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YENi TUR MAKROHALKALI YAPILARIN SENTEZi VE KANSER
TEDAVI POTANSIYELININ IN VITRO SAPTAMASI
Ersan HARPUTLU

(0)/

Ftalosiyaninler ve tiirevleri olan subftalosiyaninler yiiksek 1sik absorblama
kapasitelerinden dolay1 opto-elektronik sistemlerde kullanilan ideal foto aktif
bilesenlerdir. Ftalosiyaninler goriiniir ve yakin infrared bolgede gii¢lii absorbsiyon
yapmalarina karsm, bu molekiiller giiclii n-n etkilesimlerinden dolay1 genel organik
coziiciiler iceresinde agregasyon oOzellik gosterirler. Fotosensor olarak kullanilan
molekiiliin agregasyon 6zelligi bu molekiillerin kullanim alanmi etkileyen en 6nemli
parametrelerden birsisidir. Genellikle, agregasyon, molekiiliin 151k absorblayarak
uyarilmasindan sonra molekiiliin 1s1masiz gegisler ile temel enerji seviyesine
donmesini saglar. Bu durum ise uyarilmis yar1 d6mriin kisalmasima, singlet (Uyarilmis
triplet seviyedeki fotosensor enerjisini molekiiler oksijene aktararak reaktif oksijen
tirleri denilen radikal ve singlet oksijeni meydana getirmesidir) oksijen veriminin
diismesine ve buna bagli olarak ta fotodinamik aktivitenin azalmasma ya da tamamen
yok olmasina sebep olur. Bu baglamda, subftalosiyaninler, organik ¢odzgenlerde
agregasyon gostermemeleri ve giiclii 151k absorblama kapasitelerinden dolay1
fotodinamik terapi uygulamalar1 i¢in dikkat c¢ekici molekiillerdir. Benzer tiirde
subftalosiyaninlerin sitotoksik etkileri oldugu literatirde mevcuttur. Bu nedenle bu
sentez lriinlerinin sitotoksitelerinin tespiti yeni bir kemoterapi ajan1 olma yolundaki
ilk basamak olarak degerlendirilebilecegi gibi yapilacak ileri ¢aligmalar i¢in toksit

dozun tespit edilmesi 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ftalosiyanin, Subftalosiyanin, Fotodinamik Terapi.
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ABSTRACT

Phthalocyanines and its being derivatives subphthalocyanines are
photoactive component due to having highly light absorbing capacities and used in
opto-electronic systems. Despite Phthalocyanines make a strong absorption in the
visiable and near infrared region, owing to these molecules contain strong m-n
interactions in organic solvents they shown like aggregation features. The molecule
used as the photosensor because of making aggregation that is the most important
parameters affecting the use of these molecules area. Typically, aggregation provide
to rotate the main energy level with radiative transitions, after aggregation of the
molecule excitated by light absorbed. This situation cause to excited half-life
shortening to, loss of singlet oxygen (excited triplet level of Photosensors energy
transfer to molecular oxygen called reactive oxygen species such as radical and
singlet oxygen are created) yield and in parallel with will cause a reduction or
complete disappearance photodynamic activity. In this context, due to
subphthalocyanines don’t show aggregation in organic solvent and strong light
absorbing capability, they are notable for photodynamic therapy applications. Similar
types of sub-phthalocyanine’s cytotoxic effects that are available in the literature.
Therefore it is important to identify the toxic dose for further studies such as
determining the cytotoxicity of these synthesis products can be evaluated as a first

step towards becoming a new chemotherapy agents.

Key Words: Phthalocyanine, Subphthalocyanine, Photodynamic Therapy.
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1. GIRIS

Subftalosiyaninler (SubPc) merkezde bor atomu bulunan {i¢ izoindol
iiniteden olugsmus koni bigimindeki aromatik bilesiklerdir. Kimyasal ve 1sisal olarak
kararlidirlar. 14m-elektron sistemine sahiptirler ve mw-elektronlari aromatik halka
icinde delokalize olmustur. Subftalosiyaninler, halka merkezinde bulunan Bor (B)
atomunun molekiil yapisin1 koni bi¢cimine doniistiiriilmesinden dolay1r diizlemsel
degildirler. Subftalosiyaninlerin  UV-Vis (Ultraviyole-Goriiniir  spektroskopisi)
spektrumlarinda, ftalosiyaninlere benzer karakteristik 2 siddetli bant gozlenir. Bunlar
sirastyla 500-700 nm ve 300 nm’lerdeki Q ve Soret-B bantlaridir. Bu absorbsiyon
araliklari, subftalosiyaninlerin periferal konumuna baglanan dondr veya akseptor
gruplar ile daha uzun dalga boyuna kayabilirler. Kimyasal ve termal olarak kararh
olmalarmin yani sira koni seklindeki yapilarindan dolay1 bir¢ok aromatik molekiiliin
aksine subftalosiyaninler kiimelesme (agregasyon) gostermezler. Bu 6zelliklerinden
dolay1 subftalosiyaninler 151k absorblayict molekiil olarak, fotodinamik terapi ve
fotovoltaik uygulamalar basta olmak tizere bir ¢ok alanda kullanim imkani

bulmuslardir.

Bu tezdeki amacimiz farkli SubPc tiirevleri sentezleyerek, yeni
subftalosiyanin tiirevlerinin EMT6 sican meme tiimori lizerinde in vitro sitotoksik
etkilerini incelemektir. Ayrica sentezlenen subftalosiyanin tiirevlerinin fotodinamik
terapi ile kanser tedavisinde fotosendr olarak kullanilabilme potansiyellerinin tespit
edilmesi i¢in singlet oksijen olusturabilme kapasiteleri incelenecektir. Calisma
sonunda sitotoksik etkisi yiiksek olan subftalosiyanin potansiyeli ortaya konulmus
olacaktir. Ayrica, yeni SubPc tiirevlerinin singlet oksijen iretim kapasiteleri
kiyaslanip, fotodinamik terapi uygulamalrinda fotosensér olarak kullanilma

potansiyelleri ortaya ¢ikarilacaktir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Ik olarak 1907°de Londra’da South Metropolitan Gas Company’de
aragtirmact olan A. Braun ve J. Tcherniac, ftalimid ve asetik anhidritten, yiiksek
sicaklikta o-siyanobenzamid iirettikleri bir anda ¢ozliniir olmayan mavi bir madde
gozlemlerler. 1927°de Londra’da, H. de Diesbach ve E. von der Wied, o-
dibromobenzenle bakirsiyaniir’ ii tepkimeye sokup, benzenin nitrillerini yapmaya
calistiklar1 bir anda mavi bir iirin elde ederler. 1928’de Scottish Dyes sirketinin
tesislerinde, ftalikanhidrit ve amonyaktan ftalimid iiretildigi bir swada tepkime
ortaminda mavi-yesil bir maddenin ortaya ¢iktig1 goriiliir. Anlasilmistir ki bu madde,
reaktoriin cam astarinda bulunan c¢atlaktan sizan ftalimidin, reaktoriin demir

govdesiyle girdigi tepkime sonucu olugmustur.

Biitiiniiyle rastlantisal olarak ortaya ¢ikan bu madde sonradan "ftalosiyanin"
olarak adlandirilir. Linstead’in incelemeleri ve Robertson’un x-1sin1 c¢aligmalari
sonucu ftalosiyaninlerin yapisi aydinlatilir. 1934 yilindan itibaren ticari iiretimine

baglanmistir [1].

2.1. FTALOSIYANIN

Ftalosiyaninler dort isoindol {initesinden olusan 18 w-elektron sistemine sahip
aromatik planar makrosiklik bilesiklerdir ve tetraazaporfirinlerin en iyi bilinen
tirevleridir (Sekil 2.1). Almanca phthalozyanine, fransizca phthalocyanine olarak
yazilir. Molekiilde merkezde bulunan hidrojen ve metal katyon dort isoindol azot
atomu ile koordinasyon bagi yapar. Bircok element ftalosiyanin halkasi
olusturabileceginden c¢esitli ftalosiyanin kompleksler bulunmaktadir (Sekil 2.2).

Ftalosiyaninlerin molekiiler yapis1 dogal elde edilen porfirin sistemi ile baglantilidir.
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Ivl: metal, metalftalosiyanin
Ivl: iki hidvojen, metalsiz ftalosivarin

éﬂ;}

Sekil 2.1. Metalftalosiyanin ve metalsiz ftalosiyaninin molekiiler yapisi.

w/ﬂmg\
$ih N m/

Ftalosiyanin
Tetrabenzoporfirazin \ ,r
Tetrabenzotersazoporfivin N’
Tetraazoporfirin
Porfirazin

Sekil 2.2. Ftalosiyaninlerin porfirin halklari ile iligkisi.

