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OZET

Fotodinamik terapi, kanserli veya bakteriyle enfekte olmus dokuya, 1sikla uyarilan bir
molekiil (Fotosensitizer, FS) sayesinde yogun elektron aktarimi ve singlet reaktif
oksijen tretimi ile tedavi uygulanmasini saglayan bir tedavi yontemidir. Bu tedavi
esnasinda dokuya 6zgii hedefleme, yiiksek reaktif oksijen iiretimi ve yiiksek dalga
boylarinda uyarilma gibi 6zelliklere sahip molekiiller kullanilmasi elzemdir.

Bu calisma kapsaminda, iki adet yeni asimetrik Zn(II) ftalosiyanin tiirevleri (10 ve 12)
ve bir adet peptid bagl asimetrik Zn(II) ftalosiyanin tiirevi (14) sentezlenerek,
antimikrobiyal fotodinamik terapi (aPDT) ozellikleri tespit edilmistir. Calisma
kapsaminda kullanilan peptit, yumurta icerisinde bulunan ve bakteriyel savunma
mekanizmasinda yer alan bir amino asit sekansidir (COO-Glisin-Alanin-Glisin-L&sin-
Prolin-Losin-Glutamik Asit- Fenil Alanin-NH).

Sentezlenen asimetrik Zn(II) ftalosiyanin tiirevlerinin yapilart FT-IR, kiitle, NMR
analizleri yapilarak aydinlatilmistir. Yap:r analizlerinden elde edilen spektrumlar
degerlendirildiginde Onerilen yapilarin dogrulugunu ve bilesiklerin saf olarak izole
edildigi sonucunu destekler niteliktedir. Sentezlenen ftalosiyanin tiirevlerinin aPDT
uygulamasinda kullanilabilme potansiyellerini degerlendirebilmek igin, UV-Vis,
floresans Oliimleri gergeklestirildikten sonra singlet oksijen kuantum verimleri ve
floresans kuantum verimleri dlgiildii.

Hazirlanan peptid zincirinin MIC analizleri ve Zn(Il) ftalosiyanin tiirevlerinin aPDT
deneyleri  gergeklestirildi. Sonuclar istenilen gibi sentezlenen peptitlerin
ftalosiyaninlerin etkisini bakteriler tizerinde arttirdigin1 ve fotodinamik etki yarattigini
gostermistir. Fotodinamik etkinin gram negatif bakterilerde daha fazla oldugu aPDT
calismasi ile gdsterilmistir. Ayrica peptit bagl ftalosiyanin tiirevi molekiiliin ¢ifte etki
gosterdigi ve peptitsiz analoguna gore daha fazla bakterisidal etki gosterdigi
kanitlanmustir.

Calisma sonuglart umut vaat edici olup in vivo deneyler ile daha ileri sathada daha
etkili sonuclar alinabilecegine isaret etmektedir. Bu c¢alisma ile literatiire yeni
ftalosiyanin tiirevleri kazandirilmistir. Ilerleyen galismalarda, bu molekiillerin peptit
baglanmamis tiirevlerinin memeli kanser hiicreleri {lizerinde PDT c¢aligmalar1 da
gergeklestirilecektir.

Anahtar Kelimeler: APDT, Ftalosiyanin, Peptit.
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ABSTRACT

Photodynamic therapy is a treatment method that provides treatment to cancerous or
bacterially infected tissue with intense electron transfer and singlet reactive oxygen
production via a molecule (Photosensitizer, FS) that is stimulated by light. During this
treatment, it is essential to use molecules with properties such as tissue-specific
targeting, high reactive oxygen production and high wavelength excitation.

In this study, peptide-linked asymmetric zinc phthalocyanines were synthesized to
determine their antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) properties. The peptide
used in the study is an amino acid sequence found in eggs and involved in the bacterial
defense  mechanism  (COO-Glycine-Alanine-Glycine-Leucine-Proline-Leucine-
Glutamic Acid-Phenyl Alanine-NH).

Tetra-substituted asymmetric phthalocyanines were synthesized using 4-phthalonitrile
and their characterization was carried out by FT-IR, mass, NMR analyses. 3 types of
phthalocyanines were synthesized; oxygen-bridged polyoxo phthalocyanine, sulfur-
bridged polyoxo phthalocyanine and oxygen-bridged polyoxo, peptide-bound
phthalocyanine. The structures of the compounds were formed as expected in the
results obtained with the structural determinations. Then, UV-Vis, fluorescence
measurements of the synthesized phthalocyanines were performed and then singlet
oxygen quantum yields and fluorescence quantum yields were measured.

MIC analyses of synthesized peptides and aPDT experiments of zinc-phthalocyanine
derivative compounds were performed. The results showed that synthesized peptides
increased the effect of phthalocyanines on bacteria and created a photodynamic effect
as desired. The photodynamic effect is shown to be greater in gram-negative bacteria
by aPDT study. It has also been proven that the peptide-bound phthalocyanine
derivative molecule exhibits double action and is more bactericidal than the peptide-
free analogue.

The results of the study are promising and indicate that more effective results can be
obtained with in vivo experiments at a later stage. With this study, new phthalocyanine
derivatives have been introduced to the literature. In further studies, PDT studies of
non-peptide-bound derivatives of these molecules on mammalian cancer cells will also
be performed.

Keywords: APDT, Phthalocyanine, Peptide.
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TESEKKUR

Uzun siiredir bu yolculugu tamamlamamda bana katkisi ve destegi olan herkese
tesekkiir ediyorum.

Basladigimizdan bugiine her daim tecriibe, bilgi ve kaynaklariyla bana destek olan,
yon gosteren ve yeri geldiginde beni ittiren, tanimakla ¢ok mutlu oldugum,
akademideki giizellikleri ve insaniyetligi bana gosteren saygideger hocam Prof. Dr.
Ayse Giil GUREK e

Vesilesi ile tanistigim ve ¢alismalarimda benimle yol yiirliyen ve desteklerini
esirgemeyen sayin Dr. Duygu AYDIN TEKDAS’ a

Calismalarim esnasinda bana yol gosteren, destekleyen, aradigimda her tiirlii yaniti
almami ve yontemleri 6grenmemi saglayan, yanimda olduklarini bildigim sayin Dr.
Gizem GUMUSGOZ CELIK, saym Dr. Og. Uyesi Cigdem YILMAZ COLAK, sayin
Prof. Dr. Devrim ATILLA, saym Prof. Dr. Meltem GOKSEL SAHIN’e ve Gebze
Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii SEKER Lab’a

Beni yetistiren aileme, kardeslerime ve biiyiiklerime,

Uzaklarda olsak bile birbirimizin yaninda oldugumuzu bildigim dostlarim Ugur
KAYA, Dilaver KILIC’a,

Son olarak bu yolculuga ¢ikmami saglayan, her adiminda yanimda olan, beni
destekleyen, her sikintida ve her bunalimda benimle olup bana yol gosteren, birinci
danigmanim, can yoldasim, hayat arkadasim ve ailem sevgili esim Melike Yagmur
GEDIK e sonsuz tesekkiirlerimi ve minnettarligimi sunarim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi
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Sekil 3.11

Sekil 4.1
Sekil 4.2
Sekil 4.3
Sekil 4.4
Sekil 4.5
Sekil 4.6
Sekil 4.7
Sekil 4.8
Sekil 4.9

SEKILLER DiZINi

Amino asitlerin genel yapisi.

Amino asitlerin kimyasal yapisi.

Peptitlerin a-sarmal ve B-tabaka yapilar1 [23].

Fotodinamik terapi etki mekanizmasi [29].

Ftalosiyanin (H2Pc) genel yapist.

Tetra siibstitiie ftalosiyaninlerde olusabilecek

izomerik yapilar.

Periferal ve non-periferal siibstitiie ftalosiyaninler
39].

%ta%osiyaninlerin sentezinde kullanilan baslangi¢

materyalleri.

Metalli ve metalsiz Pc’ler aras1 spektrum

farkliliklar: [41].

Zhang ve arkadaslari tarafindan deneyin yapilasi ve
sonuglart.

Vazques ve arkadaglari tarafindan sentezlenen Pc-

peptit  molekiilii.

Peptit sekansini olusturan amino asitler.

O-kopriilii polioksoetilen zincirleri i¢eren

ftalonitrilin (3) sentez semast.

Esterli ftalonitrilin (5) sentez semasi.

S-kopriilii polioksolu ftalonitril tiirevinin (9) sentez

adimlari.

O-kopriilii ftalosiyanin (10) sentez semast.

Asit bagli AB3 tipi ftalosiyanin sentez semasi.
S-kopriilii polioksolu ftalosiyaninin (12) sentez
semasl.

Peptit sekansinin uzama semasi.

Peptit sentezleyici reaksiyon kab.

Peptit-ftalosiyanin konjugatinin (14) sentez

yontemi.

Peptit-ftalosiyanin konjugati.

Peptit-ftalosiyanin konjugasyonu i¢in reaksiyon

diizenegi.

3 numaral1 molekiiliin kimyasal yapisi.

3 numarali molekiiliin IR spektrumu.

3 numarali molekiile ait kiitle spektrumu.

3 numarali molekiile ait "H-NMR spektrumu.

3 numarali molekiile ait 3C-NMR spektrumu.

5 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.

5 numarali molekiiliin IR spektrumu.

5 numarali molekiiliin H' NMR spektrumu.

7 numarali bilesigin kimyasal yapisi.
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7 numarali molekiiliin FT-IR spektrumu.

7 numarali molekiiliin kiitle spektrumu.

7 numaral1 molekiile ait 'H- NMR spektrumu.
7 numaral1 molekiile ait '*C- NMR spektrumu.
7 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.

8 numarali molekiile ait IR spektrumu.

8 numaral1 molekiile ait 'H-NMR spektrumu.
8 numaral1 molekiile ait '*C-NMR spektrumu.
9 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.

9 numarali molekiile ait IR spektrumu.

9 numarali molekiile ait kiitle spektrumu.

9 numarali molekiile ait IH-NMR spektrumu.
9 numarali molekiile ait >*C-NMR spektrumu.
10 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.

10 numarali molekiile ait IR spektrumu.

10 numarali molekiile ait kiitle spektrumu.

10 numarali molekiile ait "H-NMR spektrumu.
10 numarali molekiile ait '*C-NMR spektrumu.
11 numaral1 molekiiliin kimyasal yapisi.

11 numarali molekiiliin IR spektrumu.

11 numarali1 molekiile ait kiitle spektrumu.

11 numarali molekiile ait 'H-NMR spektrumu.
11 numarali molekiile ait *C-NMR spektrumu.
12 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.

12 numarali molekiile ait FT-IR spektrumu.

12 numarali molekiiliin kiitle spektrumu.

12 numarali molekiile ait "H- NMR spektrumu.
12 numarali molekiile ait '*C-NMR spektrumu.
13 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.

13 numarali molekiile ait FT-IR spektrumu.

13 numarali molekiile ait kiitle spektrumu.
Peptit molekiiliiniin HPLC spektrumu.

14 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.

14 numarali molekiiliin IR spektrumu.

14 numarali molekiiliin kiitle spektrumu.

10 numarali molekiiliin DMSO ortaminda farkli
konsantrasyonlardaki UV-Vis spektrumlari.
10 numaral1 bilesige ait absorbansa kars1

konsantrasyon grafikleri ve korelasyon katsayisi.

12 numarali molekiilin DMSO ortaminda farkli
konsantrasyonlardaki UV-Vis spektrumlari.
12 numaral1 bilesige ait absorbansa kars1

konsantrasyon grafikleri ve korelasyon katsay1si.

14 numarali molekiiliin DMSO ortaminda farkli
konsantrasyonlardaki UV-Vis spektrumlari.
14 numaral1 bilesige ait absorbansa kars1
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konsantrasyon grafikleri ve korelasyon katsayisi.

Farkl1 ¢6ziicii ortamlarinda 2 pM konsantrasyonda
10 numarali molekiile ait a) UV-Vis, b) floresans
spektrumlari.

Farkli ¢oziicii ortamlarinda 2 uM konsantrasyonda
12 numarali molekiile ait a) UV-Vis, b) floresans
spektrumlari.

Farkl1 ¢6ziicii ortamlarinda 2 pM konsantrasyonda
14 numarali molekiile ait a) UV-Vis, b) floresans
spektrumlari.

DMF ¢o6ziicii ortaminda alinan direkt singlet
oksijen spektrumlari.

MIC testi sonuglarinin grafigi.

10 numarali molekiiliin E. coli lizerindeki
fotodinamik etkileri.

10 numarali molekiiliin fotodinamik olarak F.
coli’nin biiylimesine etkisi.

10 numarali molekiiliin S. aureus tizerindeki
fotodinamik etkileri.

10 numarali molekiiliin fotodinamik olarak S.
aureus’un biiylimesine etkisi.

12 numarali molekiiliin E. coli lizerindeki
fotodinamik etkileri.

12 numarali molekiiliin fotodinamik olarak E.
coli’nin biiylimesine etkisi.

12 numarali molekiiliin S. aueus tizerindeki
fotodinamik etkileri.

12 numarali molekiiliin fotodinamik olarak S.
aureus’un bliylimesine etkisi.

14 numarali molekiiliin £. coli izerindeki
fotodinamik etkileri.

14 numarali1 molekiiliin fotodinamik olarak E.
coli’nin biliylimesine etkisi.

14 numarali molekiiliin S. aureus tizerindeki
fotodinamik etkileri.
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1.GIRIS

Hastaliklar ge¢misten giiniimiize bir¢ok uygarligin yikilmasima ve modern tibbin
dogup gelismesine Onciiliik etmistir. Enfektif hastaliklar (bakteri, viriis vb. yollar ile
bulasan) ylizlerce yil boyunca insanlarin go¢ etmesine, tarim ve hayvanciligin
bitmesine, toplu yok oluslara ve niifusun azalmasina sebep olmuslardir. Bununla
birlikte yine yiizyillar boyunca bir¢ok ecza, tip, kimya ve biyoloji alanlarindan bilim
insanlari, hastaliklardan korunma ve iyilesme Tlizerine sayisiz calisma

gergeklestirmislerdir [1], [2].

flaclarin gelistirilmesi ile birlikte, enfeksiyon hastaliklar1 azalmis, insan dmriiniin
ortalama uzunlugu artmistir. Geleneksel ilaglarin yan1 sira, son teknoloji yeni ilag ve
ilag sistemleri ortaya c¢ikmistir. Son birkac yildir, bulasici hastaliklarin tedavisi ve
bagisiklik giiclendirme ¢alismalart devrim niteliginde bir degisim gecirmistir.
Biyoteknoloji ve genetik miihendisliginin ilerlemesi ile ¢ok sayida hastaliga 6zgii

biyolojik ilaglar gelistirilmistir [3].

flag gelistirme ve hedefleme dogrultusunda sayisiz yontem gelistirilmistir ve bunlarin
yiizlercesi klinik olarak uygulanmaktadir. En ¢ok tercih edilen yeni nesil hedefleme
molekiilleri ise genellikle ila¢ nano-kristalleri, ilag-polimer konjugatlar ve ilag-protein

konjugatlaridir [4].

Hedefli ila¢ dagitimi, verilen ilacin ilgili bolgeye, diger bolgelere gorece daha yogun
bir sekilde niifuz ederek, yan etkileri azaltmay: ve etkinligi arttirmay1 amaglamaktadir.
Ila¢ hedefleme ile, ilaclar yalmzca istenen bolgedeki uygun reseptdrlere ilerleyecek ve
etkinligini sadece 1ilgili alanda gostereceklerdir. Boylece ilgili bolge disindaki ilacin

etki mekanizmasi engellenecek ve toksisite en aza indirilecektir [5].

Hedeflemenin gerceklestirilecegi dokuya veya reseptorlere olan afinite, ilag
hedeflemesinde kritik rol oynar ve segiciligi arttirir. En yiiksek secicilige sahip olan
molekiiller monoklonal antikorlar olmasina ragmen, ¢ok hassas ve olduk¢a pahali olan
molekiillerdir. Bunun yani sira kisa DNA veya RNA dizileri olan oligoniikleotitler ve
kisa protein dizileri olan peptitler, daha az afinitesi olmasina ragmen daha stabil, ucuz
ve kolay sekilde elde edilebilen molekiillerdir. Peptitler bu baglamda birkag¢ cesit

yontemle sentezlenebilir ve daha kolay yap1 analizi gerceklestirilebilir. Ayrica, in silico



analizleri daha kolay olan peptitler, serum proteazlarina kars1 da daha dayanikli ve

daha giivenilirdir [6].

Peptitler oldukga kullanish kiiciik hedefleme ligandlaridir. Oldukga fazla sayida peptit
dizisi ¢esitli kanser tiirlerinde salgilanan Dbelirteclerin  (tumor markers)
hedeflenmesinde kullanilmaktadir [7]-[9]. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorleri
(VEGF) veya Arjinilglisilaspartik asit (RGD) peptidleri gibi ¢esitli hedef peptidleri ile
konjuge edilmis ftalosiyanin bilesikleri kanser hiicrelerinin hedeflenmesini ve hiicresel
alimini olduk¢a artirmistir [10]-[12]. Yapilan caligmalar bakteriyel ortamlardaki
fotodinamik terapi (PDT) uygulamalarinda, hedefli tedavi amaciyla belirli peptid
dizilerinin, ftalosiyanin gibi 1518a duyarli bilesiklerle konjugasyonunun bakteri
hiicresini de hedefleyerek 6ldiirdiigii, dolayisiyla fotoaktiviteyi artirdigi goriilmektedir
[13].

