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AZOT ICEREN HETEROHALKALI GRUPLAR iLE SUBSTITUE
FTALOSIYANINLERIN SENTEZi VE OZELLIKLERININ INCELENMESI

OZET

Ftalosiyaninler (Pcs) tiim halka {izerine yayilmis iki boyutlu mn-elektron
delokalizasyonuna sahip 18-n elektronlu disk seklindeki aromatik makro halkalardir.
Isisal ve kimyasal olarak kararli olan ftalosiyaninler, farkli fotofiziksel, fotokimyasal,
redoks ve koordinasyon ozelliklerine de sahiptirler. Ftalosiyaninlerin 6zellikleri, hem
periferal veya non-periferal konumlardaki fonksiyonel gruplarin yapisina hem de Pc
cekirdeginin merkezindeki metal katyonun elektronik Ozelliklerine baglhidir.
Fonksiyonel gruplarin siibstitlisyonu, c¢oziiniirliige esneklik kazandirdigi ve
maddenin rengini ayarladigr i¢in bir avantajdir. Ayrica fonksiyonel gruplar,
ftalosiyanin halkasinin elektron yogunlugunu degistirdikleri icin onlara farkl
uygulama alanlar1 da yaratmaktadirlar. Ftalosiyaninler kesfedildiklerinden beri sivi
kristaller, kimyasal sensorler, elektrokromik bilesikler ve fotovoltaik hiicreler gibi
pek ¢ok uygulama igin 1ilgi c¢eken fonksiyonel kromoforlar olmuslardir.
Ftalosiyaninlerin en umut verici kullanim alanlarindan biri de fotodinamik terapide
(PDT) foto algilayict olarak kullanilabildikleri gibi sedef, kanser, displastik ve
bulasict1  hastaliklar gibi  degisik patalojik  hastaliklarin  tedavisinde de
kullanilabilmeleridir. Karboksilik, siilfonik ya da kuaterner amonyum gibi katyonik
yada anyonik gruplar tagiyan metalli ftalosiyaninler suda ¢oziinebildikleri i¢in ayrica
onem tasirlar. Komplekslerin suda ¢oziinmesi kan dolasimma daha kolay
uygulanmalarini saglayacagindan onlar1 PDT i¢in daha kullaniglh hale getirecektir.

Katyonik boyalar, kromoforik 6zellikleri kolaylikla gézlenebildigi i¢in niikleik asit
yapisinin miikemmel bir probu olarak gosterilmektedirler. Onlarin Calf Thymus -
deoksiriboniikleik asit (CT-DNA) ile etkilesimleri UV-Vis ve floresans
spektroskopileri ile kapsamli bir sekilde calisilmaktadir. Bu etkilesimlerin
anlasilmasi, DNA hedefli yeni ve daha verimli ilaglarin tasarimina katkida
bulunacaktir. Katyonik porfirinlerin DNA ve riboniikleik asit (RNA) ile etkilesimleri
Fiel ve arkadaglar1 tarafindan otuz yil once denenmis ve bu konuda daha fazla
caligmalarin  yapilmasini tesvik etmistir. Buna karsilk DNA’ya katyonik
ftalosiyaninlerin baglanmasi ile ilgili ¢calismalar daha azdir ve daha yenidir. Katyonik
ftalosiyaninler, DNA’ya baglanma ve boliinmede nétiir ve anyonik tiirevlerine
kiyasla en etkili olanlaridir. Buna dayanarak bu tez kapsaminda 2-morfolinoetanol
gruplari tagiyan yeni tip tetra siibstitiie metalsiz (3) ve metalli ftalosiyaninler (Zn, In,
Co, Mn) (4-7) ile okta siibstitiie ¢inko ftalosiyaninin (13) sentezlenmistir. Elde edilen
tetra siibstitiie metalsiz (3), ¢inko (4) ve indiyum ftalosiyanininden (5) suda ¢oziiniir
katyonik tiirevlerine (8-10) gecilmistir. Sentezlenen ftalosiyaninlerin fotofiziksel
ozellikleri ile biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Hazirlanan tiim bilesiklerin yapilari
spektroskopik yontemler (1H NMR, IR, kiitle ve UV-Vis) kullanilarak yapilmstir.

Tez g¢alismasmin ilk kisminda 4-(2-morfolinoetoksi)ftalonitril (2) ve 4,5-bis(2-
morfolinoetoksi)ftalonitril (12) bilesikleri baslangi¢c maddesi olarak hazirlanmistir. 4-
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(2-morfolinoetoksi)ftalonitril (2) bilesigi, 2-morfolinoetanoliin 4-nitroftalonitril ile
niikleofilik aromatik siibstitiisyon reaksiyonundan sentezlenmistir. Bir diger
baslangi¢c maddesi olan 4,5-bis(2-morfolinoetoksi)ftalonitril (12) bilesigi ise
kateholden baslanarak 1ii¢ kademede sentezlenmistir. Hazirlanan ftalonitril
bilesiklerinin (2 veya 12) uygun metal tuzlar ile (metalsiz ftalosiyanin sentezinde
metal tuzu  kullanilmamistir)  1-pentanol icerisinde DBU  varligindaki
siklotetramerizasyonundan hedeflenen ftalosiyanin komplekslerine (3-7, 13)
gecilmistir.  2-morfolinoetanol grubu ftalosiyanin halkasinin  ¢oziiniirligiinii
arttirmak, suda ¢Oziiniir katyonik tlirevine doniistiirmek ve azot iceren hetero
halkanin Pc’nin fotofiziksel ve fotokimyasal ozelliklerine etkisini incelemek igin
tercih edilmistir.

Tez galismasinin ikinci kisminda kuarternize metalsiz (8) ve metalli (Zn ve In) (9,
10) ftalosiyaninler sentezlenmistir. Bu nedenle tetra siibstitiie 3-5 numaral1 bilesikler
metil iyodiir ile kloroform igerisinde geri sogutucu altinda 3-4 saat karanlikta
kaynatilmistir. Katyonik bilesikler beklendigi gibi DMF, DMSO ve suda
¢oziinmektedirler. Katyonik yapmin olusumu 'H NMR spektrumunda N*-CHj;
protonlarmin  tespit edilmesiyle dogrulanmistir. Suda ¢oziinlir katyonik
ftalosiyaninlerin 1 x 10° M konsantrasyonda DMF igerisinde alman UV-Vis
spektrumunlar1 ayn1 konsantrasyonda su igerisinde alinan spektrumlarindan farklilik
gostermektedir. Suda Q bandinin siddetinin azaldigi ve pikin yayvanlastig
goriilmiistiir.

Tez c¢aligmanin Ugiincii kisminda hem sentezlenen metalsiz, ¢inko ve indiyum
ftalosiyaninlerin  (3-5) hem de katyonik tiirevlerinin (8-10) fotofiziksel ve
fotokimyasal Olc¢iimleri UV-Vis ve floresans teknikleri ile yapilmistir. Metalsiz,
¢inko ve indiyum ftalosiyaninlerin (3-5) ve katyonik ftalosiyaninlerin (8-10) DMSO
icerisinde floresans spektrumlart alinmistir. Bilesiklerin eksitasyon ve emisyon
spektrumlarinin birbirine benzemesi degredasyona ugramadiklarini gostermistir.
Bilesiklerin DMSO igerisindeki floresans kuantum verimleri (®f) sirasiyla 0,19 (3),
0,36 (4), 0.03 (5) 0,32 (8), 0,37 (9) ve 0,12 (10) olarak hesaplanmistir. Morfolin
grubundaki azot atomunun ortaklanmamis elektron c¢iftlerinin, katyonik Pc’lerde
stibstitiient tarafindan kullanilmasindan dolayi, 8-10 numarali bilesiklerin floresans
kuantum verimleri (pF) notiir tirevlerinden (3-5) daha yiiksek ¢ikmistir. Tez
kapsaminda 3-5 nolu Pc’ler i¢in 1,3-difenilizobenzofuran (DPBF)’nin 417 nm'deki,
8-10 nolu katyonik Pc’ler igin ise 9,10-antrasilenil-bis (metilen) dimalonoik asit
(ADMA)'nin 380 nm'deki absorbansinin kaybolmasi UV-Vis spektrofotometresi
kullanilarak izlenmistir. Bu gruplarin Q bantlari, 151k 1s1nlamasi sirasinda herhangi
bir degisiklik gostermemistir. Bu durum incelenen ftalosiyaninlerin hi¢bir bozulmaya
ugramadigii gostermistir. Bilesiklerin DMSO igerisindeki singlet oksijen kuantum
verimleri (®,) sirasiyla 0,19 (3), 0,42 (4), 0,58 (5), 0,45 (8), 0,54 (9) ve 0,74 (10)
olarak hesaplanmistir. Calisilan tiim ftalosiyaninler, kuaternizasyondan sonra daha
yiiksek singlet oksijen iiretmislerdir.

Tez caligmanin son kisminda ise katyonik ftalosiyaninlerin (8-10) CT-DNA ile
etkilesimleri UV-Vis ve floresans teknikleri kullanilarak incelenmistir. Tezde ayrica,
HeLa hiicre hatlar1 kullanilarak katyonik ftalosiyaninlerin PDT uygulamalari
gergeklestirilmistir.

Tez kapsaminda caligilan suda ¢oziiniir ftalosiyaninler, literatiirdeki diger antikanser
ajanlar ile kiyaslandiklarinda yan etkilerinin bulunmamasi, singlet oksijen iretimleri
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ve baglanma sabiti (Kp) degerleri gz 6niine alindiginda PDT’ de kullanilmaya aday
bilesiklerdir.
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THE SYNTHESIS AND INVESTIGATION OF THE PROPERTIES OF THE
PHTHALOCYANINES BEARING NITROGEN CONTAINING
HETEROCYCLIC GROUPS

SUMMARY

Phthalocyanines (Pcs) have 18 m-electron system and they are disc-like aromatic
macrocycles with 2D rn—electron delocalization over the whole molecule. They have
high chemical and thermal stability and novel photophysical, photochemical, redox,
and coordination properties. The unique properties of Pcs depend on the nature of the
peripheral or non-peripheral functional groups, as well as the electronic properties of
the central metal cations in the Pc core. Substitution of functional groups is
advantageous because it gives flexibility in solubility and it also tunes efficiently the
color of the material. Substitution of functional groups also changes the electron
density of the phthalocyanine macrocycle and finds use in various fields. Since their
discovery, phthalocyanines have attracted attention as functional chromophores for
various applications such as liquid crystals, chemical sensors, electrochromic
compounds, nonlinear optical materials, and photovoltaic cells. One of the most
promising fields is the use of phthalocyanine derivatives as photosensitizers for
photodynamic therapy (PDT), an emerging new bimodal strategy for treating a large
variety of pathologies such as psoriasis, cancer, dysplasia, and infectious diseases.
Metallophthalocyanines (MPcs) are particularly interesting since anionic or cationic
groups such as carboxylate, sulfonate or quaternized ammonium groups render them
water-soluble. This makes them very useful for PDT, which requires solubility in
water for the complexes, in order to be easily administrated into the blood stream.

Nitrogen-containing heterocyclic compounds are an important class of chemical
compounds with a remarkable potential for industrial, pharmaceutical, and
agrochemical applications. Development of novel and efficient methods for
syntheses of phthalocyanines containing nitrogen heterocyclic groups is an active
area of research in industry and academia. Moreover, the interest in Pcs substituted
by piperidine was developed by the consideration that if the molecule is substitututed
with piperidine to Pc ring, the Pc molecule so formed will contain an unit structure
with N-C-C-O-C-C, which was known to be used as an agonist to M-choline
acceptor in biological systems. Therefore, using photosensitizers of this kind may
have certain additional effects to be explored.

Cationic dyes have been shown to be excellent probes of nucleic acid structure
because their chromophoric properties can be monitored conveniently. Their
interactions with synthetic and natural Calf Thymus-Deoxyribonucleic acids (CT-
DNA) have been widely studied using UV-Vis and fluorescence spectroscopies.
Understanding these interactions may contribute to the design of new and more
efficient drugs that target DNA. The affinity of cationic porphyrins for DNA and
ribonucleic acid (RNA) was established three decades ago by Fiel and coworkers and
has stimulated many further studies. In contrast, corresponding studies of the binding
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of cationic phthalocyanines to DNA are much less well developed and more recent.
Among the different Pcs employed for DNA-binding studies, the postively charged
Pcs a the most efficient ones in terms of binding and cleaving DNA as compared
with neutral or negatively charged ones. On the basis of this thesis, novel tetra
substituted metal free (3) and metal phthalocyanines (Zn, In, Co, Mn) (4-7) and octa-
substituted zinc phthalocyanine (13), which carry 2-morpholinoethoxy groups, were
synthesized. The obtained tetra substituted metal-free (3), zinc (4) and indium (5)
phthalocyanines were converted to the water-soluble cationic derivatives. The
photophysical properties and biological activities of novel phthalocyanines were
investigated. All these new compounds were characterized by *H NMR, IR, mass and
UV-Vis spectroscopies.

In the first part of the thesis, 4-(2-morpholinoethoxy) phthalonitrile (2) and 4,5-bis(2-
morpholinoethoxy) phthalonitrile (12) compounds were prepared as starting material.
Compound 2 was synthesized from the nucleophilic aromatic substitution reaction of
2-morpholinoethanol with 4-nitrophthalonitrile. Another starting material (12) was
synthesized in three steps starting from catechol. The targeted phthalocyanine
complexes (3-7, 13) were synthesized from the cyclotetramerization of the
phthalonitrile compounds (2 or 12) with the appropriate metal salts (not used in the
synthesis of metal-free phthalocyanine) in the presence of DBU in n-pentanol. The 2-
morpholinoethanol group was preferred to increase the solubility of the Pc ring and
to convert it to its water-soluble cationic derivative, as well as to investigate the
effect of the nitrogen-containing heterocycle on the photophysical and photochemical
properties of Pc.