2.1.1. Ftalosiyaninlerin Kullanim Alanlar1

Supramolekiiller smifindan sayilan bu maddeler ¢ok koyu yesil ve mavi
renkleri, her tiirlii kimyasal ve fiziksel dis etkenlere karsi saglamligi ile pigment ve
boyar madde olarak kullanilmalar1 yani sira yiiksek teknolojide tiptan elektronik
sanayine kadar ¢ok genis bir alanda kullanim imkén1 olusturmaktadir. Simdilerde,

tikenmez kalemlerin miirekkeplerinde, fotokopi cihazlarinda, fotograf¢ilikta,
3
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bilgisayarlarda hafiza depolamada, deri kanserinin tedavisinde, tekstilde, toksik
olmamasit nedeniyle gida sanayinde boya maddesi olarak da kullanilir.
(Ftalosiyaninler 650-800 nm araliginda gostermis olduklar1 yiiksek molekiiler
absorpsiyon katsayisi nedeniyle, bu dalga boylar1 i¢in tatbik edildikleri dokuyu
gecirgen hale getirirler. Bu 0Ozelliklerinden dolay1r karanlikta toksik etki
gostermezler). Bu maddeler, kullanilan metale baghh olarak farkli oOzellikler
gostermektedir. Kimya arastirmacilarmin yani sira biyolog, fizik¢i ve malzeme
bilimcilerinin de ilgiyle kullandiklar1 bu bilesiklere; katalizor, nonlineer optik, sivi
kristal, fotodinamik terapi ve gaz algilayici (sensor) ozellikleri gibi cesitli 6zellikler
kazandirict gruplarin takilmasi ve sentez yontemlerinin belirlenmesi ¢alismalar: tiim
diinyada ¢ok 6nem kazanmir. Ileri malzemeler olan ftalosiyanin, oksim ve cesitli
makrosiklik bilesikler ¢ok degisik alanlarda kullanilir. Bu alanlar boyamadan,
tepkime katalizlemeye, analize, kromatografik ayirma, niikleer kimyaya, fotodinamik

terapiye, optik veri depolamaya kadar genis bir yelpaze sunar.

e Genel kullanim alanlar1:

e Boya ve pigment endiistrisinde,

e Katalizor olarak,

e Fotoiletken materyaller,

e (Gaz sensorii olarak,

e Fotodinamik kanser tedavisinde sensor (Al ve Zn) vs.
e Elektron transfer ve yiikseltgenme- indirgenme yetenegi nedeniyle;
e Elektrofotografide,

e Optik veri kayit sistemlerinde,

e Fotovoltaik hiicrelerde,

e Yakit hiicreleri ve

e Elektrokromik goriintii araglarinda kullanilir.

2.1.2. Subftalosiyaninler

Subftalosiyaninler (SubPc) mekezde bor atomu bulunan ii¢ isoindol tiniteden
olusmus aromatik kompleks yapilardir. Diizlemsel degildirler ve 14n-elektron sistemi
ftalosiyaninlerde oldugu gibi delokalize olmustur [2-6]. Bor atomu merkezde

bulunarak molekiil eksenini belirtirken yapiyr da koni bi¢imine getirir (Sekil 2.3).

4
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Aromatik bilesiklerdir. Diger bir 6zellikleri ise kimyasal (inorganik asitlere dayanir)

ve 1s1sal ( 10-4mmHg ve 350 OC de stiblimlesir) kararliliklaridir.

Sekil 2.3. Subftalosiyaninlerin molekiiler yapisi, 3 boyutlu gosterimi ve ¢ozeltideki

gorunimul.

Subftalosiyaninler, baslangi¢ maddesi olarak kullanilan fitalonitrillerin bor
halojeniir (BX3) varhiginda, p-xylene gibi yliksek kaynama noktasina sahip bir
¢ozgen icerisinde siklotrimerizasyonu ile olusur. Bortrikloriir (BCI3), subftalosiyanin
sentezinde en fazla kullanilan bor tiirevidir. Baslangic maddesi olarak mono
subsitlient iceren ftalonitril kullanildiginda A3 formunda simetrik subftalosiyanin
elde edilir. Bu simetrik subftalosiyanin C1 ve C3 regioizomer karigimi halinde

bulunur (Sekil 2.4).

CN
R | :

/A + iF A\
T Vx| Ca TVl G
B L
\Q}n & J
N N
R R R

Sekil 2.4. Simetrik mono substitiientli subfialosiyaninlerin sentezi, C1 ve C3

regioisomerlerin molekiiler yapisi.
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Eger iki farkli ftalonitril baglangic maddesi olarak kullanilirsa,
siklotrimerizasyon sonucu 4 farkli simetrik ve asimetrik subftalosiyanin (A3, A2B,
AB2 ve B3) igeren karisim elde edilir (Sekil 2.5). Bu karisim igerisinde istenilen
asimetrik molekiiliin verimi kullanilan ftalonitrillerin stokiyometrik oranma baghdir.
Ftalosiyaninlerden farkli olarak subftalosiyaninlerin agregasyon gdstermeme
ozelliginden dolay1, kolon kromotografisi ile subftalosiyaninleri saflandirmak

ftalosiyaninlere gore daha kolaydir.
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Sekil 2.5. Asimetrik subftalosiyanin sentezi ve elde edilen 4 farkli simetrik ve

asimetrik subftalosiyanin (A3, A2B, AB2 ve B3) molekiiler yapisi.

Subftalosiyaninlerin genel olarak aksiyal ve peripheral konum olmak {izere
iki konumdan kimyasal reaksiyonlara karsi etkindir. Ayrica ftalosiyanin sentezi igin
halka genisletme reaksiyonunda da kullanilir. Bu {i¢ konumda reaktivite agisindan

farkli 6zelliklere sahiptir.

a) Aksiyal reaktivite; B-X bag tizerinden niikleofilik yerdegistirme reaksiyonlarina
kars1 etkindir.

b) Periferal reaktivite; periferal grubun aromatik karbon atomu ile reaksiyonu
iizerinden yiiriir.

c¢) Halka genisleme reaksiyonu; imin tiirii reaksiyondur (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Subftalosiyaninlerin kimyasal reaktivitesinin oldugu konumlar.

Ug koordinasyona sahip bor bilesigi, bor atomuna bagli olan halojenin
yerdegistirdigi niiklofilik yerdegistirme reaksiyonlarina oldukg¢a yatkindir. Sonug
olarak fenol gibi niiklofillerin yerdegistirme rekasiyonu ile subftalosiyaninlerin
aksiyal konumuna baglanmasi, hem molekiiliin saflandirilmasini kolaylastirir hem de
kromatografik saflastirma calismalarinda halojenli subftalosiyaninlerin (SubPcCl,

SubPcBr gibi) kolon kromotografisinde hidrolizini engeller.

2.1.2.1. Subftalosiyaninlerin Kullanim Alanlar1

Asimetrik ftalosiyanin sentezinde halka genisletme araci olarak
Fotosensor

Foto Dinamik Terapi (PDT)

Likit Kristal

Langmiur Blodgett Filmlerinde

Optik Kayit Araglarinda

Elektroluminesans

Potansiyel Optik Boyalar

DVD-R (Digital Versatile Disc-Recordable)
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2.2. SPEKTROSKOPIK CALISMALAR

Agregasyon gostermemeleri ve 500-700 nm arasinda giiclii absorbsiyon
yapma kapasitelerinden dolay1r subftalosiyaninler ozellikle son yillarda yapay
fotosentetik sistemlerin ve optoelektronik calismalarin aranilan, dikkate deger 1s1k
absorblama fotosensorleri olmustur [7-13]. Sekil 2.7 de subftalosiyanin

molekiillerinin tipik UV-Vis absorbsiyon spektrumunu gostermektedir.

0,8

0,6

Absorbans

04 -

0,2

0,0 T T T
400 600

Dalga boyu (nm)

Sekil 2.7. Subftalosiyanin molekiillerinin genel UV-Vis absorbsiyon spektrumu.

Subftalosiyaninlerin  UV-goriiniir spektrumlarinda, ftalosiyaninlere benzer
karakteristik 2 siddetli bant gdzlenir. Bunlar 560 nm de Q-band1 ve 300 nm de Soret-
B bandidir (Sekil 2.8). Bu bantlar subftalosiyaninlerin (14-n elektronuna sahip)
ftalosiyaninlere (18-x elektronuna sahip) gore m-konjugasyonunda azalmadan dolay1
kisa dalga boyuna (maviye kayma) kaymistir. SubPcler de (e=(5-6) x 104mol™*cm™)
her iki bandin absorbsiyon katsayilar1 da ftalosiyaninler (Pc) den daha diisiiktiir (

£=8-24 x 104 mol*cm™).



Harputlu E. 2014. Yeni Tiir Makrohalkali Yapilarin Sentezi ve Kanser Tedavi Potansiyelinin in vitro Saptanmasi, Yiiksek Lisans

Tezi, Mersin Universitesi.

#'E 10 o
5]
%
E
5 5
=
k24
{5
n T —— T
260 360 460 560 6E0 760

Wavelength (nm)

Sekil 2.8. Subftalosiyaninin (kalin ¢izgi) ve Nikel ftalosiyaninin kloroform igindeki
UV-vis spektrumlar1 (T. Torres ve calisma grubu, 2002).
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Sekil 2.9. Subftalosiyanin molekiiliinde periferal ve aksiyal konumlar.