Bu tez kapsaminda PDT uygulamalarinda kullanilmak iizere iki farkli amaca yonelik
asimetrik ftalosiyanin tiirevlerinin sentezi hedeflenmistir. ilk olarak antimikrobial PDT
uygulamalarinda kullanilmak {izere hedefe yonelik 1s18a duyarli maddeler olarak,
hedefe 6zgii peptid dizisi ile konjuge edilmis yeni asimetrik Zn(II) ftalosiyanin
tiirevinin sentezi amaclanmustir. Ikinci olarak ise kanser hiicreleri iizerindeki PDT
etkinligini belirlemek tizere S heteroatomalar1 tizerinden polioksoetilen (A3) ve ester
(B) gruplart iceren diger bir asimetrik ftalsiyanin tiirevi sentezlenmistir. Bilesiklerin
yapisal karakterizasyonu FT-IR, UV-Vis ve 'H NMR MALDI-TOF teknikleri ile
yapilmustir. Ayrica, sentezlenen ftalosiyanin molekiillerinin fotofiziksel ve

fotokimyasal 6zellikleri de incelenmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Peptitler

Peptitler kisa amino asit dizileridir. Amino asitler, a-karbona bagli amino ve karboksil
grubu igermelerinin yani sira bir hidrojen ve bir de degisken yan zincir bulundururlar.
En basit anlamda bir amino asit yapis1 Sekil 1.1’ de yer almaktadir. Bu amino asit
dizileri li¢ boyutlu olarak bir konformasyona sahip olarak peptitleri olusturmaktadir.
Peptitler protein alt iinitelerini taklit edebilir ve ligand gibi davranarak hiicre
reseptorlerine spesifik afinite gdsterebilirler ve bdylece reseptdr-spesifik baglanma
gerceklestirebilirler [14]. Amino asitlerin dizilimi, iyon yiikleri, ii¢c boyutlu yapisi ve
afinite bolgeleri, peptitlerin baglanma ve spesifiklik gosterme 6zellikleri tizerinde etki

ederler. Biyolojik olarak bilinen 20 adet amino asit mevcuttur (Sekil 2.1) [15].

o

Sekil 2.1: Amino asitlerin genel yapisi.



L

H
)=o
-
-~ H,
o 3 g H.
H HoN HO —{—
H - O
\ Ao (Arg Ry Fastsdin (Hav H) Lazn (B K) ’ ‘Aqmuk Asit {Asp D) Glurssuk Asit (Gla E) ,
Y |
Posanf Yoklo Ao Asather Negatf Yoklo Asmno Asatlex
H,N
o G
Alanan (Ala ) Valin (Val'V) Lrolésin (lie' 1) L &sm (Leu'L)
1 J
\J
Hidrofolnk Yan Zmcirls Ansino Asatles
O
I
OH S s o
. HoN
N H2 o
Femlalamn (Phe F) Tworn (Tyr'Y) Taptofan (Tep W)
1 )
A
Aromank Yan Zincah Ao Asstler
S
HiC OH HS OH
NH, NH2>
L Metyomn (Met' M) Sestemmn (Cys ©) y
T
Kiukiut I¢eren Yan Zincurls Anuno Asaler
o} OH o]
H
Mﬂ e
NH; [o) OH NH,
Scrm (Ser' S) Treommn ( The 'K) Asparin (Asn N) Glmanun (Gin Q)

L)
Yuksuz Polar Yan Zincrh Amuno Asitler

H ‘H
H ZN)\“/OH ” OH
) o)

L Glisan (Gly/'G) Prolm (Pro ' P) )
¥
Ozel Yopahi Aamuno Asatler

Sekil 2.2: Amino asitlerin kimyasal yapisi.



Peptitlerin kontrol edilebilirligi ve spesifikligi, onlar1 patojen ve tiimorlerin
fonksiyonlarina miidahale edebilen ajanlar ve hedefli terapétikler olarak ideal kilar.
Peptitler ayrica dogal protein yapilarinin pargalarini taklit ederler ve boylece dogal ve
biyolojik molekiiller olarak reseptorlere kendi kendilerine baglanarak hedefleme

yapabilirler [16].

Roger Brand’in ilk defa peptitlerin hedefleme molekiilleri olabileceginden bahseden

caligmasindan sonra peptitler lizerinde yapilan ¢aligmalarin sayis1 artmistir [6], [17].

Su anda bilinen 400°den fazla peptit yapilt molekiil klinik ¢alisma asamasindadir.
Hizli, etkili ve giivenilir sentez metodolojisi sebebi ile en ¢ok ilgi géren molekiiller
arasindadirlar. {1k “peptit” adlandirmasi ve reaksiyonu Fisher ve Fourneau tarafindan
gerceklestirildikten sonra o-N ucu carbobenzoksi (Cbz) koruma grubu kullanilarak
Bergmann ve Zervas tarafindan ilk defa geri doniisimlii peptit sentezi
gerceklestirilmistir. Bu sayede ilk defa oksitosin benzeri peptit molekiilii 1953 yilinda
DuVigneaud ve Ark. Tarafindan gerceklestirilerek, ilk biyolojik protein yapisi
kimyasal olarak sentezlenmis oldu. Gliniimiizde bu sentez metodu kati-faz peptit
sentezi ile gerceklestirilerek pratiklik kazanmistir. Kati-faz peptit sentezi (Ing. Solid
Phase Peptide Synthesis, SPPS) metodu, ¢coziinmeyen kati bir destek (rezin) lizerine
sirastyla kovalent olarak baglanan amino asitlerin, reaksiyon sonrasinda destek
tizerinden kopartilarak saf bir molekiil olarak elde edilmesine dayanir [18].
Gilintimiizde Fmoc (9-florenilmetoksikarbonil) grubu kullanilarak amino asitlerin a-N
yan zincirleri koruma altina alinir ve bdylece diger etmenlerin amino asit ile
reaksiyona girmesi engellenir. Bunun temelinde Fmoc grubunun bazik ortamda amino
asitten ayrilmasi yatar. Gegmisten giiniimiize kullanilan t-Biitiloksikarbonil (Boc) veya
karbobenzoksi (Cbz) gibi amino asit koruyucu gruplarmin bir¢cogu asidik ortamda
amino asitten ayrilmaktadir. Bu 6zellikleri sebebi ile amino asit zincirinin uzamasi
esnasinda koruyucu gruplarin tamami ortamdan uzaklastigi icin istenmeyen yan
reaksiyonlar meydana gelebilmekteydi. Ancak Fmoc kullanimi ile yan zincirler bazik
ortamda korunurken sadece uzatilmak istenen bolge Fmoc uzaklastirmasi ile
reaksiyona acik hale getirilir ve bu da zincirin daha etkili, hizli ve giivenilir bir sekilde
uzamasini saglar. Peptit uzamasi tamamlandiktan sonra kuvvetli bir asit kullanilarak
peptit rezinden ayrilirken koruyucu gruplar da peptit {izerinden ayrilir ve bdylece

peptit zinciri yiiksek verim ve saflikta elde edilmis olur [18]-[20].



2.1.1. Peptitlerin Kimyasal Yapisi

Peptitler, amino asit monomerlerinin a-karboksilik asit kismai ile diger amino asidin o-
amino kismi arasinda bir molekiil su agiga ¢ikmasi ile olusan peptit bagi ile olusur. Her
amino asit eklenmesi esnasinda bir molekiil su aciga ¢ikarak bir biyo-polimerizasyon
reaksiyonu sonucu meydana gelir. Tekrarlayan amid, merkezi karbon atomu, karboksil
asit karbon atomu ve oksijen atomlari, peptitin omurgasin1t meydana getirirken yan
zincir gruplart disar1 dogru yonelmis halde bulunurlar. Peptit baglar1 ile olusan
peptitler proteine gore daha az sayida monomere sahip olmalari sebebi ile, proteinin 4
farkli yapisal halinden ilk ikisini olusturabilirler; bunlar a-sarmal ve [-tabaka

konformasyonlaridir.

Bir peptitin a-sarmal yapisinda, her bir peptit baginin karbonil oksijen atomu, zincirin
C- ucu yoniinde dort amino asit sonra bulunan amino grubunun hidrojen atomu ile
hidrojen bagi yaparak kivrilmalar meydana getirir ve o-sarmal yapiya spiral bir

omurga kazandirir.

Bir baska sekonder yap1 olan B-tabaka yatay dizilmis B-zincirlerinden olusur. Basitce
pileli yap1 denen bu yapida, diizlemde bulunan hidrojen baglar1 B-zincirlerini bir arada
tutarken, amino asit yan zincirleri bu diizlemden asag1 veya yukar1 dogru yonelmis

olarak bulunur (Sekil 2.3) [21], [22].

AMIANAMPALL,

Sekil 2.3: Peptitlerin a-sarmal ve B-tabaka yapilar1 [23].



2.1.2. Peptitlerin Biyoaktivitesi

Peptitler, olusturabilecekleri ii¢ boyutlu yapiya bagl olarak bakteri ve funguslarin
hiicre reseptorlerine baglanip antibakteriyel reaksiyonlara sebep olabilir, bagisiklik
hiicrelerinde uyarilmalara yol agarak enfeksiyonlara karsi sinyal gorevi gorebilir,
enzimlerle baglanarak hiicresel aktivitelerin ylikselmesini saglayabilir ve spesifik

baglanma ile molekiil tagiyici1 6zellik gosterebilir [24].

Peptitlerin hedefleme molekiilii olarak spesifik 6zelliklere sahip oldugu daha once
yapilan ¢aligmalarda gosterilmekle birlikte fotodinamik terapi i¢in uygun bir tastyici

molekiil oldugu gosterilmistir.

2.2. Fotodinamik Terapi

Fotodinamik terapi (PDT), 1518a duyarl fotosensitizer olarak tanimlanan bir molekiil
ile belirli bir dalga boyundaki 15181n kombinasyonunu kullanarak kanser hiicrelerini ve
diger hastalikli dokular1 hedef alan bir tedavi yontemi olarak tanimlanabilir. Bu tedavi
yontemi, 6zellikle kanser, bazi cilt hastaliklar1 ve géz rahatsizliklar1 gibi durumlarda
uygulanir. Isigin aktive ettigi fotosensitizer, dokudaki molekiiler oksijenle etkileserek

singlet oksijen veya reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretir [25].

Fotodinamik terapi, yeni bir tedavi yontemi olmamakla birlikte bununla ilgili klinik
gelismeler gectigimiz yiizyilin ortalarina baslamistir. Ik calisma akrilidin ve 151k ile
paramesyum iizerinde denendikten ii¢ y1l sonrasinda hasta tedavisinde kullanilmistir.
Bununla beraber ilk kanser tedavisi olarak 1976 yilinda gelistirilmistir [26].
Fotodinamik terapide, fotosensitizer (PS) olarak adlandirilan, 1s13a duyarli molekiiller,
belirli dalga boyunda 1518a maruz birakildiklar1 zaman yiiksek kuantum verimleri
sayesinde serbest radikaller ve singlet oksijenler (10,) iireterek, kanser hiicrelerinin
hiicre zar1 {lizerinde bulunan biyolojik materyalleri parcalar ve kanser hiicrelerini

oldiiriir [27].

Genel olarak temel halde bulunan PS’ler diisiik ener;ji orbitallerinde bulunan zit yonlii
iki adet elektrona sahiplerdir. Isi8in absorbasyon ile, bu elektronlardan bir tanesi, spin
degisikligi meydana gelmeden daha yiiksek bir enerji seviyesine geger ve buna
uyarilmis tekil seviye denir. Ancak bu seviyede hiicre zari ile herhangi bir etkilesim

igerisine girmez. Bunda elektronun bu seviyede ¢ok kisa siire kalmasi (nano ve piko



saniyeler) etkilidir. Uyarilmigs PS’nin temel hale donme egilimi sebebi ile uyarilmis
PS’ler hem floresans 1s1k formunda enerji sagilimi gergeklestirir hem de i¢ enerji
doniigiimii boyunca 1s1 enerjisi ortaya ¢ikarmasi sebebi ile segici olmayan bozunmaya
ugrar. Bu esnada uyarilmis elektron, nispeten daha uzun siire bulunabildigi uyarilmis
ticlii seviyede kalir. Bu uyarilmis ti¢lii seviyede bulunan elektron, biyolojik bir ¢evrede
oksijenlenmis biyolojik molekiiller olusturmak iizere elektron transferi yaparak
hiicresel substratlar ile reaksiyona girer (Tip 1 reaksiyon) veya yliksek reaktiflik
0zelligi olan singlet oksijen iiretimine Onciililk eden molekiiler oksijene enerji transferi
gergeklestirirler (Tip 2 reaksiyon) (Sekil 2.4) [28]. Fotodinamik terapi, toksik olmayan

lic ajanin kombine etkisine dayanmaktadir: Isik, fotosensitizer, oksijen.
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Sekil 2.4: Fotodinamik terapi etki rpekanizmam [29] (PS: Fotosensitizer, ROS:
Reaktif Oksijen Tiirleri (Ing: Reacvite Oxygen Species)).

Fotodinamik terapi etkili bir tedavi olmasinin yaninda riskler de barindirmaktadir. Bu
risklerin genel anlamda kaynagi, kullanilan PS molekiilleridir. Bu sebeple kullanilacak

PS molekiilleri su 6zellikleri barindirmalidir;

e Biyolojik acidan yeterli saflikta olmalidir. Kullanilan PS molekiilii ne kadar saf ve
stabil olursa o kadar uzun raf dmrii ve giivenilirligi olur. Ayrica iiretiminde yapilacak
olan kalite kontrol testlerinden basarili bir sekilde ge¢mesi de PS’in verimi ve

giivenilirligi ile ilgili bilgi verir.



e Doku derinliklerine niifuz edecek kadar fazla 1s1k absorplamalidir. 650-800 nm
arasinda yiiksek absorbsiyon gostermelidir: ideal PS’lerin en iyi uygulamalar1 bu
seviyede gergeklesir. 800 nm dalga boyundan sonra oksijen verimliligi diiser ve hiicre
oliimlerinde yetersiz verimlilik elde edilir. Ayrica daha diisiik dalga boyunda yiiksek
absorbsiyon gdstermesi durumunda giines 1s1gindan gelen UV 15181, tedavi disinda da
viicutta ROS iiretimini tetiklemesi gergeklesir ve toksik etki yaratabilir.

e Karanlik ortamda toksik olmamalidir ve buna bagl olarak hizli sekilde viicuttan
temizlenebilir olmalidir. Boylece foto-hasara neden olmasi engellenir ve normal
dokulardaki etkinligi ve yan etkisi azaltilir [30].

o Yiiksek singlet oksijen kuantum verimine sahip olmalidir.
e Doku seciciligine sahip olmalidir.

Yogun olarak ¢alisilan bazi1 PS molekiilleri; porfirinler, ftalosiyaninler, BODIPY ’ler
(Boron dipirometen), DPP’ler (Diketopirrolopirol) ve ¢esitli metal kompleksleridir
[31].

2.3. Ftalosiyaninler

1928°de Scottish Dyes Ltd. demir kaplarda hazirlanan ftalik anhidrit ve amonyaktan
hazirlanan ftalimid kullanarak koyu mavi ve ¢éziinmeyen bir kompleksin ticaretini
yapmaya basladigini duyurdu. Bu iirlin neticede demirli ftalosiyanin olan {iriindii.
Daha sonra bunun iizerine sayisiz makale yazildi ve patent alindi. Ftalosiyaninin
bilesiginin yapisi, 1930’larin baginda Ingiltere Kraliyet Koleji’nde Sir Patrick Linstead
ve arkadaslar1 tarafindan belirlenmistir. Linstead ve arkadaslar ftalosiyanin (kisaca
Pc) aza nitrojen atomlari ile koprii kuran dort adet izoindol biriminin olusturdugu bir
halkasal yapida oldugunu gostermislerdir. Ftalosiyaninler 18 m elektron sistemli
diizlemsel bir makro halkadan olugmaktadirlar. Ftalosiyaninler yapisal olarak
porfirinlerle benzer olmalaria ragmen hemoglobin, klorofil A ve vitamin B12 gibi
dogal olarak bulunmazlar. Yapisal olarak makrohalkada porfirinlerdeki metin gruplar
yerine aza gruplarinin bulunmasi ftalosiyaninleri farkli kilar. Porfirinle benzer
analojiyi gostermesi sebebi ile ftalosiyaninin fiziksel ve kimyasal davranislarinin
anlasilmasi, dogal hayatin siireclerinin uzun siireli incelenmesi agisindan dnem teskil
etmektedir. Merkezdeki iki adet hidrojen atomu, genis metal ve metalloid cesitleri

tarafindan yerleri degistirilebilir durumdadir. Kompleksler yogun olarak mor, mavi



veya yesildir. Ftalosiyaninlerin ¢ogu termal olarak da kararlhidir. Ftalosiyaninler
cogunlukla X-ray difraksiyon teknikleri ile ayirt edilebilen iki veya daha fazla
polimorfik bir yap1 gosterir [32].
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Sekil 2.5: Ftalosiyanin (H2Pc) genel yapisi.

Ftalosiyaninler yar1 iletken materyaller, fotovoltaikler, fotodinamik terapi, optik 6l¢tim

materyalleri vb. olarak bir¢ok alanda kullanilmaktadir [33]-[35].

Ftalosiyaninler goriiniir 151k dalga boylarinda ve ozellikle daha yiiksek bantlarda
oldukca yiiksek absorbsiyon ve floresans 6zellik gosterirler. Bu 6zellikleri fotodinamik
terapide kullanilabilme o6zellikleri acisindan oldukca elzemdir. Porfirinlere benzer
olarak Pc sistemleri de fotodinamik terapi siireclerinde kullanilmak {izere anahtar
gerekliliklerden biri olan singlet oksijen iiretebilme kapasiteleri agisindan metal
kullanilarak sentezlenmeleri, onlar1 fotodinamik terapi i¢in yiliksek verimli bir hale
getirir. Klinik faz asamasinda olan Pc bazli bazi ilaglar olmakla birlikte heniiz datalar
yaymlanmig degildir. Bunlardan basarili olarak goriilen aliiminyum metalli igeren
Photosens® ilact Rusya’da gelistirilmis ve deri, sindirim sistemi ve solunum sistemi
tizerinde kotii huylu tiimorlere kars1 miicadelede etkili oldugu gozlemlenmistir. Pc-
bazl1 bilesikler arasindan tetra-siilfiirlenmis aliiminyum bazli Pc, suda ¢oziliniirliigii ve

istenen fotofiziksel 6zellikleri sebebi ile denemelere baslanmistir. Ancak bunun da

10



tavsanlar tizerinde norotoksisiteye sebep oldugu goriilmiis ve dort adet siilfiir

baglantisi ikiye diistiriilmiistiir [34].

