log[(Fo-F)/F] grafiginde kayim degeri K, degerini verir.
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5.7 DNA-Pc Etkilesiminin Stern-Volmer Grafikleri Ile Incelenmesi

DNA’nin 3Q ve 3Z maddelerini tercih edip etmedigini anlamak i¢in DNA boyasi
varliginda sentezlenen maddelerin ilave edilmesiyle DNA-boya kompleksinin 537
nm’deki maksimum emisyonundaki azalig takip edilir [74]. DNA boyast olarak
SYBR GOLD (SYBR) boyasi kullanilmistir. SYBR ticari olarak 10000X derisimde
kullanilmaktadir. Bu deger 1X derisimde olacak sekilde seyreltilmistir.

Fo/F = 1+Ksv[PC] (Esitlik 2)

Fo= Pc ilave edilmeden 6nce alinan SYBR-DNA kompleksinin en yiiksek fluoresans

siddeti
F=Pc ilave edildikten sonra SYBR-DNA kompleksinin intensitesi
[DNA]= artan DNA derisimi

[Pc]’ye kars1 Fo/F grafigi ¢izilir. Grafigin egimi Ksv (Stern Volmer) sabitini verir.

5.7.1 3Q Bilesiginin DNA ile etkilesiminin Stern Volmer Grafikleri ile
incelenmesi

0,025 mmolar 200uL 1X SYBR boyasi ile 5 pumolar 1800uL DNA’nin oldugu
kuvars kiivete 3Q maddesi 8,02x10°M’lik PBS (Sekil 5.19) ve PBS/DMF (10:1)
(Sekil 5.20) igerisindeki ¢ozeltisinden 10 pL ilave edilir. Toplam 50 pL 3Q ilavesi
olacak sekilde DNA-boya kompleksinin fluoresansindaki artis veya azalisi takip

edilir. Olgiimler oda sicakliginda gergeklestirilir.

[Pc]’ye kars1 Fo/F grafigi ¢izilir. Grafigin egimi Ky (Stern-Volmer) sabitini verir.

5.7.2 3Z Bilesiginin DNA ile etkilesiminin Stern-Volmer Grafikleri ile
incelenmesi

0,025 mmolar 200uL 1X SYBR boyasi ile 5 pumolar 1800uL DNA’nin oldugu
kuvars kiivete 3Z maddesi 2,8x10*M’lik PBS/DMF (10:1) igerindeki ¢ozeltiden 10
ML ilave edilir. Toplam 50uL 3Z ilavesi olacak sekilde DNA-boya kompleksinin
fluoresansindaki artis veya azalist takip edilir. Olglimler oda sicakliginda

gerceklestirilir.

[Pc]’ye kars1 Fo/F grafigi ¢izilir. Grafigin egimi K, (Stern-Volmer) sabitini verir.
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5.8 Elde Edilen Pc’ lerin Singlet Oksijen Uretimlerinin Belirlenmesi

Notr bilesiklerin singlet oksijen tiretimini tespit etmek i¢in referans olarak 1,3-difenil
isobenzofuran (DPBF) kullanilirken, kuaternize bilesiklerin singlet oksijen
tiretimlerini tespit etmek amaciyla antrasen-9,10-diil-bis-metilmalonat (ADMA)
kullanilmistir. DMSO ¢6zeltisinde tespit edilir. DPBF’in 415 nm’deki ADMA ‘nin
ise 360-400 nm’ deki karakteristik absorbans piklerindeki degisiklikler gozlenir.
Olgiimler oda sicakliginda gergeklestirilir [74].