Periferal donor ve akseptor substitiientler (Sekil 2.9) bu bantlar1 daha uzun dalga

boyuna kaydirirken, aksiyal substitiientlerin etkisi cok azdir [14].

2.2.1. Subftalosiyaninlerin Fotofiziksel Ozellikleri
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Sekil 2.10. SubPc nin benzen igindeki absorbsiyon ve floresans spektrum.

SubPc ler floresan maddelerdir (Sekil 2.10) ve kuantum verimleri ®F=0,25
olup Pc (AlIPcCl i¢cin ®F=0,58) lerin yaklasik yaris1 kadardir. Biitlin bilesiklerin
uyarilmis hal yar1 dmiirleri, Ts, 3 ns civarinda olup yine Pc lerin yarist kadardir.
Singlet-triplet enerji araligi SubPc lerde 30-40 kJ mol™, Pc lerde 50-70 kJmol™. Buna
bagli olarak SubPc lerde sistemler arasi gegis hizi ve kuantum verimi daha yiiksektir.
SubPc lerin triplet kuantum verimleri Pc lerden daha biiyiiktiir. SubPc ler ¢ok iyi

fotosensorlerdir, biiyiikk miktarda singlet oksijen, O2(1Ag) iiretirler [15].

Ftalosiyaninlerin aksine SubPcler koni yapilarindan dolayr kloroform
(CHCI3) i¢inde ImM konsantrasyonda bile agregasyon olusturmayip monomer
olarak kalirlar. Bu 6zellikleri de SubPc lerin fotosensor olarak kullanilmalari i¢in
biiyiik bir avantajdir. SubPc ler genellikle, Pc lere gore daha kararsizdirlar. Sadece

polar ¢6zgenler de daha erken bozunurlar, apolar ¢6zgenler de daha kararlidirlar [16].

2.2.2. Fotodinamik Terapi

Fotodinamik terapi, toksik olmayan bir fotosensoriin zararsiz 1sik altinda
reaktif oksijen tiirlerinin iretildigi ve bu oksijen tiirler ile hastalikli hiicrelerin
oldiiriilmesine dayanan bir tedavi yontemidir [16]. Bu tedavi yontemi genel olarak
kanserli hiicrelerin yok edilmesi i¢in kullanilmakta ve kullanilan fotosensor uygun
dalga boyunda 151k ile uyarildiginda, molekiiler oksijenin reaktif oksijen tiirlerine
doniismesine dayanir. Bu tedavi yontemi tek basina kullanildig1 gibi, kemoterapi ve

radyoterapi gibi diger tedavi yontemleri ile beraber kullanilabilir. Bu tedavinin
10
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avantaji, saglikli dokulara zarar vermemesinden dolay1r bir¢ok kez tedavi tekrar
edilebilir olmasidir. Cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyoterapi ile

karsilastirildiginda foto dinamik terapinin bir ¢ok avantaji vardir [17-19];

1. Cerrahi uygulama yapilamayan dokulara uygulanabilir;

2. Cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyoterapi i¢cin uygun olmayan hastalar i¢in
kullanilabilir;

3. Giivenli ve etkin bir sekilde yeniden kullanilabilir;

4. Bagisiklik saglamaz;

5. Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi sonrasi kullanilabilir veya bu tedavi yontemleri

ile birlikte kullanilabilir.

Fotosensoriin (PS) uygun dalga boyunda 151k ile etkilesmesi ile birlikte temel
seviyede bulunan fotosensor uyarilarak birinci uyarilmis singlet seviyeye gecer
(1PS*). Uyarilmig fotosensér bu seviyeden sistemler arasi gecis ile (intersystem
crossing, ISC) daha uzun Omiirlii olan uyarilmis triplet seviyeye gecer(3PS*). Bu
triplet uyarilmis seviyenin yarilanma émrii mikrosaniye araliindadir (genellikle >
0.5 ps) ve uyarilmis fotosensoriin etrafinda bulunan biyomolekiiller ile etkilesimi igin
yeterlidir. Uyarilmig triplet seviyedeki fotosensor enerjisini molekiiler oksijene
aktararak reaktif oksijen tiirleri denilen radikal ve singlet oksijeni meydana getirir.
Olusan singlet oksijen fotosensoriin bulundugu kanser hiicresini 6ldiiriir. Ek olarak
uyarilmig seviyedeki fotosensOr enerjisini: termal yolla (internal conversion, 1C),
fliioresans ve/veya fosforesans 1sima ile (fosforesans; uyarilmis triplet seviyeden olan
emisyon, fliioresans; uyarilmis singletten olan emisyon) vererek temel hale donebilir.
Sekil 2.11. de bir molekiiliin 151k ile uyarilmasi ve bu uyarilmig molekiiliin hangi

yollarla temel enerji seviyesine dondiigii Jablonski diyagramu ile gdsterilmistir.

11
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Sekil 2.11. Jablonski diagrami: E, eksitasyon; ISC, sistemler aras1 gegis; F, floresans;

P, fosforesans; IC, i¢ gegis.

Uyarilmig triplet enerji seviyesindeki fotosensor 2 farkli mekanizma ile
reaksiyon verebilir. 1. mekanizma, elektron transferine dayanmakta olup, reaktif
oksijen tiirlerinin olusturularak kanserli hiicrenin parcalanmasi saglanir. 2. Tip
mekanizma ise enerji transferine dayanmaktadir. Molekiiler oksijenin triplet
seviyedeki fotosensor ile etkilesimi sonucu daha reaktif olan singlet oksijen olusur.
Olusan singlet oksijen kanser hiicresiyle etkileserek onun par¢alanmasini saglar.

Ideal Fotosensor:

Fotodinamik terapide kullanilacak olan ideal bir fotosensor asagida belirtilen

Ozelliklere sahip olmalidir:

e Kimyasal olarak saf ve bilinen bir bilesime sahip olmalidir.
hedef doku tarafindan tutulmasi gerekmektedir.

o Karanlikta toksik etkisinin en az olmasi ve sadece fotoaktivasyon ile
sitotoksik olmasi.

e Yiksek fotokimyasal reaktiviteye ve yiiksek kuantum verimine sahip olan
uzun Omiirlii triplet seviyeye sahip olmasi, yeterli singlet oksijen liretmesi.

e Giiclii 151k absorblama kapasitesi ve yiiksek abasorbsiyon katsayisina sahip

olmasi.

12
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e Viicuttan hizli bir sekilde atilmasi gerekmektedir.

Subftalosiyaninler koni yapilarindan dolay: ftalosiyaninler gibi agregasyon
ozellik gostermezler ve genel ¢ozgenler igeresinde daha iyi ¢oziinilirliige sahiptirler.
Ayrica yliksek triplet ve singlet oksijen kuantum verimlerinden dolay1
subftalosyaninler, bircok foto-uygulama alaninin aranilan fotosensorleridir.
Subftlalosiyaninler floresans Ozellik gosterirler, genel olarak floresans kuantum
verimleri @F ~0.25 arliginda olup, singlet oksijen kuantum verimleri ®A ~0.2-0.7
araligindadir [3]. Bu acidan bir ¢ok subftalosiyanin tiirevi fotodinamik terapi
uygulamalarinda fotosensédr olarak kullanilmaktadir. Ornegin, aksiyal konumda fenol
ve etilen gilikol tiirevleri iceren subftalosyanin tiirevlerinin fotodinamik aktiviteleri
insan kolon kanser hiicreleri olan HepG2 (insan hepatokarsinoma) ve HT29 (Insan
kolon adenokarsinoma) hiicreleri iizerinde test edilmistir [20]. Aksiyal konumda
fenol tiirevleri iceren subftalosyanin molekiillerinin bu kanser hiicrelerini %90 a
kadar oldiirdiigii tespit edilmistir. Ayrica pozitif yiikli katyonik subftalosiyaninler
sentezlenmis ve fotoaktiviteleri nétr subftalosiyaninler ile karsilastirilmistir [21].
Katyonik subftalosiyaninlerin singlet oksijen iiretimi ve floresans kuantum verimi
gostermistir ki katyonik subftalosiyanin molekiilleri, gram-negative bakterilerinin
yok edilmesi i¢in uygun fotodinamik ajanlardir. Ayrica, Ince ve arkadaslari
tarafindan periferal konumda hidrofilik gruplar iceren tris(3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl)SubPcB(OH) sentezlenmis ve fotodinamik aktiviteleri gram negative
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) ve gram positif (Staphylococus aureus,
Enterococcus faecalis) bakteriler iizerinde test edilmistir [22]. Beklendigi gibi,
karanlik ortamda hidrofilik subftalosiyanin fotoaktivesinin olmadigi gdézlenmistir.
Subftalosiyanin molekiiliiniin 1s1kla uyarilmasi sonucunda, iiretilen singlet oksijene
bagli olarak Ozellikle gram positif bakteriler tizerinde 6nemli bir fotodinamik etki

gosterdigi tespit edilmistir.