Pc’lerin bazilari, 1518a maruz kaldiklarinda, fotodegredasyon tirtinleri iiretebilmektedir
ve bu da organ toksisitesine sebep olmaktadir. Bu problemin iizerinden biyobozunur
molekiiller ile konjugasyon yoluyla basa ¢ikilabilmektedir. Bir bagka diger problem
ise ftalosiyaninlerin hedef baglanmasindaki zayifligidir. Molekiil hedefleme
dogrultusunda biyolojik molekiiller ile Pc konjugasyonu olduk¢a basarili bir

yontemdir [35].

Pc’ler periyodik tablodaki 70 elementten daha fazlasi ile koordine edilebilirler ancak
tim Pc’ler PDT i¢in gerekli olan reaktif oksijen iiretimi i¢in uygun degillerdir.
Tedavinin basarili olmasi acgisindan bu 6zelliklerinin optimizasyonu kritik bir dnem
tasimaktadir. Ornegin, serbest bazli Pcs, karsilik gelen ZnPcs ile karsilastirildiginda
genellikle daha diisiik singlet oksijen kuantum verimi gosterir. Si*" A13" ve Ga3" gibi
eksenel konumlar ile islevsel agidan bag kurabilen iyonlar ile olusturulan Pc’ler
siklikla tercih edilir, ¢linkii bu yapilar metallo-Pc’lerde uzun omiirlii triplet seviyede
kalma durumu artarken ve eksenel yonde yer alan siibstitiientler agregasyonu azaltir.
Buna karsilik Fe, Cu ve Gd gibi paramanyetik dogaya sahip metaller PS olarak
uygulama i¢in pek uygun degildir [36].

Genel olarak, Pc’ler icin iki agregasyon formu mevcuttur, biri genis temas alani (planar
diizlem) ve giiclii n-n etkilesiminden kaynaklanan H-agregasyonu; digeri ise diisiik
temas alant (u¢ uca eklenme) ve zayif n-m etkilesimi ile J-agregasyonudur [27].
Eksenel modifikasyonun H-agregasyonunu etkili bir sekilde dnleyebilecegi ve Pc'lerin
absorpsiyon spektrumlarini kirmiziya kaydirabilecegi ve bunun da PDT verimliligini
artirabilecegi bulunmustur. Huang ve calisma arkadaslari, 6,8-disiilfonat-2-naftiloksi
tetra siibstitiie Zn(II) ftalosiyanin ve mitoksantronun (MA, bir antikanser ilag) birlikte
cokeltilmesiyle suda dagilabilir nanopartikiiller'ler hazirlamistir. Nanopartikiiller,
gelismis gecirgenlik ve tutunma etkisi nedeniyle tiimorde yiiksek bir birikim etkinligi
gbsterir ve niikleik asit tarafindan aktive edilebilir floresan ve 'O, iiretimine sahiptir

[34].
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2.3.1. Ftalosiyaninlerin Molekiiler Ozellikleri

Ftalosiyaninler, mono-, di-,tetra-, okta-siibstitiie gruplar iceren farkli yapilarda
olusabilen siniflara ayrilabilir. Tetra siibstitiie ftalosiyaninlerde siibstitiie gruplarin
ayni olmas1 durumunda simetrik (A4, B4), farkli olmalari durumunda asimetrik (A3B,
AB3) veya yar simetrik olarak (A2B2, AABB) olarak da adlandirilabilmektedir
(Sekil 2.6) [37].

Sekil 2.6: Tetra siibstitiie ftalosiyaninlerde olusabilecek izomerik yapilar: simetrik
(A4 ve Bsile A2B») ve asimetrik (A3B ve AB3) ftalosiyaninler.

Ftalosiyaninlerin yapisim1 degistirmek i¢in birka¢ temel yontem bulunmaktadir.
Bunlardan ilki, merkez atomunun veya eksenel koordinasyonunun degistirilmesidir.
Diger bir yontem ise, ftalosiyanin makrohalkasinin mezo-atomlarinin degistirilmesi ve
cevresel modifikasyonlarin yapilmasidir. Yapilan arastirmalar, bu yontemler arasinda
cevresel modifikasyonlarin ftalosiyanin yapisim1 degistirmede en verimli yaklagim
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, ftalosiyaninlerin siibstitiie gruplarinin bagh
oldugu bolgeler, yapilarinda belli bir dallanma gosterir ve bu dallanma,
stibstitiisyonlarin  etkisine bagli olarak degisiklik gosterir. Bu adlandirmalar,
ftalosiyaninlerin “periferik” veya “non-periferik” yapilarini ortaya koyar. Ftalosiyanin
halkasinin 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22 ve 25. pozisyonlarinda (a-pozisyonlari) yer alanlar o-
siibstitiientleri olarak adlandirilirken, 2, 3, 9, 10, 16, 17, 23 ve 24. pozisyonlarda (-
pozisyonlar1) yer alanlar B-stibstitiientleri olarak kabul edilir (Sekil 2.7) [38].
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Sekil 2.7: Periferal ve non-periferal siibstitiie ftalosiyaninler [39].

2.3.2. Ftalosiyaninlerin Sentezi

Periferal siibstitlientler, iki temel yontemden biri kullanilarak ftalosiyanin ¢ekirdegine
eklenebilir. Ilk yaklasim, aromatik elektrofilik ikame reaksiyonlarnin yani sira
siklokatilma reaksiyonlar1 kullanilarak halihazirda mevcut olan ftalosiyanin
cekirdeginin modifikasyonunu icerir. Ikinci temel yaklasim, siibstitiie edilmis
ftalosiyanin Onciillerinin tetramerizasyonunu igerir ve bu da hedef ftalosiyanin
tizerinde kontrollii sayida siibstitiient olusmasina yol agar. Bu yontem i¢in kullanilan
baslangi¢c maddeler, arasinda orto-ftalik asidin siibstitiie tiirevleri (yani anhidritler,
imidler, amidler ve dinitriller) yer alir. Ftalonitril tiirevleri en ¢ok kullanilan
bilesiklerdir [40]. Ftalosiyanin sentezinde genel olarak kullanilan baslangi¢
molekiilleri; 1,3-diiminoizoindolin, Ftalik Asit, Ftalonitril, Ftalik Anhidrit, 2-
Siyanobenzamid, Ftalimid, Ftalamid’dir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: Ftalosiyaninlerin sentezinde kullanilan baslangi¢ materyalleri (1: 1,3-
diiminoizoindolin, 2: Ftalik Asit, 3: Ftalonitril, 4: Ftalik Anhidrit, 5:
2-siyanobenzamid, 6: Ftalimid, 7: Ftalamid) [38].

Metalli ftalosiyanin sentezinde reaksiyon verimi, metalsiz tlirevlerin sentezlerine
kiyasla daha yiiksektir. Bunun sebebi metal iyonunun halkalagsma {izerine olan kalip

etkisinden kaynaklanmaktadir [39].

2.3.3. Ftalosiyaninlerin Fotofiziksel Ozellikleri

UV-vis spektrumunda, yaklasik 680 nm'de (450 cm-1 yar1 maksimumda tam genislik)
SO — S1 gecisinden kaynaklanan Q bandi olarak adlandirilan keskin, siddetli bir
absorpsiyon bandi gozlenir [40]. Ftalosiyaninler 18z elektronu icermesi sebebiyle n—
n gecislerine karsilik gelen absorbsiyon banlari verirler. 300-350 nm arasinda

gozlemlenen diger karakteristik pikler ise B-band1 olarak adlandirilmaktadir [27].

Metalsiz ftalosiyaninler 650-800 nm dalga boyu araliginda ikiye yarilmis sekilde giiclii
pikler verirken metalli ftalosiyaninler de ise genelde bu iki dalga boyunun arasinda tek
ve daha siddetli tek pik goriiliir. Bunun sebebi, metalli ftalosiyaninlerin sablon

etkisinden kaynaklanan stabilitesi ve simetri sabitligidir (Sekil 2.9) [27].
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Sekil 2.9: Metalli ve metalsiz Pc’ler arasi spektrum farkliliklar [41].

2.4. Calismanin Literatiurdeki Yeri ve Amaci

Peptit ve ftalosiyanin konjugasyonu caligsmalar1 ¢esitli alanlarda denenmek iizere
gerceklestirilmistir. Bunlardan en yaygin olami yine bizim de yaptigimiz gibi
hedefleme iizerinedir. Bu calismalardan bir¢ogu kanser hiicrelerini hedeflemek i¢in

gerceklestirilmis olup basarili sonuclar elde edilmistir [42]-[44].

Ongarora ve ark. tarafindan yapilan calismada, Pc-peptit konjugati, kanser
hiicrelerindeki biiyiime faktorlerini hedefleyerek 700 nm’de yakin IR bolgesinde

kanser hiicrelerini dldiiren bir ¢alismay1 gerceklestirmislerdir [42].

Yine Goksel ve ark. tarafindan gergeklestirilen ve HeLa hiicreleri iizerinde yapilan
deneyler sonucunda, Pc-peptit konjugatlarinin, kanser hiicrelerinin hayatta kalim

oranlarini 50%’nin altina indirdiklerini gostermektedir [45].

Yu ve arkadaslari, EGFR hiicre yiizey proteinin hedeflenmesi icin sentezledikleri
GE11 peptit sekansini, ftalosiyanin ile konjuge ederek in vitro ¢alismalar yapmis ve
Balb/c nude fareler lizerinde denemeler gergeklestirmislerdir. Calismalart igin
tirozince zengin 12 amino asitlik GE11 peptitini kat1 faz peptit sentezi ile sentezlemis
ve ftalosiyanin ile konjuge etmislerdir. Bulgulara gore; in vitro ¢calismalarda, memeli

hiicrelerde karanlik ortamda toksik bir 6zellik gézlemlenmemis ve 1s1k ortaminda
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sitotoksisitenin arttig1 belirlenmistir. Fare deneyinde ise, sentezlenen Pc-peptit
molekiiliiniin kanserli dokuda biriktigi yani kanserli dokuyu hedefledigi gosterilmistir
[46]. Yine EGFR hedeflemesi yapilan bagka bir ¢calismada ise, 5 amino asit dizili peptit
sekansi, okzalo gruplu bir ftalosiyanin ile konjuge edilmis ve in vitro ile in vivo
caligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu ¢alismanin sonucuna goére ise yine memeli hiicreler
tizerinde karanlik ortamda toksik etki gozlemlenmemis ve farelerde ise enjeksiyon
sonrast 22 giinliikk izleme siirecinin sonunda, molekiil enjekte edilmis ve 1sikla
uyarilmis farelerdeki kanserli dokunun, enjekte olmayan farelere gore anlamli sekilde

hizli iyilestigi ortaya koyulmustur [47].

Baska bir ¢aligmada Leo ve arkadaslari, olduke¢a biiyiik ve siklik yapida bir peptit
sentezleyerek bunu ftalosiyanin ile konjuge etmislerdir. Siklik amino asit elde etmek
icin N ve C terminal ug¢larindaki amino asitler sistein olan bir sekans tasarlanmis ve
sistein i¢erisindeki stilfit gruplariin disiilfit bag1 yapma 6zellikleri kullanilarak peptit
sekansi halkasal bir yapiya doniistiiriilmiistiir. Bu sekans daha sonra peptit baglanig bir
PC molekiil ile konjuge edilmis ve cift aktivasyon ozelligi 6l¢iilmiistiir. Buna gore
FDT i¢in gerekli olan aktivasyonda, hiicrenin biiytime yolaginda kullanilan Cathepsin
B proteini ve glutatyon (GSH) bolca iiretildigi i¢cin bu molekiiller varliginda,
sentezlenen molekiiller aktive olmaktadir ve tiimor hiicrelerinde secici olarak

baglanma gostermektedir [48].

Rukh ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise anti-bakteriyel bir Pc-peptit sekansi
sentezlenmesi amaglanmistir. Sentezlenen konjugat (Pc-GGG(RW)3) gram pozitif
bakterilerde anti-bakteriyel 6zellik gosterirken, gram negatif bakterilerde, digerine

oranla daha az etki gosterdigi ortaya koyulmustur [49].

Zhang ve arkadaslari, GGG(RW)3 peptit sekansin1 kullanarak antimikrobiyal peptit
sentezlemeyi amaclamiglardir. Farkli olarak bu sekansa ek olarak 3 adet lizin amino
asidi ekleyerek hem suda ¢oziiniirligli arttirmay1 hem de gram pozitif bakterilerde
etkiyi arttirmay1 amaglamiglardir. Bir diger lizin sekansi eklenmesinin sebebi ise, FDA
tarafindan onayli bu sekansin yiyecek koruyucusu olarak kullanilmasidir. Pc ile peptit
konjugasyonu sonucu elde edilen peptitler, antimikrobiyal 6zellik gostermesi hedef'ile
bakteri hiicre kiiltiirii ve fareler iizerinde deneyler gergeklestirilmistir. Sonuglara gore;
sentezlenen konjugat, gram pozitif bakterilerde giiclii bir anti-bakteriyel o6zellik
gostermesinin yaninda gram negatif bakterilerde de beklenenden daha fazla toksik

ozellik gostermesi ile anlamli bir etki yaratmistir. Fare denelerinde ise, S.aureus
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tarafindan enfekte edilmis farelerin yara bolgeleri, sentezlenen molekiiliin en yiiksek
absorbsiyon gosterdigi dalga boyu olan 680 nm ile uyarilmis ve uyarilma sonucunda
uygulama yapilan farelerin yaralari, yapilmayan kontrol gruplarina gére daha hizl
tyilestigi gosterilmistir. Ayrica bu calismada, enjekte edilen molekiiliin hangi
organlarda dagilim gosterdigi de fareler lizerindeki deneyler sonucunda tespit edilmis
ve molekiil yogunlugunun en fazla karaciger ve bobreklerde oldugu tespit edilmistir.
Bu organlardan alinan 6rneklerde karacigerde 35 nM ve bobreklerde 12 nM molekiil
tespit edilmis ve zamanla bunlarin azaldig1 belirlenmistir. Ayrica yine fareler
tizerindeki ¢alismalar sonucunda, molekiiliin kandaki yarilanma émri 11,2 saat olarak

tespit edilmistir [50].
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Sekil 2.10: Zhang ve arkadaglari tarafindan deneyin yapilas1 ve sonuglart.
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Ranyuk ve arkadaslar1 ise goriintileme icin peptit-Pc  konjugasyonu
gerceklestirmiglerdir. Bunun i¢cin GRPR (gastrin salgilamasini saglayan bir peptit
reseptorii) ile kuvvetli bir afinite olusturan bombessin (14 amino asitlik bir peptit)
peptitini kullanmiglardir. Bu peptit sekansi ile, molekiiliin kanser hiicrelerinde hizli bir

emilime ugradigini ve PET ile gozlem yapilabildigini gostermislerdir [S1].

Son olarak Vazques ve arkadaslari, peptit-Pc konjugasyonu yaparak, molekiiliin nerede
lokalize oldugunu belirlemek igin insan Immiinoyetersizlik Viriisii (HIV) tat geninin
48-60. amino asitlerini kullanarak polietilen glikol (PEG) igceren ve igermeyen
konjugatlarini sentezlemislerdir. Bunun yaninda bir de niikleoplazmin geninin amino
asit sekanslarini sentezlemislerdir. Bulgularinda; her ii¢ molekiilinde lizozim
organelinde lokalize olduklarini ve PEG igeren Pc-peptit konjugatinin hem suda
¢ozlnlirliigliniin  daha fazla oldugunu hem de kararliligiin daha uzun siire

korundugunu gostermislerdir [52].
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Sekil 2.11: Vazques ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenen Pc-peptit molekiilii.
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Bu tez caligmasinin amaci, Cinko-ftalosiyanin’e peptit molekiilii baglayarak anti-
mikrobiyal PDT etkinliginin aragtiritlmasidir. Bu ¢aligsma kapsaminda kullanilacak olan
peptit dizisi Pimpcan T. ve arkadaslarinin yayininda belirttigi FELPLGAG
(Fenailalanin-Glutamik  Asit-Losin-Prolin-Losin-Glisin-Alanin-Glisin)  sekansidir
[53]. Bu sekansin secilme amaci; molekiiler kiitlesi 2 kDa’dan kii¢iik olmasi, bu
sebeple iiretilebilirliginin daha kolay olmasi ve de novo skorunun 80 olmasi ile

biyoinformatik olarak giivenilir olmasidir.

Sonug olarak tez kapsaminda, peptid zinciri iceren Zn(II) ftalosiyanin tiirevi hem
ftalosiyanin halkasindan kaynaklanan aPDT etkinligi hemde peptid zincirinin
gosterecegi antimikrobiyal etki bir araya getirilerek daha etkili olacag: diisiiniilen

antimikrobiyal ajan sentezi hedeflenmistir.