In the second part of the thesis, quaternized metal-free (8) and metallo (Zn and In) (9,
10) phthalocyanines were synthesized by the reaction of compounds 3-5 with methyl
iodide in chloroform for 3-4 hours in the dark under reflux temperature. These
compounds are soluble in DMF, DMSO and water as expected. The formation of the
cationic structure was confirmed by detection of N*-CHs protons in the *H-NMR
spectrum. The UV-Vis spectra of cationic phthalocyanines at 1x10 > M
concentration in DMF differ from the spectra taken in water at the same
concentration. It was observed that the intensity of Q band was decreased in water.

In the third part of the study, photophysical and photochemical measurements of both
metal-free, zinc and indium phthalocyanines (3-5) and their cationic derivatives (8-
10) were investigated by UV-Vis and fluorescence techniques. Fluorescence spectra
of neutral (3-5) and cationic phthalocyanines were taken in DMSO. Their excitation
and emission spectra were similar and they did not show any degredation. The
fluorescence quantum vyields of the compounds in DMSO (®¢) were calculated as
0.19 (3), 0.36 (4), 0.03 (5), 0.32 (8), 0.37 (9) and 0.12 (10), respectively. Because of
the use of nonbonding electron pairs of nitrogen atoms in the morpholine group by
the substituent in cationic Pcs, the fluorescence quantum yields of compounds 8-10
were higher than the neutral derivatives (3-5). Within the scope of the thesis, the
change in the absorption of 1,3-diphenylisobenzofuran (DPBF) at 417 nm for neutral
Pcs (3-5), and 9,10-anthracylene-bis (methylene) dimalonoic acid (ADMA) at 380
nm for cationic Pcs (8-10) was monitored using UV-Vis spectrophotometer. The Q
bands of Pcs did not show any change during light irradiation. This showed that the
phthalocyanines did not show any degradation. The singlet oxygen quantum yields
(d,) of the compounds in DMSO were calculated as 0.19 (3), 0.42 (4), 0.58 (5), 0.45
(8), 0.54 (9) and 0.74 (10), respectively. Phthalocyanines produced higher singlet
oxygen after quaternization.
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In the last part of the thesis, the interaction of cationic phthalocyanines (8-10) with
CT-DNA was investigated in detail by using UV-Vis and fluorescence techniques. In
the thesis, PDT applications of cationic phthalocyanines were performed using HeLa
cell lines.

When water soluble phthalocyanines (8-10) are compared with other anticancer
agents in the literature, the absence of side effects, singlet oxygen production and
binding constant (Kp) values are the candidate compounds for use in PDT.
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1. GIRIS

Ftalosiyaninler tesadiif eseri bulunmalarindan bu yana bir¢ok arastirmaya konu
olmus ve bu arastirmalarin sonucunda pek cok uygulama alaninda kullanilmaya
baslamislardir [1, 2]. Aromatik bilesiklerde elektrofilik ve niikleofilik siibstitiisyon
reaksiyonlarnin kolaylikla gergeklesebilmesi olduk¢a fazla sayida yeni tip
ftalosiyanin bilesiginin sentezine olanak saglamistir. Ozellikle, periferal ya da non-
periferal konumlara farkli gruplarin baglanmasi ve degisik metallerin Pc bosluguna
yerlesmesi molekiillerin sentezini daha kolay hale getirmistir. Pc’ler kizil &tesi
bolgede (600-800 nm) absorpsiyon yaptiklart i¢in son yillarda fotodinamik terapi
(PDT) yonteminde kullanilabilecek ikinci jenerasyon foto algilayicilar siifina
girmislerdir [3-5]. Sahip olduklar essiz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniylede
malzeme biliminin de ilgisini ¢ekmektedirler. Giinlimiizde ftalosiyanin tiirevleri sivi
kristal, elektrokromik malzeme, lineer olmayan optik malzemelerin yapimi ile gaz
sensorler ve optik veri depolayicilar gibi degisik alanlarda kullanilmaktadirlar [1, 2,

6].

Azot atomu igeren halka sistemleri olduk¢a genis bir aileyi olusturmaktadir. Bunlar
arasinda altili halka sistemlerinin bilinen en 6nemli lyeleri piridin, piperidin ve
piperazindir (Sekil 1.1). Bu halka sistemleri biyolojiden, tibba ve endiistriye kadar
pek cok farkli alanda kullanilmaktadir. Ornegin bir piridin tiirevi olan nikotinik asit,
niasin olarak da bilinen bir B-vitamini kompleksidir. Bir diger piridin tiirevi ise
piridoksin olarak adlandirilan B6 vitaminidir. Ayrica pek c¢ok alkolid, yapisinda
piridin ve piperidin tiirevlerini ihtiva etmektedir. Azot iceren heterohalkali
bilesiklerin, endiistri, farmasdtik ve tarim kimyasallarinda ciddi bir kullanima sahip
olmasi, bu bilesik grubunun ftalosiyanin yapisinda siibstitiient olarak kullanilmasina
da neden olmustur. Ozellikle, piperidin siibstitiie Pc'lere duyulan ilgi oldukga
fazladir, bunun sebebi, piperidin ile Pc halkasi siibstitiie edildigi takdirde olusan Pc
molekiiliiniin, biyolojik sistemlerde M-kolin akseptorii ile aymi etkiyi gosterdigi
bilinen N-C-C-O-C-C birimi igermesidir. Dolayisiyla bu tiirden foto algilayicilarin

kullanilmasinda kesfedilmeyi bekleyen bazi 6énemli etkiler oldugu anlagilmaktadir.



Yukaridaki grup tiyelerine kiyasla azot ve oksijen atomu igeren altili halka sistemleri
daha az ¢alisilmistir. Bu gruba en iyi 6rnek ise morfolindir (tetrahidro-1,4-oksazin).
Morfolin, korozyon 6nleyici, mantar Oldiiriici ve ¢Oziicii olarak kullanilmak {izere
biiyiikk bir 6lgekte tiretilmektedir. 2-morfolinoetanol bu grupta yer alan kaynama

noktas1 227 °C olan bir sividir.

H
N 0]
PNORGING
—
N N N
N H H H
piridin piperidin piperazin  morfolin

Sekil 1.1 : Azot atomu igeren bazi alt1 iiyeli halkalar.

Hem biyolojik hem de endiistriyel 6nemi nedeniyle piridin ve tiirevleri ftalosiyanin
kimyasinda ¢alisan bilim insanlarinin dikkatini ¢cekmis ve bu konuda oldukga fazla
calisma yapilmustir [7-10]. Siibstitiie piridin gruplarinin katyonik hale doniistiiriilerek
komplekslere suda ¢oziintirliik kazandirilmast bu konuya olan ilgiyi daha da
arttrmustir [11, 12]. Ciinkii 6zellikle biyolojik uygulamalar i¢in suda ¢oziiniirliik
aranan bir Ozelliktir. Amin siibstitiie ftlosiyaninler oldukg¢a fazla calisilmasina
ragmen, azot iceren halkalar1 (morfolin, piperazin ve piperidin gibi) tasiyan
ftalosiyaninlere ait calismalar oldukca smirlidir. Azot atomu igeren halkali
sistemlerin genis bir uygulama alanina sahip olduklar1 gézoniine alinacak olursa, bu
gruplar1 tasiyan ftalosiyaninlerin sentezi, biyolojik uygulamalar i¢in umut

vadetmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Ftalosiyaninlerin Yapisi ve Genel Ozellikleri

Tetrapirol ailesinin bir iiyesi olan ftalosiyaninler (Sekil 2.1), porfirinlerin sentetik
analoglar1 olan makrosiklik bilesiklerdir. Porfirinler dogada (klorofil, hemoglobin
gibi) dogal halde bulunurken, ftalosiyaninler ise tamamen sentetik halde elde
edilirler. Porfirindeki diiminoizoindolin grubunun dort azot atomu ile baglanmasi
sonucu ftalosiyanin yapisi olusur [13]. Ftalosiyaninlerde baglar porfirinlerden daha

kisa oldugu i¢in halka boslugu daha kiigiiktiir.

\ NH Ni
%
Porfirin Ftalosiyanin

Sekil 2.1 : Porfirin ve ftalosiyanin yapisi.

Ftalosiyaninler (Pcs), tim halka iizerine yayilmis iki boyutlu =-elektron
delokalizasyonuna sahip 18-z elektronlu disk seklindeki aromatik makro halkalardir.
Kuvvetli oksitleyiciler disinda, 1sisal ve kimyasal olarak kararli olan ftalosiyaninler,
mavi-yesil renktedirler. Ftalosiyaninlerin pek ¢ok uygulamasi, onlarin karakteristik
ve de yiiksek m-konjugasyonlarindan ileri gelmektedir. Ftalosiyaninlerin uygulama
alanlari, Pc halkasindaki siibstitie gruplarin veya halka merkezindeki metal

atomunun degistirilmesi sayesinde ¢esitlendirilebilmektedir [2].

2.2 Ftalosiyaninlerin Fiziksel Ozellikleri

Ftalosiyaninlerin diger kimyasal malzemelere kiyasla en ¢ok belirleyici fiziksel
ozelligi renkleridir. Genellikle parlak, yogun ve koyu renklere sahiptirler. Cogu
ftalosiyanin tiirevleri, boya sanayinde pigment ve boya olarak (yesilden maviye

kadar degisen renkler) kullanilmaktadir.



Diger tetrapirol tiirevlerine kiyasla ftalosiyaninler olduk¢a yiiksek kararlilik
gosterirler. Kuvvetli asitlere, kuvvetli bazlara, 1s1ya ve 1s18a olduk¢a dayaniklidirlar.
Pc yapisi havada 400-500 °C ye kadar, vakum altinda ise 900 °C’den oOnce
bozunmaz. Siibstitiie olmamuis ftalosiyaninlerin organik solventlerde ¢6ziintirligii ¢ok
diisiiktiir ve cogunlukla kristallendirilerek veya stiblimlestirilerek

saflastirilmaktadirlar.

Pc’ler, cogunlukla dort koordinasyonlu kare diizlem kompleksler olustursalarda nadir
toprak elementleri ile iki katli (Pc,M) (Sekil 2.2) veya ti¢ katli (Pc3sMy) kompleksler
de yapabilmektedirler [14, 15]. Ayrica, PcsM; (quadrable-decker) yapisindaki
diinyanin ilk 4 katli ftalosiyanini 2010 yilinda sentezlenmistir (Sekil 2.3) [16].
Radyoaktif olmalar1 ve sentezlenme giicliikleri nedeniyle sinirli sayida aktinit
ftalosiyanin sentezlenebilmistir. Bu sandvi¢ yapidaki kompleks bilesikler, organik

yari-iletkenler olarak ilgi ¢gekmektedirler.

Sekil 2.3 : Pc;M; yapisinda sandvig tiirii dort katl ftalosiyanin 6rnegi [16].



Klasik ftalosiyaninlerin yani sira, ii¢ izoindol biriminden olusan ve bor iceren
subftalosiyaninler (SubPc) ile bes izoindol birimi ve uranyum igeren
siiperftalosiyaninler (SuperPc) de Pc tiirevleri arasindadirlar (Sekil 2.4). 14-n
elektronuna sahip SubPc’ler Pc’lerin diisiik homologlaridir [17]. Siiper
ftalosiyaninler ise delokalize halde 22-m elektrona sahip konjuge makrosiklik
bilesiklerdir [18].

Sekil 2.4 : Subftalosiyanin ve Super ftalosiyanin 6rnek yapisi.

Standart dort adet izoindol iinitesinden olusan kare diizlem MPc D4h simetrisindedir.
Bes koordinasyonlu kare piramit veya alti koordinasyonlu oktahedral yapilar ise

eksenel konumlara siibstitiientler eklenerek olusturulur (Sekil 2.5) [19].
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Sekil 2.5 : Ftalosiyanin molekiiliiniin geometrik yapisi.

Ftalosiyanin bilesiklerinin iiretim sekline gore degisen ¢ok sayida kristal yapisi (a, £
vs formu gibi) mevcuttur [20]. Gozlemlenen en 6nemli iki kristal formu a ve f
formudur (Sekil 2.6). a-formu sik bir sekilde st iiste istiflenmis ftalosiyanin
molekiillerinden olusur. 200 °C' nin iizerine 1sitildiginda ftalosiyaninlerin a-formu, -
formuna doniismektedir. Ftalosiyaninlere ait g-formu a-formundan termodinamik
olarak daha kararlidir. f-formunda ftalosiyanin, oyugundaki metal iyonu ikisi komsu
molekiillerdeki azot atomlar ile olmak iizere oktahedral halde bulunur ve bu sekilde

istiflenir.



Sekil 2.6 : a-MPc ve B-MPc kristal formundaki molekiillerin diizenlenmesi.
2.3 Ftalosiyaninlerin Kimyasal Ozellikleri

Ftalosiyanin, dort iminoizoindolin linitesinden meydana gelen, oldukca gergin bir
yapida bulunan makrosiklik bilesiklerdir. MPc sentezinde ortamdaki metalin
yonlendirici etkisi lirlin verimini arttirmaktadir. Bundan dolay1 ¢ogunlukla MPc’lerin

verimi HyPc’lerin veriminden daha yiiksektir.

Pc merkezindeki atomun, yapmnin kimyasal ozellikleri etkisi biiyliktiir. Metal
iyonunun biiyiikliigii oyuk ¢apina uygun ise yapi kararlidir. Eger metalin ¢ap1 1,35
A’dan kiigiik ya da biiyiik ise oyuktan kolaylikla ayrilabilmektedir.