13
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2.3 TEZIN AMACI

Bu yiiksek lisans tez ¢alismamizda, yeni subftalosiyaninler sentezlenecek,
fotofiziksel Ozellikleri arastirilacak ve yapi tayinleri yapilacaktir. Bu amaglar igin
oncelikle farkli ftalonitril tiirevleri sentezlenerek, yapilar1 aydmnlatilacak ve SubPc
lerin hazirlanmasinda baglangi¢c materyalleri olarak kullanilacaktir. Sentezlenen yeni
bilesiklerin yapilar1 ve saflik derecleri ¢esitli spektral tekniklerle ortaya
cikarilacaktir. Calismanin uygulama asamasinda, elde edilen SubPc tiirevlerinin
EMT6 sigan meme tiimorii lizerinde in vitro sitotoksik potansiyelleri karsilastirilarak
kemoterapi etkinligine sahip olup olmadiklar1 ortaya konulacaktir. Ayrica yeni
molekiillerin singlet okisjen tlretim kapasiteleri tespit edilip, fotodinamik terapi

uygulamalarinda kullanilabilecek fotosensor potansiyelleri incelenecektir.

2.4. TEZIN ONEMI

Ftalosiyaninler ve tiirevleri olan subftalosiyaninler yiiksek 1s1ik absorblama
kapasitelerinden dolay1 opto-elektronik sistemlerde kullanilan ideal foto aktif
bilesenlerdir. Ftalosiyaninler goriiniir ve yakin infrared bolgede gii¢lii absorbsiyon
yapmalarma karsin, bu molekiiller giiclii n-n etkilesimlerinden dolay1 genel organik
coziiciiler iceresinde agregasyon oOzellik gosterirler. Fotosensor olarak kullanilan
molekiiliin agregasyon 6zelligi bu molekiillerin kullanim alanmi etkileyen en 6nemli
parametrelerden birsisidir. Genellikle, agregasyon, molekiiliin 151k absorblayarak
uyarilmasindan sonra molekiiliin 1s1masiz gegisler ile temel enerji seviyesine
donmesini saglar. Bu durum ise uyarilmig yar1 6mriin kisalmasina, singlet oksijen
veriminin diigmesine ve buna bagh olarak ta fotodinamik aktivitenin azalmasina ya
da tamamen yok olmasimna sebep olur [23,24]. Bu baglamda, subftalosiyaninler,
organik c¢cozgenlerde agregasyon gostermemeleri ve giiclii 151k absorblama
kapasitelerinden dolay1 fotodinamik terapi uygulamalar1 i¢in dikkat c¢ekici
molekiillerdir. Benzer tiirde subftalosiyaninlerin sitotoksik etkileri oldugu literatiirde
mevcuttur [6]. Bu nedenle bu sentez iiriinlerinin sitotoksitelerinin tespiti yeni bir
kemoterapi ajan1 olma yolundaki ilk basamak olarak degerlendirilebilecegi gibi

yapilacak ileri ¢aligmalar i¢in toksit dozun tespit edilmesi 6nem arz etmektedir. Bu
14
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tez calismasindan agregasyon Ozellik goOstermeyen yeni subftalosiyaninlerin
sentezlenmesi, yap1 tayini ve sitotoksitesinin saptanmasi i¢in sigan ve insan meme
timorii hiicrelerinde deneyler yapilacaktir. Ayrica, elde edilen yeni SubPc
tiirevlerinin singlet oksijen iiretim kapasitesi tespit edilecek olup, bu sayede
molekiillerin fotodinamik terapi uygulamalarinda fotosensor olarak kullanilma
potansiylleri belirlenmis olacaktir. Deneyler sonucunda subftalosiyaninlerin toksik
dozlar1 karsilastirilarak in vitro olarak kemoterapi etkinligi ve singlet oksijen iiretim
kapasiteleri saptanacaktir. Bu malzemelerin daha kontrollii ve maliyeti diisiik
yontemlerle sentezlenmesi bakimindan bilimsel kaynak olusturacaktir. Molekiillerin
saptanan sitotoksik degerleri ve singlet oksijen liretim potansiyelleri referans alinarak
calismanin ilerleyen asamalarinda subftalosiyaninlerin  fotodinamik terapi

uygulamalarida gercgeklestirilebilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Biitiin kimyasallar Sigma-Aldrich’den satin alind1 ve daha fazla saflastiriimadan
kullanildi. Kolon kromotgrafisinde Merck-60 marka (230-400 mesh, 60 Ao) silika
jel, TLC i¢inde aliiminyum kagit iizerine kaplanmis silika jel 60 F254 (E.Merck)
kullanilds. in vitro galismalar igin elde edilen subftalosiyanin tiirevlerinin Sitotoksisit

etkileri EMT6 sican meme tiimorii ticari hiicre hatlar1 kullanilmastir.

3.1.2. Kullanilan Cihazla

Sentezlenen molekiillerin IR analizleri Perkin Elmer Spectrum BX, FTIR
spektrofotometre ile NMR analizleri ise Varian AS 400 Mercury, 1H-NMR (400
MHz), ile oda sicakliginda (2980K) vyapildi. Maddelerin spektrofotometrik
ozellikleri, Specord500 UV-VIS Spektrofotometre ile incelendi. Elde edilen
subftalosiyanin tiirevlerinin sitotoksisit etkileri EMT-6 sican meme tiimorii tizerinde
incelenmistir. Molekiillerin singlet oksijen tiretim kapasiteleri i¢gin 300 W lik ksenon

lamba ve Jenger Glaswerk Schott & Gen. Mainz OG 515 filtre kullanildi.

3.2 YONTEM

3.2.1. Subftalosiyanin Tiirevlerinin Sentezi

Bu tez calismasinda aksiyal ve periferal konumda farkli fonksiyonel gruplar
iceren 3 farkli subftalosiyanin tiirevi sentezlenmistir. Periferal konum icin farkl
ozelliklere sahip gruplar se¢ilmistir. Bunlar asagidaki amaclara gore tercih edilmistir:
4-tert butil benzotiyol: tiyol gruplarmin elektron donor etkisi ile absorbsiyonun uzun

dalga boyuna kaydirilmasi
16
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2,6 difenil fenol: bu gruplarin hacimli yapilar1 sayesinde muhtemel olusabilecek
agregasyonun en aza indirilmesi

2,6 diisopropil fenol: bu gruplarinda hacimli yapilar1 sayesinde muhtemel
olusabilecek agregasyonun en aza indirilmesi ile birlikte isopropil gruplar ile

¢Oziiniirligiin arttirilmasi.

k. D P:Q
Q&ﬁ

g
g
¢
@a

Sekil 3.1. Sentezlenen farkli fonsiyonel gruplar iceren subftalosiyaninlerin molekiiler

yapisL.

Elde edilen biitiin bilesiklerin kimyasal yapilar1 ve saflik dereceleri, 1H-NMR, IR ve

UV-Vis absorpsiyon analizleri ile kanitlanacaktir.

3.2.1.1. SubPc lerin sentezinde kullanilan baslangic maddelerinin sentezi.

1,1":4" 1"-terfenil-4-ol (1) sentezi:

1,1":4' 1"-terfenil-4-ol (1) literatiirde belirtilen prosediire gore sentezlenmistir. (Sekil
3.2).

17
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/OH Pd(PPh3)4’ Na2003
HO Br + B - HO
OH DME, 80 C, 1 gece

1

Sekil 3.2. 1,1":4' 1"-terfenil-4-ol (1) bilesiginin sentezi.

4-bromo-4'-hidroksibifenil (200 mg, 0.8 mmol), fenil boronik asit (133 mg, 1.09
mmol), tetrakis(trifenilfosfine) palladyum(0) (50 mg, 0.04 mmol) and Na2CO3 (2
mL of a2 N) dimetoksietan igerisinde (10 mL) azot atmosferi altinda 80 °C bir gece
karistirilir. Elde edilen siispansiyon oda sicakligma sogutulur ve 1 N NH4Cl ¢6zeltisi
(100 mL) i¢ine eklenir. Karigim etilasetat ile ektrakte edilir ve organik faz Na2SO4
ile kurutulur ve ¢dzgen evapore edilir. Ham iiriin etanol ile kristallendirilerek
saflandirilir %55 verimle 108 mg madde elde edilir. IR (KBr): v = 3387, 3033, 2360,
1608, 1509, 1454, 1402, 1373, 1263, 1002, 822 cm-1. 1H NMR (CDCI3, 300 MHz):
7.69 (d, J =4 Hz, 6H), 7.53 (d, J = 9 Hz, 2H), 7.45 (t, J = 7 Hz, 2H), 7.22 (t, J =
7 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 9 Hz, 2H), 4.75 (s, 1H).

4 5-Dikloro ftalonitril Sentezi

4,5 dikloro ftalonitril (5) literatiirde belirtilen prosediire gore sentezlenmistir (Sekil
3.3) [25].

O o

Cl

cl COOH Cl

al COOH reflux, 5 saat cl 200 C, 3 saat Cl

2 (@] 8 ©
Cl CN
NH,OH cl CONH, SOCl, DMF R :@:
- e o
0.S., 48 saat 4 2 0.s., 12 saat 5

Sekil 3.3. 4,5-Dikloro ftalonitril Sentezi.