CH;3
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Glisin (G) Alanin (A) Glisin (G) Losin (L) Prolin (P) Losin (L)  Glutamik Asit (E) Fenil Alanin (F)

Sekil 2.12: Peptit sekansini olusturan amino asitler.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Sentezlerde ve saflagtirmalar esnasinda kullanilan kimyasallar Tablo 1°de

gosterilmistir.
Tablo 1: Kullanilan kimyasallar.
No. Kimyasal Adi
1 4-Ftalonitril
2 Dimetil Formamid (DMF)
3 Dietilenglikol Monoetil Eter (DEGME)
4 Potasyum Karbonat
5 Argon Gazi
6 Etil Asetat
7 Metil Alkol (Metanol)
8 Dietil Eter
9 Sodyum Siilfat
10 Tetrahidrofuran (THF)
11 Saf Su
12 p-Toluensiilfonilklorid
13 Sodyum Hidroksit
14 Tiyoiire
15 Hidroklorik Asit (HCI)
16 Dimetil Amino Etanol (DMAE)
17 Cinko Asetat
18 Metil-4-Hidroksibenzoat
19 Dikloro Metan (DCM)
20 Etil Alkol (Etanol)
21 Azot Gazi
22 Hekzan
23 Dimetil Siilfoksit (DMSO)
24 Petrolyum Eter
25 Sodyum Hidroksit
26 Rink Amide Rezin
27 Glisin-Fmoc
28 Alanin-Fmoc
29 Losin-Fmoc
30 Fenilalanin-Fmoc
31 Glutamik Asit-Fmoc
32 Prolin-Fmoc
33 Pirrolidin
34 Oxyma
35 N,N’-diizohekzilkarbodiimid (DIC)
36 Trifloro Asetik Asit (TFA)

20




Tablo 1: Devam.

37 Triizopropilsilan (TIS)

38 N,N,N’,N'-Tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-il)juranyum
hekzaflorofosfat (HBTU)

39 Diizopropil Etilamin (DIPEA)

40 N-metil Pirrolidon (NMP)

3.2. Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda sentezlenen molekiillerin spektroskopik ve yapisal 6zelliklerinin
karakterizasyonu 'H-NMR, *C-NMR, FT-IR, MALDI-TOF, UV-Vis, HPLC ve
Floresans Spektrofotometre teknikleri kullanilmistir. Bu spektroskopik cihazlar Gebze
Teknik Universitesi alt yapisinda yer almaktadir (Tablo 2).

Tablo 2: Sentezlenen bilesiklerin yap1 aydinlatilmasinda kullanilan cihazlar.

Cihaz Adx Cihazin Modeli Cihazin Bulundugu Yer

NMR Spektrofotometresi Varian 500 MLz G"eb‘ZG Tejknl'k
Universitesi

FT-IR Spektrofotometresi Periggpliner Spectrunt G-eb.ze Tefkm.k
100 Universitesi

Kiitle Spektrometresi Bruker Microflex-LT Gebze Teknik
utle spekirometres MALDI-TOF MS Universitesi

UV-Vis . Gebze Teknik
Spektrofotometresi Schimadzu UV-1800 Universitesi

Floresans Varian Carv Eclinse Gebze Teknik
Spektrofotometresi Y P Universitesi

Yiiksek Performanslt Stvi . . Gebze Teknik
Kromatografisi (HPLC) Agilent ChemStation Universitesi

3.3. Deneysel Boliim

Tez kapsaminda, yapilan sentez caligmalariyla sentezlenen baslangic maddeleri, peptit

ve ftalosiyanin tiirevlerinin yapilar1 Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3: Sentezlenen baslangic maddeleri ve ftalosiyanin tiirevlerinin yapilari.

Madde No Bilesigin Yapisi
; e
CN
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Tablo 3: Devam.
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Tablo 3: Devam.
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3.4. Baslangic Maddelerinin Sentezi

3.4.1. 4-(2-(2-etoksietoksi)etoksi)ftalonitril (3) Sentezi

NC NO, NC 0 0
0 SN NN
K2C03
NC 2 NC 3

1

Sekil 3.1: O-kopriilii polioksoetilen zincirleri igeren ftalonitrilin (3) sentez semasi.
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3 nolu bilesigin sentez yontemi Sekil 3.1 de goriilmektedir. 4-nitroftalonitril (500 mg,
2.89 mmol) (1), 0.5 mL dietilen glikol monoetil eter (2) (465 mg, 3.47 mmol) ve 5 mL
kuru DMF, Ar(g) atmosferinde uygun bir reaksiyon balonuna ilave edilerek karistirildi.
Uzerine kuru K2COs (1 g, 7,22 mmol) postalar halinde eklenerek oda sartlarinda 1
gece karistirildi (Sekil 3.1). Reaksiyon tamamlandiktan sonra karisim, etil asetat ve su
kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyonu yapildi. Organik fazlar Na;SOs4 iizerinden
kurutuldu, stiziildii ve sonra ¢6ziicii vakum altinda uzaklastirildi. Elde edilen ham iiriin,
oncelikle DCM:EtOH 50:1 ve sonrasinda DCM:EtOH 20:1 yiiriitiicii sistemleri
kullanilarak silika jel kolonda kromatografik olarak ayrildi. Saflastirma islemi
sonucunda 3 nolu iirlin kat1 olarak elde edildi (Sekil 3.1). Verim: 84 % (0.631 g).
Ci14H16N203, MA: 260.29 g/mol.

* FT-IR[(ATR)Vmas/cm™]: 2800-3000 (A-CH), 3000-3100 (Ar-CH) (2200-2250
(C=N) (Sekil 4.2).

* MALDI-TOF-MS (DHB): m/z Caled: 260.29 g/mol, Found: 262.102 [M+H]+
(Sekil 4.3).

+ 'HNMR (500 MHz, CDCl3) & ppm: 7.69 (1 H, d, ] = 8.8 Hz), 7.30 (1 H, d, ] = 2.5
Hz), 7.22 (1 H, dd, J = 8.8, 2.5 Hz), 4.25 — 4.20 (2 H, m), 3.91 — 3.85 (2 H, m), 3.72 —
3.66 (2H, m),3.62—-3.56 (2H,m),3.51 (2H,q,J=7.0Hz), 1.19 3H, t,J=7.0 Hz)
(Sekil 4.4).

« 1BC NMR (125 MHz, CDCl3): & ppm: 162.14, 135.26, 119.96, 119.66, 117.43,
115.78, 115.36, 107.46, 77.16, 71.15, 69.88, 69.33, 68.77, 66.83, 15.23 (Sekil 4.5).

3.4.2. Metil 4-(3,4-disiyanofenoksi) benzoat (5) Sentezi

OH

ON ON NC C00CH;

KURU DMF + K2C03

N NC 0
COOCH;3

1 4 5

Sekil 3.2: Esterli ftalonitrilin (5) sentez semas.
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5 nolu bilesik literatiirde verilen sentez yontemine gore sentezlenmistir (Sekil 3.2)
[55]. 4-nitroftalonitril (1) (1.038 g, 6 mmol) ve 4-oksimetil benzoat (4) (1.094 g, 7.2
mmol) 25 ml’lik {i¢ boyunlu balonda 10 ml DMF iginde azot gazi ortaminda ¢6ziildii.
K>COs3 (2.48 g. 0,018 mol) 1 saat igerisinde yavas yavas eklendi. Karisim, 80 °C’de 5
saat isitilarak karistirildi. Sonra karigim, buzlu su karigimia (150 ml) dékuldi ve olusan
cokelti filtreden siiziildl, vakumda kurutuldu. Uriin kolon kromatografisi (silika jel,
hekzan: etil asetat, 3:1, v/v) ile ayrilarak saflastirildi. Elde edilen iiriin 1.1 g, verim %
66’dir.C16H10N203, Mw= 278.27.29 g/mol.

* FT-IR[(ATR)Vmas/cm™']: 3040 (Ar-CH), 2977 (alifatik-CH) (2225 (C=N), 1715
(COOR), 1590, 1561, 1488, 1437, 1313, 1299, 1251, 1114-1050 (C-0O), 954, 873,
775,693 (Sekil 4.7).

+ 'HNMR (500 MHz, CDCls,) & ppm: 8.16 (d, J = 7.5, 2H, ArH), 7.78 (d, ] = 8.6
Hz, 1H, ArH), 7.37 (s, 1H, ArH), 7.30 (d, 8.7 Hz, 1H, ArH), 7.14 (d, J = 7.5 2H,
ArH), 3.96 (s, 3H, CH3) (Sekil 4.8).

3.4.3. S-Kopriilii Polioksolu Ftalonitril Sentezi

0
[ THEF/NaOH 0
\/0\/\0/\/ OH + ‘@fs\\—m e aTes0” N NN
2 0 24 Saat, 0 C .
6

TOSO/\/O\/\‘O/\ M"HS/\/O\//\O/\\

7 3 Saat Refluks g

NC NO 0
Hs/\/o\/\o/\ | : l)MF K2C03 \/\ NSNS
8 NG 24 Saat
1

Sekil 3.3: S-kopriilii polioksolu ftalonitril tiirevinin (9) sentez adimlart.
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Polioksoetilen =zincirleri igeren tiyol bilesigi (8) iki adimda literatiire gore

sentezlenmistir (Sekil 3.3) [56].

3.4.3.1. 2-(2-Etoksietoksi)etil 4-metilbenzensiilfonat (7) Sentezi

2.28 gram (57 mmol) NaOH, 12 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek {ic boyunlu
balon igerisine alindi ve argon atmosferi altinda manyetik karistiricida karistirildi ve
igerisine, 5.37 gram (40 mmol) dietilenglikol monoetileter (DEGME) (2) 10 ml THF
icinde ¢oziilerek eklendi. Reaksiyon karisimi buz banyosuyla 0°C’ye sogutuldu.
Sogutulan karisima 7.62 gram (40 mmol) p-toluen siilfonil klortir (6) 15 ml THF i¢inde
coziilerek argon atmosferinde damlatma hunisiyle damla damla eklendi. Reaksiyon
oda sicakliginda kabi1 24 saat karistirildi. Bu siirenin sonunda karigim, 30 ml dietil eter
ile 3 defa ekstrakte edildi. Daha sonra eter fazi su ile yikanarak notralize edildi. Ayirma
hunisi ile ayrilan eter fazi Na;SOy ile kurutulup siiziildii. Eter doner buharlastiricida
distillendi. Renksiz siv1 olarak elde edilen madde 9.92 g (%86) olarak elde edildi.
Ci13H2005S, MA: 288.36 g/mol.

e FT-IR[(ATR)Vmas/cm']: 2977-2871 (Alifatik-CH), 1598, 1451, 1354 (S=0), 1189-
1175 (C-0-C), 1111-1096, 1014, 918, 815, 774 (Sekil 4.10).

e MALDI-TOF-MS (DHB): m/z hesaplanan: 288.36 g/mol, bulunan: 270.8 [M-CHj3-
3H] " (Sekil 4.11).

e '"HNMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 7.71 (2H, d, J = 8.2 Hz, ArH), 7.26 (d, 2H, J =
8.2 Hz), 4.08(2H, t, ] = 7.8 Hz, OCH>»), 3.40 (2H, t, J = 7.8 Hz, OCH>), 3.49 (2H, t, J
=17.8 Hz, OCH>), 3.44-3.39 (4H, m, OCH>), 2. 35 (3H, s, CH3) 1.10 (t, 3H, t, J = 7.0
Hz, CH3) (Sekil 4.12).

e BCNMR (125 MHz, CDCl3) § ppm: 144.84, 132.96, 129.83, 127.94, 70.76, 69.69,
69.30, 68.63, 66.60, 21.59, 15.11. (Sekil 4.13).

3.4.3.2. 2-(2-Etoksietoksi)etan-1-tiyol) (8) Sentezi

1.5 g (5.47 mmol) 7 numarali bilesik, 3 ml susuz etanol, 0.42 g. (5.52 mmol) tiyoiire
ve 3 mL su bir reaksiyon balonu i¢inde argon atmosferinde geri sogutucu altinda 3 saat
refluks edildi. Siirenin sonunda 0.3 g NaOH (7,5 mmol), 3.75 ml distile su icerisinde
¢Oziildii ve i¢inden argon gecirilerek reaksiyon balonuna eklendi ve 3,5 saat refluks

edildi. Sonrasinda reaksiyon karigiminin hacmi 2 ml olacak sekilde evaporatorde
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¢oOziicii distillendi. 4 ml distile su ile seyreltilen karistma HCI eklenerek noétralize
edildi. Karigim 2 defa 5’er ml DCM ile ekstrakte edilerek ayirma hunisi ile ayrildi.
Ayrilan organik fazlar Na;SOy ile kurutulduktan sonra evaporatdrde kuruyana kadar
distile edildi. Geriye kalan yags1 madde 1 mmHg basingta 50°C distillenerek yagsiz
bir s1v1 olarak elde edildi. Verim 450 mg (%79). CcH1402S, MA: 150.24 g/mol.

¢ FT-IR [(ATR)Vmaks/cm™']: 2974-2864 (alifatik-CH), 2580-2570 (SH), 1144, 1376,
1349, 1110-1005 (C-O-C), 939, 842, 753, 667. 800-600 (S-C) (Sekil 4.15).

« 'HNMR (500 MHz, CDCls,) § ppm: 3.67 (t, 2H, OCH>), 3.52-3.46 (m, 6H, OCH>),
2.73 (t, 2H, OCH>»),1.4 (brs, 1H, SH) 1.05 (t, 3H, CH3) (Sekil 4.16).

+ 3CNMR (125 MHz, CDCls) & ppm: 72.85, 70.22, 69.67, 66.60, 24.15, 15.08 (Sekil
4.17).

3.4.3.3. 4-(2-(2-Etoksietoksi)etoksi)ftalonitril (9) Sentezi

345 mg (2 mmol) 4- nitro ftalonitril (1) alinarak argon atmosferi altinda 4 ml susuz
DMSO igerisinde ¢oziildii ve iizerine 2-(2-etoksietoksi)etan-1-tiyol) (8) bilesiginden
300 mg (2 mmol) eklendi. 20 dakika 50°C’de manyetik karistiricida karistirildiktan
sonra, ince toz halindeki potasyum karbonat (414 mg, 3 mmol) 20 dakika igerisinde
porsiyonlar halinde reaksiyon kabina eklendi ve 50°C’de 48 saat boyunca karistirildi.
Sogutulan karisim, parcalanmis buzun (100 ml) i¢ine dokiildii. Daha sonra dikloro
metan (DCM) ile ekstrakte edilen sulu karisim, ayirma hunisi i¢inde ayrildi 4 defa 25
ml DCM ile karistirildi ve ekstrakte edildi. Organik fazlar birlestirilip sodyum stilfat
tizerinden kurutuldu ve ¢dziicii {iriin edildi. Saf {iriin, metanol/n-heksan (40:60 h/h)
karisiminda kristalize edildi. Olusan iirtin 495 mg olup, verim 90 %’dir. C14H1sN202S
(My=276.35).

+ FT-IR[(ATR) [Vmax/cm™]: 3070 (ArH), 2974-2873 (CH>), 2233 (C=N), 1567, 1455,
1427, 1397, 1276, 1199, 1124 (C-O-C), 1000, 858, 793, 750. (Sekil 4.19).

« MALDI-TOF-MS (DHB) m/z: 276.677 [M]", 280.611[M+4H] ¥, 298.893 [M+Na]"
(Sekil 4.20).

« 'HNMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 7.55-765 (m, 3H, ArH),), 3.74 (t, 2H, CH>),
3.51 (t, 2H, OCH>), 3.59 (t, 2H, OCH>), 3.45 (q, 2H, OCH>), 3.21 (t, 2H, SCH>), 1.14
(t, 3H, CH3) (Sekil 4.21).
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« 13C NMR (125 MHz, CDCls): & ppm: 147.01 (Ar CS), 133.14 (ArC), 130.45,
130.36, 115.97 (ArC), 115.61 (C=N), 115.21 (C=N), 110.78 (ArC), 70.73 (OCHo),
69.70 (OCH>), 69.70 (OCHa), 66.63(OCH?>), 31.94 (SCH>), 15.12 (CH3) (Sekil 4.22)

3.5. Ftalosiyaninlerin Sentezi

3.5.1. 2,[2-(Dimetilamino)etil- 4-oksibenzoat]- 9(10),16(17),23(24)-
Tris{(2-(2-etoksietoksi)etoksi)} ftalosiyaninato Zn(II) (10)

Sentezi
, G o0 N "
NN N N
I’ m ‘ A4 ‘ DMAEZa(0ac), 180C / / | | R
LA AN /0 ANy — Y T
VTV WaVaYaY: 24 Saf | i
N : =N

3 )

) NN %

T
RAVAN
R —
0

Sekil 3.4: O-kopriilii ftalosiyanin (10) sentez semasi.

10 ml lik bir balon i¢ine konulan 780 mg (3 mmol) 3 numaral1 ftalonitril ve 83 mg (0.3
mmol) 5 numarali ftalonitril tiirevleri 3.5 ml DMAE icinde c¢oziilerek argon
atmosferinde karistirildi. Birkag dakika argon atmosferi altinda karistirildiktan sonra,
300 mg (1.64 mmol) ¢inko asetat (Zn(OAc)>) eklenerek 180 °C’de 24 saat karistirilarak
1s1tildi. Siirenin sonunda karisim igerisindeki dimetil amino etanol (DMAE) 65°C’de
ve 1 bar basingta evapore edilerek uzaklastirildi. Ham triin 10:1 DCM:etanol sistemi
kullanilarak silika jel kolonda kromatografik olarak on bir temizleme islemine tabi

tutuldu. Daha sonra simetrik ve asimetrik Pc tiirevleri preperatif ince tabaka
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yontemiyle silika jel plaklarla 10:1 DCM:EtOH ¢oziicii sisteminde ayrilarak
saflastirldi. Verim: %10 (40 mg, 0.03 mmol). Cs1HesNoO12Zn (Mw=1181.62 g/mol)

* FT-IR[(ATR)Vmas/cm™]: 3050 (Ar-CH), 2970-2870 (alifatik), 1717 (O-C=0),
1603, 1487, 1453, 1393, 1336, 1234, 1087-1058 (C-O-C), 951, 825, 745. (Sekil 4.24).
* MALDI-TOF-MS (DHB): m/z hesaplanan: 1181,62 g/mol, bulunan: 1180,14 [M-
H]" (Sekil 4.25).