Ftalosiyaninler (Pcs) periyodik cetveldeki 70°e¢ yakin element ile kompleks
olusturabilmektedirler. Ftalosiyaninlerin dzellikleri, hem periferal veya non-periferal
stibstitiie fonksiyonel gruplarin yapisina hem de Pc ¢ekirdeginin merkezindeki metal
katyonun elektronik 06zelliklerine baglidir. Fonksiyonel gruplarin siibstitiisyonu
¢oziiniirliige esneklik kazandirdiglr ve maddenin rengini ayarladigi i¢in bir avantajdir.
Ayrica fonksiyonel gruplar, ftalosiyanin halkasinin elektron yogunlugunu

degistirdikleri i¢in onlara farkli uygulama alanlar1 da yaratmaktadirlar.

2.4 Ftalosiyaninlerin Coziiniirliik ve Agregasyon Ozellikleri

Agregasyon, ftalosiyaninlerin  ¢oziiniirliiglinii, elektrokimyasal, fotofiziksel,
fotokimyasal ve spektroskopik oOzelliklerini olumsuz etkileyen en Onemli
parametrelerdendir [21, 22]. Cok sayida uygulamada kullanilabilir olmalari,
ftalosiyaninlerin ¢oziintirligii ile dogrudan ilintilidir [23]. Genellikle organik
coziiciilerde ¢oziilmesine ragmen ftalosiyaninlerin biyolojik, medikal gibi uygulama

alanlarda kullamlabilmesi i¢in suda c¢oziiniirliigii gerekmektedir. Ornegin,



fotodinamik terapi uygulamalarinda H tipi agregasyonun isiga duyarli molekiilii
inaktif hale getirmesi, agregasyon olusmasinin &nemli biyolojik sonuglarindan
biridir. Cozelti icerisinde bulunan ftalosiyanin molekiilleri, molekiiller aras1
etkilesimler ile yan yana gelerek (J tipi agregasyon) veya alt alta gelerek (H tipi
agregasyon) dimerik veya oligomerik formlarda istiflenebilirler ve bu duruma
agregasyon denir. Pc agregasyonunun, Van der Waals kuvvetleri, p-istiflenme
etkilesimi, ¢oziiclii etkilesimi ve makrosiklik halkalarin birbirleriyle etkilesimleri

sonucu olustugu varsayilmaktadir.

H-tipi agregasyonda, molekiiller yatay diizlemle 90° ag¢1 olusturarak birbirlerine
paralel olarak hizalanarak agregasyon yiginlari olustururlar. Bunun sonucu olarak,
UV-Vis spektrumunda daha diisiikk dalgaboyuna sahip genislemis Q bandlarinin
olustugu gozlenir (Hipsokromik Kayma). J-tipi agregasyonda ise molekiiller u¢ uca
dizilerek yatay diizlemle 0° ag¢1 olusturup, agregasyon yiginlarint meydana getirirler
(Sekil 2.7). Bunun sonucunda, UV-Vis spektrumunda yiiksek dalgaboyuna sahip
genislemis Q bandlarinin olustugu gozlenir (Batokromik Kayma) [24].
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(Hipsokromik Kayma) (Batokromik Kayma)

Sekil 2.7 : H-tipi ve J-tipi agregasyon olusumunun gosterimi.

Floresans ozellik gostermeyen ve siklikla rastlanan H tipi agregatlar kuantum
verimini diigiiriirken; nadiren goriilen J tipi agregatlar tek molekiil gibi davranan
yapilar1 ile yiiksek floresans ozellik gosterirler. Monomerler arasindaki ag¢inin

54.7%den biiyiik veya kiigiik olmas1 agregasyonun tipini belirler (Sekil 2.8) [25, 26].
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Sekil 2.8 : H-tipi ve J-tipi agregasyon farkinin sematik gosterimi.

Ftalosiyaninlerde yapisal degisikliklerin (noétral veya katyonik olusu, koordinasyon
tirli, periferal siibstitiientlerin sayis1) agregasyona oOnemli etkiler yaptig
bilinmektedir [24]. Oktahedral sistemlerde eksenel siibstitiisyonlar (sterik engel)
birikimi engeller [27]. Cozeltide ftalosiyanin molekiillerinin agrege olmasi kullanilan
¢oziiciiniin polarligi, ¢ozeltinin konsantrasyonu ve sicakligi, ftalosiyanin halkasina
baglanan ligandlarin tiirii, sayist ve pozisyonu ile yakindan iligkilidir [28]. Kullanilan
¢ozlicliniin polarliginin artmasi ile ftalosiyaninlerde agregasyonun arttigi ve UV-Vis
spekrtumunda Q bandmin siddetinin azaldigi ve de genel olarak kimiziya kaydigi
tespit edilmistir. Polar ¢dziiciiler monomer yapili ftalosiyaninlerin goriiniir bolge
spektrumlarinda diisiik dalga boyundaki piklerin siddetini yiikseltirken ytliksek dalga
boyundakileri diistiriirler, apolar ¢oziiciiler i¢in tam tersi durum s6z konusudur [29].
Cozeltinin konsantrasyonunun artmast molekiiller arasi etkilesimleri arttirdigindan
molekiiller dimerik veya oligomerik formlarda istiflenebilir yani agregasyon artar.
Sicakligin artmasi ile ¢oziintirliik artacagindan dolay1 ftalosiyaninlerin agregasyon
azalir.  Ftalosiyanin halkasina hacimli  ligandlarin  baglanmasi1  halkanin
diizlemselliginde bozulmaya neden olur ve buna bagli olarak agregasyon azalir.
Ftalosiyanin halkasina non-periferal pozisyonlardan baglanan ligantlar, ¢ozeltide
bulunan ftalosiyanin molekiilleri arasindaki sterik engellemeyi arttirarak

agregasyonun azalmasina yardimci olmaktadir [30]. Agrege olan ftalosiyaninlerin



disagregasyonu i¢in piridin, metanol ve dimetilsiilfoksit gibi organik ¢oziiciiler veya

uygun derigimde triton-X gibi deterjanlar kullanilabilir [31].

2.5 Ftalosiyaninlerin Baslangic Maddeleri

Pc’ler, orto-dikarboksilik asit, o-siyanobenzamid, ftalik anhidrit, ftalik asit,
ftalonitril, ftalimid ve diiminoisoindolin  gibi  baslangic = maddesinden
sentezlenebilirler (Sekil 2.9). Sentez i¢in baslangic maddesinde orto siibstitiisyon ve

bu siibstitiienlerin oldugu atomlar arasinda ¢ift bag sarttir.
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Sekil 2.9 : Ftalosiyanin sentezi i¢in bazi baglangic maddeleri.
2.6 Ftalosiyaninlerin Sentez Yontemleri

Periyodik tabloda bulunan hemen hemen tiim metaller ile ftalosiyanin kompleksleri
sentezlenebilir. Ftalosiyaninlerin ve substitue ftalosiyaninlerin hazirlanmasinda,

giinimiizde kullanilmakta olan farkli baslangic maddeleri vardir (Sekil 2.9).



Uygulanan sentez yontemleri, genelde kullanildiklar1 baslangic maddeleri yoniinden

birbirinden ayrilirlar.

2.6.1 Metalsiz ftalosiyanin sentezi

Metal i¢cermeyen ftalosiyaninler (HPc) sekil 2.10°da gosterildigi gibi farkli sentez
yontemleri kullanilarak siklomerizasyon yoluyla sentezlenebilmekdirler [2]. Bu
yontemlerden ilki ve en sik kullanilani, ftalonitrilin uygun bir ¢oziici (N,N-
dimetilaminoetanol (DMAE), n-pentanol) igerisinde ve katalitik miktarda baz (DBU
veya DBN) varliginda siklotetramerizasyonudur (metot I) [32].

Bir diger yontem ise metalli ftalosiyaninden yola ¢ikarak metalsiz ftalosiyanin
sentezidir. Bu yontemde metalli ftalosiyanine ait merkezde bulunan metal iyonunun
cikartilarak metalsiz ftalosiyanin elde edilir. Ftalosiyanin kavitesine ait oyuk capi ile
metalli ftalosiyaninin oyugunda mevcut bulunan metal iyonunun gapi1 arasindaki
farkin ¢ok biiyliik oldugu durumlarda metalsiz tiirevleri sentezlenebilir. Bu sentez
methodunda 6zellikle Li+, Na+, K+ gibi kiiciik, Hg®*, Pb*" ve Ag®" gibi biyiik
caplara sahip metal iyonlar i¢eren metalli Pc’lerin asitle reaksiyonundan HjyPc’ler

sentezlenir (metot II).

Hidrokinon kullanilarak da ftalonitrilden HoPc sentezlenebilmektedir. Ftalonitrilin
erime sicakliginda 1,2,3,6-tetrahidropiridin ya da hidrokinon gibi bir indirgen
kullanilarak halkalagsma i¢in gerekli iki proton ve iki elektron saglanmaktadir (metot
).

H,Pc sentezinde diiminoizoindolinde baslangic maddesi olarak kullanilabilir. Bu
yontemde diiminoizoindolin, ftalonitrilin metanol ¢oziiclisinde amonyak ile
tepkimesi sonucu elde edilir (metot 1V) ve yiikksek kaynama noktali bir alkolde
kaynatilarak metalsiz ftalosiyanine gecilir (metot V). Bunun icin ortamda hidrojen

verici bir katalizor olmalidir [33, 34].
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Sekil 2.10 : H,PC’ nin sentez semasi.
2.6.2 Metalli ftalosiyanin sentezi

Literatiirde metalli Pc’lerin sentezinde kullanilan ¢ok sayida metot vardir (Sekil 2.11)

[2]. Metalli ftalosiyaninler asagidaki metotlar kullanilarak sentezlenebilmektedir:

- Siibstitiie ftalonitrillerin veya diiminoizoindolinin metal tuzlariyla yiiksek kaynama

noktali (DMF, pentanol, hegzanol) bir ¢oziicii icerisindeki siklotetramerizasyonuyla,

- Ftalimid, ftalik anhidrit veya ftalik asit maddelerinin amonyak kaynagi (iire) ve

molibdat katalizorii ile metal tuzlar ile kaynatilmasiyla,
- Yiiksek verim ile metalsiz ftalosiyaninlerin metal iyonlar1 ile komplekslesmesiyle,

- Kuru etanol veya asetonda Li* iyonunun diger metallerle kolayca yer

degistirmesiyle.
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Sekil 2.11 : Metalli ftalosiyaninin sentez semasi.
2.7 Ftalosiyaninlerin Kullanim Alanlari

Porfirinlerin sentetik analogu olan ftalosiyaninler (Pcs), essiz fiziksel, kimyasal,
biyolojik ve spektral 6zelikleri nedeniyle yogun bir sekilde arastirilmakta ve bu

ozellikleri nedeniyle endiistriden tibba kadar pek cok alanda kullanilmaktadirlar.
Ftalosiyaninler;

l. Canli mavi, yesil renkleri,

1. Kimyasal stabiliteleri,

Ill.  ve foto stabiliteleri nedeniyle ticari dneme sahiptirler.

Parlak, yogun ve koyu renklerinden dolayr ¢cogu Pc tiirevleri, boya, miirekkep ve
plastik sanayinde pigment ve boya olarak yesilden maviye kadar degisik renklerde
kullanilmaktadir. Bakir ftalosiyanin, sanayideki uygulamalarda yaygin olarak
kullanilan bir pigmenttir. Bakir ftalosiyanin yapisindaki 16 hidrojen atomunun
klorlanmas1 sonucunda sanayide kullanilan en 6nemli yesil pigmentlerden biri elde

edilir (Sekil 2.12).



Cl

Cl

Cl
Sekil 2.12 : Green 7 pigment ve yapist.

Ftalosiyaninler sadece boya ve pigment olarak degil ayni zamanda sivi kristal,
kimyasal sensor, elektrokromik malzeme, fotovoltaik hiicre, optik veri depolama ve

non lineer optik uygulama alanlarinda da kullanilmaktadirlar.

Gilintimiizde CD (kompakt disk) teknolojisi arastirmalari, diisiik maliyetli yar1 iletken
malzemelerin kullanimindan dolayi, kizil 6tesi bolgede absorpsiyon yapan boyalarin
hazirlanmasi iizerinedir. Ftalosiyaninler yiiksek kimyasal kararliliklariyla ve bu
teknolojide kanitlanmig uyumlariyla, bir kere yazmali CD’ lerde kullanilmaktadirlar.
Bu yontem Pc filmlernin lazer 1sin1 ile siiblimlestirilmesi esasina dayanmaktadir

(Sekil 2.13). Giiniimiiz CD iiretiminde ftalosiyanler yiiksek ticari oneme sahiptirler
[35].

Data Yiizeyi
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Sekil 2.13 : CD’nin yapisi.
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Ozellikle metalli ftalosiyanin tiirevleri farkli redoks zellikleri gdstermekte ve birgok
oksidasyon reaksiyonunu katalizlemektedir [36]. Ftalosiyaninler elektrokatalizor
olarak, diisiik maliyetli yakit pillerinin gelistirilmesinde oksijenin indirgenmesi
amaciyla kullanildig1 gibi ¢evre dostu pek cok alanda da kullanilmaktadir (Sekil
2.14).

1a Strong Binding Weak Binding
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Sekil 2.14 : Oksijen indirgenme reaksiyonunda kataliz olarak kullanilan
kobalt ftalosiyanin tiirevi.

Uygun gruplar ile siibstitiie edilmis ftalosiyaninler, elektriksel bir yik
uygulandiginda i¢inden gecen 1518in Ozelliklerini degistirdikleri ic¢in likit kristal
ozellikler gostermektedirler [37]. Bilgisayar ve kalite kontrol cihazlarinin
monitorlerinin iiretimi basta olmak {izere, otomotiv ve havacilik sanayinde likit
kristal Gzellik gosteren ftalosiyaninler son donemde yogun bir sekilde

kullanilmaktadir (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15 : Oda sicakligina sogutulan ftalosiyaninlerinin izotropik likitten

likit kristal hale ge¢isi (a) HoPc (b) ZnPc (c) CuPc (d) NiPc (e) CoPc.
Ftalosiyaninler, yiikseltgen ve indirgen gazlarin varhi@inda iletken O6zellikleri
degisebildigi, kimyasallara ve buharlarina direng gosterebildikleri i¢in son yillarda
sensOr yapiminda kullanilan en 6nemli bilesiklerdendir (Sekil 2.16). Bu uygulamalar
i¢cin ¢cogunlukla sandvig tiirii Pc’ler daha uygundur. Metalli Pc’ler azotoksit (NOX),
NHs;, Cly, CO gibi gazlar1 ve organik ¢oziici buharlarimi algilayabildikleri sensor
cihazlarinda tek ya da ¢oklu kristal tabakalar seklinde gaz sensor olarak kullanilirlar
[38].
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Sekil 2.16 : Perklorat algilamada kullanilan CoPc tiirevi (a) Kobalt
ftalosiyanin-C-mono amido-butil akrilat karboksilik asit (b) Sensor
katmanlari.