5.8.1 3 Bilesiginin DMF icindeki singlet oksijen iiretimlerinin belirlenmesi
Notral SiPc olan 3 bilesiginin singlet oksijen tiretimini tespit etmek icin, 3 mL’lik
kuvars kiivete 3 maddesinin 3,7x10* M’lik DMF igerisindeki ¢ozeltisinden 150L,
10 M 150uL DPBF, 2500uL DMF konularak 20’ser saniye araliklarla 1s13a maruz
birakilir. Isik kaynagi olarak 300W halojen lamba kullanilir ve 670 nm’den kiiciik
dalga boylarmi gecirmeyen filtre kullanilir. DPBF bozunmasi belirli saniyelerde
UV/Vis spektrumu almarak tespit edilir. Olgiimler oda sicakhiginda gerceklestirilir
(Sekil 5.10).

5.8.2 3Q Bilesiginin DMF icindeki singlet oksijen iiretimlerinin belirlenmesi
Kuaternize olan 3Q bilesiginin singlet oksijen {iretimini tespit etmek i¢in, 3 mL’lik
kuvars kiivete 3Q maddesinin 7.6x10"° M’lik DMF igerisindeki ¢ozeltisinden 150uL,
10®° M 150uL DPBF, 2500uL DMF konularak 10’ar saniye araliklarla 1s13a maruz
birakilir. Isik kaynagi olarak 300W halojen lamba kullanilir ve 670 nm’den kiiciik
dalgaboylarin1 gecirmeyen filtre kullanilir. DPBF bozunmasi her 20 saniyede bir
UV/Vis spektrumu almarak tespit edilir. Olgiimler oda sicakhginda gerceklestirilir
(Sekil 5.11).

5.8.3 3Z Bilesiginin DMF icindeki singlet oksijen iiretimlerinin belirlenmesi
Zwitter iyon olan 3Z bilesiginin singlet oksijen iiretimini tespit etmek igin, 3 mL’lik
kuvars kiivete 3Z maddesinin 3,7x10™* M’lik DMF icerisindeki ¢ozeltisinden 150pL,
10®° M 150uL DPBF, 2500uL DMF konularak 20’ser saniye araliklarla 1s18a maruz
birakilir. Isik kaynagi olarak 300W halojen lamba kullanilir ve 650 nm’den kiiciik
dalgaboylarin1 gegirmeyen filtre kullanilir. DPBF bozunmasi her 20 saniyede bir
UV/Vis spektrumu almarak tespit edilir. Olgiimler oda sicakhiginda gerceklestirilir
(Sekil 5.12).
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5.8.4 3Q Bilesiginin PBS/DMF (10:1) icindeki singlet oksijen iiretimlerinin
belirlenmesi

Kuaternize olan 3Q bilesiginin singlet oksijen tiretimini tespit etmek icin, 3 mL’lik
kuvars kiivete 3Q maddesinin  8,02x10° M’lik PBS/DMF (10:1) icindeki
¢oOzeltisinden 150pL, 10° M 150pL ADMA, 2500uL PBS konularak 20’ser saniye
araliklarla 1518a maruz birakilir. Isik kaynagi olarak 300W halojen lamba kullanilir
ve 670 nm’den kiigiik dalgaboylarint gegirmeyen filtre kullanilir. DPBF bozunmasi
her 20 saniyede bir UV/Vis spektrumu alinarak tespit edilir (Sekil 5.13).

5.8.5. 3Z Bilesiginin PBS/DMF i¢indeki singlet oksijen iiretimlerinin

belirlenmesi

Zwitter iyon olan 3Z bilesiginin singlet oksijen tiretimini tespit etmek i¢in, 3 mL’lik
kuvars kiivete 3Z maddesinin 2,8x10™ M’lik PBS/DMF (10:1) i¢indeki ¢ézeltisinden
150uL, 10° M 150uL ADMA, 2500uL DMF konularak 20’ser saniye araliklarla
1518a maruz birakilir. Isik kaynagi olarak 300W halojen lamba kullanilir ve 650
nm’den kiigiik dalgaboylarini gegirmeyen filtre kullanilir. DPBF bozunmasi her 20
saniyede bir UV/Vis spektrumu almarak tespit edilir (Sekil 5.14).
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6. SONUCLAR VE YORUMLAR

Ftalosiyaninler (Pc) teknolojik, tibbi ve endiistriyel alanlarda ¢ok genis kullanim
alanlarina sahip olduklarindan dolay1 son zamanlarda iizerinde ¢ok fazla calisilan
maddelerdir. Fiziksel ve kimyasal olarak kararli olan Pc’lere farkli fonksiyonellikler
kazandirilabilmektedir. Ozellikle Tipta ve molekiiler biyolojide ila¢ yapiminda
kullanilmakta ve kanser tedavi tiirlerinden birisi olan Fotodinamik Terapi’de (PDT)

umut verici fotoalgilayicilardir.