4 5- Dikloro Ftalikanhidrit (2)

18
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Asetik anhidrit (2.5 ml) ve 4,5-dikloroftalik asit (1.5 g, 6.4 mmol) reflux altinda
165 oC sicaklikta ve 5 saat boyunca karigmaya birakildi. 5 saat sonunda
reaksiyondan kalan fazla asetik asit ortamdan vakum distilasyonu ile uzaklastirildi.
30 ml petrol eteri eklenerek oda sicakliginda 12 saat karigmaya birakildi. 12 saatin
sonunda madde petrol eteri ile yikand1 ve siiziildii. Bej renkli 4 5- dikloroftalik asit
(2.24 gr,5.7 mmol) %89 verim ile elde edildi. 1H NMR (CDCI3, 300 MHz): 6 (ppm)
=8.1(s, 2H)

4, 5-Dikloroftalimid (3)

4,5-dikloroftalik anhidrit (2) (1.24 gr,5.7 mmol) ve formamit (3 ml) karisimi 200 oC
sicaklikta 3 saat karigmaya birakildi. Karigim oda sicakligina sogutultu ve olusan kat1
su ile yikanarak siiziildi. Bej renkli 4, 5-dikloroftalimide (1.21 gr,5.6 mmol) 98 %
verim ile elde edildi. 1H NMR (CDCI3, 400 MHz): & (ppm)= 8.1 (s, 2H).

4, 5-Dikloroftalamid (4)

4, 5-Dikloroftalimid (1.21 gr,5.6 mmol) ve 25 % amonyum hidroksit soliisyonu (18
ml) oda sicakhiginda 24 saat karigmaya birakildi. 24 saat sonra, 33 % amonyum
hidroksit soliisyonu (8ml) daha eklenerek yine oda sicakliginda ve 24 saat karigmaya
birakildi. Elde edilen beyaz kat1 su ile yikanarak siiziildii. 4, 5-dikloroftalamid (828
mg,3.55 mmol) % 63.4 verimle elde edildi. 1H NMR (CDCI3, 400 MHz): 6 (ppm) =
7.9 (s, br, 2H, NH2), 7.7 (s, 2H, H-3, H-6), 7.4 (s, br, 2H, NH2).

4, 5-Dikloroftalonitril (5)

Tiyoniil kloriir (3 ml) ve kuru DMF (6 ml) soliisyonu 0 oC’de ve azot altinda 2 saat
karigmaya birakildi. 2 saatin sonunda 4, 5-ftalamid (828 mg,3.55 mmol) bu karisima
eklendi ve oda sicakliginda 12 saat karigmaya devam etti. 12 saat sonra 100 ml buz
icine madde dokiildii ve 10-15 dakika daha karismaya birakildi. Daha sonra bu

karigim su ile yikanarak siiziildii. Elde edilen bu kat1 metanol ile kristallendirildi. 4,5-
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dikloroftalonitril bej renkli kat1 halinde (559.5 mg,2.84 mmol) % 80 verimle elde
edildi. 1H NMR (CDCI3, 400 MHz): 6 (ppm) = 7.9 (s, 2H).

2,6-Difenilfenol ftalonitril (6) Sentezi

2,6-Difenilfenol ftalonitril (2) literatiirde belirtilen prosediire gore sentezlenmistir

(Sekil3.4) [26].
O Ph ; Ph
T OO = 1L
+ >
CIIICN OH DMF, 90 C 0 CN
overnight Ph Ph

5 6

Sekil 3.4. Difenilfenol ftalonitril (6) Sentezi.

2,6-Difenilfenol (1.88 g, 7.5 mmol), 4,5-dikloroftalonitril (0.5 g, 2.5 mmol), K2CO3
(3.5 g, 25.0 mmol) kuru DMF (5 mL) icerisindeat 100 oC azot atmosferi altinda 36
saat karistirilir. Reaksiyon karigimi 50 ml su igerisine dokiiliir ve sulu faz 3 x 50 mL
CH2CI2 ile ekstrakte edilir. Organik faz MgSO4 ile kurutulur ve ¢dzgen evapore
edilir. Elde edilen kati silika jel kolon kromotografisi ile CH2CI2 kullanilarak
saflandirilir. Metanol ile kristallendirilerek 600 mg madde %46 verim ile elde edilir.
1H NMR (CDCI3, 400 MHz): 6 (ppm) = 7.44 (s, 6H,ArH), 7.41 (d, 8H, J = 8.0 Hz,
ArH), 7.14 (4H,t,J=7.6 Hz, ArH), 7.04 (8H, t, J = 7.6 Hz, ArH), 6.20 (2H, s, ArH).

2,6-Diisopropilfenoksi ftalonitril (7) Sentezi

2,6-Difenilfenol ftalonitril (2) literatiirde belirtilen prosediire gore sentezlenmisti
(Sekil 3.5) [26].
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:@i * OH

DMF, 90 C o] CN
Cl CN overnight

Sekil 3.5. 2,6-Diisopropilfenoksi ftalonitril (7) Sentezi.

2,6-Di-isopropilphenol (2.2 g, 12.5 mmol), 4,5-dikloroftalonitril (1 g, 5.07 mmol),
K2CO3 (3 g, 21.7 mmol) kuru DMF (5 mL) igerisinde 100 oC azot atmosferi altinda
24 saat karigtirilir. Reaksiyon karigimi 50 ml su igerisine dokiiliir ve sulu faz 3 x 50
mL CH2CI2 ile ekstrakte edilir. Organik faz MgSO4 ile kurutulur ve ¢6zgen evapore
edilir. Metanol ile kristallendirilerek 1.2 g bilesik 7 %70 verim ile elde edilir. 1H
NMR (CDCI3, 400 MHz): & (ppm) =7.25 (m, 6H, Ar-H), 6.70 (s, 2H, Pc Ar-H), 2.88
(m,4H), 1.20 (d, 12H), 1.10 (d, 12H).

4-(4-tert-butylphenylthio) ftalonitril (8) Sentezi

4-(4-tert- butilfenilltio) ftalonitril (8) sentezi literatiirde verilen yontemin modifiye

edilmesi ile gergeklestirlmistir (Sekil 3.6) [29].

s 4 e )

0.S., 12 Saat
8

Sekil 3.6. 4-(4-tert- butilfeniltio) ftalonitril (8) Sentezi.

520 mg (3 mmol) 4-nitroftalonitril, 3 mmol of 4-tersiyerbutilbenzotiol ve 455 mg
(4.5 mmol) K2CO3, 10 mL DMSO igerisinde azot atmosferi altinda 12 saat oda

sicakliginda karistirilir. Karigim 100 ml su i¢ine dokiiliir ve CH2CI2 ile ekstrakte
21
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edilir. Organik faz Na2SO4 ile kurutulur ve ¢bzgen evapore edilir. Ham iiriin
metanolde kristallendirilerek, %80 verimle beyaz kati elde edilir. IH-NMR (CDCIS3,
400 MHz,): 8 (ppm) = 7.2-7.4 (m, 3H), 7.42-7.60 (m, 4H), 1.44 (s, 9H).

3.2.1.2. Subftalosiyanin Sentezi

1,1":4'1"-terfeniloksi(-2(3),9(10),16(17) - tris(4-tert-butiltiofenoksi)
(subftalosiyanin) boron(l11) (9)

SubPc (9) Sekil 3.7 de belirtilen prosediire gore sentezlenmistir.

)<©\ /@ECN i. BCly/p-xylene NN /\,
- | 4 |
87
N
s CN N
. NS

8
1 S

Sekil 3.7. SubPc (9) sentezi.

4-(4-tert-butilfeniltio) ftalonitril (8) (100 mg, 0.34 mmol) ve BCI3 (0.34 ml, 1 M p-
ksilen ¢ozeltisi) azot atmosferi altinda 150 C de 4 saat karistirilir. Karisim oda
sicakhigina sogutulduktan sonra ¢6zgen evapore edilir. Elde edilen kat1 kuru toluen (4
ml) i¢inde ¢Oziiniir ve 1,1":4',1"-terfenil-4-ol (1) (250 mg, 1.02 mmol) eklenerek azot
atmosferi altinda 110 C de 3 saat karistirilir. Cozgen evapore edilir. Elde edilen kati
Hexan/Dioxan (8:1) ¢dzgen karisimi kullanarak silika jel kolon kromotografisinde
saflandirilir. %36 verimle 54 mg, 0.04 mmol kirmizi renkli saf madde elde edilir.
1H-NMR (CDCI3, 400 MHz,): 6 (ppm) = 8.6-8.5 (m, 3H), 7.75-7.69 (m, 3H), 7.65-
7.38 (m, 24H), 7.04 (d, J=8, 2H), 5.44 (d, J=8, 2H), 1.37 (s, 27H). IR (ATR): v, cm-
1: 2954, 2921, 2851, 1730, 1603, 1483, 1459, 1258, 1180, 1055, 824, 765, 699, 560.
UV-vis (CHCI3): Amax, nm (log €) 585 (4.83), 532 (4.39), 368 (4.4).
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Sekil 3.8. SubPc 9 bilesiginin 1H-NMR spektrumu( CDCI3).
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T T T 1
300 400 500 600 700
Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.9. SubPc 9 molekiiliiniin CHCI3 i¢indeki UV/Vis absorbsiyon spektrumu (k:
1X10-5 M).