Ftalosiyaninlerin, bir diger kullanim alani da katalizér olarak kullanimidir. Pc’lerin
katalizor olarak kullanilabilmesi i¢in oyugunda bulunan metalin redoks aktif olmasi
gerekmektedir. Ftalosiyaninler hem homojen hem de heterojen kataliz islemleri igin

uygundurlar [39].

Ftalosiyaninler son yillarda giines pillerinde bosluk tasiyici malzeme olarak
kullanilmaktadirlar. ideal bir bosluk tasiyict malzemenin, bosluk hareketliliginin
yiksek, uyumlu bir HOMO enerji seviyesine sahip, c¢Ozinirligi iyi, film
olusturabilen, 1si1sal ve fotokimyasal olarak kararli ayni zamanda diisiik maliyetli
olmast beklenmektedir. Bosluk tasiyicilar organik (molekiiler, polimerik ve
organometalik) ve inorganik olmak fiizere iki gruba ayrilirlar. Spiro-OMeTAD
molekiiler [40], poly(triaryl amine) polimerik [41], ftalosiyaninler ise organometalik
bosluk tastyicilara en iyi drneklerdir. Inorganik bosluk tasiyicilar ise gegis metali ve
halojen igeren yapilardir. Spiro-OMeTAD, giines hiicrelerinde iyi bir hol tasiyici
olmasma ragmen maliyetinin yiiksek olmasi, nemli ve oksidatif ortama dayanikli
olmamasi nedeniyle ticarilesme potansiyeli sinirlidir. Bu nedenle son yillarda bu hol
tastyict malzeme yerine alternatif malzemeler gelistirmek i¢in yapilan ¢aligmalarda
onemli bir artis yasanmaktadir. Ftalosiyaninler isisal ve kimyasal kararliliklari, yakin
infrared (IR) ve IR bolgede absorpsiyon yapmalari, uygun HOMO-LUMO enerji
seviyeleri nedeniyle opto-elektronik cihazlarda, transistorlerde, 151k yayan diyotlarda

[42] ve boyaya hassaslastirilmis gilines pillerinde kullanilmaktadirlar [43-45]. Basta
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Cu(Il) ve Zn(I) olmak iizere farkli metal igeren ftalosiyanin komplekslerinin giines
pillerinde uygulamasi1 bulunmaktadir (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17 : Ftalosiyanin yapilari ve enerji band diyagramlari.

Ftalosiyaninler, giiniimiizde endiistrideki bir ¢ok uygulamanin yani sira biyolojik
aktivitelerinden dolay1 saglik sektdriinde de onemli uygulama alani1 bulmuslardir.
Ftalosiyaninler, kanser tedavisinde kullanilan mevcut konvansiyonel yontemler olan
kemoterapi, radyoterapi ve ameliyata alternatif ve daha fazla avantajlara sahip bir
yontem olan foto dinamik terapide kullanilmaktadirlar. Foto dinamik tedavinin
onemli avantaji, spesifik olarak kanserli hiicreleri hedef almalar1 ve saglikli hiicrelere
zararinin hemen hemen olmamasidir (Sekil 2.18). Diger yontemlere kiyasla daha
kolay miicadele edilebilen yan etkilere sahip olmasi, tekrarlanabilir olmas1 ve uygun
maliyetli olmasida diger avantajlaridir [46]. Saglik alaninda kanser disinda da farkl
tedavi asamalarinda da ftalosiyanin ve tiirevleri kullanilmaktadir. Porfirin ve
ftalosiyanin tlirevleri olan foto algilayicilarla yapilan in vitro g¢aligmalarda, bu
bilesiklerin ¢esitli patojenik bakterilere, viriislere, protozonlara, mantarlara ve

parazitlere kars1 oldukga etkili oldugu gbzlemlenmistir [47].
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biiyiiyiip, ¢ogalabilir. biiyiik ve koyu halde bulunabilir. seklinde olabilir.

renkli olabilir.

Sekil 2.18 : Normal ve kanserli hiicre karsilastirilmasi.

Foto dinamik terapi (PDT), foto algilayici (PS) ilacin hastaya damar yolu ile
verildikten sonra tiimorlii dokuda birikmesi ardindan uygun dalgaboyundaki 11k
kullanilarak ilacin uyarilmasi ve son agamada tiimdriin ortadan kaldirmasi esaslarini

icerir [48] (Sekil 2.19).

Reaktif Oksijen Molekiilleri
ﬁ—/ ROS ; —p PDT

Q Isik PS

Bir siire F!S*
sonra
—  — —
Foto hissedicinin (PS) Foto hissedicinin tiim Foto hissedicinin  Hedef bolgenin Hedefin yok edilmesi,
hastaya verilmesi viicuda dagilmasi hedef (tiimaorlii) isikla uyarilmasi ilacin uzaklastiriimasi

hiicrede birikmesi

Sekil 2.19 : Foto dinamik terapinin mekanizmasi ve uygulanmasi.

Foto dinamik terapi (PDT) ii¢ temel bilesenden olusur; foto algilayic1 (PS), oksijen
ve 151k. Isik, normal dokularla karsilastirildiginda tiimorlii dokularda daha uzun siire
kalabilir. Foto algilayici (PS) ilag tarafindan sogurulduktan sonra, agiga ¢ikan yiiksek
reaktif ve yiiksek toksisiteye sahip singlet oksijen (*O,), sadece ilgili bolgedeki

timorlii dokularin pargalanarak 6liimiine (nekroz olusumuna) sebep olur [49].
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2.8 Fotofiziksel, Fotokimyasal ve Biyolojik Etkinlikler

Isigin madde ile olan etkilesimini inceleyen bilim dali “fotokimya” ve bu etkilesim

sonucu ortaya ¢ikan fiziksel siiregler ise “fotofizik” olarak adlandirilir.

I1- elektronlar1 bakimindan zengin bir ftalosiyanin molekiilii, ultraviyole (UV) veya
goriiniir bolge (GB) 1518101 absorpladiginda, diisiik enerjili dolu orbitaldeki (HOMO)
bir elektron yiiksek enerjili bos orbitale (LUMO) uyarilmis olur. Uyarilmis hale
gecen elektronun izleyecegi 1simali ve 1simasiz gegislere karsilik gelen ¢esitli
dontistimler vardir ve bu doniisiimlerin  kuantum verimleri hesaplanarak
ftalosiyaninlerin fotofiziksel Ozellikleri belirlenir. Ftalosiyaninlerin fotokimyasal
ozelliklerinin belirlenmesinde ise singlet oksijen kuantum verimi ve fotobozunma
calismalari kullanilir. Ftalosiyanin molekiiliiniin uyarilmis haldeki enerjisini,
kimyasal soniimleyici olan bir baska maddeye aktarmasiyla kimyasal soniimleyici
bilesigin singlet oksijen tarafindan yiikseltgenmesi sonucu UV-Vis spektrumunda
degisiklik gozlenir. Singlet oksijen kuantum verimi ise bu degisiklikten
yararlanilarak hesaplanir. Ozellikle fotodinamik terapi (PDT) gibi medikal
uygulamalarda, ftalosiyaninlerin singlet oksijen olusturabilme kapasiteleri oldukg¢a

onemlidir.

2.8.1 Fotofiziksel ozellikler

Elektronlarin ¢ekirdek etrafindaki yerselimi, bir molekiilin 151k absorplama
yetenegini belirlemektedir. Molekiiller bir fotonu sogurduklarinda, molekiildeki bir
elektron temel halden enerjisi yiiksek baska bir orbitale geger. Kararli bir durum
olmayan bu yiiksek enerjili hale “uyarilmis hal” denir. Bu uyarilmis elektron halleri
iki cesit olabilmektedir. Ilk durum, uyarilmis elektronlarin anti-parallel spinlere
sahiptir ve spin manyetik momentlerinin bulunmadigi, uyarilmis singlet haldir (S1).
Ikinci durumda ise, paralel spinli uyarilmis elektronlarin olusturdugu (spin manyetik
moment vardir) uyarilmis triplet haldir (T1). Uyarilmis halin enerjisi, kararli-hal
elektronik absorpsiyon ve luminesans spektrumlari ile 6lgiiliir. Molekiillerdeki temel

ve uyarilmis diizeyleri gostermek igin Jablonski diyagrami kullanilir (Sekil 2.20).
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Sekil 2.20 : Jablonski diyagramu.

Diyagramdaki yatay cizgiler temel ve uyarilmis enerji diizeylerini gosterirken dikey
oklar bu diizeyler arasindaki gegisleri ifade eder. Temel enerji seviyesindeki (So) bir
molekil 15181 absorpladiginda uyarilmis singlet hale (S;) gecer. Uyarilan molekiil
etrafin1 saran molekiillerle ¢arpisarak enerjisinin bir kismini kaybeder ve uyarilmis
halin en diisiik titresim seviyesine diiser (VR - i¢ gecis (vibrational relaxation)).
Fakat cevredeki molekiiller, molekiilii temel enerji seviyesine getirmek igin gerekli
daha biiylik enerjiyi saglayamayabilirler. Bu nedenle elektronik uyarilmis molekiil
kendiliginden 1sin yaymak igin yeterli Omiir kazanir ve kalan fazla enerjiyi 1sin
olarak yayar ve “floresans 151ma” meydana gelir. Fosforesans 1s1ma floresans 1s1maya
benzemekle birlikte uyarilmis diizeydeki (S;1) elektron temel diizeye donmek yerine
spin degistirir, sistemler aras1 gegis (inter system crossing (ISC)) yaparak triplet (T1)
diizeye gecer. Bu tirplet diizeyden 1s1ma gergeklesirse “fosforesans” meydana gelir.
Triplet diizeyin emisyonundan meydana gelen 1simanin enerjisi floresans 1simaya
gore ¢ok daha diisiiktiir, bu sebepten fosforesans 1s1ma daha ytiksek dalga boylarinda
gozlenir. Eger tizerindeki enerjiyi 0, molekiiliine verir ise ‘O, (singlet oksijen)

olusturur (Sekil 2.21).
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Sekil 2.21 : Oksijen molekiilii igin MO diyagramu.

Sitotoksite terimi, hiicre 6liimiine neden olma kapasitesidir. Fotositotoksisite ise 151k
ile uyarilarak hiicrelerin 6liimiine neden olma kapasitesidir. Sitotoksisite testleri,
toksik oldugu diisliniilen maddenin, uygun hiicre kiiltiiriinde, hiicre ¢ogalma oran1 ve
hiicre tizerindeki toksik etkisi dikkate alinarak degerlendirme yapilan testlere denir.
Sitotoksisite testleri invivo veya invitro olarak yapilabilmektedir. Hiicre temelli bu
denemeler, kolay uygulanabilir olmalar1 ve diger deneysel calismalarla uyumlu

olmalar1 sebebiyle siklikla kullanilmaktadirlar [49, 50].

2.8.2 Floresans ozellikler

Uyarilmis singlet (tekli) halden temel hale ge¢is sirasinda yapilan 1g1maya floresans
denir. Bu olay kati, s1v1 veya gazlarda gozlenebilir. Bir maddenin uyarilmis durumda
kalma siiresine ise floresans Omrii denir. Bir elektronik gecisin, emisyon ve
absopsiyon egrilerinin maksimumlarmin arasindaki (dalgaboyu veya frekans) farka

Stokes kaymasi denir. Sekil 2.22°de tipik bir uyarma, emisyon spektrumu verilmistir.

A

ABSORBSIYON FLORESANS FOSFORESANS

Sekil 2.22 : Tipik bir uyarma ve emisyon spektrumu.

21



250 nm’den daha kiiclik dalga boylarindaki isinlar, Oonayrigma ve ayrisma ile
uyarilmis halin sontimiine sebep olacak kadar enerjilidir olduklarindan, bunlarin
sogrulmasi floresansa neden olmaz. Dolayisiyla, 6— o* gecisi sebebiyle floresans
sik gbozlenmez. Floresans 1sinlar1 daha ¢ok 1 —n* ve n —»n* gegislerinden meydana
gelir. Molar absorpsiyon katsayist daha biiyiik olan 1 —n* ge¢isinin kuantum verimi,
n —u* gecisininkinden daha fazladir. Diisiik enerjili m1 —n* gecislerine sahip
aromatik gruplar en siddetli floresans1 gosterirler. Sekil 2.23°de bir floresans cihazi

goriilmektedir. Sekil 2.23’de bir floresans cihazi goriilmektedir.

Uyarma Sagilan 151n
filtresi veya &
monokromator = ! P4

Pemet
zayiflatica

Emisyon
filtresi veya

monekromator
|
Referans Numune
fotecegaltici fotogogalticisi

Fark
yiikselticisi

@kuma
diizenegi

Sekil 2.23 : Floresans spektrofotometresi.
2.9 Ftalosiyaninlerin Biyolojik Uygulamalar: ve DNA ile Etkilesimleri

DNA, organizmalarin genetigiyle ilgili tim bilgileri tasiyan niikleotidlerin
olusturdugu heliks seklindeki polimerik zincire verilen addir. Her bir niikleotid, biri
baz, biri seker ve digeri de fosfat grubundan olusan 3 farkli yapiya sahiptir (Sekil
2.24).