« 'HNMR (500 MHz, ds-THF) & ppm: 8.99 (m, 1H, ArH), 8.77 (m, 3H, ArH), 8.40
(m, 3H, ArH), 8.03- 7.98 (m, 2H, ArH), 7.66(M, 1H, ArH), 7.47-7.28 (m, 6H, ArH),
4.52 (m 6H, OCH>»), 4.19-4.00, (m, 8H, OCH>»), 3.75-3.61 (m, 16H, OCH>), 3.38-3.32
(m, 4H, CH2), 1.62 (s, 6H, N-CHz), 1.12 (t, 9H, CHs) (Sekil 4.26).

+ 13C NMR (125 MHz, ds-THF) & ppm: 164.94, 162.51, 160.91, 160.04, 152.75,
151.51, 140.47,131.93, 129.23, 123.21, 117.71, 117.31, 105.76, 105.48, 71.01, 70.82,
70.64, 70.17, 69.94, 69.79, 68.21, 61.03, 43.85 (N-CH3), 14.83 (CHs) (Sekil 4.27).

3.5.2. 2,[4-0ksibenzoik asit]- 9(10), 16(17), 23(24) -Tris {(2-(2-
etoksietoksi) etoksi)} ftalosiyaninato Zn(II) (11) Sentezi

THF/H20/MeOH | PR
N

N 10 NaOH, 30 C

0 / COOH
A N
W - @
\ / o 0

~—

Sekil 3.5: Asit bagli AB3 tipi ftalosiyanin sentez semas.
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40 mg (36 mmol) 10 numaral ftalosiyanin balon igerisine alind1 ve igerisine, NaOH
(220 mg, 5.5 mmol) toplamda 8 ml THF/H>O/metanol (2:1:5, h/h/h) karigiminda
¢oziildii ve bu karisimdan 4.5 ml ftalosiyanin iizerine ilave edildi. Karigim 30°C’de 20
saat karistirildi. Bu siirenin sonunda karisim igerisine SM HCI ¢ozeltisinden, damla
damla ilave ederek asidik ortamda 11 nolu ftalosiyanin tlirevinin ¢okmesi saglandi.
Cokelti santrifiijlenerek ayrildi ve su yikanarak noétrallestirildi. Koyu mavi renkli ham
tiriin silika jel kolonda 10:1(h/h) /DCM:MeOH ¢oziicii sistemi kullanilarak ayrildi.
Verim: 30 mg (%77) Cs7HssNgO12Zn (Mw=1110.50 g/mol)

+  FT-IR[(ATR)Vmaks/cm']: 3500-2400 (OH), 3050 (Ar-CH), 2974-2862 (alifatik CH),
1716 (C=0), 1601, 1474, 1399, 1344, 1229, 1190-1044 (C-O-C), 950, 825, 745 (Sekil
4.29).

¢ MALDI-TOF-MS (DIT): m/z hesaplanan: 1110.50 g/mol, bulunan: 1110.349 [M]"
(Sekil 4.30).

« 'HNMR (500 MHz, DMF) § ppm: 8.94- 8.16 (m, 8H, ArH), 7.88-7.49 (m, 8H,
ArH), 4.53-4.06 (m, 12H, OCH>), 3.78- 3.47 (m, 18H, OCHb,), 1.09 (t, 9H, CHs)
(Sekil 4.31).

« 13CNMR (125 MHz, DMF) 5 ppm: 167.11, 132.25, 129.80, 128.93, 126.29, 126.04,
123.85, 118.23, 118.10, 112.71, 111.80, 106.53, 70.86, 69.74, 68.49, 66.17, 15.02
(Sekil 4.32).
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3.5.3. 2,[2-(Dimetilamino)etil- 4-oksibenzoat]- 9(10),16(17),23(24)-
Tris{(2-(2-etoksietoksi) etilsulfonil)} ftalosiyaninato Zn(II) (14)

Sentezi
Rl
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A N 7 Zn(0ac): / ‘ \ R
0 AN e @
N NG oV Y )
9 5 12
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Rl
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Sekil 3.6: S-kopriilii polioksolu ftalosiyaninin (12) sentez semast.

Polioksoetilen gruplart siibstitiie ftalaonitril (9) (829 mg, 3 mmol), esterli dinitril tiirevi
5 (85 mg, 0.3 mmol), ¢cinko asetat (300 mg, 1.64 mmol) ve 3.5 ml dimetilaminoetanol
(DMAE) 10 ml’lik bir balona konarak argon atmosferi altinda 48 saat boyunca
karistirtlarak kaynatildi. Daha sonra tiim c¢oziicli, evaporator ile vakum altinda
destillendi. Yags1 haldeki madde, n-hekzan ile karistirildi organik kirlilikleri
uzaklastirmak i¢in 3 defa 10 ml n-hekzan ile muamele edilerek n-heksan fazlari
dekante edildi. Ham iiriinden asimetrik ftalosiyanin bilesigi preparatif ince tabaka
kromatografisi ile 20:1 (h/h) DCM:EtOH ¢oziicii sistemi ile ayrildi. Verim: %5 (18
mg, 0.015 mmol) .Cs1HesNoO9S3Zn (Mw=1229.80 g/mol).

* FT-IR[(ATR)Vmas/cm™']: 3040 (Ar-CH), 2963-2863 (alifatik CH), 1722 (C=0),
1600, 1485, 1384, 1334, 1306, 1095-1028 (C-0O-C), 908, 822, 743, 682 (Sekil 4.34).
« MALDI-TOF-MS (DHB): m/z: hesaplanan 1229.80 g/mol, bulunan: 1157.77 [M-
(C2Hs-N-(CH3)2)]%, 1228.3 [M-H]", (Sekil 4.35).

+ 'HNMR (500 MHz, DMSO) 6 9.51- 9.00 (m, 8H, ArH), 8.47 (m, 2H, Ar H) 8.14-
7.32 (m, 6H, ArH) 4.30- 4.09 (m, 10H, CH>), 3.80-3.58 (m, 40H, CH>), 1.22 (t, 9H,
CH3) (Sekil 4.36).

31



« BBCNMR (125 MHz, d--DMSO) & ppm: 165.49, 145.77, 145.56, 139.90, 139.27,
138.46, 135.73, 134.17, 129.94, 129.08, 124.38, 122.82, 120.95, 118.18, 70.51, 70.38,
69.85, 69.76, 69.69, 67.57, 66.14, 64.10, 57.60, 55.42, 45.85 (N-CHs), 38.67 (S-CHL),
15.65 (Sekil 4.37).

3.5.4. Peptit Sekansimin [(1-(1-((10-amino-6-(2-karboksietil)-2-
izobiitil-5,9-diokso-11-fenil-4,8-dioksa-3,7-diazaundekanoil)
oksi)pirrolidin-2-il)-4-izobiitil-12-metil-1,5,9,13-tetraokso-
2,6,10,14-tetraoksa-3,7,11,15-tetraazaheptadekan-17-oik asit)]

Sentezi (13)
Pirrolidin/Oksima/DIC HOOC NH—Fmoc
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Sekil 3.7: Peptit sekansinin uzama semasi.

Kullanilacak olan peptit CEM mikrodalga-yardimcili kati faz peptit sentezleyici
cihazinda gergeklestirildi (Sekil 3.8). Peptit sentezi, cihazin kullanim rehberinde
yazdig1 sekilde ve miktarlarda hazirlanarak kullanildi. Kullanilan tiim amino asitler
Fmoc koruma grubuna sahip olup, final koruma grubu kaldirilmas: (Final
Deprotection) yapilarak kesim gerceklestirildi. Peptit sentezi i¢in Rink amide rezin

kullanildi. Bu rezinin 6zelligi ise rezine bagli NH grubunun da Fmoc grubuna sahip
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olmasidir. Bu sebeple, ilk olarak rezindeki koruma grubu kaldirildi. Koruma
gruplarimin (Fmoc) kaldirilmasi kuvvetli bir baz olan pirrolidin ile ger¢ceklesmektedir.
Bu koruma grubu ayrilmasi sonrasinda, DIC (N,N’-diizohekzilkarbodiimid) ve ticari
bir kimyasal olan Oxima, amino asidin karboksil grubunun aktiflestirilmesini,
reaksiyon siliresinin kisalmasini, iirlin stabilitesinin artmasimni ve yan zincir
reaksiyonlarinin engellenmesini saglamaktadir. Boylelikle, tiim amino asitler sirayla

rezine baglanmakta ve zincir uzamaktadir.

Sekil 3.8: Peptit sentezleyici reaksiyon kabi.

Her bir lot i¢in, 0.169 g ProTile® (Rink Amide) rezin (0.1 mmol) tartilarak 5 ml DMF
ile 10 dakika sisirildi. Daha sonra sisteme yerlestirilen rezin yikamaya alindi. Yikama
islemi DMF ile gerceklestirildi. Biitliin reaktif ve amino asitler, DMF igerisinde
coziinerek kullanildi. 50,48 gram DIC (0.4 mol) tartilarak 200 ml DMF igerisinde
¢oziildii (2 M). 17,76 gram oksima (0.125 mol) tartilarak 500 ml DMF igerisinde
¢oziildii (0.25 M). 75 ml pirrolidin, 225 ml DMF ile karistirildi (%25). Hazirlanan tiim
cozeltiler, cihazin ilgili hatlarina takildiktan sonra amino asitler cihazin verdigi
miktarlar dogrultusunda tartilarak DMF igerisinde ¢oziildii (Cihazin hesaplamalari,
sekanstaki her bir amino asit i¢in 0.6 mmol olarak gerceklesmistir. Birden fazla
kullanilan amino asitler i¢in, kullanildigi miktarin 0.6 ile ¢arpimi sonucunda elde
edilen mol miktar1 kadar kullamlmistir. Ornegin sekansta glisin amino asidinden iki
tane oldugu i¢in 1.2 mmol kullanilmistir. Mol hesabindaki molar kiitleler, amino
asitlerin Fmoc’lu yapisi1 baz alinarak kullanilmistir. Kullanilan DMF miktar icin ise
her bir amino asit 0.5 M konsantrasyon hesab1 gerceklestirilmistir). Her bir amino

asidin kullanim miktar1 Tablo 4’te gdsterilmistir.
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Tablo 4: Peptit sentezinde kullanilan amino asit miktarlari.

Amino Asit Adi Miktar (gr) Coziindiigii DMF Miktar: (ml)
Alanin 2.81 18
Glutamik Asit 3.83 18
Glisin 5.21 35
Losin 6.19 35
Fenilalanin 3.49 18
Prolin 3.04 18

Tiim bu miktarlar 15 lot sentezlenecek sekilde hesaplandi. Rezin yikamasi
gerceklestikten sonra, cihazin ilgili hatlarina hazirlanan amino asitler baglandi. Cihaz
ilk olarak pirrolidin kullanarak rezin lizerindeki Fmoc grubunu kopardi ve 1 ml glisin
(G) cekerek rezinin lizerine aktardi. Bunun iizerine cihaz, 1 ml DIC soliisyonu ve 1 ml
Oxima soliisyonu ¢ekerek rezinin bulundugu kaba aktararak mikrodalga araciligi ile
kap sicakligin1 110 °C'ye g¢ikardi. 1 dakikada reaksiyon gergeklestikten sonra, kap
igerisindeki tim sollsyonlar vakumla ¢ekilerek atildi ve kap 3 defa DMF ile yikandi.
Bu islem, peptit sentezi tamamlanana kadar devam edildi. Tum peptit sekansi
tamamlandiktan ve final Fmoc grubunun ayrilmasi gergeklestikten sonra amino asit
eklenmedi ve boylece koruma gruplar1 ve NH; ucu bulunan rezine bagli peptit sekansi
sentezlendi. Daha sonra sentezlenen rezine bagl peptitler DMF ile yikanmasi sonrasi,
liyofilizator araciligi ile kurutuldu.

Iki lot peptit analiz i¢in rezinden kesildi. Bunun i¢in TFA:H,O:TIS (95:2,5:2,5, h/h/h)
kokteyli hazirlandi. Rezine bagli peptitler, CEM Razor® (Peptit kesim sistemi)
tiiplerine aktarildiktan sonra hazirlanan karigimdan 10 ml tiipiin icerisine aktarildi,
karistirildi ve 40 °C’de 45 dakika bekletildi. Strenin sonunda razor vakum sistem
calistirildt ve peptitler filtreden siiziintii seklinde falkonlar igerisine aktarildi.
Peptitlerin ¢okelti olusturmasi amaci ile siiziintiiniin igerisine 20 ml dietil eter
eklenerek, 3500 g’de 10 dakika 4°C’de santrifiijlendi. Dibe ¢oken peptitler, TFA’dan
uzaklastirilmas: amact ile 3 defa 30 ml dietil eter ile ayni sartlarda yikanarak
santrifiijlendi. Yikama sonras1 dietil eter dokiilerek, peptitler oda sicakliginda
bekletildi ve eter ugurularak kuru toz seklinde peptitler elde edildi. Her bir lottaki
peptit yaklasik 23 mg olarak tartild1 (verim 4.2%).
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* FT-IR[(ATR)Vmas/cm™']: 3500-3200 (OH, N-H), 3080 (Ar-CH), 29080-2800
(alifatik-CH), 1650(C=0), 1533, 1449, 1275, 1260, 1200, 1136, 835, 749, 706 (Sekil
4.39).

¢ MALDI-TOF-MS (DIT): m/z hesaplanan: 802 g/mol, bulunan: 802.1 [M]*, 841.47
[M+K]" (Sekil 4.40).

3.5.5. Peptit-Ftalosiyanin Konjugati’nin (14) Sentezi

A
[
Ny
VAR 7\
N/ HC_ Oy . _CH, \\ )
13 o o /):,/
- ~ “Hy CH: © "
Ty o mo (W0 H (L"‘ N D | DIPEA/HBTU/DCM
7 /\,’Q ‘ P + t(( l\\ ~ \(/ N ¥ ,\S(‘/ ~ \l/,. e,
%/"/ ‘ Y- o o H L_/ H cH ©
\ ol I RT /24 SAAT
e N (‘H:
_{ c=0
11 13 J
\ |/ i
I
"/ﬁl\
&
>
?
o
Ay
51_\2 oH
o N o=t
o \/\D@N'Z\‘:lfx:g \©\ oy
NN e} H.C
¥ g e w e w_ e _ m_ 2 _
4 A G O
% H'(I i[;(" H
O? e em, e on
o
<
o?
So
/?\
(1 \ 0"
o NN 14
o~ \/\O_EEN Z, N
Rezinden Kesim N N
i e
" v ) w2 w oo
~\. - PO T
( N C N [ N DOOH
(!) ll o Y o \r H o \|/ H
S H:C H:C CH;
1
_CH ‘n
02 H;C CH; e
<

COOH
R1 — 0—_ O~ ~_ R2 — /Cf
(o}

Sekil 3.9: Peptit-ftalosiyanin konjugati’nin (14) sentez yontemi.
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Sekil 3.10: Peptit-ftalosiyanin konjugati (G: Glisin, A: Alanin, L: Losin, P: Prolin,

E: Glutamik Asit, F: Fenilalanin).
N-ucu koruma grubu koparilmis olan peptit dizisi (13) ile ftalosiyanin (11)
konjugasyonu i¢in Oncelikle rezin, DCM ¢oziiclisii kullanilarak 1 saat siireyle

karistirilarak sismesi saglandi. Siire sonunda DCM siiziilerek ortamdan uzaklagtirildi.
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—
,
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Sekil 3.11: Peptit-ftalosiyanin konjugasyonu i¢in reaksiyon diizenegi.
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Tablo 5. HBTU ve DIPEA ¢o6zeltilerinin igerikleri.

. Coziicii .
Reaktif Reaktif (NMP) Mol Miktart | vy 1o+ Miktar: (M)
Miktari (gr) Miktar1 (ml) (mmol)
HBTU 3,79 25 10 0,4
DIPEA 7 25 50 2

Oksijen hetero atomlari tizerinden polioksoetilen gruplari igeren ftalosiyanin tiirevi 11
(1 esdeger), HBTU (1 esdeger) ve DIPEA (1 esdeger) icerisinde ¢oziildii. Bu karigim
10 dakika siireyle karistirilarak aktiflestirildi. Bu silire sonunda N-ucu serbest peptit
dizisi (1 esdeger) lizerine ilave edildi. Reaksiyon karisimi 4 saat oda sicakliginda
karistirildi. Siire sonunda reaksiyon karigimu filtreden siiziilerek ortamda reaksiyona
girmeden kalan Pc ve peptit bilesenlerinin uzaklastirilmasi icin NMP (2 x 20 mL) ve
CH:Cl; (2 x 30 ml) ile yikand1. Peptit bagl rezin siringa igerisinde kaldi. Bu asamadan
sonra rezinden Pc-peptit konjugatin1 ayirmak i¢in siringaya TFA ilavesi yapilarak 2
saat karigtirildi. Siire sonunda siringadan alinan siiziintii konjugatin bulundugu
eluenttir. TFA vakum altinda uzaklastirildi. Sonrasinda soguk dietil eter ilavesiyle
coktiiriilen kat1 santrifiijlenerek ayrildi ve siipernatant kismi atilarak vakumda
kurutuldu. Kapali formiilii CosH112N16022Zn (1895.41 g/mol) olan molekiil i¢in
ulasilan verim % 80°dir.

¢ FT-IR[(ATR)Vmaks/cm™']: 3500-3200 (N-H), 2800-3000 (A-CH), 3000-3100 (Ar-
CH), 1690-1640 (C=0), 1650-1640 (peptit bagi, N-C), 1300-1000 (C-N), 1150-1050
(R-O-R), 700-500 (Pyr, C-N) (Sekil 4.43).

+ MALDI-TOF-MS (DHB): m/z hesaplanan 1895.41 g/mol, bulunan: 1878 [M-H,O-
2H]", 1898.38 [M+3H]" (Sekil 4.44).

