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OZET

BODIPY bilesikleri son yillarda biyomedikal goriintiileme alaninda biiyiik ilgi goren
bir organik floresan bilesik sinifidir.

Bu tez kapsaminda yeni tip BODIPY bilesiklerinin sentezlenmistir. Sentezlenen yeni
tip BODIPY tiirevlerinin yapisal, fotofiziksel ve biyolojik ozellikleri ¢esitli
caligmalarla detayl1 bir sekilde incelenmistir.

Oncelikle, aldehit fonksiyonel grubuna sahip pirazol bilesikler 3,5-dimetil pirol ile
reaksiyona sokularak yeni tip BODIPY bilesikleri sentezlenmis ve sentezlenen
BODIPY bilesiklerinin kimyasal yapilari, *C NMR, *H NMR, FT-IR spektroskopisi
ve MALDI-TOF kiitle spektrometresi ile karakterize edilmistir. Bu teknikler,
bilesiklerin molekiiler yapisini dogrulamak ve olasi yan {iriinleri belirlemek icin
kullanilmistir. Daha sonra, sentezlenen bilesiklerin fotofiziksel 6zellikleri UV-Vis. ve
floresans spektroskopisi ile incelenmistir. Bu analizler, bilesiklerin absorpsiyon ve
emisyon ozelliklerini belirleyerek biyogoriintiileme uygulamalarinda
kullanilabilirliginin degerlendirilmesi i¢in yardimci olmustur.

Biyogoriintiileme ¢aligmalari, sentezlenen BODIPY bilesiklerinin hiicre igi
etkilesimlerini ve biyolojik etkilerini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir.
Hiicre i¢i goriintileme deneyleri, bilesiklerin hiicrelerle etkilesimini, hiicre igi
dagilimin1 ve hiicre viyabilitesini belirlemek i¢in kullanilmistir.

Ayrica, bu ¢alismada pirazol konjuge BODIPY bilesiklerinin yapisal ¢esitliligi ve
biyolojik aktiviteleri tizerindeki etkileri detayli bir sekilde incelenmistir. Bu tiirevlerin
sentezi ve karakterizasyonu, ila¢ tasarimi, biyomedikal arastirmalar ve malzeme bilimi
gibi bir¢ok alanda potansiyel uygulamalari olan 6nemli bir arastirma alanini olusturur.
Sonug olarak bu ¢alisma, sentezlenen BODIPY bilesiklerinin fiziksel ve biyolojik
ozelliklerini detayli bir sekilde inceleyerek, biyogdriintileme alaninda yeni
uygulamalara 151k tutmay1 amaglamaktadir. Tiim bu analizlerin sonuglari, sentezlenen
yeni tip BODIPY bilesiklerinin biyomedikal goriintiileme uygulamalarinda potansiyel
olarak degerli oldugunu ortaya koymaktadir. Sentezlenen 5 numarali bilesik ve 9
numarali bilesigin kanserli hiicrelerde belirli konsantrasyonlarda etkili bir floresans
ozelligi gosterdigi ve bunun sonucunda literatiire yeni tip BODIPY bilesikleri
kazandirilarak biyogdriintiileme alaninda ve ilgili uygulama alanlarinda kullanimi i¢in
anlamli bir ¢aligma oldugu ortaya koyulmustur.

Anahtar Kelimeler: BODIPY, Sentez, Karakterizasyon, Biyogoriintiileme.
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ABSTRACT
BODIPY are an important class of organic fluorescent that has gained significant
interest in the field of biomedical imaging in recent years. This thesis focuses on the
synthesis of new types of BODIPYs. The structural, photophysical, and biological
properties of the synthesized new BODIPY derivatives have been investigated by
various techniques.
Initially, new BODIPY compounds were synthesized by reacting pyrazole containing
aldehyde with 3,5-dimethyl pyrrole. The chemical structures of the synthesized
BODIPY compounds were characterized using 3C NMR and *H NMR, Fourier-
transform infrared (FT-IR) spectroscopy and MALDI-TOF mass spectrometry. These
techniques were employed to confirm the molecular structures of the compounds and
to identify any potential by-products. Following this, the photophysical properties of
the synthesized compounds were examined using UV-Vis spectroscopy and
fluorescence spectroscopy. These analyses helped in evaluating the usability of the
compounds in bioimaging applications by determining their absorption and emission
properties.
Bioimaging studies were conducted to assess the intracellular interactions and
biological effects of the synthesized BODIPY compounds. Intracellular imaging
experiments were used to determine the interaction of the compounds with cells, their
intracellular distribution, and cell viability.
Furthermore, this study extensively examined the impact of the structural diversity and
biological activities of the pyrazole based BODIPYs. The synthesis and
characterization of these derivatives constitute a significant research area with
potential applications in various fields, including drug design, biomedical research,
and materials science.
In conclusion, this study aims to shed light on new applications in the field of
bioimaging by thoroughly investigating the physical and biological properties of the
synthesized BODIPY compounds. The results of all these analyses demonstrate that
the newly synthesized BODIPY compounds have potential value in biomedical
imaging applications. Specifically, compounds 5 and 9 have shown effective
fluorescence properties at certain concentrations in cancer cells, highlighting the
significance of this study in contributing new types of BODIPY compounds to the
literature for use in bioimaging and related application areas.

Keywords: BODIPY, Synthesis, Characterization, Bioimaging.
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1. GIRIS

BODIPY tiirevlerinin gelistirilmesine, olaganiistii fotofiziksel ve fotokimyasal
ozelliklerinin yan1 sira ¢esitli biyolojik aktiviteleri nedeniyle son on yilda artan bir ilgi
vardir [1]. Gliniimiizde, biyomedikal aragtirmalarda goriintiileme teknikleri, hiicre ve
doku diizeyinde molekiiler etkilesimleri anlamak i¢in kritik dneme sahiptir. Bu
baglamda, floresans gorlntiilleme yontemleri, hiicresel ve molekiiler diizeyde
etkilesimleri izlemek i¢in giiclii bir arag olarak kabul edilir. Floresans goriintiileme
icin kullanilan bilesiklerin ise belirli 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bu
noktada, BODIPY (bor-dipirrometen) tiirevleri, benzersiz bir sekilde kii¢iik stokes
kaymasi, yiiksek floresans kuantum verimi, biiylik molar absorpsiyon katsayisi, ¢esitli
organik ¢oziiciilerde iyi ¢oziiniirliik, kimyasal, fotostabilite ve biyolojik uyumluluk
gibi avantajlar nedeniyle cesitli uygulama alanlarinda popiiler bir se¢enek haline
gelmistir  [2]-[5]. Ornegin; biyokimyasal etiketleme, 151k yayan cihazlar,
supramolekiiler floresan jeller, 151k toplama sistemleri, optik kemo-sensdrler, organik
ince film transistorleri ve giines hiicrelerinde duyarhlastiricilar olarak kullanimi

saglanmugtir [9], [10].

BODIPY ve tiirevlerinin biyolojik calismalar i¢in son derece yararli malzemeler
oldugu bulunmustur [11], [12]. BODIPY halkasi igeren molekiillerin bir diger 6nemli
uygulama alani ise floresansa dayali biyogoriintiileme ajanlar1 olarak kullanimlaridir

[13].

Bu tez, yeni tip BODIPY bilesiklerinin sentezi, karakterizasyonu ve biyogoriintiilleme
ozelliklerinin  incelenmesine  odaklanmaktadir.  Biyomedikal  goriintiileme
caligmalarinda yeni ajanlarin gelistirilmesi amaciyla BODIPY iskeletini meso

pozisyonunda pirazol birimleriyle sentezleyerek kullanmay1 hedeflemektedir.

1.1. Tezin Amaci ve Literatiir Ozeti

Bu tezin amaci, pirazol Bodipy tiirevlerinin sentezini gerceklestirmek ve bu
bilesiklerin optik 6zelliklerini belirlemektir. Ayrica tez calismasinin diger bir amaci
ise bu bilesiklerin biyolojik sistemlerde davraniglarini anlamak ve biyogoriintiileme

uygulamalarinda potansiyel olarak kullanilabilirliklerini degerlendirmektir.



Sentezlenen Bodipy tiirevlerinin yapilar1 FT-IR, Kiitle Spektrometresi, *H-NMR, *C
NMR teknikleri kullanilarak karakterizasyonu gergeklestirilmistir.  Bodipy
bilesiklerinin fotofiziksel o6zelliklerini incelemeyi ve biyogoriintiileme alanindaki
calismalarimiz ~ sonrasinda ise  sentezlenen bilesiklerin  farkli  alanlarda

kullanilabilirligini hedeflemekteyiz.

BODIPY bilesikleri, yiliksek floresan verimliligi, fotokimyasal kararlilik ve genis
dalga boyu araliginda emisyon gostermeleri nedeniyle dikkat ¢eken floresan
boyalardir. Bu ozellikleri, 6zellikle biyogoriintiileme ve organik elektronikler gibi
alanlarda yaygin bir kullanim potansiyeline sahiptir. Literatiirde, BODIPY tiirevlerinin
cesitli modifikasyonlarla hem optik hem de biyolojik &zelliklerinin nasil
gelistirildigine dair birgok Ornek bulunmaktadir. BODIPY iskeletinin tiim reaktif
bolgelerine Kkolayca islevsellik kazandirilabildigi i¢in bu tiir modifikasyonlarin
elektronik ve fotofiziksel zelliklerine ince ayar yapma olanag saglar [14]. Ozellikle,
floresan iskelete yakin oldugundan, meso pozisyonundaki BODIPY ¢ekirdeklerinin
modifikasyonu bilyilk 6nem tasir [15]. BODIPY'nin floresan ozellikleri, meso
pozisyonuna farkli gruplarin eklenmesiyle ayarlanabilir [16]. Bugiine kadar,
biyogdriintiileme caligmalar1 i¢in meso pozisyonunda ¢esitli gruplarla modifiye

edilmis ¢ok sayida BODIPY tiirevi gelistirilmistir.

Ornegin, Wu ve arastirma ekibi, batokromik kaymalar, iyilestirilmis su ¢oziiniirliigi,
daha biiyiik Stokes kaymalar1 ve genis bir yelpazede emisyon gdsteren bir dizi meso-
N-asetil-BODIPY sentezlemislerdir [15]. Sentezlenen bu bilesikler, canli hiicre

goriintiilemesinde basartyla kullanilmistir [15].

Bir bagka calismada, Singh ve arastirma ekibi tarafindan meso-substitiie thienyl
BODIPY bilesikleri hazirlanmis ve bu bilesiklerin endotelyal hiicrelere karsi
biyouyumlu ve kanser hiicrelerine kars1 6nemli sitotoksisite gosterdigi saptanmistir
[16].

Literatiirde, meso pozisyonlarina yaygin olarak azot iceren heterosiklik birimlerin
eklendigi ortaya ¢ikmustir [17], [18]. Bu birimler arasinda, pirazol grubunun bir
heterosiklik bilesigi olup, bitisik konumlarda ii¢ karbon atomu ve iki bitisik azot atomu

igeren bes iiyeli bir halka ile karakterizedir.

Pirazol ve BODIPY birimlerinin kombinasyonu, c¢esitli arastirmacilar tarafindan

incelenmistir. Ornegin; Kamkaew ve arastirma ekibi tarafindan yapilan bir calismada,



kanser hiicreleri i¢inde miikemmel floresan sinyaller sergileyen yeni bir fototermal
ajan olarak pirol bazli aza-BODIPY'nin sentezi rapor edilmistir [19]. Bir baska
calismada ise, Pandey ve arastirma ekibi tarafindan, insan servikal kanser hiicre hattina
(HeLa) kars1 in vitro antiproliferatif aktivite gosteren bir dizi pirol ekli kinolin-
BODIPY sentezlenmistir [20]. Ayrica, Xie ve arastirma ekibi, ultrahizli ve uzun siireli
biyogdriintiileme c¢alismast ic¢in elektron dondrii pirolin birimi iceren BODIPY
nanopartikiillerini rapor etmislerdir [21]. Calismalarinda, pirolin ile siibstitiic edilmis
BODIPY'nin in vivo uzun siireli floresans goriintiileme alaninda miikemmel bir
performans sergiledigi ve Ul4 tiimori tasiyan farelerde 10 giiniin iizerinde tiimor

floresans takibi saglayabildigi bulunmustur [21].

Bu genis yelpazedeki ilging caligmalar ve ozellikler, yeni pirazol bagli BODIPY
iskeletlerinin  gelistirilmesine yonelik c¢alismalar1 tesvik etmistir. Bu sebeple,
biyomedikal goriintiileme ¢aligmalarinda yeni ajanlarin gelistirilmesi amaciyla
BODIPY iskeletini meso pozisyonunda pirazol birimleriyle isleyerek kullanimini
hedefledik.

Fenil grubu, Bodipy'nin merkezi ¢ekirdegine eklendiginde, molekiiliin konjugasyon
sistemini genisletebilir. Bu, Bodipy'nin absorpsiyon ve emisyon spektrumlarinda
degisikliklere yol agabilir [22]. Fenil grubu genellikle kirmiziya kayma (bathokromik
kayma) ile sonuglanir, bu da emisyon dalga boylarinin daha uzun dalga boylarina

kaymasi anlamina gelir [22].