4’-Tert-butilfenoksi(-2,3,9,10,16,17-hekza(2,6-difenilfenoksi)-
subftalosiyanin)boron(l11) (10)

SubPc (10) Sekil 3.10 da belirtilen prosediire gore sentezlenmistir.
23



Harputlu E. 2014. Yeni Tiir Makrohalkali Yapilarin Sentezi ve Kanser Tedavi Potansiyelinin in vitro Saptanmas, Yiiksek Lisans

Tezi, Mersin Universitesi.

5,0 O Ph
Ph
| aVaVas
Ph o:@iCN i. BCly/p-ksilen oh ’\f ',\I/IN
- B
N 1y,
Ph 0 CN i. tert-butitfenol g\ N Ph
Itoluene 7 0 SN o
.wPh Ph h

Sekil 3.10. SubPc (10) sentezi.

2,6 difenilfenol ftalonitril (6) (150 mg, 0.24 mmol) ve BCI3 (0.25 ml, 1 M p-ksilen
coOzeltisi) azot atmosferi altinda 150 C de 4 saat karistirilir. Karisim oda sicakligina
sogutulduktan sonra ¢6zgen evapore edilir. Elde edilen kat1 kuru toluen (4 ml) iginde
¢oziiniir ve 4-tertbutilfenol (180 mg, 1.2 mmol) eklenerek azot atmosferi altinda 110
C de 3 saat karistirilir. Cozgen evapore edilir. Elde edilen kat1 diklorometan/hekzan
(3:1) ¢ozgen karisimi kullanarak silika jel kolon kromotografisinde saflandirilir. %25
verimle 42 mg, 0,02 mmol kirmizi renkli saf madde elde edilir. 1H-NMR (CDCI3,
400 MHz,): & (ppm) = 7.47 (s, 18H), 7.45-7.36 (m, 25H), 7.12 (s, 6H), 6.67 (br.s.
35H), 6.54 (d, J=8, 2H), 4.79 (d, J=8, 2H), 1.04 (s, 9H). IR (ATR): v, cm-1: 2921,
2850, 1733, 1611, 1553, 1497, 1455, 1412, 1274, 1195, 1150, 826, 762. UV-vis
(CHCI3): Amax, nm (log €) 579 (5.07), 534 (4.58), 372 (4.68).
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Sekil 3.11. SubPc 10 bilesiginin 1H-NMR spektrumu( CDCI3).
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Sekil 3.12. SubPc 10 molekiiliiniin CHCI3 igindeki UV/Vis absorbsiyon spektrumu
(k: 1X10-5 M).

4’-Tert-butylphenoxy(-2,3,9,10,16,17-hekza(2,6-isopropilfenoksi)-
subftalosiyanin)boron(l11) (11)

SubPc 11 Sekil 3.13 de belirtilen prosediire gore sentezlenmistir.
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2,6 diisopropilfenol ftalonitril (7) (100 mg, 0.2 mmol) ve BCI3 (0.2 ml, 1 M p-ksilen

Tezi, Mersin Universitesi.

Sekil 3.13. SubPc 11 sentezi.

¢oOzeltisi) azot atmosferi altinda 150 C de 4 saat karistirilir. Karisim oda sicakligina
sogutulduktan sonra ¢6zgen evapore edilir. Elde edilen kat1 kuru toluen (4 ml) iginde
¢Oziinilir ve 4-tertbutilfenol (150 mg, 1 mmol) eklenerek azot atmosferi altinda 110 C
de 3 saat karstirilir. Cozgen evapore edilir. Elde edilen kat1 diklorometan/hekzan
(1:2) ¢6zgen karisimi kullanarak silika jel kolon kromotografisinde saflandirilir. %33
verimle 39 mg, 0,02 mmol kirmizi renkli saf madde elde edilir. IH-NMR (CDCI3,
400 MHz,): 8 (ppm) = 7.67 (s, 6H), 7.4-7.3 (m, 12H), 7.3-7.2 (m, 6H), 6.64 (d, J=8,
2H), 5.10 (d, J=8, 2H), 3.4-3.3 (m, 6H), 2.8-2.7 (m, 6H), 1.3-1.2 (m, 72H), 0.9 (s,
9H). IR (ATR): v, cm-1: 2950, 2921, 2851, 1726, 1698, 1610, 1553, 1462, 1438,
1383, 1328, 1276, 1183, 1131, 1054, 826, 762. UV-vis (CHCI3): Amax, nm (log &)
572 (4.85), 527 (4.38), 371 (4.51).
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Sekil 3.14. SubPc 11 bilesiginin 1H-NMR spektrumu( CDCI3).
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Sekil 3.15. SubPc 11 molekiiliiniin CHCI3 igindeki UV/Vis absorbsiyon spektrumu
(k: 1X10-5 M).

3.2.2. Fotodinamik Terapi Ile Tiimorlii Hiicrelerin Yok Edilmesi

Fotodinamik terapide deki Onemli unsur 131k absorpsiyonu Ve enerji

transferidir. Temel haldeki fotosensoriin (Ps) molekiiler orbitallerinde ters spinli
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olarak yerlesmis iki elektrona sahiptir ve bu duruma singlet hal denmektedir. Isiga
duyarli olan fotosensor (Ps) “iin iki elektronundan birisi 151k ‘a maruz birakildiginda
temel halden daha iist bir mertebeye yani singlet enerji seviyesine uyarilir. Bu singlet
hali oldukca kisa 6miirliidiir ve sahip oldugu enerji ortama birincisi floresans yaparak
ve Ps’ler arasinda (sistemler arasi) gecis yaparak ortama verir. Ps sistemler arasi
gecisle nispeten daha uzun Omiire sahip triplet halidir ki buda enerji doniistimiinde
iki tip reaksiyon mekanizmasindan birini izleyerek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumunu saglar [28]. Tip-l1 reaksiyonunda PS direkt olarak substratla
etkilesmektedir ve bu etkilesim sonucunda PS’ten substrata bir elektron ya da bir
proton transferiyle radikalik anyon ve radikalik katyon olusmaktadir. Olusan bu
radikalik anyon ve radikalik katyonlar hidroksil radikali (OH), siiperoksit anyonu(-
0,), ya da peroksit (H,O,) gibi reaktif oksijen tiirleri olusturmak tizere oksjenle
reaksiyona girerler. Tip-II reaksiyonunda PS dogrudan dogada triplet halde bulunan

oksijen molekiilii ile etkileserek uyarilmis singlet oksijen tiretmektedir.

Bu iki tip reaksiyon ayni zamanda gerceklesmekte ve reaksiyonlarin orani
kullanilan PS’in yapisina, ortamdaki oksijen derisimine, substrat (hiicre zar1 veya
molekiil) konsantrasyonuna ve PS’in substrata baglanma derecesine bagli olarak
degismektedir. ROS’un yiiksek reaktivitesi ve kisa Omiirlii olmasi nedeniyle
yalnizca ROS’un iiretildigi bolgeye ¢ok yakin hiicreler (PS’in lokalize oldugu bolge)
hasar gormektedir. Singlet oksijenin biyolojik sistemlerdeki yasam omrii <0.04 s
ve bun nedenle etkinlik yarigap1 <0.02 pm’dir (11). Fotodinamik terapinin dokuda
yaratti@1 hasar miktar1 pek ¢ok degiskene baghidir. Bunlar kullanilan PS’in tiirt,
hiicre i¢i ve hiicre disindaki lokalizasyonu, alinan toplam doz miktar1 ve 1s18a maruz
kalinan siire, kullanilan 15181n siddeti, oksijenin derisimi, 15181n uygulanmasi ile PS’in

almmmasi arasindaki siiredir.

PDT’yi canli dokularda uygulayabilmek i¢in belli dalga boyundaki 1s181n
yeterli miktarda hedef dokuya iletilmesi gerekmektedir. Isik-doku etkilesmesinde
kullanilan 1518m dalga boyu ve dokunun yapisina bagh olarak 151k ya absorblanir
veya sacilir. Absorbsiyon viicutta bulunan hemoglobin, miyoglobin ve sitokrom gibi

kromoforlardan kaynaklanmaktadir. 2A PDT’de kullanilan 15181n dalga boyu PS’in
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maksimum absorbsiyon yaptigi dalga boyu araligiyla eslesmelidir [29]. PS’ler
genelikle floresan 6zellik gostermektedir ve bu 6zellik onlarin optik goriintiilemede
kullanilmalarma imkan saglamaktadir. Boylece 1518in hedef dokudaki PS’lere
iletiminin saglandig1 gozlemlenebilmekte ve daha etkin bir bicimde PDT

uygulanabilmektedir.