3.6. Biyolojik Calismalar

Tez kapsaminda yapilan biyolojik caligmalar iki grupta degerlendirilebilir. Birinci
grupta oksijen heteroatomlar1 igerinden poliokso gruplar1 iceren ZnPc tlirevi (11)
antimikrobiyal aktiviteye sahip peptit molekiilii (13) ile konjuge edilen Pc-peptid
konjugat1 14’iin gram negatif ve gram pozitif bakteriler iizerindeki aPDT etkinligi

belirlenmeye caligilmistir.

37



3.6.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu Belirlenmesi

Besiyeri hazirlanmasi i¢in LB besiyerinden (Neogen, Cat No: LAB169) 25 gram
tartilarak 1 L distile su ile karistirildi ve 121°C’de 20 dakika otoklavlandi. Sentezlenen
peptitin antibakteriyel 6zelliginin olup olmadigim1 gdzlemlemek i¢in MIC testi
gercgeklestirildi. Bunun i¢in oncelikle 0.5 McFarland’a ayarlanmig bakterilerden ayri
ayr1 100 pl alinarak 9900 pl besiyerlerine eklendi ve vortekslendi. 96 kuyucuklu
plakaya 2 tekrarli olacak sekilde 100°er ul besiyeri eklendi ve iglerine DMSO’da
¢oziinmiis 100’er pl peptit (8 mg/ml) eklendi. Tk konsantrasyon 4 mg/ml olduktan
sonra her iki kuyucuktan yan kuyucuklara 1:1 oraninda peptit ve besiyeri eklenerek 10
adet seri dillisyon yapildi. Her siral1 iki kuyucugun peptit konsantrasyonu yarilanacak
sekilde diliisyon sonrasinda kuyucuklardaki hacim 100 pl olarak birakildi. Daha sonra
her kuyucuga 100’er pl bakteri hiicre kiiltiirinden eklendi. Pozitif ve negatif kontroller
icin ise sirastyla 3’er kuyucuga sirasiyla 100 pul besiyeri ve bakteri ile besiyeri ve peptit
(her kuyucuk 200 pl) eklendi. Ekim islemi sonrasinda plaka, 35+2 °C’de 24 saat
inklbasyona birakildi. Sdrenin sonunda Microplate okuyucu ile kuyucuklardaki

absorbanslar 600 nm’de okundu.
3.6.2. Antimikrobiyal-Fotodinamik Terapi Etkisinin Belirlenmesi

Tiim molekiiller 4 mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde DMSO ile ¢oziildii ve
0.45 pm por genisliginde siringa filtresinden gecirildi (GVS, Cat.No.: EXP2020-2,
REF: FJ25ASCCAO004FLO01). Bakteri deneyleri i¢in gram pozitif ve gram negatif
bakteri suslar1 sirasiyla S. aureus ATCC 29213 ve E. coli ATCC 25922 kullanildi
(Tablo 6).

Tablo 6: Deneylerde kullanilan bakteri bilgileri.

Bakteri Ismi Sus Numarasi Gram Pozitif Gram
Negatif
Escherichia coli ATCC 25922 - +
Staphylococcus aureus ATCC 29213 + -

Kati besiyeri, Tablo 7°de verilen miktarlarda agar ve Nutrient Broth kullanilarak 1 litre

distile su ile karistirildi. Hiicre biiylimeleri i¢in besin ortami olarak (LB) besiyeri

kullanildi. Tiim besiyerleri 121 °C’de 20 dakika boyunca otoklavlandi. Kat1 besiyeri,

bir miktar sogumadan sonra (yaklasik 80 °C) petri kaplarina 15-20 ml olacak sekilde
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paylastirildi.  Biiyliyen hiicrelerin diliisyonlar1 MHB (Mueller Hinton Broth)

besiyerinde yapildi. Tiim besiyerlerinin hazirlanis miktarlari Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7: Besiyerlerinin hazirlanma ve marka bilgileri.

Coziinme
.. Miktarlar | Ortam ve | Fiziksel
Besiyeri Adi | Marka | Katalog No (gram) Miktar Form
L)
Luria-Bertani
(LB) Neogen LAB169 25 1 S1v1
Nutrient Broth
Neogen LAB068 13 1 Katt
Agar Merck | 1016130500 15
MHB besiyeri
(Mueller Neogen LAB114 21 1 S1vi
Hinton Broth)

3 ml besiyeri igerisine 6x10° CFU/ml konsantrasyonuna sahip bakterilerden 60 pl (2%)
inokiile edildi ve 18-24 saat 35+2 °C’de inkibatér igerisinde cogaltildi. inkiibasyon
sonrasinda bakteriler 4000 rpm’de 20 dakika +4°C’de santrifiijlendi, supernatant atildi
ve peletin lizerine fizyolojik tuzlu sudan (0.85-0.90% NaCl) 1 ml eklenerek siispanse
edildi. Daha sonra McFarland cihazi ile hiicre konsantrasyonu 0.5 McFarland’a denk
gelecek sekilde (yaklagik 108 hiicre/ml) fizyolojik tuzlu su ile seyreltildi. Daha sonra
hiicreler, 1:99 oraninda MHB besiyeri ile seyreltildi. 96 kuyucuklu plaka lizerinde ii¢
tekrarli sekilde Tablo 8’de yazan miktarlarda besiyeri, bakteri hiicre kiiltiirii ve
ftalosiyanin bazli molekiiller karistirildi. Karistirilan ortamlar iki ayr1 plakada yapildi
ve biri 151k orami i¢in digeri ise karanlik ortam etkisinin gézlemlenmesi i¢in 1’er saat
karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Isik deneyi igin plakalardan
bir tanesi 151k kaynaginda (LumaCare LC122) 680 nm dalga boyunda 45 dakika 1518a

maruz birakildi.

Tablo 8: Fotodinamik uygulama i¢in kullanilan materyallerin miktarlari.

Molekiil Igﬁgﬁgﬁﬁ;ﬁﬂ Besiyeri Miktar1 | Pc Miktar:
Konsantrayonu (mg/ml) (ul) (MHB) (ul) (nl)
0.00 (Biiyiime Kontrolii) 100 100 0

0.5 100 75 25
1.0 100 50 50
1.5 100 25 75
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Hem karanlikta hem de 1s1kta birakilan bakteriler, 10~ seyreltmeye kadar seyreltilerek
kat1 besiyerine 3 tekrarli sekilde ve her seyreltme asamasini kapsayacak sekilde 10 pl
alinarak ekildi. Her seyreltme islemi, 50 pl bakteri hiicre kiiltiiri ve 450 pl fizyolojik
tuzlu su (10 kat) karisimi ile gergeklestirildi. Biyogilivenlik kabini icerisinde ekilen
bakterilerin kurutulmasi sonrasi her petri, 18-24 saat boyunca 35+2 °C’de inkibe

edildi. inkiibatérden alinan hiicrelerin koloni sayimi gergeklestirildi.
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4.SONUCLAR

4.1. Ftalosiyanin Sentezinde Kullanilan Baslangic
Maddelerinin Karakterizasyonlari

4.1.1. 3 Numarah Bilesigin Yap1 Analizi
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Sekil 4.1: 3 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.
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Sekil 4.2: 3 numarali molekiiliin IR spektrumu.

IR spektrumunda goriilen C-H baglar1 (sp3 hibritlesmesi) 2900-2800 cm™! bélgesinde
pikler olusturmustur. Bunun yani sira 2300 cm™’de bulunan pik ise C=N grubuna ait
gerilmeyi gdstermekte olup, 3040 cm™'“de bulunan aromatik C-H gerilmeleri yapinin

dogrulugu desteklenmektedir.
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Sekil 4.3. 3 numarali molekiile ait kiitle spektrumu.

ESI teknigi ile yapilan kiitle analizi sonucunda elde edilen spektrumdaki 262.102
[M+2H]" piki yap1y1 desteklemektedir.
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Sekil 4.4: 3 numarali molekiile ait 'H-NMR spektrumu (¢dziicii: CDCl3).

3 numarali bilesige ait 'H-NMR spektrumu iizerinde kimyasal kaymasi farkli olan tiim
protonlar bilesigin yapisi lizerinde farli renklerde isaretlenerek tanimlanmistir. Tim

kimyasal kaymalar yap1 ile uyumludur.
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Sekil 4.5: 3 numarali molekiile ait *C-NMR spektrumu (¢dziicii: CDCl3).

3 numarali bilesige ait '>C-NMR spektrumu iizerinde kimyasal kaymasi farkli olan
tiim karbonlarlar bilesigin yapisi tizerinde farli renklerde isaretlenerek tanimlanmustir.

Karbonlara ait tiim kimyasal kaymalar yap1 ile uyumludur ve yapiy1 desteklemektedir.
4.1.2. 5 Numarah Bilesigin Yap1 Analizi

5

NC : i _.COOCH;
NC o

Sekil 4.6: S numarali molekiiliin kimyasal yapisi.
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Sekil 4.7: 5 numarali molekiiliin IR spektrumu.

5 numarali bilesigin FTIR spektrumunda goriilen 3040 cm™ deki 3108: aromatik C-H
gerilmesi, 2235 cm™! deki C=N ve 1715 cm™! ester C=0 ait pikleri ile 1100 cm™ deki C-
O-C titresimlert, belirtilen yapiy1 desteklemektedir.
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Sekil 4.8: 5 numarali molekiiliin H' NMR spektrumu (DMSO).

5 numaral bilesigin "H-NMR spektrumu incelendiginde; 8.16 ppm ve 7.78 ppm de

goriilen iki dublet sinyal ester grubunun bagli oldugu benzen halkasindaki aromatik
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protonlara ait kimyasal kaymalardir. Dinitiril grubunun bagli oldugu benzen
halkasindaki diger aromatik protonlarda 7.37, 7.30 ve 7.14 ppmlerde gézlemlenmistir.
Alifatik bolgede 3.96 ppmdeki singlet de ester grubunda yer alan metil protonlarina ait

sinyal olarak goriilmektedir.

4.1.3. 7 Numarah Bilesigin Yap1 Analizi
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Sekil 4.9: 7 numaral1 bilesigin kimyasal yapist.
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Sekil 4.10: 7 numarali molekiiliin FT-IR spektrumu.

2900-2800 cm™ bolgesinde bulunan alifatik ve 3040 cm deki aromatik C-H
gerilimleri, 1175 cm™’de bulunan C-O-C eter bagi gerilmesi ve 800-600 cm’!
bolgesindeki S-C titresimleri, bahsedilen yapiy1 desteklemektedir.
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Sekil 4.11: 7 numarali molekiiliin kiitle spektrumu.

MALDI-TOF kiitle spektrumu incelendiginde, 270.83 goézlenen [M-CH;3-3H]"
molekiil iyon piki yapiy1 desteklemektedir.
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Sekil 4.12: 7 numarali molekiile ait 'H- NMR spektrumu (Céziicii: CDCl5).

7 numarali bilesigin 'H-NMR spektrumu incelendiginde; 7.71 ve 7.26 ppm de tosil
grubundaki iki farkli kimyasal ¢cevreye sahip aromatik protonlar iki farkli dublet olarak

goriilmektedir. Polioksoetilen zincirinde yer alan OCH: ait kimyasal kaymalar 4.08 ile
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3.40 ppmler arasinda 4 farkli sinyal olarak spektrumda yer almaktadir. 2.35 ppmdeki
singlet tosil grubunda yer alan CH3 protonlarina aittir. Poliosoetilen zinciri ucunda yer

alan CHj3 ait kimyasal kaymada 1.10 ppm de bir triplet olarak goriilmiistir.
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Sekil 4.13: 7 numarali molekiile ait '*C- NMR spektrumu (Céziicii: CDCls).

7 numaral bilesige ait '>*C-NMR spektrumu incelendiginde; Aromatik karbonlara ait
sinyaller 144-122 ppm araliginda yer almaktadir. Alifatik bolgeye bakildiginda, 66-70
ppm araliginda polioksoetilen zincirindeki -OCHz- gruplarma ait karbonlar sinyal
vermektedir. Ozellikle, tosil metili 21.59 ppm de ve polioksoetilen zinciri ucundaki
metil karbonununda 15.11 ppm’de sinyalleri gézlenmektedir. '"H-NMR ve *C-NMR
spektrumlari yapiy1 desteklemektedir.

4.1.4. 8 Numarah Bilesigin Yap1 Analizi

5

Sekil 4.14: 8 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.
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Sekil 4.15: 8 numarali molekiile ait IR spektrumu.

8 numarali molekiile ait IR spektrumu incelendiginde; 2900-2800 cm™ bolgesinde
bulunan C-H gerilmeleri, 2580 cm™'*deki diisiik siddeti SH gerilmesine ait pik, 1105
cm’! bolgesindeki -C-O-C- titresimleri ve 800-600 cm™ araligindaki S-C titresimleri,
ilgili yapry1 desteklemektedir.
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Sekil 4.16: 8 numarali molekiile ait 'H-NMR spektrumu (Céziicii: CDCl5).
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8 numarali bilesigin "H-NMR spektrumu incelendiginde; 3.6-3.4 ppm arasinda ve 2.73
ppm de yer alan pikler, polioksoetilen zincirindeki —OCHb- gruplara ait olup S-CH; ye
ait kimyasal kayma da 2.73 ppm de triplet olarak gozlenmistir. 1.54 ppm de SH a ait
kimyasal triplet olarak spektrumda yer almaktadir. 1.15 ppm deki sinyaller ise

polioksoetilen zincirindeki terminal metil protonlarini (CH3) isaret etmektedir.
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Sekil 4.17: 8 numarali molekiile ait 3*C-NMR spektrumu (Coziicii: CDCI3).

8 numaral bilesigin *C-NMR spektrumu incelendiginde;72-66 aralifinda yer alan
sinyaller polioksoetilen zincrindeki -OCH: karbon atomlarindan, 24.15 ppmdeki
sinyal SCH» ve 15.08 ppm de ise metil (CH3) karbonlarindan kaynaklanmaktadir.

4.1.5. 9 Numarah Bilesigin Yap1 Analizi

NC: : ‘; /S\\/\o/\/o\\/
NC 9
Sekil 4.18: 9 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.
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Sekil 4.19: 9 numarali molekiile ait IR spektrumu.

9 numarali molekiile ait IR spektrumu incelendiginde; 3100-3050 cm™ bolgesindeki
aromatik CH gerilmeleri, 2950-2800 cm™! bdlgesindeki alifatik CH gerilmeleri, 2223
cm-1’deki C=N grubuna ait keskin pik, 1124 cm™ bolgesindeki C-O-C ester bag

titresimi, 9 numarali molekiiliin yapisini desteklemektedir.
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Sekil 4.20: 9 numarali molekiile ait kiitle spektrumu.
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MALDI-TOF kiitle spektrumu incelendiginde, 276.77 gbzlenen [M]"™ molekiil piki
yapiy1 desteklemektedir. Spektrumda gozlemlenen diger pikler ise 280.611[M+4H]+,
298.893 [M+Na]+ iyonlara ait pikler olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.21: 9 numaralt molekiile ait IH-NMR spektrumu.

9 numaral1 bilesigin '"H-NMR spektrumu incelendiginde; 7.55-765 ppm araliginda
dinitril grubunun bagl oldugu benzen halkasina ait aromatik protonlara ait sinyalleri
ifade etmektedir. 3.7-3.4 ppm araliginda ise polikso etilen zincirindeki -OCHa-
gruplarina ait proton sinyallerini, 3.21 ppm de ise S atomuna bagli metilen (-CHb»-)

protonlarina ait sinyallerdir. 1.14 ppm de ise polikso etilen zincirindeki metil (-CH3)

protonlarina ait sinyaller de yapi ile uyumludur.
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Sekil 4.22: 9 numarali molekiile ait *C-NMR spektrumu.

9 numarali bilesige ait C-NMR spektrumu degerlendirildiginde, 150-110 ppm
araliginda aromatik halkaya ait karbonlarin sinyallerini, 115 ppm’lerde ise C=N
grubuna ait iki kimyasal kaymay1 gérmek miimkiindiir. Poliokso etilen zincirinde yer
alan -OCH’ler 70-66 ppm araliginda 4 farkli kimyasal kayma olarak goriilmektedir.
31.94 ppm de ise S atomlarina bagli metilen karbonu ile 15.12 ppm de de
polioksoetilen zinciri ucundaki CH3 grubuna ait sinyaller yapiy1 destekler veriler

olarak elde edilmistir.
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4.2. Ftalosiyaninlerin Karakterizasyonu

4.2.1. 10 Numarah Bilesigin Yap1 Analizi
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Sekil 4.23: 10 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.
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Sekil 4.24: 10 numarali molekiile ait IR spektrumu.
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10 numarali molekiile ait IR spektrumu incelendiginde; 3050 cm-1’deki aromatik CH,
2900-2800 cm™’deki alifatik CH gerilmeleri, 1717 cm-1"deki ester C=O gerilmeleri,
1100-1087 cm!*deki C-O-C titresimleri, molekiiliin yapisin1 desteklemektedir.
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Sekil 4.25: 10 numarali molekiile ait kiitle spektrumu.

MALDI-TOF kiitle spektrumu incelendiginde, [C¢1HssNgO12Zn]" i¢in hesaplanan
1181. 62 ve gozlenen1180.11°de [M-H]" molekiil iyon piki yap1y1 desteklemektedir.
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Sekil 4.26: 10 numarali molekiile ait 'TH-NMR spektrumu.
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10 numarali bilesigin 1H-NMR spektrumu incelendiginde; aromatik protonlarin
kimyasal kaymalarini 8.99-7.24 ppm araliginda oldugu goriilmektedir. Bu bolgedeki
coklu sinyaller, ftalosiyanin halkasindaki aromatik protonlar ve fenil gruplarindan
kaynaklanmaktadir. Alifatik zincirler (etoksi gruplari), 3.3-4.5- ppm araliginda goriilen
sinyalleri olusturur. 2.06 ppm de azota baghh CH3 ait kimyasal kaymalar goriliirken,

1.12 ppm deki pik ise polioksoetilen zincirlerinde yer alan metil protonlarin aittir.
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Sekil 4.27: 10 numarali molekiile ait *C-NMR spektrumu.