Kumarinli bilesiklerin Bodipy sentezi iizerindeki etkilerini degerlendiren literatiir
taramasi, Bodipy tiirevlerinin optik 6zelliklerinin gelistirilmesi ve ¢esitlendirilmesi
icin 6nemli bir aragtirma alanini ortaya ¢ikartir. Kumarin, genis bir absorpsiyon ve

emisyon spektrumuyla karakterize edilmis olan bir floresan bilesigidir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda gergeklestirilen ilk sentez ¢alismamizda 1,3-diphenyl-1H-
pyrazole-4-carbaldehyde ile 2,4-dimethyl-1H-pyrole reaksiyona sokularak yeni bir
Bodipy bilesigi 10-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-4-yl)-5,5-difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-
5H-414,514-dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinine sentezlendi ve 5 numarali
bilesik olarak adlandirildi. ikinci sentez calismamizda 3-(4-formyl-1-phenyl-1H-
pyrazol-3-yl)-2-oxo-2H-chromen-7-ylium ile 2,4-dimethyl-1H-pyrole reaksiyona
sokularak yeni tip bir Bodipy bilesigi 3-(4-(5,5-difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-



414,514-dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin-10-yl)-1-phenyl-1H-pyrazol-3-yl)-

2H-chromen-2-one sentezlendi ve 9 numaral1 bilesik olarak adlandirildu.

Sentezlerden elde edilen bilesikler biyolojik goriintiileme, hiicresel etkilesimlerin
izlenmesi ve organik elektronik cihazlarin gelistirilmesi gibi ¢esitli uygulama
alanlarinda potansiyel olarak kullanilabilir. Bu nedenle, tezimizde, yeni tip BODIPY

bilesiklerinin 6zelliklerini inceleyerek literatiire katki saglamay1 amaglamaktayiz.



2. GENEL BILGI

2.1. BODIPY Bilesikleri

1968 yilinda Treibs ve Kreuzer tarafindan 4,4-difloro-4-bora-3a,4a-diaza-sindaksen
tiirevlerinin (ayn1 zamanda bor-dipirrometen veya BODIPY'ler olarak da adlandirilir)
kesfedilmesinden bu yana, diinya genelindeki bilim insanlar1 bu bilesiklerin benzersiz
ve heyecan verici 6zelliklerini fark etmislerdir [23]. 1989'da ise BODIPY, biyoaktif
ligandlar icin bir floresan prob olarak kullanildi. Son yillarda, BODIPY'lerin
uygulanabilirligi, biyokimya, malzeme bilimi, miithendislik, fizik, elektronik ve gesitli
terapGtik uygulamalar gibi bircok alanda artmigtir. BODIPY, ¢ok yonlii bir florofor
siift olarak kabul edilir. BODIPY bazli kromoforlar, UV-vis bolgesinde genis bir
spektral 6zellik gosterir ve bu da onlar1 ¢esitli uygulamalar i¢cin uygun hale getirir.
Optik ozelliklerini ayarlamak i¢in BODIPY'nin yapisinda kolay degisiklikler
yapilabilir. BODIPY bazli malzemelerin optoelektronik uygulamalardaki gelismeleri

ve yapi-malzeme iligkisi, bu alandaki ilerlemeleri anlamamizi saglar [24].

2.1.1. BODIPY Molekiiliiniin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene), bor-dipirrometen ailesine ait
bir floresan bilesiktir. Temel yapisi, bir bor atomunun iki pirrol halkasina bagli oldugu
ve bu yap1 iizerinde flor substitiientleri bulundugu bir iskelet {izerine kuruludur.

Kimyasal yapist genellikle asagidaki gibidir:

1. Bor Atomlu Cekirdek: BODIPY'nin merkezinde bir bor atomu bulunur. Bu bor
atomu, iki pirrol halkasi ile koordine olur.
2. Flor Substitiientleri: BODIPY'nin kimyasal yapisinda, bor atomuna bagli iki flor

atomu bulunur. Bu substitiientler, molekiiliin optik 6zelliklerini belirler.
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Sekil 2.1: BODIPY cekirdegi.

2.1.2. BODIPY Bilesiklerinin Sentezi

1968 yilinda Treibs ve Kreuzer, 2,4-dimetilpirolii BF3-OEt, (bir Lewis asidi) ve asetik
anhidrit ile reaksiyona sokarak, parlak renkli mono- ve di-siibstitie BODIPY
bilesiklerini diisiik verimlerle izole etmeyi bagsarmislardir. Sentezlenen bu bilesiklerde,
dipirrin halkasinin BF2 ile komplekslesmesi, bor merkezli doértgen yapinin
stabilizasyonunu saglar. BODIPY bilesiklerinin sentezi i¢in farkli yontemler
bulunmaktadir ve bu yontemler, elde edilmek istenen bilesigin 6zelliklerine gore

cesitlilik gosterebilir [25].

B
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Sekil 2.2: 2,4-dimetilpirolden BODIPY-A ve BODIPY-B’nin sentezi [25].



Literatiirde gegen farkli sentez yontemlerinden kisaca bahsedecek olursak;

2.1.2.1. Aromatik Aldehit ve Pirollerin Reaksiyonundan BODIPY
Bilesigi Sentezi

BODIPY bilesiklerinin sentezinde yaygin bir yontem, iki mol pirol ile bir mol

aromatik aldehitin asit katalizorliigiinde kondenzasyon reaksiyonuna sokulmasi ve

ardindan olusan dipirinin bor trifloriir (BF3-OEt2) gibi bir bor kaynagi ile

komplekslenmesidir. Bu reaksiyon, BODIPY halkasinin olusumunu saglar ve elde

edilen iirlin, karakteristik parlak renklere sahip bir florofor olarak bilinir [25].

X
DDQ \\ N
TEA,BF;.OEt, N, Nx
’ B N
F F
BODIPY-C

Sekil 2.3: Lindsey metodu ile BODIPY-C Bilesiginin sentezi [25].

2.1.2.2. Pirol ve Asit Kloriir reaksiyonundan BODIPY Bilesigi Sentezi

2012'de Zhang ve arastirma grubu tarafindan Pirol ve asit kloriiriin reaksiyonuyla
BODIPY sentezi, rapor edilmistir. Bu yontemde, pirol ve asit kloriir reaksiyona
sokulur. Olusan iiriin daha sonra BF3.OEt: ile komplekslestirilir. Ayrica, bu BODIPY
tiirevi, yiliksek bir floresan kuantum verimine ve diklorometan ¢oziiciisiinde uzun bir

floresans 6mriine sahiptir [25].

CHzclz \
o T\ -
)J\ + Et;N, BF;.0Et, N\ N_ N
Cl /B\
F F

LZ

BODIPY-D

Sekil 2.4: Asit kloriir ve pirol ile BODIPY-D Bilesiginin sentezi [25].
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2.1.2.3. Pirol-2-Karbaldehitten BODIPY Bilesigi Sentezi

Pirol-2-karbaldehit kullanilarak BODIPY sentezi, genellikle birka¢ adimda
gerceklestirilir. ilk adimda, Pirol-2-karbaldehitin aldehit grubu, bir asit katalizorii
(genellikle trifloroasetik asit gibi) esliginde pirol halkasiyla bir aldol kondenzasyonu
reaksiyonuyla birlestirilir. Bu reaksiyon sonucunda, bir beta-diketon bilesigi olusur.
Ardindan, bu beta-diketon bilesigi, bor reaktifleri (6rnegin BF3 veya BBrs3) ile
reaksiyona sokulur. Bor reaktifleri, beta-diketon bilesiginin bir BODIPY halkasina
doniismesini katalize eder. Bu sekilde, pirol-2-karbaldehitin BODIPY olarak bilinen

bir tiire doniistiirilmesi saglanir [25].

POCl;, CH,Cl,
/\ -

CHO Et;N, BF3.0Et,

N
B
s

7/
N

F

oz

BODIPY E

Sekil 2.5: Pirol-2-Karbaldehitten BODIPY-E Bilesiginin sentezi [25].

2.1.2.4. Pirol Bilesiginden BODIPY Bilesigi Sentezi

Pirolden BODIPY sentezi, genellikle birka¢ adimda gerceklestirilen bir siiregtir. Tlk
adimda, bir pirol tiirevi, genellikle bir aldehit veya keton ile reaksiyona sokulur. Bu
reaksiyon sonucunda bir ara {iriin elde edilir. Daha sonra, bu ara iirlin, uygun bir bor
reaktifi (6rnegin, BF3 veya BBrs) ile islenir. Bor reaktifi, ara {irlinin BODIPY
halkasina doniismesini katalize eder. Son olarak, elde edilen BODIPY tiirevi, uygun
bir temizleme ve saflasgtirma isleminden gegirilir. Bu sekilde, pirol tiirevlerinden

BODIPY sentezi gergeklestirilmis olur [25].
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Sekil 2.6: Pirol ve aldehit reaksiyonundan BODIPY -F Bilesiginin sentezi [25].

2.1.3. BODIPY Bilesiklerinin Kullanim Alanlari

BODIPY bilesikleri, ¢esitli bilimsel ve endiistriyel alanlarda genis bir kullanim

yelpazesine sahiptir. Bu bilesikler, optoelektronik 6zellikleri, yiiksek fotokimyasal

kararlilik ve cesitli kimyasal modifikasyon olanaklar1 nedeniyle arastirmacilar ve

endiistriyel uzmanlar tarafindan biiyiik ilgi goérmektedir. BODIPY bilesiklerinin

yaygin kullanim alanlarindan bazilari:

1.

pH Sensorleri: BODIPY bilesikleri ile olusturulan pH sensorlerinde
ortamin asitliginin artmasiyla sensoriin floresans 6zelligi artmakta ve bu
ozelligi sebebiyle arastirmacilarin ilgisini gekmektedir [26], [27].

Optik Sensorler: BODIPY, kimyasal maddelerin tespiti i¢in optik
sensoOrlerin  gelistirilmesinde kullanilir. Bu sensorler, cesitli cevresel
degiskenleri algilamak icin tasarlanabilir, bu da onlar1 gaz dedektorleri,
biyolojik sensorler ve biyomedikal cihazlar gibi cesitli uygulamalarda
kullanilmak tizere degerli yapar [28], [29].

Organik Elektronik Cihazlar: BODIPY bilesikleri, organik yar1 iletkenler,
organik fotovoltaik hiicreler ve organik 151k yayan diyotlar gibi organik
elektronik cihazlarda kullanilabilir. Bu cihazlar, giines enerjisi doniisiimii,
goriintiileme ve 1giklandirma gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilir [30],
[31].

Fotodinamik Terapi (PDT): BODIPY, kanser hiicrelerini hedefleyen ve

yok eden fotodinamik terapi (PDT) ajanlar1 olarak kullanilabilir. Bu, kanser



tedavisindeki yeni ve etkili bir yaklagim olarak degerlendirilmektedir [32],
[33].

5. Goritintiileme Teknolojileri: BODIPY, goriintilleme teknolojilerinin
gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynar. Bu yapilar, tibbi goriintiileme,
biyomedikal goriintiileme ve malzeme karakterizasyonu gibi alanlarda

kullanilir [34], [35].

2.2. UV-Vis.(Ultraviyole-Goriiniir Bolge) Absorpsiyon
Spektroskopisi

2.2.1. UV-Vis. Absorpsiyon Spektroskopisinin Ilkeleri

UV-Vis spektroskopisi, bir molekiildeki elektronik enerji seviyeleri arasindaki
elektron gecislerinde aciga ¢ikan 1sinlarin absorbe edilmesiyle ortaya cikan bir
spektroskopi teknigidir. UV-Vis. Spektrometreler, genellikle 200 ila 1000
nanometre(nm) arasindaki ultraviyole ve goriiniir bolgede meydana gelen i1sinlarin
absorpsiyonunu 6lgen ve kaydedebilen cihazlardir. Bu 1sinlarin enerjisi ve frekansi,
kizil6tesi 1sinlardan daha yiiksektir, bu yilizden daha kisa dalga boylu ismnlardir.
Gortiniir bolgede (400-800 nm arasi), 1sinlar absorbe edildiginde insan gozii tarafindan
renkli olarak algilanir. Bu renk, absorbe edilen 1sinlarin tamamlayici rengini gosterir.
Bir¢ok organik bilesik, ultraviyole bdlgesinde giiclii absorpsiyon bantlarina sahiptir.
400 nm ile 800 nm arasinda dalga boyu degisikligi, bilesiklerin absorpsiyonunun sart,
turuncu, kirmizi renklerden yesil, mavi, mor ve siyah renklere dogru degismesine

neden olur [36], [37].

Molar absorpsiyon katsayilar1 (¢), UV-Vis aralifinda molekiillerin absorpsiyonunun
kantitatif bir dl¢iisiidiir ve 0 ile 10° arasinda deger alabilir. Bu katsaymin biiyiikligii,
absorpsiyon pikinin bilyiikliigiine, ge¢isin gergeklesme olasiligina ve kesit alanina
baghdir. Kesit alanlar1 genellikle 102 cm? civarindadir ve gegis olasiligi 0 ile 1
arasinda degisir. Giiglii absorpsiyon bélgelerinde, molar absorpsiyon katsayilari 10*-
10° L.molt.cm™e kadar ulasabilir. Diisiik yogunluklu pikler igin ise molar
absorpsiyon Katsayilarinin 10%ten kiigiik oldugu diisiiniiliir, bu tiir piklerin olma
olasilig1 ise 0.01'den daha diisiiktiir. Formiilde P geg¢is ihtimalini ve A hedeflenen

alanm cm? cinsinden kesit alanini ifade etmektedir [38].
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Organik maddelerin kesit alanlar1 genellikle x-1s1m1 ve elektrot kirmim teknikleriyle
belirlenir ve yaklasik olarak 10> cm? civarmdadir. Gegisin olasihigi 0 ile 1 arasinda
degismektedir, bu da Kuantum mekanik potansiyel gegislerinin 0.1 ile 1 arasinda
degisen bir P degerine sahip oldugunu gosterir. Bu potansiyel gecisler, molar
absorpsiyon katsayisinmn 10* ile 10° L.mol™*.cm™'e kadar ulastig1 giiglii absorpsiyon
bolgelerine neden olur. Molar absorpsiyon katsayisi (g), 10%'ten kiigiik oldugunda,

diisiik yogunluklu piklerin olasilig1 genellikle 0.01'den daha azdur.[¢]. [3°]

UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi, bir maddenin belirli dalga boylarindaki
elektromanyetik radyasyonu (6rnegin, ultraviyole ve goriiniir 151k) absorbe etme
yetenegini inceleyen bir tekniktir. Bu spektroskopik teknik, bir maddenin kimyasal

yapisi, konsantrasyonu, ¢oziintirliigii ve ¢evresel etkileri hakkinda bilgi verir.