Bu tez caligmasinda agregasyonu engellemelerinden dolayr PDT ig¢in oldukga
elverigli olan hem noétr hem de suda ¢6ziiniir silisyum ftalosiyaninlerin (SiPc) DNA
ile etkilesimleri incelenmis ve DNA’ya baglandiklar1 tespit edildikten sonra PDT ye
yonelik singlet oksijen iiretip Giretmedikleri arastirilmistir. Sonuglar; sentez, biyolojik
ozellikler ve fotokimyasal aktivite incelemeleri olacak sekilde ii¢ kisim halinde

degerlendirilmistir.

6.1 Sentez

3 bilesiginin IR spektrumu incelendiginde 1072 cm™ de Si-O piki eksenel konumlara
istenilen grubun baglandigini géstermektedir. DMF i¢indeki UV-Vis spektrumunda
Q band1 670 nm’de, B (Soret) bandi 351 nm’de gézlenmistir. 3 bilesiginin 'H-NMR
spektrumunda halkaya ait 9.67-ve 9.65 ppm arasi kaymalar Hg protonlarma, 8.48-
8.46 ppm arasi kaymalar H, protonlarina aittir. Oksijene komsu olan H; protonlar1 da
1.10-1.08 ppm arasinda gozlenmistir. Buna ilave olarak tropin halkasindaki Hy, ve H¢
protonlar1 da sirasiyla 2.03-2.01 ppm ile 1,89-1.94 ppm arasinda goriilmistiir. 3
bilesiginin MALDI-TOF yonteminde matriks olarak dihidroksibenzoik asit (DHB)
kullanilmistir ve mol kiitle [R1+2R,]" olarak 821,94 m/z de goriilmiistiir. [R1+R2]"
degeri 681,5 olarak bulunmustur. 681,75 m/z degeri ile Ortiismektedir.
[Ro+R1+0+R1]" gibi polimerik yapmin da hesaplanan degeri 1237,1 bulunmaktadir.
m/z 1237,814’de goriilen deger buna karsilik gelmektedir.

3Q bilesigi sentezlenen 3 bilesiginin kuaternize edilmis halidir. Bilesigin IR
spektrumunda elde edilen piklerde 1194 cm™ de S=O titresimleri, 1077 cm™ de Si-
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O gerilme titresimleri ve 736 cm™ de S-O titresimleri goriilmektedir. Istenilen
grubun eksenel konumlara baglandigini gostermektedir. UV-Vis spektrumunda Q
bandi 691 nm’de, B bandi 355 nm’de gozlenmistir. 3Q bilesiginin H-NMR
spektrumunda 9.80-9.71 ppm arasinda H,; 8.52-8.45 aras1 Hg; 2.51 ppm’de N-CHj,
2.41-2.37 ppm arast Hp; 2.24-2.21 ppm arasinda Hg 1.81-1.78 arasinda Hy;
diyamanyetik anizotropiden dolayr -1.71-(-1.82) ppm’de O-CH protonlari
gozlenmistir. 2.5 ppm DMSO igerindeki doterolanmamis protonlara, 3.3 civarindaki
genis pikler de DMSO igerisindeki suya ait protonlardir. 3Q bilesiginin MALDI-
TOF yonteminde matriks olarak dihidroksibenzoik asit (DHB) kullanilmistir ve mol
kiitle [R3+ DHB]" (947+165) olarak 1112 m/z de goriilmiistiir.