10 numaral bilesige ait '>C-NMR spektrumu degerlendirildiginde, 165 ppm de C=0O
karbonuna ait kimyasal kayma goriilmektedir. 160-105 ppm araliginda ftalosiyanin
cekirdegine ait aromatik karbonlarin sinyalleri, 70-60 ppm aralifinda poliokso etilen
zincirindeki eterik karbonlarin (C-O-C) karakteristik sinyalleri, 43 ppm de dimetil
amin grubundaki metillerin karbonlar1 gézlemlenirken poliokso etilen zincirindeki

metiller ise 15 ppm’lerde kimyasal kayma vermektedir.
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4.2.2. 11 Numaral Bilesigin Yap1 Analizi
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Sekil 4.28: 11 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.
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Sekil 4.29: 11 numarali molekiiliin IR spektrumu.
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11 numarali molekiiliin IR spektrumu incelendiginde; 3200-2600 cm™ deki yayvan pik
yapidaki mono alt grubuna ait OH gerilmesi olarak goriilmektedir. 3040 cm™ deki
aromatik CH ve 2900-2800 cm™ de alifatik CH gerilmeleri, 1716 cm™ bdlgesinde
bulunan C=0 titresimi, 1600cm™!’deki aromatik C=C titresimleri, 1200cm™'"deki C-N,
titresimleri ve 1190-1044 cm™lerdeki C-O-C eter bag: titresimleri ilgili yapiy1
desteklemektedir.
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Sekil 4.30: 11 numaral1 molekiile ait kiitle spektrumu.

MALDI-TOF kiitle spektrumu incelendiginde, [Cs7HssNsO12Zn]" igin hesaplanan
1110.50 g/mol ve bulunan: 1110.349 [M]" molekiiler iyon piki yapiy1
desteklemektedir.
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Sekil 4.31: 11 numarali molekiile ait 'TH-NMR spektrumu.

11 numaral bilesigin 'H-NMR spektrumu incelendiginde; aromatik protonlarin
kimyasal kaymalarini 9-7.5 ppm araliginda oldugu goriilmektedir. Bu bolgedeki ¢oklu
sinyaller, ftalosiyanin halkasindaki aromatik protonlar ve fenil gruplarindan
kaynaklanmaktadir. Alifatik zincirler (etoksi gruplari), 3.5-4.5 ppm araliginda goriilen
sinyalleri olusturur. 1 ppm de goriilen sinyaller ise polioksoetilen zincirlerinde yer

alan metil protonlarina aittir.
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Sekil 4.32: 11 numarali molekiile ait '>*C-NMR spektrumu.

11 numarali bilesigin '3C-NMR spektrumu incelendiginde; aromatik karbon atomlari
120-160 ppm araliginda sinyaller gostermistir. Eter gruplarindaki karbonlar, 60-80

ppm bolgesinde sinyal vermektedir. Bunlar yapi ile uyumludur.
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4.2.3. 12 Numarah Bilesigin Yapi1 Analizi
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Sekil 4.33: 12 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.
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Sekil 4.34: 12 numarali molekiile ait FT-IR spektrumu.

59



12 numarali molekiiliin FT-IR spektrumu incelendiginde gdzlemlenen 3040 cm™deki
aromatik C-H gerilmeleri, 2900-2800 cm™"’de alifatik CH gerilmesi, 1200-1000 cm’
Pdeki C-N titresimleri, 1095-1028 cm™’deki C-O-C titresimleri, ilgili molekiiliin

yapisini desteklemektedir.
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Sekil 4.35: 12 numarali molekiiliin kiitle spektrumu.

12 numarali bilesige ait MALDI-TOF kiitle spektrumu incelendiginde, 1157[M-(C>Hs-
N-(CHz3)2)]", ve 1228’de gozlenen [M-H]" molekiil iyon piki yap1iy1 desteklemektedir.
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Sekil 4.36: 12 numarali molekiile ait "H- NMR spektrumu.
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12 numarali bilesigin "H-NMR spektrumu incelendiginde; 9.51-7.32 ppm araliginda
goriilen piklerin ftalosiyanin ¢ekirdegine bagli aromatik protonlar ile aromatik ester
grubuna ait protonlarin karakteristik sinyallerini ifade ettigi goriilmektedir. Poliokso
etilen zincirindeki metilen gruplari 4.3-3.5 ppm araliginda goriilmustiir. Ayrica metil

gruplar ait protonlarda 1.22 ppmlerde sinyal vermistir.
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Sekil 4.37: 12 numarali molekiile ait *C-NMR spektrumu.

BC-NMR spektrumu degerlendirildiginde, 165 ppm de C=0 karbonuna ait kimyasal
kayma goriilmektedir. Ftalosiyanin ¢ekirdegine ait karbonlarin sinyalleri 150-120,
araliginda poliokso etilen gruplarindaki eterik karbonlarin (C-O-C) karakteristik
sinyalleri 70-45 ppm araliginda, SCH> grubuna ait karbonlar 38 ppm’lerde, dimetil
amino grubundaki metillerin 46 ppm’lerde  ve poliokso etilen zincirindeki metil

karbonlarinin da 16 ppm’lerde kimyasal kaymalarini verdikleri belirlenmistir.
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4.2.4. Peptit Molekiiliiniin (13) Yap1 Analizi
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Sekil 4.38: 13 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.
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Sekil 4.39: 13 numarali molekiile ait FT-IR spektrumu.

IR spektrumu incelendiginde; 3500-3200 cm™’deki N-H piki, 3000-2800 cm!deki
alifatik CH gerilmesi, 3100-3000 cm™"’deki aromatik CH gerilmesi, 1650-1640 cm"
Pdeki peptit bagi (N-C), 1300-1000 cm’deki C-N titresimi, 700-500 cm
bolgesindeki prolinde bulunan pirol grubu C-N titresimi ilgili yapiy1 desteklemektedir.
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Sekil 4.40: 13 numarali molekiile ait kiitle spektrumu.

MALDI-TOF teknigi ile matriks olarak DIT kullanilarak alinan kiitle spektrumu
incelendiginde, 802°de gozlenen [M]" molekiil iyon piki ve 841.47 [M+K]" iyon piki
yapiy1 desteklemektedir.
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Sekil 4.41: Peptit molekiiliiniin HPLC spektrumu.

Peptit molekiilii 0.1 mg/ml olacak sekilde tartildi ve distile H>O ile ¢oziildiikten sonra
HPLC sisteminde alikonma zamani gbzlemlendi. Mobil faz olarak %50 metanol
kullanildi ve akis hiz1 1.0 ml/dakika seklinde ayarlandi. Kolon olarak Inertsil ODS-3V
kolon (GL Science, Cat No: 5020-01802) kullamildi. Ilk 6rnek olarak blank (dH20)
verilmesinin ardindan, bos ¢oziiciiniin olusturacagi pikler tespit edildikten sonra
numune enjekte edildi. Peptit molekiiliiniin alikonma zamani yaklagik 20 dakika olarak

tespit edildikten sonra pik safligi, cihaz parametreleri lizerinden kontrol edildi. Saflik
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esiginin, saflik acisindan daha biiyiik oldugu tespit edilerek, elde edilen pikin saf
oldugu teyit edildi (Saflik Agis1: 0.260, Saflik Esigi: 0.370).

4.2.5. 14 Numaral Bilesigin Yap1 Analizi
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Sekil 4.42: 14 numarali molekiiliin kimyasal yapisi.
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Sekil 4.43: 14 numarali molekiiliin IR spektrumu.
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14 numarali molekiiliin IR spektrumu incelendiginde; 3500-3200 cm™'*deki yayvan N-
H gerilmesi, 3000-2800 cm™'’deki alifatik CH gerilmesi, 1690-1640 cm™’deki C=0
titresimleri, 1650-1640 cm™”deki peptit bag: (N-C) titresimleri, 1300-1000 cm™'*deki
N-C titresimleri, 1150-1050 cm™! bolgesindeki C-O-C eter bagi titresimleri ve 700-500
cmdeki pirol C-N titresimleri, ilgili yap1y1 desteklemektedir.
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Sekil 4.44: 14 numarali molekiiliin kiitle spektrumu.

14 numarali bilesigin MALDI-TOF kiitle spektrumu incelendiginde, 1878 [M+H,O]",
1898.38 [M+3H]" iyon pikleri yapiy1 desteklemektedir.

4.3. Fotofiziksel ve Fotokimyasal Ozellikler

Tez kapsaminda sentezlenen biitlin molekiillerin fotofiziksel ve fotokimyasal
davraniglart UV-Vis ve floresans spektroskopissi kullanilarak incelendi. Molar
absorbtivite katsayilarmi belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda ornekler
hazirlanarak 300-800 nm dalga boyu araliginda UV-Vis 6l¢limleri alindi. Daha sonra
konsantrasyona karsi absorbans degerleri grafige gegilerek ekstitisyon katsayilar
DMSO ortaminda hesaplandi. Bu kapsamda yapilan ¢aligmalara kisim 4.3.1°de yer
verilmistir. Ftalosiyaninlerin farklt ¢oziiciilerdeki absorbsiyon ve emisyon
davraniglart 2uM konsantrasyonda, oda sicakliginda; dimetilformamid (DMF),
dimetilsiilfoksit (DMSO), tetrahidofuran (THF), kloroform (CHCI;) ve distile su

(dH20) ortamlarinda arastirildi. Daha sonra hedef yapilarin floresans kuantum
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verimleri DMSO ortaminda ve direkt singlet oksijen verimleri DMF ortaminda
arastirilarak gerekli hesaplamalar yapildi. Bu kapsamda yapilan ¢aligmalara sirasiyla

kisim 4.3.3 ve 4.3.4’te yer verilmistir.
4.3.1. UV-Vis Spektrumlarimin Incelenmesi

Ftalosiyanin tlirevlerinin daha dnce bahsedildigi gibi J ve H-tip agregasyon egilimleri
olabilmektedir. Bu sebeple farkli konsantrasyonlarda ftalosiyanin tiirevi molekiiller
DMSO igerisinde ¢oziilerek B-band1 ve Q-bandi i¢in pik tepe noktalar1 belirlenerek,
konsantrasyona karst absorbans degerleri grafige gecirilmis ve degisimler
incelenmistir. Bu bantlarda meydana gelen kaymalar, pik yogunluklar1 ve piklerin
simetrisi gibi parametreler agregasyon hakkinda bilgiler vermektedir. 10, 12 ve 14
numarali molekiiller farkli konsantrasyonlarda DMSO igerisinde ¢oziilerek ve 300-
850 nm arasinda UV-Vis ol¢iimleri alinmustir.

Sekil 4.45’te verilen 10 numarali molekiile ait spektrum incelendiginde; en yiiksek
absorbans degerleri B-bandi igin 356 nm ve Q-bandi i¢in 681 nm olarak belirlenmistir.
Sekil 4.46°da verilen B ve Q bantlarina ait absorbansa karsi konsantrasyon grafikleri
incelendiginde; pik tepe noktalarinda hipsokromik (maviye) ya da bathokromik
(kirmiziya) kayma gozlemlenmemesi ve konsantrasyon ile absorbansin lineer olarak
degismesi, Lambert-Beer yasasina uygun olarak de§isim gosterdigini ve calisilan
konsantrasyon araliginda, DMSO igerisinde agregasyon davranigi sergilemedigini

gostermektedir.
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Sekil 4.45: 10 numarali molekiiliin DMSO ortaminda farkli konsantrasyonlardaki
UV-Vis spektrumlari.
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Sekil 4.46:10 numarali bilesige ait absorbansa kars1 konsatrasyon grafikleri ve

korelasyon katsayist.

Sekil 4.47°de verilen 12 numarali molekiile ait spektrum incelendiginde; en yiiksek
absorbans degerleri B-bandi i¢cin 356 nm ve Q-bandi i¢in 682 nm olarak belirlenmistir.
Sekil 4.48°de verilen B ve Q bantlarina ait absorbansa karsi konsantrasyon grafikleri
incelendiginde; bilesik 10’a benzer sekilde hipsokromik ya da bathokromik kaymanin
gozlemlenmemesi ve degisimin Lambert-Beer yasasina uygun olmasi, ¢alisilan
konsantrasyon araliginda, DMSO igerisinde agregasyon davranigi sergilemedigini

gostermektedir.
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Sekil 4.47: 12 numarali molekiiliin DMSO ortaminda farkli konsantrasyonlardaki
UV-Vis spektrumlari.
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Sekil 4.48: 12 numarali bilesige ait absorbansa kars1 konsantrasyon grafikleri ve

korelasyon katsayist.

Sekil 4.49°da verilen 14 numarali molekiile ait spektrum incelendiginde; en yiiksek
absorbans degerleri B-bandi i¢in 357 nm ve Q-bandi i¢in 680 nm olarak belirlenmistir.
Sekil 4.50°de verilen B ve Q bantlarina ait absorbansa karsi konsantrasyon grafikleri

incelendiginde; Onceki bilesiklere benzer sekilde hipsokromik ya da bathokromik
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kaymanin gézlemlenmemesi ve degisimin Lambert-Beer yasasina uygun olmasi,
calisilan konsantrasyon araliginda, DMSO igerisinde agregasyon davranisi

sergilemedigini gostermektedir.
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Sekil 4.49: 14 numarali molekiiliin DMSO ortaminda farkli konsantrasyonlardaki
UV-Vis spektrumlari.

Sonuglar, 14 numarali molekiiliin B-band1 i¢in en yiiksek absorbans degeri olarak 357

nm ve Q-bandi i¢in en yiiksek absorbans degeri olarak 680 nm’yi gostermektedir.
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Sekil 4.50: 14 numarali bilesige ait absorbansa kars1 konsantrasyon grafikleri ve
korelasyon katsayist.

Sentezlenen tiim ftalosiyanin tlirevlerine ait ¢alisilan konsantrasyonlarda DMSO
ortaminda elde edilen B ve Q bantlari i¢in absorbans degerleri, korelasyon katsayilari
(R?) ve hesaplanan molar absorbtivite kat sayilarina ait degerlere Tablo 9°da yer

verilmistir.
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Tablo 9: 10, 12 ve 14 numarali molekiillerin farkli derisimlerdeki B ve Q bantlarina
ait UV-Vis verileri.

Ab R? Loge  Abs R? Log ¢
B (B- (B- (Q- Q- Q-
bandi) Bandi) Bandi) Bandi) Bandi) Bandi)

Madde Derisim
Kodu (pM)

1 0,059 0,117
2 0,116 0,229
4 0,227 0,449
10 6 0,337 0,9999  4.75 0,669 0,999 5.05
8 0,449 0,886
10 0,558 1,101
12 0,685 1,342
1 0,05 0,096
2 0,103 0,193
4 0,207 0,383
12 6 0,314 0,9958 4,74 0,575 09966 4,99
8 0,421 0,765
10 0,53 0,958
12 0,685 1,23
70 0,119 0,231
60 0,102 0,198
14 50 0,083 0,9996 3,23 0,162 0,9999 3,52
40 0,071 0,13
30 0,05 0,095

4.3.2. UV-Vis ve Floresans Calismasi

Sentezlenen tiim bilesiklerin farkli ¢oziicii ortamlarinda fotofiziksel davranislarini
arastirmak amaciyla; dimetilformamid (DMF), dimetilsiilfoksit (DMSO),
tetrahidrofuran (THF), kloroform (CHCI3) ve distile su (dH20) kullamilarak 2 uM
konsantrasyonda ornekler hazirlanmis UV-Vis ve tiim bilesikler 640 nm dalga
boyundan uyarilarak floresans emisyon Ol¢iimleri alinmistir. Elde edilen spektrumlara

Sekil 4.51, 4.52 ve 4.53’te yer verilmistir.

Sentezlenen tiim bilesiklerde farkli solvent ortamlarinda UV-Vis ve emisyon
davraniglarinin benzer sekilde degistigi gozlemlenmistir. DMSO, THF, CHCI3 ve
DMF ortamlarinda Q bantlarinda meydana gelen hem absorbans hem de emisyon
siddetlerindeki degisimlerin ufak kaymalar halinde gézlemlenmesi, molekiillerin bu
¢oziiciiler igerisinde benzer fotofiziksel davraniglar sergiledigini gostermektedir. Fakat

destile su icerisinde alinan absorbans ol¢iimlerinde pik tepe noktalarinin daha diisiik
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siddette ve hipsokromik kayma (maviye kayma) seklinde gozlemlenmesi; ayrica
emisyon siddetlerinin (sifira yakin) soniimlenmesi; 10, 12 ve 14 numarali molekiillerin
distile su ortaminda ayn1 konsantrasyonda ¢oziiniirliiklerinin azaldigini ve yiiz yiize n—
©t etkilesimlerinin baskin hale gelerek H tipi agregasyona ugradigini géstermektedir.

Yapilan dl¢iimler sirasinda kaydedilen maksimum absorbans (1925,), maksimum

floresans (A5ny) ve stokes kaymasi (Agy )degerlerine ait verilere Tablo 10°da yer

verilmistir.
(a) oa
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DMF
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w
=
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Sekil 4.51: Farkli ¢oziicii ortamlarinda 2 uM konsantrasyonda 10 numarali molekiile
ait a) UV-Vis, b) floresans spektrumlari.
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Sekil 4.52: Farkli ¢oziicii ortamlarinda 2 uM konsantrasyonda 12 numarali molekiile
ait a) UV-Vis, b) floresans spektrumlari.
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Sekil 4.53: Farkli ¢oziicli ortamlarinda 2 uM konsantrasyonda 14 numarali molekiile
ait a) UV-Vis, b) floresans spektrumlari.
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Tablo 10: Farkli ¢oziiciilerde 10, 12 ve 14 numarali molekiillerin maksimum
absorbans verdigi dalga boylari.