Maddenin 15181 absorbe etme yetenegi, madde icindeki elektronlarin enerji seviyeleri
arasindaki gecislerle iliskilidir. Bu gegisler, elektronun bir daha yiiksek enerji
seviyesine ¢ikmasi veya daha diisiik bir enerji seviyesine inmesi seklinde olabilir. Bir
elektronun enerji seviyesi degistiginde, enerji farkiyla uyumlu bir foton (151k parcacigi)
absorbe edilir veya yayilir. Bu absorpsiyon veya yayilma olayi, UV-Vis spektroskopisi

tarafindan ol¢iliir.

UV-Vis spektroskopisi, madde tarafindan absorbe edilen veya gecirilen 1518in
spektrumunu elde etmek i¢in kullanilir. Spektrum, dalga boyu (veya frekans) ve
absorpsiyonun yogunlugu arasindaki iliskiyi gosterir. Bir maddenin UV-Vis
spektrumu, belirli dalga boylarinda goriilen absorpsiyon piklerinin varligi veya
yoklugu ile karakterizedir. Bu pikler, madde i¢indeki belirli elektronik gegislere
karsilik gelir.

2.2.2. UV-Vis. Absorpsiyon Spektroskopisinde Isin Absorpsiyonu ve
Lambert - Beer Yasasi

Lambert-Beer yasasi, bir maddenin absorpsiyonunu, madde konsantrasyonu,

absorpsiyon yolunun uzunlugu ve maddenin spesifik absorpsiyon katsayisi (g)

arasindaki iliskiyi ifade eder. Bu yasa, bir madde iceren bir ¢ozeltinin 15181 ne kadar

absorbe edecegini tahmin etmek i¢in kullamilir ve UV-Vis absorpsiyon

spektroskopisinde sikga kullanilan temel bir prensiptir [39].
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Sekil 2.7: Maddenin 15181 absorplamasi.

Lambert - Beer yasasi su sekildedir:
Iy
log7=£><l><C=A

Burada:

A, absorbansi temsil eder. Absorbans, bir maddenin belirli bir dalga boyunda 15181

absorbe etme derecesidir.

lo : Isin kaynagindan gelen 1s1n siddetini ifade eder.

I : Malzemeden c¢ikan 1s1nin siddetini ifade eder.

€ : Molar absorpsiyon katsayisini ifade eder.

| : Istnin maddenin koyuldugu kabin i¢inde aldig1 yolu ifade eder.
C: Kabin i¢indeki ¢6zeltinin konsantrasyonunu ifade eder.

Lambert - Beer yasasi, absorbans ile konsantrasyon arasindaki dogrusal iliskiyi ifade
eder. Bu iliski, bir maddenin absorpsiyonunu belirlemek igin kullanilir. Olgiilen
absorbans degeri, madde konsantrasyonu, absorpsiyon yolunun uzunlugu ve spesifik
absorpsiyon katsayist ile iliskilendirilir. Bu yasa, UV-Vis spektroskopisi kullanilarak
madde konsantrasyonlarinin belirlenmesi ve madde i¢indeki degisikliklerin izlenmesi

gibi birgok analitik uygulamada yaygin olarak kullanilir [39].
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2.3. Molekiiler Floresans Spektroskopisi
2.3.1. Molekiiler Floresans SpektroskopisininTemel Ilkeleri

Molekiiler floresans spektroskopisi, molekiillerin 151k absorpsiyonu ve yayilmasini
inceleyen bir analiz yontemidir. Bu teknik, molekiillerin belirli dalga boylarinda 15181
absorbe edebilme ve daha uzun dalga boylarinda 151k yayabilme 6zelligine dayanir.
Floresans, molekiillerin enerji diizeyleri arasindaki gegisler sonucunda ortaya ¢ikar.
Molekiiler floresans, molekiiler fosforesans ve kemiliiminesans terimleri, 151k yayma
fenomenlerini tanimlar. Molekiiler floresans, bir molekiiliin disaridan alinan enerjiyle
kisa bir siire icin daha yliksek bir enerji seviyesine ge¢mesi ve daha sonra bu enerjiyi
yayarak geri donmesi stirecidir. Molekiiler fosforesans ise, uyarildiktan sonra enerjiyi
daha uzun bir siire boyunca depolayarak yayma 6zelligine sahiptir. Floresanstan farkli
olarak, fosforesan molekiiller uyarildiktan sonra enerjiyi daha yavas bir sekilde serbest
birakir ve bu nedenle fosforesanin yaydigi 151k, uyarici enerji kaynagi kesildikten sonra
bile bir siire devam edebilir. Kemiliiminesans ise kimyasal reaksiyonlarda olusan 151k

yaymay1 ifade eder.

Molekiiler floresans spektroskopisi, bir molekiiliin 151k absorbe ettiginde nasil tepki
verdigini anlamak i¢in kullanilir. Molekiil 15181 absorbe ettiginde, enerjisi artar ve daha
yiiksek bir enerji seviyesine geger. Bu durumda, molekiiliin enerjiyi serbest birakmak
i¢in 1ki olas1 yolu vardir. Birinci yol, enerjinin 1s1 olarak cevreye verilmesidir ve bu
durumda molekiil 151k yaymaz. ikinci yol ise enerjinin 151k olarak yayilmasidir. Bu
yayilma, floresans (kisa siireli 151k yayma) veya fosforesans (daha uzun stireli 151k
yayma) seklinde olabilir. Bu iki farkli 151k yayma siireci, molekiiliin enerjiyi nasil

serbest biraktigini belirler [40].

Molekiiler elektronik durumlar, elektronlarin bir molekiilde nasil dagildigini ve spin
yonelimlerini belirler. Elektronlarin spin 6zellikleri, ya "yukar" ya da "asagi"
yonelimlerine sahip olabilir. Molekiiller uyarildiginda, elektronlar iki ana enerji
durumundan birinde bulunabilir: singlet veya triplet durumlari. Singlet durumda, iki
elektronun spin yonelimleri zit yondedir; biri "yukar1", digeri "asag1" olur. Bu durum,
elektronlarin karsit spinlere sahip oldugu anlamina gelir. Triplet durumda ise,
elektronlarin spin yonelimleri paraleldir; yani her iki elektron da ya "yukar" ya da
"asag1" olabilir. Bu paralel spin yonelimleri, elektronlarin ayni yonii paylastigi

anlamina gelir. Singlet ve triplet durumlari, molekiillerin enerjik 6zelliklerini ve 151k

13



yayma davranislarini etkileyerek, molekiillerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini

belirler [41].

S
+ 4

Sekil 2.8: Molekiillerin elektronik durumu A) Baslangic elektronik durumu (Temel
Durum) B) Uyarilmus tekil durum C) Uyarilmis ti¢lii durum [42].

2.3.2. Molekiiler Floresans Spektroskopisi Teknikleri

Molekiiler floresans spektroskopisi, molekiillerin floresans 6zelliklerini inceleyen bir
dizi teknik ve yontemi kapsar. Bu teknikler, molekiiler yapilarin belirlenmesi,
kimyasal reaksiyonlarin izlenmesi ve biyolojik 6rneklerin analizinde yaygin olarak

kullanilir. Baz1 temel molekiiler floresans spektroskopisi teknikleri sunlardir:

Fluorimetre: Floresan spektrumunun 6l¢iildiigii temel cihazdir. Bir 6rnege belirli
dalga boylarinda 151k gonderilir ve Ornegin yaydigi floresan 1sik algilanir. Bu,

molekiiliin floresans 6zelliklerini incelemek i¢in kullanilir [43], [44].

Fluorimetrik Izleme: Floresan sinyalinin zaman i¢inde nasil degistigini izlemek icin
kullanilir. Bu yontem, kimyasal reaksiyonlarin kinetigini ve dinamiklerini incelemek

i¢in yaygin olarak kullanilir [45].

Floresan Omrii Goriintiileme Mikroskopisi (FLIM): FLIM, floresanin émriinii 6lgmek
i¢cin kullanilan bir goriintiilleme teknigidir. Bu, hiicresel diizeyde floresan sinyallerini
incelemek ve hiicresel siire¢lerin anlasilmasina yardimci olmak igin kullanilir [46],

[47].

Floresan Korelasyon Spektroskopisi (FCS): Bu teknik, bir molekiiliin ¢evresel

ortamindaki hareketini ve etkilesimlerini incelemek i¢in kullanilir. Tek bir floresan
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molekiiliiniin konumunu ve hareketini izleyerek, molekiiler etkilesimlerin ve difiizyon

slireglerinin analizine olanak tanir [48], [49].

Zaman Coziiniirliiklii Floresans Spektroskopisi (TRFS): Bu yontem, kisa Omiirlii
floresan sinyallerini incelemek i¢in kullanilir. Bu teknik, molekiiler yapilarin

dinamiklerini ve etkilesimlerini incelemek igin ¢ok giiclii bir aragtir [50], [51].

2.3.3. Molekiiler  Floresans Biyokimyasal ve Biyomedikal
Uygulamalan

Floresans, bir molekiiliin belirli dalga boylarindaki 15181 emip, daha uzun dalga

boylarinda yeniden yayma 6zelligidir. Bu, molekiiliin uyarilmis bir enerji seviyesinden

temel enerji seviyesine donerken yaydigi 1siktan kaynaklanir.

2.3.3.1. Biyomedikal Uygulamalar

Floresan Mikroskopisi:

Floresan mikroskopisi, biyolojik 6rneklerin incelenmesinde yaygin olarak kullanilir.
Bu yontem, hiicrelerin ve dokularin yapisal ve fonksiyonel analizinde onemlidir.
Floresan boyalar ve proteinler, hiicre bilesenlerinin ve niikleik asitlerin yerlerini ve

hareketlerini izlemek igin kullanilir [52], [53].
Floresan Immiinohistokimya ve Sitokimya:

Floresan Immiinohistokimya (IHK), biyolojik dokularda belirli proteinlerin veya
antijenlerin yerini belirlemek amaciyla kullanilan bir tekniktir. Bu yontemde, floresan
boyalarla isaretlenmis antikorlar kullanilir. Antikorlar, hedef proteinlere veya
antijenlere spesifik olarak baglanir ve bu baglanma, floresan mikroskop altinda
goriintiilenebilir. Boylece, dokulardaki belirli proteinlerin veya antijenlerin dagilimi
ve yogunlugu tespit edilebilir. Floresan immiinohistokimya, kanser aragtirmalarinda,
norolojik hastaliklarin incelenmesinde, inflamasyon c¢alismalarinda ve bircok

hastaligin teshisi ve arastirilmasinda yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.

Sitokimya, hiicre icindeki belirli kimyasal bilesenlerin veya enzimlerin yerini ve
aktivitesini incelemek i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte, hiicrelerdeki belirli
yapilarla veya molekiillerle etkilesime giren kimyasal boyalar veya floresan problar
kullanilir. Bu etkilesimler sonucu hiicre igindeki belirli bélgeler renklendirilir ve bu

bolgeler mikroskop altinda incelenir. Sitokimya, hiicre biyolojisi arastirmalarinda,

15



enzim aktivitelerinin belirlenmesinde, hiicre farklilasmasinin incelenmesinde ve

metabolik siireglerin analizinde 6nemli bir rol oynar [54].
Hiicresel Izleme ve Gériintiileme:

Bu teknikte, floresan boyalar veya etiketli probalar kullanilarak canli hiicrelerin
dinamik siirecleri incelenir. Floresan mikroskopisi sayesinde, hiicre dongiisii, hiicre
farklilagmasi, hiicre i¢i sinyal iletimi ve diger hiicresel aktiviteler detayli bir sekilde
izlenebilir ve goriintiilenebilir. Bu yontem, hiicresel siireglerin zaman i¢inde nasil
degistigini gozlemlemeye olanak tanir ve biyolojik arastirmalar ile hastaliklarin

anlasilmasinda kritik bilgi saglar [55].
Molekiiler Tani:

Floresan isaretli problar ve reaktifler, genetik analizler, PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) ve dizi analizi gibi molekiiler tan1 tekniklerinde kullanilir. Bu teknikler,
genetik hastaliklarin teshisinde ve genetik varyasyonlarin belirlenmesinde yaygin

olarak kullanilir.

Molekiiler floresans, biyokimyasal ve biyomedikal aragtirmalarda ¢esitli uygulamalara
sahip giiclii bir aractir. Floresans mikroskopisi, hiicresel ve molekiiler diizeyde yapilan
arastirmalar1 kolaylastirirken, floresan etiketli reaktifler ve problar, molekiiler tan1 ve
biyolojik siire¢lerin analizi i¢in degerli birer aragtir. Bu teknikler, bilim insanlarina
hiicresel ve molekiiler diizeydeki kompleks siire¢leri anlama ve hastaliklarin teshis ve

tedavisi lizerine yeni bilgiler elde etme imkan1 sunmaktadir [56].