3Z bilesigi sentezlenen 3 bilesiginin zwitter iyonik halidir. 3Z bilesiginin IR
spektrumunda, 1329 cm™’de CH3-N, 1286 cm™ C-O ve 1163 cm™de S=0, 1027 cm
“de Si-O gerilme titresimleri ve 753 cm™ de S-O gerilme titresimleri goriilmektedir.
Bu pikler istenilen gruplarin eksenel konumlarda baglandigini gostermektedir. 3Z
bilesiginin H-NMR spektrumunda 9,62 ppm H, 8.22 ppm Hg; 3.38-3.41 ppm
arasinda N-CHj,-CH,-CH»-SO3; 3.15 ppm’ de N-CHgs; 2.94-2.97 ppm arasinda CH»-
SOg3; 2.65-2.67 ppm arasinda N-CH,-CH,-CH,-SO3; 2.47-2.49 ppm arasinda Hyp;
2.40-2.43 ppm arasinda Hc; 1,66-1.71 ppm arasinda H,; 1.05-1.09 ppm arasinda O-
CH protonlar1 gozlenmistir. 3Z bilesiginin MALDI-TOF yonteminde matriks olarak
dihidroksibenzoik asit (DHB) kullanilmistir ve [R4+ 2Rs+2Na]” igin hesaplanan m/z
degeri 1111; bulunan 1112 degeri ile drtiismektedir. [R4+2Rs+20H]" i¢in hesaplanan
m/z degeri 1099 olup spektrumda 1098,168 m/z degeri ile ortiismektedir. [R4+OH]"
icin hesaplanan 557,62 olarak bulunmus ve spektrumda 556,586 m/z degeri ile
ortiismiistiir. [R4+20H]" icin hesaplanan m/z degeri 574,62; bulunan 573,584 tiir.

6.2 Sentezlenen Maddelerin Fotokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi

Sentez asamasindan sonra maddelerin degisik konsantrasyonlarda UV-Vis ve
fluoresans spektrumlar1 alinarak spektrumlardaki degisimler tespit edilmistir. UV-
Vis spektrumlar1 ile elde edilen grafikler maddelerin neredeyse hi¢ agregasyona
ugramadiklarini, Lambert-Beer yasasina gore cizilen grafiklerdeki dogrunun egimi

ise maddelerin bozunmaya ugramadiklarini gostermektedir (Sekil 5.1).
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Sekil 6.4: 3Z bilesiginin DMF igindeki UV-Vis spektrumu.
Fluoresans  spektrumlar1  incelendiginde, sentezlenen maddelerin  azalan
konsantrasyonlarinda fluoresans siddetlerinin azaldigi ve maviye dogru kaydigi
gozlenmistir. Bu durum sentezlenen maddelerin DNA ile etkilesime girdigini

gostermektedir.
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Sekil 6.6: 3Q bilesiginin DMF i¢indeki fluoresans spektrumu.
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Sekil 6.9: 3Z bilesiginin PBS/DMF i¢indeki fluoresans spektrumu.
Diger asamada maddelerin singlet oksijen {iretip liretmedikleri tespit edilmistir. Bu
amagla noétr, katyonik ve zwitter iyonik maddelerin DMF igindeki ¢ozeltileri igin
referans olarak DPBF; katyonik ve zwitter iyonik maddelerin PBS igindeki
cozeltileri igcin ADMA ile hazirlanan 3 mL’lik kuvars kiivetteki numuneler 600-700
nm aras: diyot laser veya 300 W’lik halojen lambanin ¢ikisindaki fiber optik
kablonun ucuna monte edilen bir filtre ile farkl: siirelerde uyarilmiglardir. Boylelikle
calismada hem singlet oksijen iiretimi, hem de maddelerin 1s1kla bozunmasi takip

edilmistir.