BAZ BAZ BAZ
0 0 o
i . 11 i -
+r—P—0 "’o—r—o "’D—T’—G “0—-
o o o

Sekil 2.24 : DNA’ nin ii¢ temel bileseni.
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DNA, ikisi 6 iiyeli hetero halkali bilesiklerden olusan pirimidin molekiilleri tiirevleri
olan Sitozin ve Timin, diger ikisi de hem 6 hem de 5 {iiyeli hetero halkali
bilesiklerden olusan piirin molekiilleri tiirevleri olan Adenin ve Guanin adlarindaki
niikleotidlerden olugmaktadir (Sekil 2.25). DNA’y1 olusturan sarmal yapida iki
zincirde bulunan niikleotidlerini birbirine baglayan, Hidrojen baglari, Adenin ve

Timin Bazlar arasinda 2 adet iken Guanin ve Sitozin arasinda 3 adettir (Sekil 2.26).

Q NH,
I :
HN S CHs N NN
¢ ) P
O/} “‘-.N* \.‘\N N
H H
TIMIN ADENIN
NH, o
NZ HN N
' )
C
07 N HJ\IAN N*
H : H
SITOZIN GUANIN

Sekil 2.25 : DNA’ da bulunan bazlar.

© Hidrojen
© Oksijen
@ Azot
© Karbon
© Fosfat

Primidinler Purinler

DNA’nin ana iskeletini olusturan iki sarmal zincirin arasindaki bolgelerde ardisik
bosluklar bulunmaktadir. Bu bosluklar simetrik olmadigindan biri biiyiik, digeri ise
kiigiiktiir. Major groove adini alan biiylik bosluk (biiyiik oyuk) yaklasik 22 A°
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genisligindedir, minor groove adindaki kiiciik bosluk (kiiciik oyuk) ise yaklasik 12
A° genisligindedir (Sekil 2.27). Farkli biiytikliikteki molekiiller DNA ile etkilesime

girerek bu bosluklarla entegre olabilmektedirler.

major
groove

major
groove

groove

™\ 4
- ' & .
K !\ " __ hunor

Sekil 2.27 : DNA sarmalindaki biiyiik ve kii¢iik oyuklar.

DNA, o6zellikle ¢ogalmadaki ve replikasyondaki merkezi roliinden dolay1 pek c¢ok
anti kanser ve antibiyotiklerin asil hedefi olmustur [51, 52]. Niikleik asitlere baglanip
ayrilabilen kimyasal maddeler, kanser, genetik hastaliklar ve viral enfeksiyonlarin
tedavisi i¢in potansiyeli olan ilaglardir. DNA/RNA yapilari ile etkilesim i¢in pek ¢ok
sentetik madde gelistirilmesine ragmen, onkolojik uygulamalarda bu maddelerin ¢ok
az1 DNA ile beklenen etkilesimi gostermistir. Bu nedenle uzun bir siiredir metal
komplekslerinin DNA ile olan etkilesimlerine biiyiik bir ilgi vardir. Bu kompleksler
arasinda katyonik porfirinler ile onlarin analoglarinin, DNA’ya baglanip ayrildiklar
bilinmektedir. Bu tiir maddelerin DNA ile etkilesimleri, UV-Vis ve floresans
teknikleri ile kapsamli bir sekilde incelenebilmektedir. Bu etkilesimleri anlamak
DNA hedefli yeni ilaglarin tasarlanmasinda olduk¢a Onemlidir. Katyonik
porfirinlerin DNA ve RNA ile etkilesimleri Fiel ve arkadaslar tarafindan otuz yil
once denenmis ve bu konuda daha fazla ¢aligmalarin yapilmasini tesvik etmistir [53,
54]. Bu calismalar porfirin tiirevlerinin DNA’ya {i¢ farkli sekilde baglanabilecegini
gostermistir (Sekil 2.28). (a) interkalatif baglanma (Sekil 2.29) (b) oyuga baglanma
ve (c) elektrostatik etkilesimler ile baglanma. DNA ile yapilan interkalasyon UV-Vis
spektrumunda dalga boyunda biiylik kaymalara neden olurken, oyuga baglanma ve

elektrostatik etkilesimlerde ise kaymalar daha azdir.
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Sekil 2.28 : DNA’ya baglanma sekilleri.
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Sekil 2.29 : Interkalasyon baglanma sekilleri.

Porfirinler ile kiyaslandiginda ftalosiyanin-DNA arasindaki etkilesimler ile ilgili
yakin zamanda yapilmig sinirli sayida calisma vardir. Yapilan bu c¢alismalarda
katyonik ftalosiyaninlerin DNA’ya baglanma ve ayrilmada nétral veya negatif yiikli
ftalosiyaninlerden daha etkili oldugu goriilmistiir [55-57]. Katyonik ftalosiyaninler,
stibstitiient olarak bulundurduklari tersiyer azot atomunun metil iyodiir ile arasindaki
reaksiyonundan kolaylikla elde edilebildikleri i¢in son yillarda azot iceren hetero
halkalar tasiyan ftalosiyaninler ile onlarin katyonik tiirevlerinin hazirlanmasi daha da
ilgi c¢ekmistir [58-60]. Ciinkii ftalosiyaninlerin yapisina azot iceren gruplarin

baglanmas1 sadece onlarin kuaterner tlirevlerinin hazirlanmasina olanak saglamakla
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kalmayip ayni1 zamanda Pc’lerin fizikokimyasal 6zelliklerinin etkilemekte ve tiptaki

uygulamalarini kolaylastirmaktadir.

2.10 Morfolin Gruplari ile Siibstitiie Ftalosiyaninler

Renksiz ve mobil bir sivi olan morfolin, su ve ¢ok sayida ¢6ziicli ile tamamen
karigabildigi gibi regineler ve boyalar gibi ¢esitli organik materyalleri de ¢6zmek i¢in
kullanilan karakteristik amin kokulu bir ¢6ziictidiir. Bir aminoeter olan morfolin

sekonder amin grubuna tasidigi i¢in kimyasal tepkimelerde yeralmaktadir.

Morfolin gruplarini tasiyan ftalosiyaninlere ait en yakin calisma 2017 yilinda
Dlugaszewska ve ekibi tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada N-metil morfolinetoksi
gruplart tasiyan kuarternize magnezyum ftalosiyanin bilesigi sentezlenmis (Sekil
2.30) ve foto dinamik terapi amaciyla plankton hiicrelerinde gram-pozitif ve gram-
negatif bakterilerine kars1 basarili bir sekilde kullanilmistir [61] (Sekil 2.31).

Sekil 2.30 : PDT’de kullanilan kuarternize magnezyum ftalosiyanin tiirevi.

Foto algilayica (PS)

Belirgin
Antimikrobiyal
AKtivite

Mikrobiyal Suslar

Sekil 2.31 : PDT de kullanilan kuarternize magnezyum ftalosiyaninin deneyi.
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2016 yilinda yapilan bir c¢alismada ise non-periferal pozisyonlarinda 2-
morfolinoetanol gruplar tagiyan katyonik ¢inko ftalosiyaninler sentezlenmis, candida
albicans tizerindeki fotodinamik aktiviteleri arastirilmis ve bu katyonik yapilarin

antifungal fotoaktiviteye gosterdigi tespit edilmistir [62] (Sekil 2.32).

M) O N+ ©
\‘_ \/ / \__/

Sekil 2.32 : Mono ve tetra siibstitiie kuarterner ¢inko ftalosiyaninler.

2015 yilinda Kucinska ve grubu tarafindan yapilan g¢alismada morfolinoetanol
gruplar1 tasiyan simetrik ve asimetrik ftalosiyaninler sentezlenmistir. Yapilan
calismada sentezlenen Pc’lerin singlet oksijen kuantum verimleri 6lgiilmiis ve yiliksek
verimler tespit edilmistir [63] (Sekil 2.33). Calisgmanin devaminda yapilan sitotoksik
uygulamada, kanser hiicrelerinin tedavisinde iyi sonuglar elde edilmis ve iginlarin
uygulanmadigr saglikli hiicrelerde ise ¢inko ftalosiyaninin konsantrasyonunun ¢ok
diisiik oldugu tespit edilmistir [63] (Sekil 2.34).
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Sekil 2.33 : Simetrik ve asimetrik siibstitiie ftalosiyaninler.
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Sekil 2.34 : Asimetrik siibstitiie ¢inkoftalosiyaninin PDT uygulamas.

Ayni grubun 2018’de yapmis oldugu calismada, 2015 yilinda sentezledikleri okta
siibstiliye magnezyum ve c¢inko ftalosiyaninler ile asimetrik ¢inko ftalosiyanin
lipozomlar ile birlestirilerek ilag dagitim aracit olarak incelenmislerdir. Artan
slibstitiient sayisi, ftalosiyaninlerin hidrofilikligin artmasina, agregasyon egiliminin
azalmasina ve Q bandmin spektrumun kirmizi bdlgesine dogru daha fazla kaymasina

yol agmustir.

Yapilan ¢alismalar ile agiz kanserine (skuamoz hiicreli karsinoma) karsi umut verici

gelismeler elde edilmistir.[64].

Biyiklioglu tarafindan yapilan bir calismada ise aksiyal pozisyonlarinda
morfolinoetanol gruplari bulunan silikon ftalosiyanin ile subftalosiyanin hazirlanmis
ve katyonik tlirevlerine gecilmistir (Sekil 2.35). Sentezlenen yapilarin

elektrokimyasal 6zellikleri incelenmistir [65].

Biyiklioglu tarafindan yapilan bir c¢alismada ise aksiyal pozisyonlarinda
morfolinoetanol gruplar1 bulunan silikon ftalosiyanin ile subftalosiyanin hazirlanmig
ve katyonik tlirevlerine gecilmistir (Sekil 2.35). Sentezlenen yapilarin

elektrokimyasal 6zellikleri incelenmistir [65].
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Sekil 2.35 : Silikon ftalosiyanin ve subftalosiyanin.

2016 yilinda yine Barut ve ekibinin yaptigi ¢alismada, 2-(2-morfolin-4-
iletoksi)etoksi siibstitiie gruplar iceren ¢inko, mangan, bakir ftalosiyaninler ile
katyonik tiirevleri sentezlenmistir (Sekil 2.36). Daha sonra katyonik yapilarin DNA

ile etkilesimleri incelenmistir [66].
onnNo\/\OH s a DMF, K,CO,, 60 °C /_\ 0, ﬂ
\_/ a ,@CN _ o\_/u/\/ NN - CN

N l ®

" 4 \\\
\\\‘ . I
e~k . .
3 Nw \]N § 4l CHy-L chiorotorm, room temperature K -
" o N
oo N"N\ N M N
N ~ N N
~
‘/ N ’, -
M= Zn (2a), MnCl (3a), Cu (4a) I \\\
(o) m/ \ M= Zn (2), MnCl1 (3), Cu (4)
- NN\ Y H 1

Sekil 2.36 : PDT’de kullanilan ftalosiyanin tiirevlerinin sentezi.
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2010 yilinda Kalkan tarafindan yapilan ¢alismada 4,5 pozisyonlarinda morfolin ve

klor gruplart bulunan metalsiz ve metalli ftalosiyaninler sentezlenmistir ve

elektrokimyasal 6zellikleri incelenmistir (Sekil 2.37) [67].
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Sekil 2.37 : Okta siibstitiie ftalosiyaninler ve izomerleri.

2011 yilinda Kalkan tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise AzB formunda

oktasiibstitiie asimetrik ftalosiyaninler sentezlenmis, spektroelektrokimyasal ve

voltametrik ¢alismalar1 yapilmistir (Sekil 2.38) [68].
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Sekil 2.38 : Morfolin grubu iceren asimetrik ¢inko ve kobalt ftalosiyanin
sentezi.

2015 yilinda Kantar ve arkadaslari, morfolin ve trizalo siibstitiie ftalosiyanin
sentezlemisglerdir (Sekil 2.39). Sentezledikleri Pc tilirevlerinin ksantin oksidsaz
inhibitor aktiviteleri incelenmis ve 6zellikle tetra siibstitiie ftalosiyaninde umut verici

sonuglar elde edilmistir [69].
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Sekil 2.39 : Ksantin oksidaz inhibitor aktivitesi gosteren ftalosiyaninlerin
sentezi.

2018’de Demirbas’in yapmis oldugu caligmada periferal konumlarda 4-(3-metil-4-(3-
morfolinopropil)-5-okso-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-1-il) grup iceren Kuarternize
tetra siibstitiie ¢inko ve bakir ftalosiyaninler sentezlemistir (Sekil 2.40). Sentezlenen
ftalosiyaninlerin DNA ile etkilesimleri incelenmis, baglanma sabitleri hesaplanmus.
Ek olarak, pBR322 plazmid DNA kullanilarak agaroz jel elektroforez deneyleri
yapitlmistir. Karanlikta, oksitleyici ajanlarin yoklugunda, ftalosiyaninler hi¢ bir
ayrilma aktivitesi gostermezken; H,O, gibi oksitleyici ajanlarin varliginda ise foto

ayrilma gostermislerdir [70].
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Sekil 2.40 : Morfolin grubu ihtiva eden ¢inko ve bakir ftalosiyaninler.
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3. CALISMANIN AMACI VE KAPSAMI

Son yillarda ilag tasarimeilart tarafindan, heterosiklik makrosiklik organik bilesikler
olan ftalosiyaninlerin (Pc) tipta ve biyokimyada kullanilabilirliklerine vurgu
yapilmaktadir. Pek cok madde kovalent veya kovalent olmayan baglarla DNA’ya
baglanabildigi i¢cin, DNA kanser tedavisinde 6nemli bir ila¢ hedefidir. Porfirinlerin
tirevi olan ftalosiyaninlerde segici olarak niikleik asitleri ayirabilme yetenekleri
nedeniyle yaygin bir sekilde DNA’nin yapisal probu olarak kullanilabilmektedirler.
Ozellikle de katyonik boyalar, kromoforik &zellikleri kolaylikla gozlenebildigi igin
niikleik asit yapisinin miikemmel bir probu olarak gosterilmekte, DNA ile
etkilesimleri UV-Vis ve floresans spektroskopileri ile kapsamli bir sekilde
calisilmaktadir. Cilinkii bu etkilesimlerin anlasilmasi, DNA hedefli yeni ve daha
verimli ilaglarin tasarimina katkida bulunacaktir. Literatiirden elde edilen bilgilere
gore, katyonik ftalosiyaninler DNA’ ya baglanma ve ayrilmada nétiir ve anyonik
tiirevlerine kiyasla en etkili olanlaridir. Bu nedenle tez kapsaminda, azot iceren
hetero halkalar ile siibstitiie ftalosiyaninlerin ve onlarin katyonik tiirevlerinin sentezi

ve katyonik ftalosiyaninlerin DNA ile etkilesimlerinin incelenmesi amag¢lanmustir.