2.4. Biyogoriintiileme

Biyogoriintiileme, canli organizmalardaki biyolojik siiregleri ve yapilar1 gorsel olarak
incelemek i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu yontem, genellikle floresan, radyografik,
veya optik teknikler kullanarak, hiicrelerin, dokularin ve organlarin detayl
goriintiilerini elde etmeye olanak tanir. Biyogoriintiileme, genetik, biyokimyasal ve
fizyolojik  olaylarin  izlenmesi, hastaliklarin  teshisi, tedavi siire¢lerinin
degerlendirilmesi ve temel biyolojik arastirmalar i¢in kritik bir aractir. Bu teknikler
sayesinde, biyolojik sistemlerin i¢ yapisi ve dinamikleri hakkinda derinlemesine bilgi
edinilebilir.

Bodipy tiirevleri ise, biyogoriintilleme uygulamalarinda kullanilan floresan problar
olarak dikkat ¢ekmektedir. Bodipy bilesikleri genel 6zellikleri sayesinde eklendikleri
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hiicresel yapilart gozlemlemek ve siiregleri yorumlayabilmek i¢in miikemmel bir
kaynaktir. Ozellikle, belirli biyomolekiilleri tanimlamak ve bu molekiillerin hiicre
icindeki dinamiklerini ve lokalizasyonunu izlemek i¢in uygundurlar. BODIPY
tiirevleri, ayrica iyonlar, pH, reaktif oksijen tiirleri ve enzimatik aktiviteler gibi farkli
analitler icin sensor olarak da kullanilabilirler, boylece yasayan sistemlerde

biyokimyasal siireglerin gercek zamanli izlenmesini saglarlar [57].

2.4.1. Biyogoriintillemenin Temel Prensipleri

Biyogoriintiilemenin temel prensipleri, canli organizmalardaki biyolojik siiregleri ve
yapilar1 gorsellestirmek igin kullanilan teknolojilere dayanir. ilk prensip, gériintiileme
icin uygun kontrast ve ¢oziiniirliik saglamaktir. Bu, genellikle floresan veya renkli
boyalar, radyoaktif izleyiciler veya 1sik mikroskopisi gibi tekniklerle gerceklestirilir.
Bu yontemler, belirli molekiilleri veya hiicresel yapilarin goriinlir hale gelmesini
saglayarak, biyolojik sistemlerin detayl1 goriintiilerinin elde edilmesine yardimci olur.
Bu goériintiileme tekniklerinin se¢imi, hedeflenen biyolojik yapilarin 6zelliklerine ve

arastirma amacina bagli olarak degisir [58].

Ikinci prensip, biyogoriintileme tekniklerinin yiiksek hassasiyet ve zaman icinde
dinamik izleme yetenegidir. Biyogoriintiileme, canli hiicrelerin ve organizmalarin
gercek zamanli olarak izlenmesini saglar, bdylece biyolojik siire¢lerin dinamik
degisimleri gozlemlenebilir. Bu teknikler, hiicresel aktiviteleri, molekiiler
etkilesimleri ve biyolojik yanitlar1 detayli bir sekilde incelemeye olanak tanir. Bu
sayede, biyolojik olaylar hakkinda derinlemesine bilgi edinilir ve hastaliklarin

teshisinden tedaviye kadar genis bir uygulama yelpazesi sunar [58].

BODIPY bilesiklerinde biyogoriintiileme temel olarak floresan 6zelliklerine dayanir.
BODIPY bilesikleri, giiclii floresans oOzellikleri ve fotostabilitesi sayesinde
biyogoriintiileme uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Temel olarak,
biyogoriintiileme, canli hiicrelerin veya organizmalarin i¢indeki yapilari, siiregleri

veya molekiilleri goriintiilemeyi amaglar.

BODIPY bilesikleri, floresan 1s1k absorpsiyonu ve yeniden yayilma yetenekleri ile 6ne
cikar. Bu bilesikler, uygun dalga boylarinda 151k absorbe ederler ve daha uzun dalga

boylarinda floresan 151k yayarak bu absorpsiyonu algilayict cihazlarla (Grnegin,
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floresan mikroskoplar) tespit edilirler. Bu 6zellikleri, hiicresel yapilar1 veya hedef

molekiilleri etiketlemek ve izlemek igin idealdir.

BODIPY bilesiklerinin biyogoriintiileme alanindaki kullanimi, belirli hedeflere veya
molekiillere 06zgii baglanma yetenekleri sayesinde ¢esitli uygulamalar1 kapsar.
Ornegin, belirli proteinlerin, niikleik asitlerin veya hiicresel yapilarin izlenmesi igin
belirli BODIPY tiirevleri kullanilabilir. Bu tiirevler, hedef molekiillere baglanarak
onlar1 hiicre i¢inde veya organizmalarin i¢inde izlenebilir ve goriintiilenebilir hale

getirir.

Ayrica, BODIPY bilesikleri farkli floresan 6zelliklerle tasarlanabilir, boylece farkli
uygulamalara uygun olarak dalga boylarinda veya floresan verimliliginde degisiklik
yapilabilir. Bu, belirli hedeflere veya uygulamalara daha uygun floresan sinyaller elde

etmek i¢in kullanilabilir.

Sonug olarak, BODIPY bilesikleri, biyogoriintiileme alaninda giiclii bir ara¢ olarak
kullanilir. Floresan ozellikleri ve hedeflenen yapiya baglanma yetenekleri sayesinde,
canli hiicrelerin veya organizmalarin i¢indeki yapilari, siirecleri veya molekiilleri

goriintiilemek i¢in ideal bir secenektir [58].

2.4.2. Canh Hiicre Biyogoriintiileme Teknikleri

Canli hiicre biyogoriintiileme teknikleri, canli hiicrelerin i¢indeki yapilari, stiregleri ve
etkilesimleri gorsellestirmek ic¢in kullanilan yontemlerdir. Bu teknikler, hiicrelerin
canlilik durumunda ve ger¢ek zamanli olarak incelenmesine olanak tanir ve hiicrelerin
dinamiklerini, islevlerini ve etkilesimlerini anlamak i¢in Onemli bilgiler saglar

[59].Canli hiicre biyogoriintiileme tekniklerinden bazilar1 sunlardir:

Floresan Mikroskopi: Floresan mikroskopi, floresan boyalar veya floresan proteinlerle
etiketlenmis hiicreleri incelemek i¢in kullanilan temel bir tekniktir. Bu teknik, hiicre
icinde belirli molekiilleri veya yapilar izlemek i¢in genellikle yaygin olarak kullanilir.
Canl hiicrelerin i¢indeki belirli hedefleri hedefleyen floresan etiketler, mikroskop

altinda gorsellestirilir [60].

Konfokal Mikroskopi: Konfokal mikroskopi, 6rnek iizerindeki 15181 odaklayarak
yalnizca belirli bir odak diizlemine diisiirerek optik kesitte yiiksek ¢oziiniirliiklii
goriintiiler elde etmeyi saglar. Bu, 6zellikle kalin 6rneklerin igindeki belirli yapilari

gorsellestirmek i¢in ¢ok yonli bir tekniktir [61].

18



Iki Foton Mikroskopi: 1ki foton mikroskopisi, diisiik enerjili kizilotesi 151k kullanarak
orneklerin igine derinlemesine niifuz edebilir. Bu teknik, derin dokularin veya kalin
orneklerin i¢indeki yapilar1 incelemek i¢in uygundur ve hiicresel etkilesimleri gercek

zamanli olarak izlemeyi saglar [62].

Floresans Rezonans Enerji Transferi (FRET): FRET, bir floresan molekiiliiniin bagka
bir floresan molekiiliine enerji transfer etmesi prensibine dayanir. Bu, protein
etkilesimleri, hiicresel sinyal iletimi ve protein konformasyon degisiklikleri gibi

hiicresel siiregleri incelemek igin gii¢lii bir tekniktir [63].

Islevsel Gériintiileme, hiicre igindeki biyokimyasal ve fizyolojik siireglerin islevsel
ozelliklerini belirlemek icin kullanilan bir dizi tekniktir. Bu yontemler, hiicrelerin
canlilik ve islevlerini degerlendirmek amaciyla ¢esitli biyomolekiiler degiskenleri
olger. Ornegin, kalsiyum goriintiileme teknigi, hiicrelerdeki kalsiyum iyonlarmin
konsantrasyonunu izleyerek, kalsiyumun hiicresel sinyal iletimi ve diger islevlerdeki
roliinii degerlendirir. Diger islevsel goriintiileme teknikleri arasinda pH Olgiimleri,
hiicre igindeki pH seviyelerini izleyerek asit-baz dengesi ve metabolik siiregleri analiz
eder; redoks reaksiyonlari ise hiicredeki indirgeme-oksidasyon reaksiyonlarini takip
ederek enerji liretimi ve biyokimyasal siire¢ler hakkinda bilgi saglar. Hiicresel oksijen
tiketimi teknigi ise hiicrelerin oksijen kullanimini Glgerek metabolizma ve enerji
tiretim siireclerini degerlendirir. Bu teknikler, hiicresel iglevlerin ve sinyal yollarinin

anlagilmasini saglayarak biyomedikal arastirmalarda 6nemli bilgiler sunar [64].

2.4.3.Biyogoriintilleme Yontemlerinin Yapisi

Biyogoriintileme Yyontemlerinin yapilari, genellikle kullanilan teknolojiye ve
gortintilleme hedefine bagli olarak degisir [65]. Ancak, bir¢ok biyogdriintiileme

yontemi benzer temel yapiya sahiptir:

Isitk Kaynagi: Biyogoriintiilleme yontemleri genellikle bir 151k kaynagi kullanir. Bu 1s1k
kaynagi, genellikle floresan mikroskopi gibi floresan etiketli 6rneklerde kullanilan
lazer veya LED'ler olabilir. Konvansiyonel mikroskopi tekniklerinde ise genellikle

beyaz 151k kaynaklar1 kullanilir [65].

Ornek Hazirlama: Ornek hazirlama adimi, 6rnegin uygun bir sekilde temizlenmesi,

sabitlenmesi ve floresan etiketlerle islenmesi gibi islemleri igerir. Bu adim,
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goriintiileme kalitesini artirmak ve istenen hiicresel yapilar1 vurgulamak i¢in 6nemlidir

[65].

Optik Sistem: Optik sistem, 15181 6rnege ulastiran ve 6rnegin yaydigi 15181 toplayan
bilesenlerden olusur. Bu sistem, lensten, aynadan ve filtrelerden olusabilir. Konfokal
mikroskopide oldugu gibi bazi tekniklerde, 6rnegin belirli bir diizlemde yiiksek

¢oOzlnlrlikli goriintiiler elde etmek i¢in bir tarama sistemi de igerebilir [65].

Algilama Sistemi: Algilama sistemi, 6rnegin yaydigi floresan 15181 veya yanstyan 15181
toplar ve goriintiileme cihazina ileterek islenmesini saglar. Bu sistem, fotodiyotlar,
fotomultiplikator tiipleri (PMT'ler) veya CCD kameralar gibi algilama bilesenlerini
icerebilir [65].

Gériintii Isleme Yazilimi: Elde edilen goriintiiler, goriintii isleme yazilimi kullanilarak
islenir ve analiz edilir. Bu yazilimlar, goriintiileri iyilestirmek, renk diizeltmesi

yapmak, hiicresel 6zellikleri 6l¢gmek ve hiicre morfolojisini analiz etmek i¢in kullanilir
[65], [66].

2.4.4. BODIPY ’nin Biyogoriintiilleme Alamindaki Kullanimi

BODIPY (bor-dipirrometen) bir organik boya molekiiliidir ve biyogdriintiileme
alaninda ¢esitli uygulamalara sahiptir. BODIPY'nin biyogoriintiileme alanindaki bazi

kullanimlari:

Hiicre Etiketleme: BODIPY, hiicrelerdeki belirli bilesenleri veya yapilar etiketlemek
icin kullanilabilir. BODIPY'nin hiicre zarini veya hiicre i¢i organel membranlarini

hedeflemek i¢in kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur [67].

Canli Hiicre Izleme: BODIPY 'nin floresan 6zelligi, canli hiicrelerde dinamik siiregleri
izlemek igin kullanilmasmi saglar. Ornegin, hiicre igindeki lipid damlaciklarmin

olusumu ve hareketi gibi siirecler BODIPY ile etiketlenerek izlenir [68].

Hiicre I¢i Izleme: BODIPY, hiicre igindeki belirli molekiillerin ve yapilarin
izlenmesinde de kullamilabilir. Ornegin, hiicre igindeki kalsiyum, pH veya reaktif
oksijen tiirleri gibi islevsel parametrelerin izlenmesinde BODIPY bazli floresan

sensorler kullanilir [69].

Hiicresel Goriintiileme: BODIPY bilesikleri, mikroskop altinda hiicrelerin

goriintiilenmesinde kullanilir. Floresan mikroskopi ve konfokal mikroskopi gibi
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teknikler, BODIPY etiketli hiicrelerin morfolojisini ve floresan 6zelliklerini

goriintiilemede kullanilir [60], [61].