Singlet oksijenin olustugunu gosteren en iyi kanit DMF’te hazirlanan nétr, katyonik
ve zwitter iyonik maddelerde referans olarak kullanilan DPBF’in 1s1ma siiresi
arttikga bozunmas: ve dolayisiyla 415 nm’deki karakteristik absorbans siddetinin

azalmasidir.
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Sekil 6.10: 3 bilesiginin singlet oksijen liretmesiyle birlikte DPBF’in bozunmasi
sonucu absorbanstaki azalmay1 gosteren UV/Vis spektrumu.
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Sekil 6.11: 3Q bilesiginin singlet oksijen liretmesiyle birlikte DPBF’in bozunmasi
sonucu absorbanstaki azalmay1 gosteren UV/Vis spektrumu.
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Sekil 6.12: 3Z bilesiginin singlet oksijen iiretmesiyle birlikte DPBF’in bozunmasi
sonucu absorbanstaki azalmay1 gosteren UV/Vis spektrumu.

Katyonik ve zwitter iyonik maddelerin singlet oksijen o6lgiimlerinde PBS’de
hazirlanan ve referans olarak ADMA’nin kullanildigr karakteristik 360, 380 ve 400
nm’lerdeki absorbans azalmalari gozlenememistir. Farkli siirelerde uyarilan

maddeler i¢in ADMA nin absorbans siddetleri degismemistir.

3Q ve 3Z bilesiklerinin suda hidroliz olarak tropin gruplarinin kopmasi ile
SiPc(OH); yapist meydana gelmis ve yapida halka par¢alanmamistir. Bu durumda

isinlama  deneylerinde Q bandina ait absorbanslarda diislis gézlenmemistir.
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Sekil 6.13: 3Q bilesiginin 1gikla uyarilmasi sonucu UV-Vis spektrumu.
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Sekil 6.14: 3Z bilesiginin 1s1kla uyarilmasi sonucu UV-Vis spektrumu.

3Q ve 3Z bilesiklerinin suda hidroliz olarak SiPc(OH); sekline doniistiigiinden dolay:
takip edilemeyecek olgiide az singlet oksijen iirettikleri veya hi¢ tretmedikleri

diistiniilmiistir.
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6.3 Sentezlenen Maddelerin Biyolojik Ozelliklerinin incelenmesi

Katyonik ve zwitter iyonik bilesiklerin DNA ile etkilesimi incelendiginde ikisinin de

DNA’ya tutundugu goriilmiistiir.
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Sekil 6.15: 3Q bilesiginin DNA ile etkilesiminin fluoresans spektrumu.
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Sekil 6.16: 3Q bilesiginin Q bandinin artan DNA ilaveleri sonucu fluoresans
siddetindeki artmasi.
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Sekil 6.17: 3Z bilesiginin DNA ile etkilesiminin fluoresans spektrumu.

Fluoresans spektrumlarinin kullanilmasiyla elde edilen Ky degeri (Esitlik 1) 3Z
bilesigi icin 1.22x 10° seklindedir.
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Sekil 6.18: 3Z bilesiginin Q bandinin artan DNA ilaveleri sonucu fluoresans
siddetindeki azalmasi.

DNA - Pc etkilesimi arttik¢a K}, degeri de artmaktadir.
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Katyonik ve zwitter iyonik olan bilesiklerin DNA’ya baglanip baglanmadigini tespit
etmenin bir diger yolu da sentezlenen 3Q ve 3Z bilesiklerinin DNA ile kompleks
olusturma egilimlerinin bir DNA boyasi ile kiyaslanmasidir. SYBR-GOLD boyasi
DNA’ya baglandig1 zaman fluoresans siddetinde artis gdzlenmektedir ve 495 nm’de
uyarilip 537 nm’de emisyon yapmaktadir. Bu amagcla, sabit miktarda SYBR ve DNA
iceren sulu ¢ozeltilere artan miktarlarda Pc ilave edilip SYBR boyasinin fluoresans
siddetindeki azalma incelenmistir. Stern-Volmer grafiklerindeki egim maddelerin Kgy,

degerini vermektedir.