Calismanin ilk boliimiinde periferal pozisyonlarinda 2-morfolinoetanol gruplari
tasiyan tetra siibstitiie metalsiz (3) ve metalli ftalosiyaninler (Zn, In, Co, Mn) (4-7)
ile okta siibstitiie ¢inko ftalosiyaninin (13) sentezlenmistir. Bu nedenle ilk olarak 4-
(2-morfolinoetoksi)ftalonitril  (2) ve 4,5-bis(2-morfolinoetoksi)ftalonitril  (12)
bilesikleri baslangic maddesi olarak hazirlanmistir. Hazirlanan ftalonitril
bilesiklerinin (2 veya 12) uygun metal tuzlar ile (metalsiz ftalosiyanin sentezinde
metal tuzu  kullanilmamistir) n-pentanol icerisinde DBU  varligindaki
siklotetramerizasyonundan hedeflenen ftalosiyanin komplekslerine (3-7, 13)
gecilmistir. Sentezi gerceklestirilen yeni ftalosiyaninler diklorometan (DCM), etil
asetat, tetrahidrofuran (THF), kloroform, dimetil formamid (DMF) ve dimetil

stilfoksit (DMSO) gibi pek ¢ok ¢oziiciide ¢oziinmektedir.

Calismanin ikinci kisminda, elde edilen metalsiz (3), ¢inko (4) ve indiyum (5)

ftalosiyaninlerin suda ¢oziiniir katyonik tiirevlerine (8-10) ge¢ilmistir. Bu nedenle 3-
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5 numarali bilesiklerin metil iyodiir ile kloroform igerisinde geri sogutucu altinda 3-
4 saat karanlikta kaynatilmasi ile suda ¢oziiniir tiirevleri (8-10) sentezlenmistir.
Sentezlenen katyonik ftalosiyaninler sicak etanol, metanol, etil asetat, THF,
kloroform ve aseton ile yikanarak saflastiritlmistir. Bu bilesikler sadece DMF, DMSO

ve suda ¢oziinmektedirler.

Calismanin ii¢lincli kisminda hem sentezlenen 3-5 nolu nétral ftalosiyaninlerin hem
de 8-10 numarali katyonik tiirevlerinin fotofiziksel ve fotokimyasal oOlgiimleri
floresans spektrofotometresi kullanilarak yapilmistir. Metalsiz (3) ve metalli (4, 5)
ftalosiyaninler i¢in THF igerisinde, 8-10 numarali katyonik ftalosiyaninler icin
DMSO igerisinde floresans spektrumlari alinmistir. Her bir bilesigin floresans
kuantum verimleri (@) hesaplanmistir. 3-5 nolu P¢’ler i¢in 1,3-difenilizobenzofuran
(DPBF)’nin 417 nm'deki, 8-10 nolu katyonik Pc’ler icin ise 9,10-antrasilenil-bis
(metilen) dimalonoik asit (ADMA)’nin 380 nm'deki absorbansinin kaybolmasi1 UV-
Vis spektrofotometresi kullanilarak izlenmistir. Tez kapsaminda ayrica 3-5 ve 8-10
numarali bilesiklerin DMSO igerisindeki singlet oksijen kuantum verimleri (®,)

hesaplanmustir.

Tez caligmasinin son kisminda ise hem katyonik ftalosiyaninlerin (8-10) Calf
Thymus-DNA (CT-DNA) ile etkilesimlerinin UV-Vis ve floresans teknikleri
kullanilarak incelenmesi hem de fotositotoksisite Olglimleri yapilmistir. Pc-DNA
etkilesimlerine ait termal denatiirasyon egrileri incelenmis, bu etkilesimlere ait
termodinamik parametreler belirlenmistir. 8-10 numarali katyonik ftalosiyaninlerin

HeLa hiicre hatlari iizerinden PDT uygulamalar1 gerceklestirilmistir.

Tez kapsaminda 2 tane ftalonitril ile bunlarin metalsiz ve metalli Pc’leri ve bir
kisminin  katyonik tiirevleri hazirlanmistir. Tez kapsaminda sentezlenen tim
bilesiklerin (2-13) yapilari 'H-NMR, FT-IR, kiitle ve UV-Vis spektroskopik

yontemleri kullanilarak aydinlatilmigtir.
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4. KULLANILAN CIHAZLAR VE MADDELER

4.1 Kullanilan Cihazlar

Infrared Spektrometresi : Perkin-Elmer Spectrum One FT-IR
Ultraviyole-Vis. Spektrofotometresi : Scinco UV/ Vis spektrofotometre

'H NMR Spektrometresi : NMR (500 MHz-Agilent)

Kiitle Spektrometresi : Bruker Microflex LT MALDI-TOF MS
Floresans Spektrofotometresi : Perkin-Elmer LS55

X-1s11 Difraktometresi : Bruker D8 Venture

4.2 Kullanilan Maddeler

4-nitroftalonitril, 2-morfolinoetanol, potasyum karbonat (K,CO3), sodyum karbonat
(Na2COg), indiyum(IIDkloriir (InCls), ¢inko asetat (Zn(CH3COO),), 4-(2-kloroetil)
morfolin hidrokloriir, metil iyodiir, etanol, metanol, dimetil formamid (DMF),
hekzan, kloroform (CHCI3), diklormetan (CH,Cl,), tetrahidrofuran (THF), etil asetat,
dimetil stilfoksit (DMSO), deoksiriboniikleik asit disodyum tuzu (DNA), tampon
¢ozelti (pH=7, disodyum hidrojen fosfat/potasyum dihidrojen fosfat), 1,4-benzokinon
(BQ), SYBR Gold, katehol, hidroklorik asit, sodyum hidroksit, N-bromosiiksinimid,
bakir siyantir, siilfirik asit, azot gazi, dumanli nitrat asidi, ftalimid, amonyak, tiyonil
kloriir (SOCIy), sodyum bikarbonat (NaHCO3), sodyum siilfat (Na,SO,4), aseton,
DBU, n-pentanol, dietil eter, kobalt (II) kloriir (CoCl;), mangan (II) kloriir (MnCly),
toluen, silika jel, aliimina, Triton-X-100, fetal sigir serumu, antibiyotik (pen / strep),
dulbecco modifiye eagle ortami1 (DMEM), fosfat salin tamponu (PBS), tetrazolyum
bilesigi reaktifi (MTS), 1,3-difenilizobenzofuran (DPBF), 9,10-antrasilenil-bis
(metilen) dimalonoik asit (ADMA).
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5. DENEYSEL KISIM

5.1 Baslangic Maddelerinin ve Yeni Maddelerin Sentezi
4-Nitroftalonitril (1) bilesigi literatiire gore hazirlanmistir [71].

5.1.1 4-(2-Morfolinoetoksi) ftalonitril (2) [72]

1 g (5,78 mmol) 4-nitroftalonitril 20 mL kuru N,N-dimetilformamid iginde azot
atmosferi altinda ¢oziiliir. Uzerine 1,07 mL (8,67 mmol) 2-morfolinoetanol eklenerek
15 dakika siireyle karistirilir. Ardindan 3,2 g (23 mmol) potasyum karbonat (K,CO3)
2 saat boyunca porsiyonlar halinde eklenir ve reaksiyon 50 °C’de 72 saat azot
atmosferinde karistirilmaya devam edilir. Bu siirenin sonunda oda sicakligina
sogutulan reaksiyon karigimi 400 mL buzlu suya dokiilerek {riiniin ¢okmesi
saglanmistir. Olusan ¢okelti siiziiliip noétrallesinceye kadar saf su ile yikanmis ve
kurutulmustur. Ele gecen tirtin 1:1 CHCls:aseton kullanilarak (sabit faz : silika)
yapilan kolon kromotografisi ile beyaz renkte saf {iriin elde edilir. Verim: 0,92 g (%
62), EXN. 87 °C, C14H1sN30; (257,12 g/mol). IR (vmax, cm™): 3063 (Ar-H), 2865-
2818 (Alifatik-CH), 2228 (C=N), 1599, 1560, 1493, 1306, 1281, 1256, 1111; *H-
NMR (CDCls): 8, ppm: 7,73-7,71 (d, 1H, Ar-H), 7,30-7,29 (d, 1H, Ar-H), 7,22-7,20
(dd, 1H, Ar-H), 4,21-4,18 (t, 2H, O-CH,), 3,75-3,73 (t, 4H, O-CH,), 2,86-2,83 (t, 2H,
N-CHy), 2,58-2,57 (t, 4H, N-CHy).

NC NO> /— \ Kuru DMF NC O\/\N/\
T 8
NC HO — K2CO3 NC ©
50 °C
1 72 saat 2
Sekil 5.1 : 4-(2-Morfolinoetoksi) ftalonitril sentezi.
5.1.2 2,9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-(2-morfolinoetoksi)ftalosiyanin (HzPc) (3)

0,3 g (1,16 mmol) 4-(2-morfolinoetoksi)ftalonitril, katalitik miktarda DBU 1,5 mL n-
pentanol icerinde azot atmosferinde 145 °C’de 24 saat karistirilir (Sekil 1). Oda
sicakligina getirilen karisimina metanol:su (1:2) ilave edilerek tiriiniin kati1 halde

¢Okmesi saglanir. Olusan ¢okelti santrifiij ile ayrilir, birka¢ defa metanol:su karisimi
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ile yikanip kurutulur. Yesil renkli madde 10:1 THF:hegzan kullanilarak aliimina sabit
faz tizerinden kolon kromotografisi ile saflastirilir. Uriin THF, CH.Cl,, DMF,
etilasetat, DMSO dahil olmak iizere ¢ok sayida ¢oziiciide ¢oziinmektedir.Verim: 0,11
g (% 37), EN> 200 °C, CsgHe2N120g (1031,16 g/mol). IR (Vmax, cm™): 3289 (N-H),
3086 (Ar-H), 2920-2800 (Alifatik-CH), 1604, 1454, 1428, 1322, 1276, 1230, 1113,
'H NMR (CDCl3): &, ppm: 7,74-6,99 (m, 12H, Ar-H), 4,33-4,30 (t, 8H, O-CH,), 3,96
(s, 12H, O-CHy), 3,77-3,75 (t, 4H, O-CH,), 3,08-3,07 (t, 8H, N-CH,), 2,86 (s, 12H,
N-CH), 2,60 (s, 4H, N-CHy), -4,50 (br s, 2H, NH); UV-Vis (THF): Anax, nm (log €):
330 (4,95), 667 (4,92), 703(4,99); MS (MALDI-TOF): m/z 1032,78 [M+1]".

o/ NP
O (0]
Y y »,
n-pentanol N N= =N N
NC O DBU
j@ Ny —— HO [N W o/_/
NC K/O N2 \ /
145 °C N N
2 24 saat 8
o}
I
W
o

Sekil 5.2 : Metalsiz ftalosiyanin sentezi.

Iz

ZT

5.1.32,9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-(2- morfolinoetoksi)ftalosiyaninato ¢cinko(II)
(ZnPc) (4)

0,30 g (0,97 mmol) 4-(2-morfolinoetoksi) ftalonitril, 0,05 g (0,29 mmol)
Zn(CH3COQ0), ve Kkatalitik miktarda DBU 1,5 mL n-pentanol igerinde azot
atmosferinde 145 °C’de 24 saat karistirilir. Daha sonra karisimina 1:2 metanol:su
ilave edilerek iiriinlin kat1 halde ¢okmesi saglanir. Olusan ¢okelti santrifiij ile ayrilir,
birka¢ defa 1:2 metanol:su karisimi ile yikanip kurutulur. Yesil renkli madde
THF:hekzan (10:1) kullanilarak aliimina sabit faz {izerinden kolon kromotografisi ile
saflagtirtlir. Uriin THF, CH,Cl,, DMF, etilasetat, DMSO dahil olmak iizere cok
sayida ¢oziicide ¢oziinmektedir.Verim: 0,13 g (% 40), EN> 200 °C,
CssHeoN120sZn (1094,53 g/mol). IR (vmax, cM™): 3063 (Ar-H), 2923-2800 (Alifatik-
CH), 1603, 1484, 1449, 1390, 1274, 1219, 1110, 1046; ‘H NMR (CDCls): &, ppm:
8,96 (br s, 4H-Ar-H), 8,53 (br s, 4H, Ar-H), 7,51-7,46 (m, 4H, Ar-H), 4,53 (br s, 8H,
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O-CHj), 3,78-3,74 (m, 16H, O-CH,), 3,02 (br s, 8H, N-CH,), 2,71-2,47 (d, 16H, N-
CH,); UV-Vis (THF): Amax, nm (log £): 349 (5,27), 677 (5,62); MS (MALDI-TOF):
m/z 1095,65 [M + 1]

o/ S
W £ o

n-pentanol N N= N =N
NC:©/O\/\N/\ Zn(CH;C00), _\O*@N--Zln-—Ni/Do/—
NG Lo DBU, 145°C N rL o
\ /)

2 N,, 24 saat

O

J
-

Sekil 5.3 : Cinko ftalosiyanin sentezi.