Hiicresel Etiketleme ve Izleme: BODIPY, hiicre i¢i proteinlerin etiketlenmesi ve
izlenmesi i¢in de kullanilabilir. Ornegin, hiicre i¢i protein tasiyicilarini veya hiicre
sinyallemesinde rol oynayan proteinleri etiketlemek i¢in BODIPY konjuge edilmis

antikorlar kullanilabilir [70].

2.45. BODIPY Etiketleme Teknikleri

BODIPY, biyogoriintileme ve biyomedikal arastirmalarda sik¢a kullanilan bir
floresan boya molekiiliidiir. Hiicrelerde belirli bilesenleri veya yapilar etiketlemek
icin kullanilan ¢esitli teknikler vardir ve BODIPY bilesikleri ile etiketleme de bu
tekniklerden biri olarak kullamlabilir.[X] BODIPY ile etiketleme tekniklerinden

bazilari;

Direkt Kimyasal Baglanma: BODIPY, hedeflenen molekiillerle dogrudan kimyasal
olarak baglanabilir. Ornegin, hedef molekiil iizerindeki amino veya tiyol gruplarmna

reaktif bir BODIPY tiirevi eklenerek etiketleme gerceklestirilebilir [71].

Antikor Etiketlemesi: BODIPY, hedeflenen protein veya molekiillerin {izerine
baglanabilen antikorlarla konjuge edilebilir. Bu yontem, spesifik proteinleri veya

hiicre yiizeyindeki belirli yapilar etiketlemek i¢in yaygin olarak kullanilir [72].

Streptavidin-Biotin Baglanmasi: Streptavidin, biyotin ile son derece giiclii bir bag
olusturan bir protein oldugundan, BODIPY'ye biotin eklenerek hedeflenen molekiilleri

etiketlemek i¢in streptavidin-BODIPY kompleksleri olusturulabilir [73].

Genetik Yontemler: BODIPY, genetik miihendislik teknikleri kullanilarak belirli
proteinlere genetik olarak baglanabilir. Ornegin, hedef proteinin genetik kodu
BODIPY kodlayici bir dizilimle birlestirilebilir ve hiicrelerde hedef proteini dogrudan
etiketlemek i¢in kullanilabilir [74].

Bu teknikler, hedeflenen molekiil veya yapiya bagl olarak ¢esitli secenekler sunar ve
aragtirmacilara hiicre i¢i stirecleri veya hiicre yiizeyindeki belirli yapilari etiketleme ve
izleme konusunda esneklik saglar. BODIPY'nin c¢esitli etiketleme teknikleri,
biyomedikal arastirmalarda hiicresel diizeyde detayli ¢alismalar yapmak igin 6nemli

bir aragtir.
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2.4.6. Hiicre i¢i Goriintiileme icin BODIPY Uygulamalari

BODIPY, intraselliiler goriintiilleme i¢in yaygin olarak kullanilan bir floresan boya
molekiiliidiir. Iste BODIPY'nin intraselliiler goriintiileme alanindaki bazi

uygulamalari:

Hiicresel Izleme: BODIPY, hiicre igindeki belirli bilesenlerin veya yapilarin
izlenmesinde yaygimn olarak kullanilir. Ornegin, hiicre icindeki lipid damlalarinin
dinamiklerini, dagilimini ve metabolizmasini incelemek i¢cin BODIPY ile etiketlenmis

yag asitleri veya yag damlaciklari kullanilabilir [75].

Endozom ve Lizozom Izleme: Hiicre i¢i sindirim ve atik islemleri, endozomlar ve
lizozomlar gibi hiicresel organel ve yapilar lizerinde gerceklesir. BODIPY, bu organel
ve vyapilarin izlenmesi i¢in kullanilabilir ve hiicre i¢i sindirim siire¢lerinin

anlasilmasina katkida bulunabilir [76].

Iyon ve Sinyal Molekiilleri Izleme: Hiicre ic¢i kalsiyum veya diger iyonlarin
dinamiklerini izlemek, hiicresel sinyal iletiminin anlasilmasi i¢in énemlidir. BODIPY,
bu tiir iyonlarla etkilesime girebilen floresan sensdrler veya indikatorler olarak

kullanilabilir ve hiicre i¢i sinyal dinamiklerini incelemek i¢in kullanilabilir [77].

Hiicre I¢ci Protein Etkilesimlerinin Izlenmesi: BODIPY, belirli proteinlerin hiicre
icindeki etkilesimlerini izlemek igin de kullanilabilir. Ornegin, belirli proteinlerin
lokalizasyonunu veya bir araya gelme dinamiklerini incelemek i¢in BODIPY ile

etiketlenmis proteinler kullanilabilir [78].

Hiicre I¢i Kompartmanlarin Izlenmesi: Hiicre igindeki ¢esitli kompartmanlarin
(6rnegin, ¢ekirdek, mitokondri, endoplazmik retikulum) izlenmesi, hiicre i¢i yapilarin
organizasyonunu ve islevini anlamak i¢in énemlidir. BODIPY, bu tiir kompartmanlari

etiketlemek ve izlemek i¢in kullanilabilir [78].

Bu uygulamalarin hepsi, BODIPY 'nin hiicre i¢i yapilarin ve siireglerin dinamiklerini

incelemek i¢in gii¢lii bir arag olarak degerlendirilmesini saglar [79].
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Deney Siiresince Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.1: Deney siiresince kullanilan cihazlar.

Cihaz Adi Marka Model Bulundugu
Alan
. . Microflex LT
Kiitle Spektrometresi Bruker MALDI-TOFE MS GTU
UV-Visible (UV-VIS) g pimadzu| 2001 UV Pe GTU
Spektrometresi
Floresans ) .
Spektrometresi Varian Cary Eclipse GTU
Niikleer Manyetik
Rezonans (NMR) Varian 500 MHz GTU
Spektrometresi
Fourier Doniistimlii Perkin
Kizilotesi Spektrum 100 GTU
- Elmer
Spektroskopisi
Multiscan GO Thermo i SBU-ABD
Scientific
FLoid Hiicre Thermo -
Goriintiileme Istasyonu | Scientific ) SBU-ABD

3.2. Deney Siiresince Kullamilan Kimyasal Maddeler

Tiim deneylerin ¢alisilmasindan once yeni tip BODIPY bilesiklerinin sentezinde
kullanilacak ve Absorpsiyon ve floresans Ol¢limlerimizde de kullanacagimiz tiim
¢oOziiciiler analitik saflik standartlarina uygun olarak satin alindi. Bu kimyasallar etil
asetat(EA), dimetilsiilfoksit(DMSO), 1,4-dioksan, diklorometan(DCM), aseton,

tetrahidrofuran(THF), asetonitril, benzen, etanol, kloroform, siklohekzan, toluen’dir.
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3.3. BODIPY Bilesiklerinin Sentez ve Karakterizasyon
Calismalar:

3.3.1. 4 Numarah Bilesigin Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu

[ :] =0
NH
(0] 1{1 \ \
N—
a b
+ —_— B
NHNH,
1 2 3 4

Sekil 3.1: 4 Numarali bilesigin sentezlenmesi reaktifler ve kosullar: a) EtOH, HOAc,
geri sogutucuda 3 saat, b)POClIs, DMF, 80 °C, 6 saat.

Uygun asetofenon (2) 'nin (1 esdeger) etanol (20 ml) igindeki ¢ozeltisine glasiyel
asetik asit varhiginda fenilhidrazin (1) (1 esdeger) eklenmis ve karisim 3 saat boyunca
geri sogutucu diizenek altinda 1sitilmistir. Olusan ¢okelti siiziildii ve ardindan 10 ml
seyreltilmis HCI ile yikanmis, sonrasinda 20 ml soguk %95 etanol ile yikanmistir. 5
ml Dimetilformamid ile buzlu su banyosunda sogutulmus fosforil kloriir (2 esdeger
veya fazla) ile islenmis ve 20 dakika boyunca karistirilmistir. Bu ¢6zelti daha sonra
uygun 3-(Fenilhidrazino) propenon’un (1 esdeger) 5 ml dimetilformamid igindeki
¢Ozeltisine damla damla eklenip 80 °C sicaklikta 6 saat boyunca karistirilmistir.
Sogutma isleminden sonra ¢okelti filtrelenmis, su ile yikanmig ve kurutularak istenen

1,3 Difenilpirazol (4) elde edilmistir.
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Sekil 3.2: 4 Numarali bilesigin *H NMR spektrum grafigi.

4 numaral1 bilesik literatiire gore sentezlenmistir.

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 10.09 (s, 1H, CHO), 8.58 (s, 1H, ArH), 7.84 (dd, J =
12.6, 8.0 Hz, 4H, ArH), 7.53 (dt, J = 7.2, 5.8 Hz, 5H, ArH), 7.42 (t, J = 7.4 Hz, 1H,
ArH).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 185.25 (CHO), 154.85, 139.05, 131.35, 130.93, 129.71,
129.32, 128.99, 128.79, 128.00, 122.54, 119.79.

3.3.2. 8 Numarah Bilesigin Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu

)
o N
o
x a A b
_|_ —— —T
NHNH;, o o o o

1 6 7 8

Sekil 3.3: 8 Numarali bilesigin sentezlenmesi reaktifler ve kosullar: a) EtOH, HOAc,
geri sogutucuda 3 saat, b) POCls, DMF, 80 °C, 6 saat.
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Uygun asetil kumarin (6)'nin (1 esdeger) 20 ml etanol ¢ozeltisine glasiyel asetik asit
varliginda fenilhidrazin 1 (1 esdeger) eklenmis ve karisim 3 saat boyunca kaynama
noktasinda 1sitilmistir. Olusan ¢okelti filtrelenmis ve 10 ml seyreltik HCl ile yikanmus,
ardindan 20 ml soguk %95 etanol ile yikanmustir. Uriin, etanol icinde yeniden
kristallestirilerek istenen hidrazin (7)'yi sari kristal olarak vermistir. 5 ml
Dimetilformamid buzlu su banyosunda sogutulmus, fosforil kloriir (2 esdeger veya
fazla) ile islenmis ve 20 dakika boyunca karistirilmistir. Bu ¢ozelti daha sonra uygun
indol (1 esdeger) ¢ozeltisine 5 ml dimetilformamid iginde karistirilarak 80 °C
sicaklikta 6 saat boyunca karigtirllmistir. Sogutma isleminden sonra c¢dokelti

filtrelenmis, su ile yikanmis ve kurutularak istenen formil indol (8) elde edilmistir.

9.98

Iy
o
@

o
— T T T
11.5 110 105 100 95 9.0

5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (nom)

Sekil 3.4: 8 Numarali bilesigin *H NMR spektrum grafigi.

8 Numarali bilesik literatiire gore sentezlenmistir.

IH NMR (500 MHz, CDCls) § 9.98 (s, 1H, CHO), 8.51 (s, 1H, ArH), 8.17 (s, 1H,
ArH), 7.71 (d, J = 7.7 Hz, 2H, ArH), 7.56 (d, J = 7.4 Hz, 2H, ArH), 7.46 (t, J = 7.9
Hz, 2H, ArH), 7.41-7.34 (m, 2H, arH), 7.30 (d, J = 7.4 Hz, 1H, ArH).
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3.3.3. 4 Numarah Bilesikten 5 Numarah Bilesigin Sentezlenmesi ve
Karakterizasyonu

(0
N
\ \ + W—»
N—-N N
H
4 5

Sekil 3.5: 5 Numarali bilesigin sentez semasi.

3 boyunlu 500 ml’lik balona 300 ml Diklorometan (DCM) koyularak manyetik
karistiricili 1sitict tizerine alindi. 15 dakika argon gazina maruz birakildi. Argon gazi
verilmeye devam ederken 200 mg 4 numaral bilesik (0,806 mmol) ve 184 ul
(1,77mmol) 2,4-dimetil-pirol eklendi. Soliisyon sarimtirak bir renk aldi. Daha sonra 2-
3 damla Trifloroasetik asit (TFA) eklendi. Soliisyonun rengi koyulasti. Manyetik
karistiricida karisim 17 saat karistirildi. Sonrasinda p-kloroanil 192,2 mg (0,806
mmol) eklendi. 30 dakika sonrasinda rengi iyice koyulagan soliisyona trietilamin
(EtsN) 5,5 — 6 ml eklendi. 30 dakika boyunca karistirilarak bortrifloriir dietil eterden
(BF3.Et20) 5,5 ml eklendi. 2,5 saat sonra TLC (Thin Layer Chromatography) bakilarak
sonucun uygunluguna karar verdikten sonrasinda reaksiyon sonlandirildi. Evaporator
cihazi ile solvent uguruldu. Saflastirma i¢in kolon sistemi kuruldu. Kurulan kolon
sisteminde ilk kolon sistemi tamamiyla DCM ile yiiritiiliirken, saflastirmanin ikinci
adiminda kolon sisteminde 2:1 oraninda DCM:Hekzan kullanilarak iiriiniimiiz

saflastirilmistir.
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Sekil 3.6: 5 Numarali bilesigin kiitle spektrumu.

Spektrumdaki ana iyon, 466,049 m/z kiitle/yiik oranina sahiptir. Bu, molekiiler iyonun
[M]* kiitle/yiik oramidir. Molekiiler iyon, orijinal molekiilin bir elektron
kaybetmesiyle olusur. Molekiiler iyonun kiitle/yiik orani1 bilinirse, molekiiliin kiitlesini
hesaplamak miimkiindiir. Bu durumda, molekiiliin kiitlesi 466,049 Da'dur (dalton).
Sentez esnasinda hesaplanan molekiil kiitlesi ile cihazda okunan deger birbirine
denktir. Dolayisi ile sentezin basari ile gergeklestigi goriilmektedir. Grafikte [M-F]*
iyonu ise molekiiliin bir Flor (F) atomu kaybetmesiyle olusmustur. Molekiil kiitlesi
447,121 Dalton (Da) olarak olglilmistir. Bu numunede Flor atomu igerdigini

gostermektedir.
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Sekil 3.7: 5 Numarali bilesigin *H NMR spektrumu.