Elde edilen sonuglarin birbirleri ile karsilagtirilmasinin yapilabilmesi amaciyla 3Z
bilesiginin PBS/DMF (10:1) icindeki ¢ozeltisi kullanildigindan 3Q bilesigi icin de
hem sadece PBS hem de DMF/PBS (10:1) i¢indeki ¢ozeltisi kullanilarak Slgiimler
alinmigtir. Kg, degerleri (Esitlik 2) 3Q (DMF), 3Q (PBS/DMF) ve 3Z (PBS/DMF)
bilesikleri igin sirasiyla 82576, 106628 ve 132321 seklindedir.

13
y=82576x + 0,9982
R?*=0,9985
1,2
=
e
11
1
0,00E+00 5,00E-07 1,00E-06 1,50E-06 2,00E-06 2,50E-06 3,00E-06
[Pc] (M)

Sekil 6.19: 3Q bilesiginin Stern-Volmer Grafigi (DMF igindeki ¢ozeltisi).
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Sekil 6.20: 3Q bilesiginin Stern-Volmer Grafigi (PBS/DMF i¢indeki ¢ozeltisi).
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Sekil 6.21: 3Z bilesiginin Stern-Volmer Grafigi (PBS/DMF i¢indeki ¢ozeltisi).
3Z bilesiginin PBS’deki ¢oziiniirliigi az oldugu icin PBS-DMF igerisinde
etkilesimine bakilmistir. Ky degeri bilesigin elektrostatik olarak tutundugunu
diistindiirmektedir. Zwitter iyonik yapimnin DNA’nin daha c¢ok su ile etkilesime
girmesine yol agacak sekilde biikiilmesine (farkli noktalardaki guanidinlere tutunma

ve DNA sarmalinin agilmasina) sebep oldugu icin fluoresansta azalma goriilmiistiir.

3Q hem PBS hem de PBS-DMF igerisinde DNA ile etkilesiminin de elektrostatik
etki oldugu diisiiniilmektedir. Katyonik grubun DNA sarmalinin i¢ine girerek fosfat
gruplarina baglanmasi ile suyun DNA’ya yaklagsmasim1 ve dolayisiyla fluoresansi

sonlimlendirmesi engellenmis olmaktadir.
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3,3Q ve 3Z DMF i¢inde singlet oksijen olusturmustur. Fakat suda ADMA ile yapilan
Olciimlerde ADMA absorbansinda diisiis goézlenmemistir. 3Q ve 3Z bilesiklerinin
suda hidroliz olarak tropin gruplarinin kopmasi ile SiPc(OH); yapist olusmustur. Bu
yapida halka pargalanmamistir. Dolayist ile 1sinlama deneylerinde Q bandina ait
absorbanslarda diisiis gozlenmemistir; fakat singlet oksijen olusumu takip
edilemeyecek kadar az olmustur veya hig singlet oksijen olusmamistir. Ancak 3Q ve
3Z bilesiklerinin Tip I mekanizmast {iizerinden radikal {iretip iiretmedikleri

bilinmemektedir. Fakat bu ¢aligmalar tez kapsami1 disindadir.

Sonug¢ olarak her iki bilesik de DNA’ya baglanmistir. Bir maddenin DNA’ya
baglanmasi, bagli bagina tiimor hiicresinin imha edilmesi i¢in kullanilma sebebidir.
Cinki cis-platin komplekslerinde oldugu gibi [33] platin kompleksi guanidinlere
tutunarak DNA replikasyonunu engeller. Tiimor tedavilerinde amag tiimdrlii hiicre
DNA'sinin replikasyonunu durdurmaktir. Bu c¢alismada elde edilen fluoresans
spektrumlari, 3Q ve 3Z’nin DNA ya baglandigin1 dolayisiyla onlarin kanser

tedavisinde kullanilabilecegini gdstermektedir.

Bu tez calismasinda elde edilen bulgular, tezin amaclanan hedefe ulastigim

gostermektedir.
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