5.1.4 2,9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-(2-morfolinoetoksi)ftalosiyaninato
indiyum(III) Kkloriir (InPcCl) (5)

0,3 g (1,26 mmol) 4-(2-morfolinoetoksi) ftalonitril, 0,06 g (0,29 mmol) InCl; ve
katalitik miktarda DBU 1,5 mL n-pentanol igerinde azot atmosferinde 145 °C’de 24
saat karistirilir (Sekil 2). Ardindan karisimina 1:2 metanol:su ilave edilerek yesil
renkli iirlin ¢oktiiriiliir. Olusan kat1 santrifiij ile ayrilir, diethil eter, hekzan, soguk
methanol ve aseton ile yikanip kurutularak saflastirilir. Uriin THF, CH,Cl,, DMF,
etilasetat, DMSO dahil olmak iizere ¢ok sayida ¢oziiciide ¢oziinmektedir. Verim:
0,13 g (%39), EN.> 200 °C, CsgHgoClINN1,0g (1179,42 g/mol). IR (Vmax, cM™):
3059 (Ar-H), 2949-2848 (Alifatik-CH), 1603, 1482, 1390, 1338, 1276, 1239, 1112,
'H NMR (CDCls): 5, ppm: 8,86-8,77 (d, 4H, Ar-H), 8,34-8,27 (d, 4H, Ar-H), 7,51-
7,43 (d, 4H, Ar-H), 4,47 (br s, 8H, O-CHy), 3,89-3,86 (t, 12H, O-CHy), 3,69 (s, 4H,
0O-CHy), 3,06 (s, 8H, N-CHy), 2,75 (br s, 12H, N-CHy), 2,5 (s, 4H, N-CH,); UV-Vis
(THF): Amax, nm (log €): 358 (5,21), 700 (5,48); MS (MALDI-TOF): m/z 1180,16
[M+1]", 1141,76 [M-2-CI]", 1296, 126 [M-CI+DBH]".
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Sekil 5.4 : Indiyum ftalosiyanin sentezi.

5.1.5 2,9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-(2-morfolinoetoksi)ftalosiyaninato kobalt(I1)
(CoPc) (6)

0,3 g (1,16 mmol) 4-(2-morfolinoetoksi) ftalonitril, 0,038 g (0,29 mmol) CoCl, ve
katalitik miktarda DBU 1 mL n-pentanol igerinde azot atmosferinde 145 °C’de 24
saat karistirilir. Oda sicakligina sogutulan reaksiyon karisimina metanol:su (1:1)
ilave edilerek iriintin kat1 halde ¢okmesi saglanir. Olusan kat1 santrifiij ile ayrilir,
birka¢ defa 1:1 metanol:su karigimi ile yikanip kurutulur. Mavi renkli madde 10:1
THF:hegzan kullanilarak aliimina sabit faz iizerinden kolon kromotografisi ile
saflastirtlir. Uriin THF, CH,Cl,, DMF, etilasetat, DMSO dahil olmak iizere cok
sayida c¢oOziicide c¢oOziinmektedir. Verim: 0,13 g (% 41), EN> 200 °C,
CssHsoCON120g (1088,11 g/mol). IR (vmax, cM™): 3068 (Ar-H), 2953-2800 (Alifatik-
CH), 1607, 1522, 1456, 1403, 1340, 1276, 1235, 1092; UV-Vis (THF): Amax, Nm (log
g): 327 (5,10), 664 (5,25) nm; MS (MALDI-TOF): m/z 1088,94 [M]".
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Sekil 5.5 : Kobalt ftalosiyanin sentezi.

5.1.6 2,9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-(2-morfolinoetoksi)ftalosiyaninato

mangan(III) kloriir (MnPcCl) (7)

0,3 g (1,16 mmol) 4-(2-morfolinoetoksi) ftalonitril, 0,04 g (0,29 mmol) MnCl, ve
katalitik miktarda DBU 1 mL n-pentanol icerinde azot atmosferinde 145 °C’de 24

saat karistirilir. Bu siirenin sonunda oda sicakligina sogutulan kahverengi reaksiyon

karisimina metanol ilave edilerek {iriiniin kat1 halde ¢okmesi saglanir. Olusan ¢okelti

santrifiij ile ayrilir, diethil eter, hekzan ve soguk methanol ile yikanip kurutularak

saflastirilir. Uriin THF, CH,Cl,, DMF, etilasetat, DMSO, aseton ve toluen dahil

olmak iizere ¢ok sayida ¢oziiciide ¢oziinmektedir. Verim: 0,06g (% 37,5), E. N.> 200
°C, CssHeoCIMNN,0g (1119,56 g/mol). IR (vmax, cM™): 3054 (Ar-H), 2945-2800
(Alifatik-CH), 1603, 1484, 1452, 1399, 1239, 1112; UV-Vis (THF): Anax, nm (log €):
393 (4,66), 526 (3,98), 723( 4,97) nm; MS (MALDI-TOF): m/z 1084,91 [M-CI]".
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Sekil 5.6 : Mangan ftalosiyanin sentezi.
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5.1.7 2,9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-(N-metil-2-morfolinoetoksi)ftalosiyanin
tetraiyodiir (Q-H,Pc) (8)

0,1 g (0,09 mmol) metalsiz ftalosiyanin (3) 15 mL kloroformda ¢oziilerek metil
tyodiiriin agiris1 (0,03 mL, 0,48 mmol) ile birlikte 4 saat boyunca karanlikta kaynama
sicakliginda karistirilir. Bu siirenin sonunda olusan ¢okelti siiziiliir; sicak metanol,
etanol, kloroform, diklorometan, THF, etil asetat ve aseton ile yikanarak saflastirilir
ve kurutulur. Verim: 0,09 g (% 60), EN.> 200 °C, CgoH741sN1,0g (1598, 95 g/mol).
IR (Umax, €M™): 3419 (N-H), 3010 (Ar-H), 2949-2870 (Alifatik-CH), 1608, 1469,
1395, 1341, 1223, 1097; *H NMR (d-DMSO): &, ppm: 9,01-8,72 (m, 8H, Ar-H), 7,88
(br s, 4H, Ar-H), 5,14 (s, 8H, O-CH2), 4,42 (s, 8H, N-CH,), 4,20 (s, 16H, O-CHy),
4,00-3,84 (t, 16H, N-CH,), 3,60 (s, 12H, CHj3), -2,52 (br s, 2H, NH); UV-Vis (DMF):
Amax, NM (log €): 343 (4,64), 669 (4,81), 702 (4,84).
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Sekil 5.7 : Katyonik metalsiz ftalosiyanin sentezi.

5.1.8 2,9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-(N-metil-2-morfolinoetoksi)ftalosiyaninato
cinko (II) tetraiyodiir (Q-ZnPc) (9)

0,1 g (0,09 mmol) ¢inko ftalosiyanin (4) 15 mL kloroform igerisinde ¢oziiliir.
Uzerine iyodometan (0,03 mL, 0,48 mmol) ilave edilerek geri sogutucu altinda
kaynama sicakliginda 4-5 saat karanlikta karistirilir. Bu silirenin sonunda olsan yesil
renkli ¢okelti siiziilerek sicak metanol, etanol, kloroform, diklorometan, THF, etil
asetat ve aseton ile defalarca yikanarak saflagtirilir. Verim: 0,12 g (% 75), EIN.> 200
°C, CeoH721sN1208Zn (1662,31 g/mol). IR (Vmax, cM™): 3014 (Ar-H), 2944- 2873
(Alifatik-CH), 1603, 1465, 1391, 1334, 1280, 1221, 1120, 1091; *H NMR (d-
DMSO): 6, ppm: 9,41-9,36 (m, 4H, Ar-H), 9,05-9,02 (d, 4H, Ar-H), 7,92 (s, 4H, Ar-
H), 5,15 (s, 8H, O-CHy), 4,30 (s, 8H, N-CHy), 4,14 (s, 16H, O-CHy), 3,84-3,76 (d,
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16H, N-CHy), 3,52 (s, 12H, CHj3); UV-Vis (THF): Amax, nm (log €): 357 (4,96), 678
(5,36).

- N--zn--N_ || =0 - 0 N--Zn--N ar
\ 7 CHsl S
N 4 saat NN
\ / kaynatma \ /)
\ | /
O (o}
S J
o e
O\) O\)
4 9

Sekil 5.8 : Katyonik ¢inko ftalosiyanin sentezi.

5.1.9 2,9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-(N-metil-2-morfolinoetoksi)ftalosiyaninato
(kloro) indiyum (III) tetraiyodiir (Q-InPcCl) (10)

0,1 g (0,08 mmol) indiyum ftalosiyanin (5) 5 mL kloroformda ¢oziilerek metil
tyodiirtin asirist (0,03 mL, 0,48 mmol) ile birlikte kaynama sicakliginda 4 saat
boyunca kaynatilir. Elde edilen iiriin karisimi oda sicakligina sogutulduktan sonra
¢Okelti stiziiliir; sicak etanol, etil asetat, THF, kloroform, hekzan ve dietileterde
yikanarak saflastirilir ve kurutulur. Verim: 0,13 g (% 86), EIN> 200 °C,
CeoH72ClI4INN1,0g (1747,20 g/mol). IR (vma, cm™): 3000 (Ar-H), 2954-2874
(Alifatik-CH), 1604, 1480, 1394, 1334, 1223, 1088. ‘H NMR (d-DMSO): 3, ppm:
9,43-9,42 (m, 4H, Ar-H), 9,10-9,04 (d, 4H, Ar-H), 7,97 (s, 4H, Ar-H), 5,16 (s, 8H,
O-CHy), 4,30 (s, 8H, N-CH,), 4,14 (s, 16H, O-CH,), 3,84-3,76 (d, 16H, N-CH,), 3,54
(s, 12H, CHs). UV-Vis (DMF): Amax, Nm (log €): 360 (4,92), 693 (5,23). MS
(MALDI-TOF): m/z 1711,66 [M-CI]".
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Sekil 5.9 : Katyonik indiyum ftalosiyanin sentezi.
5.1.10 4,5-Dibromokatehol [73]

38,8 g katehol (0,35 mol) 400 mL kloroform igerisinde ¢oziiliir ve buz banyosunda
sogutulur. Sogutulan reaksiyon karisimma 0,70 mol Brp (56 g)’nin 50 mL
kloroformdaki ¢6zeltisi damla damla ilave edilir. Olusan HBr gaz1 NaOH c¢ozeltisi ile
tutulur. Damlatma bittikten sonra reaksiyon oda sicakliginda 16 saat daha karistirilir.
Bu siirenin sonunda olusan ¢okelti siiziillir, bir miktar kloroform ile yikandiktan

sonra kurutulur (Sekil 5.17). Verim: 86, 3 g (% 91).

@[OH Br, BrﬁOH
OH CHCl; B OH
Sekil 5.10 : 4,5-Dibromokatehol sentezi.

5.1.11 4,5-Dibromo-1,2-bis(2-morfolinoetoksi)benzen (11)

0,5 gr (1,86 mmol) dibromokatehol, 0,86 gr (4,66 mmol) 4-(2-kloroetil) morfolin
hidrokloriir 20 ml kuru DMF igerisinde 1,03 gr (7,46 mmol) K,CO3 varliginda 60
°C’de 72 saat kanstirilir (Sekil 5.18). Mirdiim rengi reaksiyon karisimi oda
sicakligina sogutulduktan sonra siiziiliir ardindan DMF vakum altinda uzaklastirilir.
Elde edilen ham iiriinden THF kullanilarak silikajel sabit faz iizerinden kolon

kromotografisi ile krem rengi madde saflastirilir. Verim % 76.
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Sekil 5.11 : 4,5-Dibromo-1,2-bis(2-morfolinoetoksi)benzen sentezi.
5.1.12 4,5-Bis(2-morfolinoetoksi)ftalonitril (12)

1,0 g (2,02 mmol) 4,5-dibromo-1,2-bis(2-morfolinoetoksi)benzen ve 0,54 g (10
mmol) bakir (I) siyaniir 40 mL kuru DMF igerisinde azor atmosferinde kaynama
sicakliginda 24 saat siire ile karistirilir (Sekil 3). Bu siirenin sonunda oda sicakligina
sogutulan reaksiyon karisimin ¢dziiciisii vakum altinda uzaklastirilir. Kalan ham {iriin
diklorometan igerisinde ¢oziildiikten sonra ilk olarak amonyak ¢ozeltisi ile ardindan
su ile yikanarak nétrallestirilir. Organik faz sodyum siilfat {izerinden kurutulur ve
¢coOziicisi vakum altinda uzaklastirtlir. Hedeflenen iiriin 5:1 THF:hegzan
yiiriitiictisiinde aliimina sabit fazi tizerinden saflastirilir. Verim: 0,30 g (% 37,5),
EN.> 130 °C, CzoH26N404 (386 g/mol). IR (vmax, cM™): 3042 (Ar-H), 2955-2811
(Alifatik-CH), 2229 (C=N), 1587, 1507, 1469, 1381, 1270, 1110. *H NMR (d-
CDCly): 6, ppm: 7,19 (s, 2H, Ar-H), 4,20 (t, 4H, O-CH,), 3,74 (t, 8H, O-CH,), 2,86
(t, 4H, N-CHy), 2,61 (t, 8H, N-CH,).