IH NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.84 (s, 1H, ArH), 7.74 (d, J = 8.2 Hz, 4H, ArH), 7.44
(t, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.30-7.20 (m, 4H, ArH), 5.91 (s, 2H, ArH), 2.50 (s, 6H,
2XCHj3), 1.59 (s, 6H, 2xCH3).
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Sekil 3.8: 5 Numarali bilesigin *C NMR spektrumu.

13C NMR (126 MHz, CDCls) § 154.85, 148.45, 141.85, 138.49, 131.77, 131.15,
128.64, 127.97, 127.49, 127.20, 126.08, 125.41, 124.27, 120.39, 117.81, 113.81

(ArC), 13.81 (CHg),

30




!

715.0

764.4
839.4

2

PN 1400.2

Q

c

g 70 -

=

[7}]

c

o

== 60 —
50 - t

] 1030.0

40

i I i I i I i I i I i I i
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm™)

Sekil 3.9: 5 Numarali bilesigin FT-IR spektrumu.

2993.7 cm™L: Bu pik, C-H stregleme titresimlerine isaret eder. Aromatik ve alifatik C-
H baglar1 bu bolgede titresir. Bilesik yapisinda aromatik halkalar bulundugundan, bu
pik aromatik C-H streglemesini gosterir.

1636.8 cm™1: Bu bolge, C=N veya C=C strecleme titresimlerine isaret eder. Bilesikte
hem imidazol halkalar1 hem de aromatik halkalar bulundugundan, bu pik C=N

streclemesine isaret eder.

1473.9 cm* ve 1400.2 cm™*: Bu bélgeler, genellikle aromatik C=C streglemeleri ve
CH biikiilme titresimleriyle iligkilidir. Bilesik yapisinda aromatik halkalar

bulundugundan, bu pikler aromatik C=C stre¢lemeleriyle iliskilendirilebilir.

1312.9 cm™: Bu bolge, genellikle CN streglemesi veya CH biikiilme titresimleriyle
iliskilidir. Imidazol halkalar1 CN baglar1 icerdiginden, bu pik CN streclemesine isaret
edebilir.

1030.0 cm™*: Bu pik, B-F stregleme titresimlerine isaret eder. Bilesikte bor atomuna

bagli flor atomlar1 bulundugundan, bu pik B-F streclemesini gosterir.

31




839.4 cm! ve 764.4 cml: Bu bolgeler, genellikle aromatik CH biikiilme
titresimleriyle iliskilidir. Aromatik halkalarin varlig1 bu piklerle Ortiistir.

715.0 cm™!: Bu pik, genellikle aromatik CH biikiilme titresimlerine isaret eder.

Aromatik halkalarin varlig1 bu pikle de oOrtiistir.

Yukaridaki pikler, bilesigin kimyasal yapistyla uyumludur. Ozellikle B-F, C=N,
aromatik C-H ve NH streglemeleri bilesigin FTIR spektrumunda gézlemlenebilir. Bu

nedenle, verilen FTIR spektrumu bilesigin yapisal 6zelliklerini dogrulamaktadir.

3.3.4. 8 Numaral Bilesikten 9 Numarah Bilesigin Sentezlenmesi ve
Karakterizasyonu

Sekil 3.10: 9 Numarali bilesigin sentez semasi.

3 boyunlu 500 ml’lik balona 250 ml Diklorometan (DCM) koyularak manyetik
karigtiricili 1sitict lizerine alindi. 15 dakika argon gazina maruz birakildi. Argon gazi
verilmeye devam ederken 200 mg 8 numarali maddemizden (0,635) mmol ve 145 ul
2,4-dimetil-pirol eklendi. Ardindan 2 damla TFA eklendi. Cozeltinin rengi sarimtirak
oldu. Cozelti 17 saat karigtirildiktan sonra p-kloroanil (0,635 mmol) eklendi.
Cozeltinin rengi daha da koyulasti ve 30 dakika sonra trietilamin (Et3N) ‘den 5 ml
eklendi. 30 dakika sonra bortrifloriir dietil eter (BF3.Et2O) 5 ml eklendi. Cozeltide
dumanlanma gozlemlendi. TLC ile kontrol edilerek yaklasik 3 saat sonrasinda
reaksiyon sonlandirildi. Saflagtirma basamaginda DCM : Hekzan karigiminin kolon
sisteminde Bodipy bilesiklerini yiiriitmedigi TLC bakilarak tespit edildi. ikinci
kurulan kolon sisteminde 1 : 99 oraninda MeOH : DCM yiiriitiicii fazimizla kolonda

bodipy bilesikleri yiiriitiilmiis ve iirlinlimiiz saflastirilmistir.
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Sekil 3.11: 9 Numarali bilesigin kiitle spektrumu.

Spektrumdaki ana iyon 534,097 kiitle/yiik (m/z) oranina sahiptir. Sentez esnasinda
hesaplanan molekiil kiitlesi ile cihazda okunan deger birbirine denktir. Dolayis ile
sentezin basari ile gergeklestigi goriilmektedir. Grafikte [M-F]* = 515,075 kitle/yiik
oran1 bilesigin Flor atomunu kaybetmesinden kaynaklanarak beklenen degeri
vermektedir. Grafikte [M+Na]* =556,877 kiitle/yiik oran1 bilesige Na® iyonunun

baglanmasi ile meydana gelir.
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Sekil 3.12: 9 Numarali bilesigin *H NMR spektrumu.

IH NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.90 (d, J = 7.5 Hz, 2H, ArH), 7.73 (d, J = 7.7 Hz, 2H,
ArH), 7.44 (dt, J = 8.9, 4.6 Hz, 3H, ArH), 7.33 (dt, J = 14.9, 7.1 Hz, 2H, ArH), 7.21
(d, J=8.3 Hz, 1H, ArH), 7.16 (d, J = 7.0 Hz, 1H, ArH), 5.93 (s, 2H, ArH), 2.47 (s, 6H,

2xCHs), 1.68 (s, 6H, 2XxCHa).
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Sekil 3.13: 9 Numarali bilesigin *C NMR spektrumu.

13C NMR (126 MHz, CDCls) § 157.58, 154.83, 152.79, 144.13, 141.64, 140.53,
138.30, 131.31, 131.07, 130.62, 128.72, 127.44, 126.52, 126.18, 123.41, 120.50,
119.32, 118.28, 117.91, 115.85, 115.54, 14.04 (CHa), 13.66 (CHs3).
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Sekil 3.14: 9 numaral bilesigin FT-IR spektrumu.

2969.4 cm™! ve 2925.4 cm™*: Bu pikler, C-H strecleme titresimlerine isaret eder.
Aromatik ve alifatik C-H baglart bu bolgede titresir. Bilesik yapisinda aromatik
halkalar ve alifatik C-H baglar1 bulundugundan, bu pikler C-H streglemesini gosterir.

1728.6 cm™!: Bu pik, karbonil (C=0) stregleme titresimine isaret eder. Bilesik
yapisinda ester fonksiyonel grubu bulundugundan, bu pik ester karbonil (C=0)

stregclemesine isaret eder.

1601.5 cm™1: Bu bolge, genellikle C=C stregleme titresimlerine isaret eder. Aromatik
halkalarin C=C baglar1 bu bolgede titresir.

1546.1 cm™1: Bu bolge, genellikle C=N streglemesi veya aromatik C=C streglemesi ile
iligkilidir. Bilesikte imidazol halkalari bulundugundan, bu pik C=N stre¢lemesini

gosterir.

1468.4 cm™! ve 1408.6 cm: Bu bolgeler, genellikle aromatik C=C streclemeleri ve
CH biikiilme titresimleriyle iliskilidir. Aromatik halkalarin varlig1 bu piklerle ortiistir.
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1366.8 cm™* ve 1336.8 cm !: Bu bolgeler, genellikle CN streclemeleri veya CH
biikiilme titresimleriyle iligkilidir. Bilesikte CN baglar1 bulundugundan, bu pikler CN

streclemesine isaret eder.

1241.5 cm % Bu bolge, genellikle C-O stregleme titresimlerine isaret eder. Ester

fonksiyonel grubunun varligi bu pikle uyumludur.

950.0 cm™t: Bu pik, B-F strecleme titresimlerine isaret eder. Bilesikte bor atomuna

bagli flor atomlar1 bulundugundan, bu pik B-F streclemesini gosterir.

751.0 cm™*: Bu bolgeler, genellikle aromatik CH biikiilme titresimleriyle iliskilidir.

Aromatik halkalarin varligi bu piklerle ortiistir.

Yukaridaki pikler, bilesigin kimyasal yapistyla uyumludur. Ozellikle ester C=0, B-F,
C=N, aromatik C-H ve C-O streglemeleri bilesigin FTIR spektrumunda
gbzlemlenebilir. Bu nedenle, verilen FTIR spektrumu bilesigin yapisal 6zelliklerini

dogrulamaktadir.

3.4. BODIPY Bilesiklerinin Fotofiziksel Calismalar

3.4.1. Cahsilan Bilesiklerin Uv-Vis. Absorbans Teknigi ile
Konsantrasyonlarimn Belirlenmesi
5 ve 9 numarali bilesiklerin ¢oziliniirliigli etanolden siklohekzana kadar farkh
polaritedeki solventler ile denendi ve en iyi ¢6ziiciiniin DCM solventi oldugu tespit
edildi. Bu sebeple her iki bilesikten de belirli konsantrasyonlarda 250 — 800 nm
araliginda tarama yapilmis ve Uv-Vis. Spektroskopisinde iki bilesigimiz i¢inde en
yiiksek dalga boyunu verdigi dalga boyu 480 nm olarak belirlenmistir. Sentezlenen iki
bilesikde Floresans Spektroskopisinde 490 nm’de uyarim yapilarak ¢alisiimistir. Ug
bilesikde Uv-Vis. Cihazinda ¢alisilan konsantrasyon Floresans Spektroskopi cihazinda

denendiginde saturasyona ugramis ve konsantrasyonlarda degisiklik yapilmistir.

Tablo 3.2: Bilesiklerin ¢aligilan konsantrasyon seviyeleri.

Bilesik Uv-Vis. Konsantrasyon Floresan Konsantrasyon
Fenil Bodipy 1x10% M 5x107 M
5 Numaral1 Bilesik 5x10°M 5x10° M
9 Numaral1 Bilesik 1x10°M 2x10° M
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3.4.2. Fenil BODIPY Bilesiginin Uv-Vis. Spektrometresi ile Solvent

Calismasi
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Sekil 3.15: Fenil Bodipy bilesiginin 1x10® M konsantrasyonunun farkli solventlerdeki

absorpsiyon spektrum grafigi.

Grafikte Etanol, ACN, DMSO, EA, Dioksan, Aseton, THF, DCM, Kloroform,
Benzen, Toluen, Siklohekzan gibi ¢éziiciiler ile Fenil Bodipy bilesigi 1x10° M

konsantrasyonunda 400-600 nm araliginda UV-Vis Absorpsiyon spektrum ol¢timleri

alinmigtir. Olgiim sonuglar1 incelendiginde polar ve apolar tiim solventlerde birbirine

benzer absorbans degerleri verdigi goriilmektedir.
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3.4.3. Fenil BODIPY Bilesiginin Floresans Spektroskopisi ile Solvent
Calismasi
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Sekil 3.16: Fenil Bodipy bilesiginin 5x107" M konsantrasyonunun farkli solventlerdeki
emisyon spektrum grafigi (490nm).

Grafikte Etanol, ACN, DMSO, EA, Dioksan, Aseton, THF, DCM, Kloroform,
Benzen, Toluen, Siklohekzan gibi ¢oziiciiler ile Fenil Bodipy bilesigi ¢ozdiiriilerek
490 nm’de uyarilarak floresans spektrum dl¢tiimleri gosterilmektedir. Emisyon grafigi
incelendiginde Asetonitril, Etil asetat, Dioksan ve THF solventlerinde diisiik intensity

degerleri alindig1 gortilmektedir.
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3.4.4. Sentezlenen 5 Numarah Bilesigin UV Spektrometresi ile

Solvent Calismasi
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Sekil 3.17: 5 Numarali bilesigin 5x10° M konsantrasyonunun farkli solventlerdeki

absorpsiyon spektrum grafigi.

Grafikte Etanol, ACN, DMSO, EA, Dioksan, Aseton, THF, DCM, Kloroform,

Benzen, Toluen, Siklohekzan gibi c¢oziiciiler ile 5 numarali bilesik 5x10°M

konsantrasyonunda ¢ozdiiriilerek 400-600 nm araliginda UV-Vis Absorpsiyon

spektrum ol¢iimleri gosterilmektedir. Bilesigin absorbans grafigi incelendiginde polar

ve apolar tiim solventlerde birbirine yakin absorbans degerleri verdigi goriilmektedir.
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3.4.5. Sentezlenen 9 Numarah Bilesigin UV Spektrometresi ile

Solvent Calismasi
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Sekil 3.18: 9 numarali bilesigin 1x10° M konsantrasyonunun farkli solventlerdeki

absorpsiyon spektrum grafigi.