PDT uygulamasinda PS’in tiimorlii dokuya gecmesi ve orada yigilma
yapmasi gerekmektedir. PS hiicre zarinda ve hiicre temek kisimlarinda
(organellerinde) tutulum gostermektedir. PS’nin hiicre i¢ine alinmasi farkli yollarla
gerceklesmektedir ve PS’nin net iyonik yiikiine, hidrofilik veya hidrofobik
ozelliklerine ve asimetriklik derecesine bagli olmaktadir. Ornegin, hidrofobik ve -
2’den daha az negatif yiikke sahip PS’ler plazma zarmdan iceriye diflizlenerek
girebilmektedir ancak hidrofilik 6zellikteki PS’ler hiizcre icine hiicre zarmin ige
dogru bir cep olusturmasiyla alinmaktadwr [30] PS’in kanserli hiicredeki
kiimiilasyonu PDT etkinligi agisindan onemlidir ¢linkii olusan ROS’lar kisa omiirli

oldugundan sadece yakin ¢evresindeki dokulara etki etmektedirler.

PDT’nin tiimor iizerindeki etkisi ti¢ farkli mekanizma {izerinden gergeklesir
[30,31]. ilkinde PDT tarafindan iiretilen ROS’lar tiimdr hiicrelerine dogrudan etki
ederek hiicre oliimiine yol acgabilmektedir [32]. Ikinci mekanizma PDT tiimor
cevresindeki tlimore besin ve oksijen tasiyan damarl yapiya zarar verir ve besin ve
oksijen yoksunlugundan tiimoriin yikimi saglanmaktadir. Son mekanizmada ise PDT
sayesinde tiimorli dokuda akut inflamasyon ve sitokinlerin saliimi gergeklestirilir
ve bagisiklik sisteminden bir tepki olusturulur boylece 16kositler tlimorii diisman
olarak goriir ve tiimor hiicreleri yok edilir [28,33]. Daha once yapilan bir ¢alismada
(Barbara Henderson ve arkd. 1989) bir fibrosarcoma fare modelinde Photofrin-
temelli PDT (Photofrin bir photosensitizerdir)’nin vaskiiler tikanmaya sebep

oldugunu gézlemlemislerdir boylece tiimdre oksijen iletimi de engellenmistir.

3.2.3. In Vitro Sitotoksitenin Tespit
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Elde edilen subftalosiyanin tiirevlerinin in vitro ¢aligmalarda sitotoksit etkisi

EMT-6 sigan meme tiimorii iizerinde incelenmistir.

EMT-6 hiicre hatt1 %10’luk FBS igeren besi ortaminda ¢ogaltilmistir. 3
pasaj sayisindan sonra hiicreler calisma grubu olusturmak igin 96’lik platelere
ekilmistir. Kuyucuk basina yaklasik 105 hiicre 200 ul besiyer ile ekilmis ve ylizeye

tutunmalar1 i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmistur.

IC50 dozunu (canlt hiicrelerin %50’sini 6ldiiren doz) hesaplayabilmek igin
SubPc 9, SubPc 10 ve SubPc 11 maddeleri 5, 10, 20, 40 ve 80 uM olarak degisik
konsantrasyonlarda hazirlanmislardir. Bir giin inkiibasyon siiresinden sonra
hiicrelerin tizerindeki besiyer alinmis ve degisik konsantrasyonlarda ki maddeler 200
pl olarak hiicrelerin iistline eklenmistir. [C50dozunu belirlemek i¢cin 24 ve 48 saat
inkiibasyon siireleri belirlenmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda plateler icin
hazirlanan XTT kiti hiicrelerin iistiine 50 pul olarak uygulanmistir. 3 saat inkiibasyon
sonunda plateler mikroplate okuyucu ile okunmus ve kuyucuklardaki canli hiicre %

orani kontrole gore belirlenmistir.

3.2.4. Subftalosiyanin molekiillerinin Singlet Oksijen Kapasitelerinin Tespiti

Molekiillerin singlet okisjen iiretim kapasiteleri, singlet oksijen tuzagi
olarak kullanilan 1,3-difenil-iso-benzofuran (DPBF) maddesinin fotodegradasyonu
ile tespit edildi. Ol¢iimler her bir molekiil i¢in ii¢ kez tekrarlanmistir ve elde edilen
veriler bu li¢ deneyin ortalama bir degerini temsil eder. Molekiillerin singlet okisjen
iretim kapasiteleri DMSO ¢ozeltisi i¢inde gergeklestirildi. Singlet oksijen tayini
calismalarinda 151k kaynagi olarak 300 W lik ksenon lamba ve 515 nm altindaki 151k
etkisini ve sicaklik etkisini engellmek igin Jenger Glaswerk Schott & Gen. Mainz
OG 515 filtre kullanilmustir. Singlet oksijen dl¢timleri i¢in hazirlanan deney diizenegi

sekil 3.16 da gosterilmistir.
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Sekil 3.16. Singlet oksijen 6l¢iimleri i¢in hazirlanan deney diizenegi.

Olgiimler igin, 1,3-difenil-iso-benzofuran (DPBF) maddesinin DMSO iginde
absorbans degeri yaklasik olarak 1 olan ¢dzeltisi ve subftalosiyanin molekiillerinin
DMSO igersinde absorbans degeri 0.1 olan ¢ozeltileri hazirlandi. 2ml DPBF ¢ozeltisi
UV Kkiiveti konulup yaklasik 1 dakika hava gecirilidikten sonra absorbansi 6l¢iildii.
SubPc molekiilii DPBF ¢ozeltisi icine eklenip karistirildi ve ksenon lamba altinda
1stmaya birakildi. Isima ile birlikte singlet okisjen tuzak maddesi olan 1,3-difenil-iso-
benzofuran (DPBF)’in 419 nm de ki absorbans degisimi yaklagik 15 sn araliklar ile
izlendi. Olgiimler her bir subftalosiyanin molekiilii i¢in ii¢c kez tekrarland1. Olgiimler
sonucunda DPBF nin absorbsiyonunda singlet oksijen olusumuna bagli olarak
azalma goriliirken, subftalosyaninlerin Q band absorbsiyonun degismedigi
goriilmiistiir. Bu sonug subftalosiyaninlerin 6l¢iimler boyunca kararli kalmasmi ve

bozulmadigini gostermektedir.
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4. TARTISMA VE BULGULAR

Elde edilen SubPc tiirevlerinin etkinlik 6l¢iitii hiicrelerin %50 sini 6ldiiren

inhibitor konsantrasyon 50 (IC50) degerleri hesaplandi.
4.1. Sitotoksisite Analizi (XTT)

SubPc 9 maddesi i¢in;

Kontrol grubundaki canlilik oran1 %100 olarak kabul edildiginde 24 saat inkiibasyon
sonrasinda 40 uM madde eklenen kuyucuklardaki canlilik oraninin % 53’e diistiigi
gorilmiistiir. Bununla birlikte 80 uM madde eklenen kuyucuklardaki canlilik orani
oldukca azalmistir (%35) (Sekil 4.1). 48 saat inkiibasyon sonundaki canlilik
oranlarina bakildiginda 20 pM’daki canlilik oraninin % 52 oldugu goriilmektedir ve
80 uM’da bu oran %32’e diismiistiir (Sekil 4.2). Bu durumda IC50 degeri 24 saatte
40 uM iken 48 saat sonunda 20 uM oldugu tespit edilmistir.

120 -+

20 -
60 -
40
) l
o

Kontrol 10 pm 20 M 40 ph

2

Hiicre Canhhk Oram (34)

Sekil 4.1. 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre canlilik orani.
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Sekil 4.2. 48 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre canlilik orana.

SubPc 10 maddesi igin;

Kontrol grubundaki canlilik oran1 % 100 olarak alindiginda 24 saat sonunda 40 uM
ve 80 uM madde eklenen kuyucuklardaki canlilik orami swrasiyla % 54 ve % 29
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.3). 48 saat inkiibasyan sonundaki sonuglara
bakildiginda 5 uM ve 10 uM kuyucuklardaki canlilik oranlar1 % 76 ve %52 iken bu
oranmn 20 uM’da birden % 27’ye diistiigli goriilmektedir (Sekil 4.4). Bu durumda, 24
saatteki IC50 degeri 40 uM iken 48 saat sonundaki IC50 degeri 10 uM olarak tespit

edilmistir.
120
100 -
£
g 80 1
o
(=]
£ 60 -
e
3
g€ 40 -
3
x
20 -
0 -
Kontrol 10 uM 20 UM 40 uM 80 uM

Sekil 4.3. 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre canlilik oranu.
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Sekil 4.4. 48 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre canlilik orani.

SubPc 11 maddesi i¢in;

Kontrol grubundaki canlilik orant % 100 olarak alindiginda 24 saat inkiibasyon
sonunda 5 pM kuyucuklardaki canlilik oraninin % 49’a diistiigii goriilmiistiir (Sekil
4.5). 48 saat sonunda 5 pM kuyucuklardaki canlilik orami % 47 olarak
hesaplanmistir. Bu durumda 24 ve 48 saatlerdeki IC50 degerinin 5 uM oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.6).
120 -

.I“in

Kontrol 10 um 20 uM 80 uM

Hiicre Canliik Oram (%)
3 oE @ B

N
(=]
[l

Sekil 4.5. 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre canlilik oranu.
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Sekil 4.6. 48 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre canlilik orana.