Madde Kodu Coziicii A%hS (am)  A¢™. (nm)  AZ"(nm)

DMSO 681 695 14

THF 676 688 12

10 CHCl3 680 693 13
DMF 680 691 11

dH,0 628 - -

DMSO 682 695 13

THF 677 688 11

12 CHCI3 680 693 13
DMF 679 691 12

dH>O 627 - -

DMSO 680 693 13

THF 679 688 9

14 CHCl3 680 691 11
DMF 678 691 13

dH,O 628 - -

4.3.3. Floresans Kuantum Verimleri

Sentezlenen tiim ftalosiyanin tiirevleri i¢in DMSO igerisinde sabit konsantrasyonda
(2uM) ¢ozeltiler hazirlanarak 640 nm uyarma dalga boyundan uyarilarak, 645- 800
nm araliginda floresans Olglimleri kaydedilmistir. Elde edilen spektrumlardan
floresans kuantum verimlerini hesaplayabilmek icin siibstitiie grup bulundurmayan
Zn-ftalosiyanin (unSub-ZnPc) bilesigi de aymi konsantrasyonda ve ¢oziiclide
hazirlanarak ayni dalga boyundan uyarilmis ve floresans 6l¢iimleri kaydedilmistir.
UnSub-ZnPc bilesigine ait floresans kuantum verimi DMSO igerisinde 0.20 olarak
kullanilmis [54] ve hesaplamalar Esitlik 4.1’de verilen formiil vasitasiyla bagiml

degisken olarak hesaplanmustir.
2
M,  As
Op, = @ X (=) X (—
Fn Fstd (ng) (An) (4.1)

E,
X J—
( 2 )
Burada; ®F, ve OF; sirasiyla 6rnegin ve standardin floresans kuantum verimini, 1, ve

ns Ornek ve standardin ¢6ziildiigli ¢oziiclinlin refraktif indeksini, An ve As ornek ve

standardin absorbansini ve F, ve Fs ise 0rnek ve standardin grafik alanlarini temsil
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etmektedir. Tiim molekiiller ayn1 ¢oziiciide ¢alisildigr i¢in refraktif indeksler hesaba
dahil edilmemislerdir. Hesaplamalar sonucunda sentezlenen tiim molekiillerin
floresans kuantum verimleri standarttan daha yiiksek olup, en diisiik floresans kuantum
verimi ise 14 numarali molekiile ait oldugu belirlenmistir. Floresans kuantum

verimlerine ait sonuglar Tablo 11°de singlet oksijen datalar1 ile beraber verilmistir.
4.3.4. Singlet Oksijen Kuantum Verimi

Singlet oksijen kuantum o6l¢limii, 1518a duyarlt bir molekiiliin temel halde bulunan
oksijen atomunu (302), singlet oksijen 102 formuna g¢evirebilmesi prensibine
dayanmaktadir. Literatiirde bilinen iki farkli metot olan direkt ve indirekt metotlar
vasitastyla belirlenebilir. Tez kapsaminda, direkt metot kullanilarak, ftalosiyanin
tiirevlerinin uygun dalga boylarindan uyarilmasi ile ortamda bulunan triplet oksijenin
102 formuna doniisen kararsiz oksijen tiirliniin temel hal enerji seviyesine donerken
yaydig1 yakin kizilotesi (NIR) fotoliiminesans (~1270 nm) sinyalleri Horibsa-Jobin
Yvon-SPEX Fluorog 3-2iHR spektrofluorimetre cihazi vasitaliyla kaydedilmistir. Elde

edilen spektrumlar Sekil 4.54°te verilmistir.
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Sekil 4.54: DMF ¢oziicii ortaminda alinan direkt singlet oksijen spektrumlari.
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Bu yontemde ftalosiyanin tiirevleri 1s18a duyarlilagtirict bilesik olarak kullanilmak
amaciyla her biri DMF ortaminda ve 0.23 absorbans degerinde olacak sekilde
hazirlanmistir.  Singlet oksijen kuantum verimi hesaplamalarinda standart olarak
kullanilmak {izere unSub-ZnPc ¢ozeltisi de aymi kosullarda hazirlanmistir. Tiim
bilesikler kendi absorbans maksimumundan uyarilarak 1200-1350 nm araliginda
spektrumlar kaydedilmistir. Singlet oksijen kuantum verimini hesaplayabilmek icin
unSub-ZnPc degeri 0.56 [54] olarak kullanilarak Esitlik 4.2’de verilen formiil

araciligiyla hesaplanmistir.

M. As. Iy 4.2)
Dpp = Ppgea X () X () X ()
775 An IS

Burada; ®An ve ®As sirastyla drnegin ve standardin singlet oksijen kuantum verimini,
nn ve s 0rnek ve standardin ¢oziildiigii ¢oziiciiniin refraktif indeksini, An ve As 6rnek
ve standardin absorbansini ve In ve Is ise 6rnek ve standardin grafik alanlarini temsil
etmektedir. Tiim molekiiller ayn1 ¢oziiciide calisildigi i¢in refraktif indeksler hesaba
dahil edilmemislerdir. Sentezlenen bilesiklere ait fotofiziksel ve fotokimyasal

parametrelere Tablo 11°de yer verilmistir.

Tablo 11: Sentezlenen bilesiklere ait fotofiziksel ve fotokimyasal parametreler.

AAbs @ y) ® (Ddirect
Molekiil No max ex F a
(DMSO) (DMSO) (DMSO) (DMF)
Standart 672 640 0,20 0,56
10 681 640 0,27 0,56
12 682 640 0,22 0,64
14 680 640 0,21 0

4.4. Biyolojik Deneyler

4.4.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC)

MIC testi i¢in gram negatif olarak E. coli ve gram pozitif olarak S. aureus bakterileri
iki tekrarli sekilde 96 kuyucuklu plakaya ekilmistir. Bu ekimlerde ekilen bakteri
yogunlugu sabit kalip iclerine eklenen peptit konsantrasyonu degistirilerek peptitlerin

bakterilere etkisi i¢cin minimum inhibisyon konsantrasyonu belirlendi. MIC testi i¢in
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absorbans yogunlugu 6l¢iildii. Kullanilan peptit konsantrasyonuna gore biliyiime

oranlar1 Tablo 12 ve Sekil 4.55’te verilmistir.

Tablo 12: MIC testi sonuglari.

Konsantrasyonlar ,
(mg/ml) E. coli (Ortalama) S. aureus (Ortalama)
4,000 0,075 0,072
2,000 0,089 0,083
1,000 0,090 0,214
0,500 0,350 0,320
0,250 0,594 0,324
0,125 0,899 0,344
0,062 0,907 0,358
0,031 0,853 0,378
0,015 0,892 0,391
0,007 0,923 0,546
Pozitif Kontrol 0,879 0,439
Negatif Kontrol 0,074 0,072
MIC Testi
1,200 ,
o~ 1,000 g
<) 0,800 A
S 0,600 - = B
Ty ) x > <
S o2 B B B2 B2 B2 7
"¢ 0,400 1 < P2 s N7 BT
= S
4 N
© 0,200 ] E 88 g
0,000 -
S S S S e a Ne) N — o = o
(=] =] =] 'e} N — (=] (=] (=] (=] =
< N — S S S S S S S 5 5
N N
S H
= b=

Konsantrasyon (mg/ml)

HE.coli W S.aureus

Sekil 4.55: MIC testi sonuglarinin grafigi.
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Sonuglara gore peptitin minimum inhibisyon konsantrasyonu E. coli i¢in 1 mg/ml ve

S. aureus i¢in 2 mg/ml olarak belirlenmistir.
4.4.2. Anti-Mikrobiyal Fotodinamik Terapi

Antimikrobiyal fotodinamik terapi c¢alismalar1 icin 10, 12 ve 14 numaral
molekiillerden 0,5 mg/ml, 1,0 mg/ml ve 1,5 mg/ml konsantrasyonlarda hazirland1 ve
ekim sonrasi iireme ile sayilabilir (1-25 arasi) koloni hiicreleri secilerek seyreltme
katsayist ve koloni sayisi ¢arpimi elde edildi. Logaritmalar1 alinarak grafikleri

olusturuldu.

e i8]

Sekil 4.56: 10 numarali molekiiliin E. coli lizerindeki fotodinamik etkileri.
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Sekil 4.57: 10 numarali molekiiliin fotodinamik olarak E. coli’nin biiylimesine etkisi.

Bakteri sayimlar1 ve olusturulan grafikler incelendiginde, 10 numarali molekiiliin E.
coli i¢in 1.5 mg/ml konsantrasyonda yiiksek karanlik toksisitesi oldugunu ve 1s1k
uygulamas1 sonucu ise bu konsantrasyonda hiicrelerin tamaminin 6ldigiini
sOyleyebiliriz. 1 mg/ml konsantrasyonu incelendiginde, bilesigin karanlik ortamda
yaklastk 1.6 log’luk hiicre azalmasina neden oldugu, ancak 151k uygulamasi
yapildiginda etkisinin artarak yaklasik 3 log’luk diisiise neden olarak oldukga etkili bir
hiicre 6limiinii sagladigini gorebiliriz. 0.5 mg/ml konsantrasyonun ise E. coli iizerinde

bakterisidal bir etki olusturmadig1 goriilmektedir.
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Karanlik Isik Ortami

Bitylime Kontrol

0,5 mg/ml

Sekil 4.58: 10 numarali molekiiliin S. aureus tizerindeki fotodinamik etkileri.
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Sekil 4.59: 10 numarali molekiiliin fotodinamik olarak S. aureus’un biiyltimesine
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etkisi.
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10 numarali bilesigin S. aureus lizerinde karanlik toksisitesinin olmadigini ve 1.5 ile
1.0 mg/ml konsantrasyonda yaklasik 2.2 log’luk hiicre azalmasina neden olarak

anlamli bir fotodinamik etki gosterdigini gérmekteyiz.

TweyQ s

Sekil 4.60: 12 numarali molekiiliin E. coli lizerindeki fotodinamik etkileri.
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Sekil 4.61: 12 numarali molekiiliin fotodinamik olarak E. coli’nin biiyliimesine etkisi.

12 numarali bilesigin fotodinamik etkisini inceledigimizde, yine 1.5 ve 1.0 mg/ml
konsantrasyonda karanlik  toksisitesi oldugunu gormekteyiz. 1.0 mg/ml
konsantrasyonun hem karanlik hem de 151k ortaminda sirasiyla yaklasik 2.6 ve 3.1
log’luk azalig ile yakin miktarlarda hiicre 6liimiine neden oldugunu bu sebeple bu
konsantrasyonda fotodinamik bir etki gdstermedigini sdylemek miimkiin. Bununla
beraber 1.5 m/ml konsantrasyonda 151k uygulamasi sonrasi hi¢ iireme olmamasi bu
konsantrasyonda 12 numarali bilesigin E .coli lizerinde fotodinamik etkisi oldugu

gosterilmektedir.
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Sekil 4.62: 12 numarali molekiiliin S. aueus tizerindeki fotodinamik etkileri.
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Sekil 4.63: 12 numarali molekiiliin fotodinamik olarak S. aureus un biiylimesine
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etkisi.
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12 numarali bilesigin S.aureus lizerinde 1.5 ve 1.0 mg/ml konsantrasyonda yaklagik
3.3. log’luk hiicre sayis1 azalisina neden olarak fotodinamik bir etki gosterdigini ve

karanlik toksisitesinin olmadigini sdyleyebiliriz.

e YT

Sekil 4.64: 14 numarali molekiiliin E. coli tizerindeki fotodinamik etkileri.
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Sekil 4.65: 14 numarali molekiiliin fotodinamik olarak E. coli’nin biiytimesine etkisi.
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14 numarali (peptitli) Pc molekiiliiniin fotodinamik etkisi incelendiginde 1.5 ve 1.0
mg/ml konsantrasyonda E. coli hiicre sayisinda yaklasik 3.6 log’luk azalisa neden
olarak karanlik toksisite gosterdigini sdylenebilir. Ancak sasirtic1 sekilde peptitsiz Pc
analoguna gore (10 numarali Pc) daha az karanlik toksisitesi oldugu goriilmektedir.
Bununla birlikte 6zellikle 1.0 mg/ml konsantrasyonda bakterisidal etki gostererek
hiicre say1sini sifirlamasi, 14 numarali molekiiliin E. coli izerinde ¢ift etki gosterdigini

bizlere gostermektedir.

Sekil 4.66: 14 numarali molekiiliin S. aureus tizerindeki fotodinamik etkileri.
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Sekil 4.67: 14 numarali molekiiliin fotodinamik olarak S. aureus un biiylimesine
etkisi.

14 numarali molekiiliin kontrol gruplari ile karsilastirildiginda S.aureus tizerinde
anlamli bir fotodinamik etkisinin olmadigin sdyleyebiliriz.

Sonuglar degerlendirildiginde tiim bilesiklerin gram negatif bakterilerde daha etkili
oldugu goriilmistiir. Tiim bilesiklerde 1,5 mg/ml konsantrasyon en ¢ok fotodinamik
etkiye sahip konsantrasyon olarak gézlemlenmistir ve ayn1 zamanda E.coli iizerinde
bu konsantrasyonun karanlik toksisitesi oldugu da gdsterilmistir. 14 numarali bilesigin
hem 1,5 mg/ml hem de 1,0 mg/ml konsantrasyonlarda E. coli hiicrelerinde sayilabilir

koloni miktar1 olusmamasini sagladig tespit edildi.
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda, asimetrik (10, 12 ve 14 numarali bilesikler) ve peptit bagh
ftalosiyanin tiirevi bilesik (14 numarali bilesik) sentezlenerek aPDT etkisi
arastirilmustir. Literatiirde daha 6nceden buna benzer bilesikler sentezlenmis ve etkileri
in vitro olarak incelenmistir. Sentezlenen tiim bilesiklerin FT-IR, Kiitle, '"H NMR ve
13C NMR spektrumlari alinarak karakterize edilmislerdir.

Ftalosiyanin ~ sentezi i¢in  baslangic  maddeleri  sentezlendikten  sonra
karakterizasyonlar1 yapilmis ve bu molekiiller kullanilarak ftalosiyanin sentezleri
gergeklestirilmistir.

Ftalosiyaninlerin UV-Vis ve floresans dl¢timleri yapilmis, floresans kuantum verimi
ile singlet oksijen kuantum verimleri hesaplanmistir. Olgiimleri yapilan molekiillerden
10 ve 12 numarali bilesiklerin singlet oksijen kuantum verimleri, kullanilan standart
ile karsilastirildiginda oldukga yiiksek bir verimi oldugu gézlemlenmis ve 14 numarali
molekiiliin ise neredeyse hi¢ singlet oksijen liretmedigi tespit edilmistir. Yine floresans
kuantum verimi Ol¢limlerinde tiim bilesiklerin standarda gore daha az floresans
kuantum verimi oldugu goriilmekle birlikte 14 numarali bilesigin de yine en az
floresans kuantum verimine sahip oldugu goriilmiistiir.

UV-Vis ve floresans 6l¢timlerinde 10 ve 14 numarali bilesiklerin THF igerisinde ve 12
numarali molekiiliin 1se CHCI3 igerisinde maksimum absorbans gosterdigi
bulunmustur. Her {i¢ bilesik icin distile su igerisinde herhangi bir absorbans
gbzlemlenmemistir.

Bakteri deneylerinde ise hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriler
kullamilmistir. Oncelikle sentezlenen peptitin etkisinin incelenmesi igin peptit
ftalosiyanin ile baglanmadan 6nce 23 mg rezinden kesildi ve hem karakterizasyon
analizleri hem de bakteri deneyleri yapildi. Bakteri deneylerinde kullanilmadan 6nce
ilk olarak peptitin bakterisidal etkisinin 6l¢iilmesi amaciyla MIC testi gerceklestirildi.
MIC testinin sonucunda peptitin gram negatif bakterilerde daha az miktarla etkili
oldugu buna kiyasla gram pozitiflerde ise daha fazla miktarda peptit ile inhibisyonun
gerceklestirilebilecegi tespit edildi.

En son yapilan fotodinamik terapi i¢in 1s1kl1 ve karanlik ortam deneylerinde, tiim
molekiillerin E.coli iizerinde karanlik toksisitesinin oldugu goriildii. Bununla beraber

S.aureus i¢in sentezlenen tiim ftalosiyaninlerin daha az etkili oldugu tespit edildi.
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Singlet oksijen kuantum veriminin ¢ok az olmasina ragmen en yiiksek bakterisidal etki
1,5 mg/ml konsantrasyonda 14 numarali bilesikte goriildii. Bununla birlikte sonuglar
bizlere 14 numarali molekiiliin hem ftalosiyanin hem de peptit zinciri sebebi ile ¢ift
etki olusturdugunu gostermektedir.

Yapilan deneyler neticesinde, asimetrik ve peptit bagh ¢inko-ftalosiyanin
molekiillerinin antimikrobiyal fotodinamik terapide etkisinin oldugu tespit edildi. Bu
calismalarin daha da ilerletilerek in vivo ¢alismalarin gerceklestirilmesi, peptit hedefli
ftalosiyanin tiirevlerinin sentezinde yeni sekanslarin da sentezlenmesi, hedefleme
sonras1 peptit kesimi ve Pc’nin singlet oksijen kuantum veriminin yiikseltilmesi gibi
pek ¢ok parametre denemesi gergeklestirilebilir.

Bu calismada kullanilan peptit, biyo-organik bir temeli olan yumurta igerisinde
savunma mekanizmasinda kullanilan bir sekans olmas1 ve yiiksek etkili aPDT etki
gostermesi, gelecek caligmalar ve klinik deneyler i¢in umut vaat etmektedir. Ayrica 10
numaralt ve 12 numarali molekiillerin kanser hiicreleri tlizerindeki PDT etkisi de

ilerleyen ¢alismalarda arastirilacaktur.
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