Grafikte Etanol, ACN, DMSO, EA, Dioksan, Aseton, THF, DCM, Kloroform,

Benzen, Toluen, Siklohekzan gibi coziiciiler ile 9 numarali bilesik 1x10°M

konsantrasyonunda ¢ozdiiriilerek 400-600 nm araliginda UV-Vis Absorpsiyon

spektrum ol¢iimleri gosterilmektedir. Bilesigin absorbans grafigi incelendiginde polar

ve apolar tiim solventlerde birbirine benzer absorbans degerleri verdigi goriilmektedir.
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3.4.6. Sentezlenen 5 Numarah Bilesigin Floresans Spektrometresi ile
Solvent Calismasi
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Sekil 3.19: 5 Numarali bilesigin 5Xx10°M konsantrasyonunun farkl1 solventlerdeki
emisyon spektrum grafigi (490nm).

Grafikte Etanol, ACN, DMSO, EA, Dioksan, Aseton, THF, DCM, Kloroform,
Benzen, Toluen, Siklohekzan gibi ¢oziiciiler ile 5 numarali bilesik ¢ozdiiriilerek 5x10-
6M konsantrasyonunda 490 nm’de uyarilarak floresans spektrum Olgtimleri
gosterilmektedir. Grafik incelendiginde bilesigin Kloroform, Toluen ve Siklohekzan

gibi apolar solventlerde diisiik intensity degerleri aldig1 goriilmektedir.
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3.4.7. Sentezlenen 9 Numarah Bilesigin Floresans Spektrometresi ile
Solvent Calismasi
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Sekil 3.20: 9 numaral1 bilesigin 2x10°M konsantrasyonunun farkl1 solventlerdeki
emisyon spektrum grafigi (490 nm).

Grafikte Etanol, ACN, DMSO, EA, Dioksan, Aseton, THF, DCM, Kloroform,
Benzen, Toluen, Siklohekzan gibi c¢oziiciiler ile 9 numarali bilesik 2x10°M
konsantrasyonunda ¢ozdiiriildiikten sonra 490 nm’de uyarilarak floresans spektrum
Ol¢iimleri gosterilmektedir. Grafik incelendiginde en diisiik intensity degerileri Toluen
ve Siklohekzan solventleri ile alinirken; en yiiksek intensity degerlerine ise DCM,
Kloroform ve 1,4 Dioksan solventlerinde ulasilmistir.9 numarali bilesigimizin apolar

solventlerde daha az intensity degerleri verdigi tespit edilmistir.
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3.4.8. Fenil Bodipy Bilesiginin Epsilon Calismasi
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Sekil 3.21 : Fenil Bodipy bilesiginin epsilon ¢alisma grafigi.

Grafik Fenil Bodipy bilesiginin farkli konsantrasyonlarda 6lgtimleri alinmig Epsilon
grafigini gosterilmektedir. 2x10° M ‘dan 1x10° M konsantrasyonuna kadar diizenli
araliklar ile &lgiimleri alinmig ve gizdirilen egim grafiginde R? Degeri = 0,999 olarak

Olclilmiistiir.

Fenil Bodipy bilesiginin epsilon degeri 3,4 x10*.M™.cm? olarak hesaplanmistir. Bu
deger, Fenil Bodipy’nin sentezlenen diger bilesiklere kiyasla daha diisiik bir 151k
absorpsiyon kapasitesine sahip oldugunu gosterir. Bu, bilesigin biyogoriintiileme
uygulamalarinda daha zayif bir floresans sinyali iiretecegini ve daha fazla

konsantrasyona ihtiya¢ duyulabilecegini ifade eder.
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3.4.9. Sentezlenen 5 Numarah Bilesigin Epsilon Calismasi
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Sekil 3.22: 5 numarali bilesigin epsilon ¢alisma grafigi.

Grafikte 5 numarali bilesigin farkli konsantrasyonlarda dl¢iimleri alinmis Epsilon
grafigini gérmekteyiz. 2x10° M ‘dan 1x10° M konsantrasyonuna kadar diizenli
araliklar ile l¢iimleri alinmus ve gizdirilen egim grafiginde R? Degeri = 0,994 olarak

Olgtilmiistiir.

5 numarali bilesigin epsilon degeri: 8,26 x10*.M=.cm™ olarak hesaplanmistir. Bu
deger, 5 numarali bilesigin Fenil Bodipy ve 9 numarali bilesige gore en yiiksek 151k
absorpsiyon kapasitesine sahip oldugunu gosterir. Fenil gruplar1 sayesinde genis bir
konjugasyon sistemi, 151k absorpsiyonunu 6nemli Olgiide artirir. Bu da

biyogoriintillemede daha giiclii ve parlak bir floresans sinyali {iretir.
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3.4.10. Sentezlenen 9 Numarah Bilesigin Epsilon Calismasi
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Sekil 3.23 : 9 numarali bilesigin epsilon ¢aligma grafigi.

Grafikte 9 numarali Bilesigin farkli konsantrasyonlarda olgtimleri alinmis Epsilon
grafigini gérmekteyiz. 2x10° M ‘dan 1x10° M konsantrasyonuna kadar diizenli
araliklar ile &lgiimleri alinmis ve gizdirilen egim grafiginde R? Degeri = 0,998 olarak

Olgtilmiistiir.

9 numaral bilesigimizin Epsilon degeri = 6,88 x10*.M™.cm? olarak hesaplanmistir.
Bu, bilesigin Fenil bodipy ve 5 numarali bilesige kiyasla orta diizeyde giiclii bir 151k
absorpsiyon kapasitesine sahip oldugunu gosterir. Kumarin yapisi, genis bir dalga
boyu araliginda 15181 absorbe etme yetenegi sunar, bu da biyogoriintiileme

uygulamalarinda etkili bir sinyal saglar.
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3.4.11. Fenil Bodipy Bilesiginin 3D Calismasi

640

l 5,480E+4

4,135E+4

620

600

2,790E+4

1,445E+4

%))
o]
o

[$)]
(]
o

Wavelength( nm)
g
o

(8]
N
o

480

460

450 500 550 600 650

Wavelength( nm )

Sekil 3.24 : Fenil Bodipy bilesiginin 3D calisma gorseli.

Fenil Bodipy bilesiginin 3D spektrumlarini inceledigimizde 3D spektrumlart, bilesigin
emisyon spektrumunda bathokromik kayma (kirmiziya kayma) oldugunu gosterir.
Fenil grubu, molekiiliin konjugasyon sistemini genislettigi icin bu kaymay1 saglar. Bu
durum, bilesigin uzun dalga boylarinda emisyon yaparak derin doku goriintiileme gibi

belirli biyomedikal uygulamalarda kullanilmasina olanak tanir.
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3.4.12. Sentezlenen 5 Numarah Bilesigin 3D Calismasi
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Sekil 3.25 : Sentezlenen 5 numaral bilesigin 3D ¢alisma gorseli.

5 numarali bilesigin 3D spektrumu, genis bir absorpsiyon band1 ve yiiksek yogunluklu
emisyon sinyalleri gosterir. Fenil gruplarmin eklenmesi, bilesigin fotofiziksel
ozelliklerini gelistirerek daha kararli ve parlak floresans sinyalleri saglar. Bu bilesik

hem derin doku hem de yiizeysel uygulamalar i¢in giiclii bir floresans ajan1 olarak

kullanilabilir.
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3.4.13. Sentezlenen 9 Numarah Bilesigin 3D Calismasi
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Sekil 3.26 : Sentezlenen 9 numarali bilesigin 3D ¢aligma gorseli.

9 numarali bilesigin 3D spektrumu, kumarin yapisinin sagladigi genis spektral emilim
ve mavi-yesil araliginda parlak floresans sinyalleri gosterir. Kumarin yapisi, bilesigin

daha hizli emisyon yapmasini saglar, bu da hizli hiicre i¢i goriintiileme i¢in 6nemli bir

avantajdir.
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3.4.14. Fenil Bodipy Bilesiginin Lifetime Calismasi
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Sekil 3.27 : Fenil Bodipy bilesiginin lifetime ¢aligsma grafigi.

Grafikte Fenil Bodipy bilesiginin Lifetime calisma grafigini gormekteyiz. Fenil
Bodipy Bilesiginin Lifetime degeri 3,30 ns olarak ol¢iilmiistiir. Diger iki bilesige gore
orta seviyede bir floresans dmriine sahiptir. Bu, bilesigin 15131 absorbe ettikten sonra
yaydig1 enerjinin kisa silirede sona erdigini, dolayisiyla kisa siireli floresans sinyali
verdigini gosterir. Ancak bu deger, biyogoriintiilemede yeterli olabilir ve hiicre ici

etkilesimleri gostermek i¢in kullanilabilir.
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3.4.15. Sentezlenen 5 Numarah Bilesigin Lifetime Calismasi
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Sekil 3.28 : 5 numarali bilesigin lifetime ¢alisma grafigi.

Grafikte 5 bilesiginin Lifetime ¢alisma grafigini gormekteyiz. 5 Bilesiginin Lifetime
degeri 4,17 ns olarak 6l¢iilmiistiir. Diger iki bilesige gore en uzun floresans dmriine
sahip bilesiktir. Bu, bilesigin 15181 absorbe ettikten sonra uzun siire floresans

yayacagini ve daha kalic1 sinyaller saglayacagini gosterir. Bu, derin doku goriintiileme

ve uzun siireli hiicre takipleri i¢in ideal bir 6zelliktir.
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3.4.16. Sentezlenen 9Numarah Bilesigin Lifetime Calismasi
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Sekil 3.29 : 9 numarali bilesigin lifetime ¢alisma grafigi.

Grafikte 9 bilesiginin Lifetime ¢aligma grafigini gérmekteyiz. 9 Bilesiginin Lifetime
degeri 1,67 ns olarak dlgiilmiistiir. Diger iki bilesige gore en kisa floresans dmriine
sahiptir, bu da bilesigin 15181 absorbe ettikten sonra hizla enerjiyi yayarak kisa siirede

floresans sinyali verdigini gosterir. Bu, ylizeysel hiicre goriintiileme ve kisa stireli

biyogoriintiileme uygulamalar i¢in avantaj saglar.

3.5. Biyogoriintiilleme Calismalari

3.5.1. Sentezlenen 5 Numarah ve 9 Numaral Bilesigin
Biyogoriintilleme Calismalari

3.5.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Calisma kapsaminda sentezlenen bilesiklerin (5 ve 9) biyolojik degerlendirmeleri

HCT-116 kolon kanseri hiicre hatt1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Hiicreler, %10
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fetal bovin serum (FBS; ThermoFisher Scientific, ABD) ve %1 penisilin-streptomisin
(ThermoFisher Scientific, ABD) igeren Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM; ThermoFisher Scientific, ABD) igerisinde 37°C ve %5 CO; kosullarindaki
bir inkiibatorde kiiltiirlenmislerdir. Bilesik uygulamalar1 6ncesi hiicrelerin iki pasaj
gecirmesi saglanmistir. Hiicreler %80 yogunluga ulastiginda Tripsin (Sigma Aldrich,
ABD) ile muamele edilerek santrifiigasyon ve fosfat tamponlu salin (phosphate-
buffered saline; PBS, Sigma Aldrich, ABD) yikamalar ile daha diisiik yogunluklarda
tekrar ekilerek pasajlama saglanmistir. Tiim uygulamalar, hiicre yogunlugu %80’e

ulastiginda gerceklestirilmistir.

3.5.1.2. Hiicre Viyabilitesi

Bilesiklerin hiicre viyabilitelerine olan etkileri 3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromid (MTT) yardimiyla belirlenmistir. Buna gore, 10x10* hiicre, 96
kuyucuklu plakalarin kuyucuklarina ekilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda
hiicreler, 2 kez PBS ile yikanmistir ve mediumlarina artan konsantrasyonlarda (0-100
mg/ml) dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziinmiis bilesiklerden igeren besiyerleri
eklenmistir. Hiicreler, bilesikler varliginda 48 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda
hiicreler tizerine 10 pl PBS igerisinde ¢oziinmiis 5 mg/ml konsantrasyonda MTT
soliisyonu (Sigma Aldrich, ABD) eklenmis ve 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siire
sonunda, hiicreler 10 ml final hacimde 1 g sodyum dodesil siilfat (SDS) ve 0.01 M HCI
iceren soliisyonla 24 saat inkiibasyon ile par¢alanmistir. Kolorimetrik degisim, bir
spektrofotometre (Multiscan GO, ThermoFisher Scientific, ABD) yardimiyla 570
nm’de izlenmistir. Calismada her bir bilesik icin her bir doz en az 3 replika ile
gerceklestirilmistir. Calismaya, hicbir uygulama yapilmamis ve sadece DM SO verilen
hiicreler kontrol olarak dahil edilmistir. Bilesik verilmis hiicre gruplarindan elde edilen
degerler, sadece besiyeri ve ilgili konsantrasyonda bilesik iceren besiyeri grubundan
elde edilen degerlerden ¢ikartilarak final degerlere ulasilmistir. Elde edilen degerlerde,
hicbir uygulama yapilmamig hiicre grubunun viyabiliteleri %100 olarak kabul
edilmistir ve diger uygulamalarin hiicre viyabiliteleri bu grupla kiyaslanmistir.
Analizler sirasinda Tek Yonli AVONA metodu kullanilmistir ve p<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.