4.2. Singlet Okisjen Uretim Potansiyelleri:

Suftalosiyanin molekiillerinin, foto dinamik terapi uygulamarmin en 6nemli
fototoksik tiirii olan singlet oksijen iiretim kapasiteleri, singlet oksijen igin tuzak
madde olarak kullanilan 1,3-difenil-iso-benzofuran molekiiliiniin, 1s1k altinda

subftalosiyaninlerin etkisi ile absorbas degerinin azalmasi ile saptandi.

SubPc 9 molekiilii igin:

Subpc 9 molekiiliiniin singlet okisjen tiretim kapasitesi, DPBF molekiiliiniin
419 nm deki absorbans degisiimi her 15 sn de 1s1ma yapilarak izlenerek tespit edildi
(Sekil 4.7). Sekil 4.7 de goriildigi gibi DPBF nin absorbans degeri ve ¢ozeltiye
SubPc ekledikten sonra karanlik ortamda (1s1ma yapilmadan) hi¢ bir degisiklige
ugramamistir (DPBF+SubPc-0). Baska bir deyisle, SubPc molekiilii karanlikta (1s1ma
yapilmadan) singlet okisjen {iretmemekte ve buna bagli olarak ta DPBF nin
absorbans degerinde herhangi bir degisiklik gdzlenmemektedir. Ote yandan 15 sn
araliklarla yapilan 1s1malar sonucunda DPBF nin absorabans degerinde belirgin bir
azalma goziilmiistiir. Bununla birlikte DPBF absorbansinda azalma olurken, singlet
oksijen iirtetimi saglayan SubPc molekeliiniin 585 nm deki absorbansinda hernagi bir
degisim gdzlenmemistir (Sekil 4.8). DPBF nin absorbans azalma egilimi Sekil 4.9 da

gosterilmistir.
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§ 1 —— DPBF+SubPc -60 sn
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< L%
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Sekil 4.7. Isik altinda DPBF nin SubPc 9 varliginda, absorbansindaki degisim grafigi.

0,09

Absorbans

0,06

T T T
540 600
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.8. Singlet oksijen Ol¢limii esnasinda SubPc 9 absorbansindaki degisim

grafigi.
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Sekil 4.9. Singlet oksijen 6l¢iimii esnasinda DPBF nin absorbans azalma egilimi.

SubPc 10 molekiili i¢in:

SubPc 10 molekiiliiniin singlet oksijen iiretim kapasitesi, DPBF molekiiliiniin
absorbans degerinin azalmasma bagl olarak Sekil 4.10 da gosterilmistir. Olgiimler
her 15 sn de olmak {izere toplam 60 sn de tamamlanmis olup, DPBF molekiiliiniin
419 nm deki absorbans degeri azalirken SubPc 10 molekiiliin 579 nm deki
absorbansinda hi¢ bir degisiklik gozlenmeistir (Sekil 4.11). Sekil 4.12, DPBF

molekiiliiniin absorbans degerininm SubPc varliginda ve 1s1k altinda azalma egilimini

gostermektedir.
1,0
0.8+ ——DPBF
—— DPBF+SubPc-0 sn
DPBF+SubPc-15 sn
2 o064 —— DPBF+SubPc-30 sn
3 DPBF+SubPc-45 sn
2 —— DPBF+SubPc-60 sn
fe)
< 04 R
N
0,2 4

T T T
400 600
Dalgaboyu(nm)

Sekil 4.10. Isik altinda DPBF nin SubPc 10 varhiginda, absorbansindaki degisim
grafigi.
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——DPBF

E —— DPBF+SubPc-0 sn
DPBF+SubPc-15 sn

—— DPBF+SubPc-30 sn
DPBF+SubPc-45 sn

—— DPBF+SubPc-60 sn

Absorbans

T T T T
500 550 600
Dalgaboyu(nm)

Sekil 4.11. Singlet oksijen 6l¢limii esnasinda SubPc absorbansindaki degisim grafigi.
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Sekil 4.12. Singlet oksijen 6l¢iimii esnasinda DPBF nin absorbans azalma egilimi.

Subpc 11 molekiilii igin:

SubPc 11 molekiiliin singlet oksijendlgiimleri, DPBF molekiiliiniin subftalosiyanin

varliginda toplam 70 sn 1s1ma altinda gerceklestirlmistir. DPBF molekiiliin 419 nm
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deki absorbans degerindeki degisim ve absorbans degerinin azalma egilimi sirasiyla

Sekil 4.13 ve 4.14 de gosterilmistir.

Absorbans

0,0

——DPBF

—— DPBF+SubPc-0 sn
DPBF+SubPc-10 sn

—— DPBF+SubPc-30 sn
DPBF+SubPc-50 sn
DPBF+SubPc-70 sn

=N

: T g T u T
300 350 400 450

T g T E T g 1
500 550 600 650

Dalgaboyu(nm)

Sekil 4.13. Isik altinda DPBF nin SubPc 11 varhiginda, absorbansindaki degisim

grafi

gi

Sekil 4.13. DPBF molekiiliiniin absorbans degerininm SubPc varliginda ve 1s1k

altinda azalma egilimini gostermektedir.
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Sekil 4.14. Singlet oksijen 6l¢iimii esnasinda DPBF nin absorbans azalma egilimi
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu tezde Oncelikle farkli  substitiie  (2,6-Difenilfenoksi, 2,6-
Diizopropilfenoksi, 1,1:4',1"-terfeniloksi ve 4-tert-butiltiofenoksi)-gruplar igeren
ftalonitril tiirevleri, birkag basamakta sentezlenmistir. Elde edilen ftalonitril tiirevleri
SubPc sentezinde baslangic maddesi olarak kullanilmistir. Mevcut ftalosnitril
tiirevlerinin aksiyal ve periferal konumda bulundugu ¢ farkli SubPc tiirevi
sentezlenmistir. Elde edilen iirlinlerin yapilar1t UV—goriiniir, floresans, FT-IR, 1H
NMR ile aydmlatilarak, Sitotoksisite Analizleri ve singlet oksijen liretim kapasiteleri
incelenerek, antikanser ve fotodinamik terapi uygulamaarinda fotosensor
potansiyelleri incelenmistir.  Biitlin maddelerin 24 saatteki IC50 degerlerine
bakildiginda, SubPc 11 maddesinin 5 uM’lik degeri sitotoksik etkisinin diger
maddelere gore daha yiiksek oldugunu goriilmektedir. Bununla birlikte, SubPc 9 ve
SubPc 10 maddeleri ancak 40 uM ve daha yiiksek molaritelerinde efektif olabilirler.
Literatirde Xu ve arkadaslari, subftalosiyaninler ile yaptiklar1 ¢alismada
sentezledikleri bilesiklerin HepG2 insan hepatokarsinoma ve HT29 insan kolon
adenokarsinoma hiicre hatlarinda toksik etkisini incelemislerdir. HepG2 hiicre hatt1
icin farkli sentezlerin IC50 degerleri 0,23-0,02 uM arasinda, HT29 hiicre hatt1 i¢in
ise 0,46-0,02 uM konsantrasyonlar arasinda oldugu belirlemislerdir [31].
Molekiillerin singlet okisjen tiretim kapasiteleri, singlet oksijen tutucu olarak
kullanilan DPBF molekiiliiniin absorbans degerindeki azalmaya gore tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, biitiin subftalosiyanin molekiilleri singlet
okisjen Tretirken, en yiiksek iiretim kapasitesi DPBF molekiiliin absorbsan
degerindeki azalmaya bagl olarak, %25 lik bir azalma ile SubPc 9 molekiiliine aittir.
Ote yandan SubPc 10 molekiilii SubPc 11 molekiiliinden daha yiiksek singlet okisjen
iretim kapasitesine sahiptir. SubPc 9 ve SubPc 10 molekiilleri singlet okisjen tiretimi
sirasinda kararli olup, absorbanslarinda herhangi bir degisiklik gozlenmemistir.
SubPc 11 molekiiliinde ise dl¢iim esnasinda absobans degerinde bazi degisiklikler
saptanmistir. Bu azalmanm ve SubPc 11 molekiiliiniin singlet okisjen veriminin diger
subftalosiyaninlere kiyasla daha diisiik olmasinin sebebi, SubPc 11 molekiiliiniin

DMSO i¢indeki ¢oziiniirliigiin diger molketillere kiyasla daha az olmasi olabilir.
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Sonug olarak, sentezledigimiz SubPc 9, SubPc 10, SubPc 11 bilesiklerinden
sitotoksik etkisi en yiiksek olan1 SubPc 11 olarak tespit edilirken kemoterapi
uygulamalarinda kulanilabilirligi diistiiniilmektedir. Diger bir 6l¢iim olan singlet
oksijen iiretim kapasitesi en fazla SubPc 9 molekeliinde gozlenmistir. Bu sonug
sentezlenen yeni molekiillerin singlet oksijen iiretim kapasitesine sahip oldugunu ve
fotodinamik terapi uuygulamalarinda fotosensor olarak kullanilabilme potansiyelini
ortaya koymustur. Bununla birlikte bilesiklerin antikanser potansiyeli, apoptatik
etkilerine bakilarak ve singlet oksijen kuantum verimleri daha sonraki ¢aligmalar ile

tespit edilecektir.
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