53



3.5.1.3. Hiicre Goriintiillemeleri

Bilesiklerin hiicre ile etkilesimleri sonrasi olasi floresan Ozelliklerinin takibi canli
hiicre goriintiileme yontemiyle gerceklestirilmistir. Bu amagla, 2x10° hiicre, 6
kuyucuklu plakalara ekilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda hiicreler iki
kez PBS ile yikanmistir ve besiyerleri yenilenmistir. Daha sonra hiicreler iizerine 100
mg/ml bilesiklerden 10 pl eklenmistir ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon
saglanmistir. Hiicrelerden, PBS yikamasi Tripan mavisi eklenmis ve eklenmemis
goriintiiler, FLoid Cell Imaging Station (ThermoFischer Scientific, ABD) yardimiyla
goriinen 151k goriintiisii varliginda, mavi (uyarim: 390/40 nm ve emisyon: 446/33 nm),
yesil (uyarim: 482/18 nm ve emisyon: 532/59 nm) ve kirmiz1 (uyarim: 586/15 nm ve
emisyon: 646/68 nm) kanallarda, dort farkli bolgeden goriintii elde edilmistir. Sadece

DMSO uygulanmis hiicre grubu kontrol olarak kullanilmaistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISMA

Fenil Bodipy, 5 ve 9 numarali bilesikler, DCM iginde ¢6zdiiriilmiis ve fotofiziksel
ozellikleri incelenmistir. Sentezlenen 5 ve 9 numaral bilesikler *H NMR, *C NMR,
Kiitle spektrometresi ve FT-IR gibi yontemler ile karakterize edilmistir. Elde edilen

bilesiklerin UV-Vis ve Floresans spektrometresi ile solvent etkilesimleri incelenmistir.

Elde edilen sonuclar, sentezlenen bilesiklerin belirli kosullar altinda ¢oziiniirliik ve
emisyon Ozelliklerine sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, biyogoriintiileme
caligmalari, bilesiklerin hiicre viyabilitesi iizerindeki etkilerini gostermistir. Gelecekte,
bu bilesiklerin daha kapsamli biyolojik testlere tabi tutulmasi ve potansiyel terapdtik

uygulamalarinin arastirilmasi dngoriillmektedir.

4.1. Fotofiziksel Calismalarin Sonuclari

Fenil Bodipy;

UV-Vis Absorpsiyon: Fenil Bodipy'nin UV-Vis spektrumunda, diger iki bilesige
kiyasla diisiik bir epsilon degerine (3,4 x 10* M'.cm™) sahip olmasi, 15181n daha sinirl
bir sekilde absorbe edildigini gosterir. Fenil grubu, molekiiliin konjugasyon sistemini
genislettigi i¢in absorpsiyon spektrumunda bir bathokromik kayma gozlemlenir. Bu
kayma, daha uzun dalga boylarinda absorpsiyon saglayarak bilesigin kirmizi 151k
bolgesine kaymasini saglar. Ancak absorpsiyon kapasitesinin diisiik olmasi nedeniyle,
Fenil Bodipy’nin biyogoriintilleme uygulamalarinda daha zayif bir sinyal vermesi

beklenir.

Floresans Emisyon: Fenil grubu, bilesigin floresans ozelliklerini olumlu yo6nde
etkileyerek uzun dalga boylarinda emisyon saglar. Diger iki bilesige kiyasla orta
seviyede bir floresans dmriine (3,30 ns) sahip olmasi, bilesigin kisa stireli floresans
sinyalleri yayabilecegini gdsterir. Bu 6zellik, yiizeysel biyogdriintiilleme uygulamalari
icin yeterli olabilir, ancak derin dokularda giiclii bir floresans sinyali elde
edilemeyebilir. Diisiik absorpsiyon kapasitesi nedeniyle floresans verimi de daha

diistik olacaktir.
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5 numarali bilesik;

UV-Vis Absorpsiyon: 5 numarali bilesik, diger iki bilesige kiyasla en yiiksek epsilon
degerine (8,26 x 10* M'.cm™) sahip olup, UV-Vis spektrumunda genis bir
absorpsiyon band1 gosterir. Fenil gruplarinin varligi, bilesigin konjugasyon sistemini
artirarak bathokromik kayma saglar. Bu kayma, bilesigin daha uzun dalga boylarinda
absorpsiyon yapmasini saglar, bu da 6zellikle derin doku goriintiileme uygulamalari
i¢in ideal bir 6zellik sunar. Bu bilesigin yiiksek 151k absorpsiyonu, biyogoriintiileme

sirasinda daha parlak ve giiclii sinyaller verir.

Floresans Emisyon: 5 numarali bilesik, diger iki bilesige kiyasla uzun bir floresans
omriine (4,17 ns) sahiptir. Bu, bilesigin absorbe ettigi enerjiyi uzun siire boyunca
yayarak kalict ve giiclii floresans sinyalleri iiretmesini saglar. Fenil gruplariin
etkisiyle, bilesigin floresans emisyonu giiclii ve genis spektrumda gergeklesir. Derin
dokularin goriintiilenmesi gibi daha zor kosullarda bile etkili bir floresans sinyali

saglayarak, biyogoriintiileme uygulamalar1 i¢in en uygun bilesik haline gelir.
9 numarali bilesik;

UV-Vis Absorpsiyon: 9 numarali bilesigin epsilon degeri (6,88 x 10* M'.cm™), diger
iki bilesige gore orta seviyede giiclii bir absorpsiyon kapasitesine sahip oldugunu
gosterir. Kumarin yapisi, bilesigin UV-Vis spektrumunda genis bir absorpsiyon bandi
olusturur. Kumarinlerin yapisal 6zellikleri nedeniyle, bu bilesik genellikle mavi-yesil
bolgedeki dalga boylarini absorbe eder. Bu durum, hizli floresans sinyalleri tiretmesine
olanak tanir, ancak absorpsiyon kapasitesi 5 numarali bilesige gore biraz daha

diisiiktiir. Bu nedenle, yiizeysel goriintiileme uygulamalari i¢in uygun olabilir.

Floresans Emisyon: 9 numarali bilesik, diger iki bilesige kiyasla en kisa floresans
omriine (1,67 ns) sahiptir. Kumarin yapisinin hizli emisyon 6zelligi, bilesigin kisa
stirede parlak bir floresans sinyali yaymasina olanak tanir. Bu, biyogdriintiileme
uygulamalarinda hizli ve etkili sonuglar elde etmek i¢in avantaj saglar. Ozellikle hiicre
ylzeyinde veya hizli floresans takiplerinde kullanilabilir. Ancak, daha kisa omrii

nedeniyle uzun siireli veya derin doku uygulamalarindaki kullanimi sinirlt olabilir.
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4.2. Biyogoriintilleme Calismalarin Sonuclari
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Sekil 4.1 : 5 ve 9 numarali bilesiklerin konsantrasyona bagli hiicre viyabilitesi
grafigi.

Bilesik 5 ve 9 50 mg/ml iizeri konsantrasyonlarda toksiktir. Bilesik 5, bilesik 9’a
kiyasla daha toksik 6zellik gostermektedir. Bilesik 5 i¢in IC50 degeri 46 mg/ml’den
kiigiik ve Bilesik 9 i¢in bu deger 60 mg/ml’den biiyiiktiir.

Bilesiklerin biyolojik faydalari, insan kolon hiicre dizisi HCT-116’da sitotoksisite ve
goriintiileme agisindan degerlendirildi. Sitotoksisite sonuglarina gore her iki bilesik de
yiiksek konsantrasyonlarda toksiktir (Sekil 4.1) Cesitli literatiir taramalarinda
BODIPY tarafindan olmasa da, cesitli bilesiklerin pirazol-4-karbaldehit ile
kombinasyonunun ¢esitli organizmalar ve kanser hiicreleri icin toksik oldugu
vurgulanmigtir [80]-[82]. Molekiiler diizeyde pirazol igeren bilesiklerin toksik etkisi,
hiicre i¢i iyon dengelerinin degismesiyle agiklanmaktadir [81]. Ayrica BODIPY
cekirdeginin, yeni komplekslerin yiiksek konsantrasyonlarda ¢esitli kanser hiicrelerine
kars1 toksik oldugu pirazol igeren gruplarla tiiretilmesi de rapor edilmistir [83], [84].
Bu calismalar da verilerimizi dogrulamaktadir. Sentezlenen 9 numarali bilesik
kumarin yapisini igermektedir. Kumarinin kendisi kanser ¢aligmalarinda yaygin olarak
arastirtlan toksik bir bilesiktir [85]. BODIPY ¢ekirdegine konjuge edildiginde
gosterilen toksisitelere ek olarak [86] kumarin ve pirazol birimlerinin
kombinasyonunun hiicresel toksisiteyi daha da tetikledigi gosterilmistir [87]. Ancak

tez calismamizda kumarin iceren bilesik 9'un toksisitesi bilesik 5'inkinden fazla

57



degildi. Bu durum bilesik 9'un hiicreler tarafindan sinirli igsellestirilmesinin bir sonucu

olabilir.

Bilesiklerin kanser hiicreleri tarafindan igsellestirilmesini arastirmak i¢in floresan
mikroskobu kullanarak canli hiicre goriintiilleme gergeklestirdik. Hiicre dis1 sinyali
bloke etmek [88] ve yalnizca hiicre i¢i floresan sinyali elde etmek i¢in Trypan Blue'yu
kullandik.  Mikroskobun  smirlamalart  nedeniyle bilesiklerin  hiicre  i¢i
lokalizasyonlarinit inceleyemesek de, sonuglar bilesiklerin hiicreler tarafindan
igsellestirilebildigini gosterdi. Bu, uyarilma dalga boyunun 482/18 nm oldugu bir filtre
ile kanitland1 ve birinci emisyon 532/59 nm idi. (Sekil 4.2) Sonuglara gore, ayni
konsantrasyonlarla (1 mg/ml nihai konsantrasyon) islendiginde 9 numarali bilesigin
floresanst 5 numarali bilesigin floresansindan daha azdi; bu da bilesik 9'un sinirh
i¢sellestirme modelini dogrulayabilir. Ayrica biyolojik ¢cozeltilerde 9 numarali bilesik,
¢ozinlirlik ve topaklasma sorunlari sergiledi. Bu nedenle 9 numarali bilesigin

floresans 6zelliklerinde olabilecek herhangi bir degisiklige odaklanmay1 amagladik.

Gortniir i1k Yesil filtre
(Ex: 482/18 nm; Em: 532/59 nm)

DMSO
kontrol f

Bilesik 5

Bilesik 9 &

Sekil 4.2 : 5 ve 9 numarali bilesiklerin canli hiicre goriintiileme ve i¢sellestirme
modelleri.
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Gortntir 11k Yesil filtre Kurmuz filtre
(Ex: 48218 nm; Em: $32/59 nm) (Ex: $86/15 nm; Em: 646/68 nm)

PBS yikamas: ve Tripan 38
’ 7
mavisi '.J_\FULH"LIN onNees! ‘ -

PBS yikamas: ve Tripan
mavisi uygulamas: sonrast

Sekil 4.3 : Bilesik 5 ve Bilesik 9 ‘un PBS ile yikama ve tripan mavisi uygulamasi.

Fluoresan degisiklikleri, ¢oziiniirlik ve agregasyon problemlerini takip etmek
amaciyla, bilesik 9 ile yapilan denemelerde hiicreleri Trypan Blue uygulamasi
yapmadan kasitli olarak biraktik. Sonuglar, yikama adimimim eksikligi nedeniyle
bilesik 9’un hiicreler iizerindeki agregasyonunun, 586/15 nm uyarilma dalga boyu ve
646/68 nm emisyon dalga boyu filtresine sahip bir filtrasyon araciligiyla tespit edilen
ikincil bir fluoresans olusturdugunu gosterdi (Sekil 4.3). Agregasyon kaynakli
fluoresans degisiklikleri, kumarin igeren kompleksler i¢in daha dnce rapor edilmistir

[89]-[91]. Bu da mevcut galismanin sonuglarin1 dogrulamaktadr.
Genel Degerlendirme;

Fenil Bodipy, diisiik epsilon degeri ve orta diizeyde floresans omrii ile yiizeysel
goriintiileme ve daha az derin uygulamalar i¢in uygun olabilir. Bathokromik kayma
nedeniyle daha uzun dalga boylarinda emisyon yapabilir, ancak floresans sinyali 5 ve

9 numarali bilesiklere kiyasla daha zayif olacaktir.

5 numarali bilesik, en yiiksek epsilon degeri ve uzun floresans 6émrii ile derin doku
goriintiileme i¢in en uygun bilesiktir. Yiiksek 151k absorpsiyonu ve giiglii floresans
sinyalleri sayesinde, bu bilesik daha parlak ve kalic1 sinyaller saglayarak biyomedikal

uygulamalarda en etkili ajan olarak 6ne ¢ikar.
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9 numaral bilesik, orta seviyede bir absorpsiyon kapasitesine ve kisa floresans dmriine
sahiptir. Kumarin yapisi, bilesigin mavi-yesil araliginda hizli ve parlak floresans
sinyalleri liretmesine olanak tanir. Bu nedenle, yiizeysel hiicre goriintiilleme ve hizlh
biyogoriintiileme uygulamalar1 i¢in idealdir. Ancak derin dokularda kullanim igin

uygun olmayabilir.

Elde edilen sonuglar, bilesiklerin hiicre viyabilitesi lizerinde belirli bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Dolayisi ile kanserli hiicrelerde sentezlenen bilesiklerimizin

kullanimi1 gergeklestirilmis ve bulgular ile kanitlanmistir.

Sonug olarak, fenil ve kumarin birimleri iceren meso pirazol BODIPY 5 ve 9'un sentezi
basariyla gergeklestirilmis ve kanser hiicrelerindeki kullanimini biyogoriintiilleme

calismalari ile goriintiileyip etkinlik testleri ile etkinligi kanitlanmistir.
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