) ()

BrD:O CuCN NC

Br (0] Kuru DMF :©:O
kaynatma
24 saat

Sekil 5.12 : 4,5-Bis(2-morfolinoetoksi)ftalonitril sentezi.
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5.1.13 2,3,9,10,16,17,23,24-Oktakis-(2-morfolinoetoksi)ftalosiyaninato cinko(II)
(ZnPc) (13)

0,10 g (0,26 mmol) 4,5-bis(2-morfolinoetoksi)ftalonitril, 0,012 g (0,06 mmol)
Zn(CH3COO0), ve Kkatalitik miktarda DBU 1,0 mL n-pentanol igerinde azot
atmosferinde 145 °C’de 24 saat karistirilir (Sekil 5.20). Bu siirenin sonunda oda
sicakligina sogutulan reaksiyon karigiminin ¢oziiciisii vakum altinda uzaklastirilir.
Yesil renkli madde aliimina sabit faz lizerinden 6nce metanol daha sonra THF
hareketli fazlar1 kullanilarak saflastirtlir. Uriin THF, CH,Cl,, DMF, etilasetat,
DMSO, aseton ve toluen dahil olmak iizere ¢ok sayida coziiciide ¢oziinmektedir.
Bilesige ait IR ve UV-Vis spektrumlari ektedir. Verim: 0.02 g (% 20), E. N.> 200 °C,
CeoH104N16016Zn (1611,19 g/mol). IR (vma, cM™): 3054 (Ar-H), 2925-2868
(Alifatik-CH), 1648, 1454, 1353, 1120, 1056; UV-Vis (DCM): Amax, 366 (4,84), 678
(5,20) nm.

/_\ /N
O AN 4\
RS
N H n-pentanol H

C:©:O Zn(CH,COO0), jCE? I i:@o
N--Zn
NC DBU, 145 °C
¢ \8; N
N
(] C J G
\_/ N\_/O

]

P4

12 13

Sekil 5.13 : Okta siibstitiie ¢inko ftalosiyanin (ZnPc) sentezi.
5.2 Floresans Olciimleri

5.2.1 Floresans kuantum verimi (®¢) hesaplama

Fotofiziksel oOl¢iimler i¢in ftalosiyanin bilesiklerinin floresans spektrumlari
kullanilmistir.  Floresans kuantum verimleri, denklem 5.1°de verildigi iizere
kiyaslamali metot kullanilarak belirlenmistir [74]. Hesaplamalarda siibstitiic olmamis
cinko ftalosiyanin DMF icindeki ®F degeri standart olarak kullanilmistir (OF =
0,17).
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FAgn®
FguAnd,

0r=0r(Std) (5.1)

®r  : Numuneye ait floresans kuantum verimi.

Dr(sta) - Standart bilesige ait floresans kuantum verimi (Standart olarak siibstitiie
olmamis ¢inko ftalosiyanin bilesigi kullanilmistir).

F : Numunenin floresans emisyon egrisinin altindaki alan.

Fsta  :Standart bilesigin floresans emisyon egrisinin altindaki alan.

A : Numunenin absorbansi.

Astg @ Standart bilesigin absorbanst.

n : Numunenin ¢6zildiigii ¢oziiciiniin refraktif indisi

Nswd - Standart bilesigin ¢6ziildiigl ¢oziicliniin refraktif indisi.

5.2.2 Floresans omrii ( 7¢) hesaplama

Floresans 0miirleri asagida verilen denklem 5.2 kullanilarak hesaplanmistir [75].

O = TF/ro (5.2)
Bu formiilde;
®r : Numuneye ait floresans kuantum verimi.

T : Floresans Omiurleri.

To  : Numunenin dogal radiatif dmrii.

5.3 Biyolojik Olciimler

5.3.1 DNA-Pc etkilesiminin UV/Vis titrasyonu ile incelenmesi

Katyonik metalsiz (8), ¢inko (9) ve indiyum (10) ftalosiyaninlerin CT-DNA ile
titrasyonlar1 oda sicakliginda gerceklestirilir. CT-DNA’nin derisimi 260 nm’deki
absorbsiyon degerinden hesaplanir (eDNA = 13200 M cm™) [76]. 50 uM’lik CT-
DNA ve kuaternize ftalosiyaninlerin 25 puM’lik stok ¢ozeltileri tampon ¢ozeltiyle
(pH=7, disodyum hidrojen fosfat/potasyum dihidrojen fosfat) hazirlanir. Hazirlanan
DNA c¢ozeltisi 4 °C’lik sicaklikta muhafaza edilir. Kuvarz kiivetlere 25 pM’hik

katyonik ftalosiyanin ¢dzeltisinden 3 mL eklenir ve absorpsiyon spektrumu alinir.
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Ardindan 30 pL’lik hacimlerde 50 pM CT-DNA ilaveleri yapilarak her ilavede 500
nm ve 800 nm araliginda absorpsiyon 6l¢iimleri alinir. Katyonik ftalosiyaninlerin Q-
bandindaki degisiminin sabitlendigi absorbans degerine ulasilincaya kadar titrasyona
devam edilir. Katyonik bilesiklerin baglanma sabitlerini bulmak i¢in 5.3 numarali

denklem kullanilir.
[DNA]/(€a-Ex)=[DNA]/(Ep-Er) + 1/[Kn((En-Er)] (5.3)
Bu formiilde;

€a Olclilen absorpsiyon katsayisi iken, & serbest ftalosiyaninin, €, ise DNA’ya
tamamiyla baglanan ftalosiyaninin eksitasyon katsayisidir. [DNA]/(€,-Ef)’ye karsi
[DNA] grafiginde kayim Ky’yi verir [77]. Bu caligmada deneyler ii¢ kez tekrar

edilmistir.

5.3.2 DNA-Pc etkilesiminin UV/Vis titrasyonu ile incelenmesi

Katyonik ftalosiyaninlerin (8-10) CT-DNA ile titrasyonlari oda sicakliginda tampon
cozelti (pH=7) icerisinde gergeklestirilir. 3 ml lik kuvarz kiivete 25 uM (3 mL)
katyonik ftalosiyanin ¢ozeltisi konulur ve floresans spektrumu alinir. Daha sonra
tizerine 30 pL DNA (50 pM) ilave edilir. Her DNA ilavesinden sonra floresans
spektrumu alinir. Ancak agregasyon nedeni ile floresans gozlenemedigi icin DNA
¢ozeltisine iki damla Triton-X-100 ilave edilir ve islemler tekrar edilir. 510-700 nm

arasinda floresans siddetindeki azalma takip edilir.
Cihaz ayarlar1:
Voltaj: 900 V, eksitasyon ve emisyon slit araligi: 10 nm.

Eksitasyon: 680 nm, emisyon: 722 nm (kuarternize metalsiz ftalosiyanin (8));
Eksitasyon: 680 nm, emisyon: 701 nm (kuarternize ¢inko ftalosiyanin (9));

Eksitasyon: 695 nm, emisyon: 720 nm (kuarternize indiyum ftalosiyanin (10)).

5.3.3 DNA-Pc etkilesiminin Stern Volmer grafikleri ile incelenmesi

Bir maddenin DNA’y1 tercih edip etmedigini anlamak i¢in, ticari olarak kullanilan
bir DNA boyast varliginda sentezlenen maddenin ilave edilip DNA-boya
kompleksinin floresansindaki artig veya azalisi takip etmek uygulanan yontemlerden
biridir. Burada DNA boyasi olarak SYBER kullanilmigtir. Bu boyanin DNA ile

emisyonu 520 nm’de oldukca fazladir. Dolayisiyla katyonik ftalosiyaninlerin

48



DNA’ya baglanma modunun belirlenmesi i¢in, DNA-SYBER kompleksinin 520-530
nm civarinda emisyonundaki azalma takip edilir. SYBER ticari olarak 10000X
derisiminde kullanilmaktadir. Bu deger seyreltilerek 1X degerinde ¢alisilmistir. 50
uM, 1,8 mL DNA ile 700 uL 1X SYBER boyasinin oldugu kuartz kiivete sirasiyla 0;
0,59; 1,14; 1,68; 2,18, 2,68 ve 3,18 uM 60 uL metalsiz (8), ¢inko (9) ve indiyum
(10) kuartenize ftalosiyaninler ilave edilir. Ornekler 358 nm’ de uyarilir ve 390-650
nm aralifinda floresans spektrumlar1 kaydedilir. Voltaj: 900 V, eksitasyon ve
emisyon slit araligi: 10 nm. Biitlin ¢d6zeltiler tampon ¢ozelti kullanilarak
hazirlanmistir. Katyonik ftalosiyaninlerin DNA-SYBER kompleksine sondiirme
etkisi Stern-Volmer esitligi ile hesaplanmistir (Denklem 5.4) [78].

FolF = 1+ Ky [Pc] (5.4)

Fo= Pc ilave edilmeden 6nce alinan DNA-SYBER kompleksinin max. floresans

intensitesi
F=Pc ilave edildikten sonra DNA-SYBER kompleksinin intensitesi

[Pc]’ye kars1 Fo/F grafigi cizilir. Grafigin egimi Ksv (Stren Volmer) sabitini verir.

Deneyler ii¢ kez tekrar edilmistir ve standart sapmalar hesaplanmistir.

5.3.4 DNA-Pc etkilesiminin termal denatiirasyon egrileri ile incelenmesi

DNA’nin bozunma sicakliginin, katyonik ftalosiyaninler varliginda degisiminin
belirlenmesi i¢in 20 °C’den 90 °C’ye kadar olan aralikta, dakikada 0,6 °C’lik
artiglarla 200-300 nm araligindaki UV absorpsiyonlari dlciilerek, 260 nm’ deki UV
absorbans degeri belirlenir. Bunun i¢in 3 mL’ lik bir kiivete 50 uM, 2,5 mL DNA
konur ve sicaklik artisina gegilir. Ayni islem 25 uM, 0,3 mL katyonik ftalosiyanin
cozeltisi ilave edilerek tekrarlanir ve 200-300 nm araliginda UV absorbans degisim
profili belirlenir. (Katyonik ftalosiyaninler ve DNA c¢ozeltileri tampon c¢ozelti
kullanark hazirlanmistir). Islemler bes kez tekrar edilmis ve standart sapmalar

belirlenmistir.

5.3.5 Termodinamik parametrelerin belirlenmesi

DNA:Pc komplekslerinin denge sabitleri, DNA-Pc ¢ozeltilerinin farkli sicakliklarda
(293,15 K; 303,15 K; 313,15 K; 323,15 K; 333,15 K) absorpsiyonu o6l¢iilerek
belirlenebilir. Bir ligand ile DNA’nin, ligand-DNA kompleksi olusturduklari tersinir
bir reaksiyon i¢in asagidaki esitlik yazilabilir (Denklem 5.5) [79].
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L + DNA <~ LDNA K= [LDNA]eq / ([L]egX[DNA]eq) (5.5)
Bu esitlikte:

[L]: Ligandin konsantrasyonu (kuarternize metalsiz (8), ¢inko (9) ve indiyum (10)

ftalosiyanin bilesiklerinin konsantrasyonu)
[DNA ]: DNA’nin konsantrasyonu
[LDNA]: dengedeki ligand-DNA kompleksinin konsantrasyonu

Kompleksinin stabilitesi, en kiigiik kareler algoritmasi kullanilarak belirlenmistir
[80]. Calisilan sicakliklarda DNA’da yapisal bir bozulma gozlenmemistir. Pc-DNA
oraninin 1:1 ve 1:2 oldugu varsayilarak absorpsiyon spektrumlari incelenmistir ve

elde edilen sonuglarin 1:1 orani ile uyumlu oldugu gozlenmistir.

Gibbs serbest enerji (AG®), standart molar entalpi (AH®) ve standart molar entropi
(AS°) parametreleri kullanilarak PC-DNA denge komleksinin enerji hesaplamalar
yapilabilmektedir. AG® degeri, AG® = —RT InK esitligi kullanilarak denge sabitinden
(K) bulunabilmektedir (Burada R: gaz sabiti, T: Kelvin sicaklig1) [80]. Van’t Hoff
esitligi kullanilarak, InK karsi 1/T grafigi ¢izildiginde (reaksiyonun 1s1 kapasite
degisimi sifir kabul edilerek) (Denklem 5.6), elde edilen dogrunun egimi —AH%/R
degerini verir.

InK/d(1/T)=-AH°/R (5.6)
AS° degeri ise asagidaki esitlik kullanilarak bulunabilir (Esitlik 5.7).

AS®=(AH° -~ AG®) /T (5.7)

5.3.6 Fotokimyasal él¢iimler ve fotositoksisite arastirmalar:

Singlet oksijen kuantum verimleri (®,) tayinleri ve hesaplamalart igin literatiirde

tanimlanan deneysel prosediir ve formiiller kullanilmistir [81-83].

5.4 Fotodinamik Terapi (PDT) Calismalari (in vitro)

5.4.1 Hiicre kiltiirii

Insan HeLa (servikal karsinom) hiicreleri, % 10 fetal sigir serumu, % 1 antibiyotik
(pen / strep) ile takviye edilmis Dulbecco Modifiye Eagle ortaminda (DMEM)

kiltiirlendirilmistir. Hiicreler, % 5 CO; ve % 95 hava igeren nemlendirilmis bir
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atmosferde 37°C'de inkiibe edilmistir. Hiicreler, bliyiime oranlarina bagli olarak alt
kiiltiirlenmistir. Ustel olarak biiyiiyen hiicreler, 4000 hiicre / kuyucukta 96 kuyucuklu
plakalara ekilmis ve 24 saat siireyle eklenmek iizere inkiibe edilmistir. Tiim doku

kiiltiirti ortamu ve reaktifler PAN Biotech'ten alinmstir.

5.4.2 Isik kaynad

Kontrol paneli, gii¢ kaynagi ve filtreli fiber optik prob (FOP) adaptorlerini igeren bir
halojen lamba (100 W, Lumacare LC-122 model) kullanilmigtir. FOP, 380 - 750 nm
arasinda degisecek sekilde tasarlanmigtir. LC-122'nin fiber-optik problari, ¢ikis
iletiminde filtre transmisyon dalga boyuna bagl olarak 10 mW.cm™den 1 W.cm™ye
kadar ¢ikig giicii sunar. FOP sistemi 690 £ 10 nm aktivasyon dalga boyu ve 50x75
mm pozlama alani ile kullanilmistir. Maruz kalma enerjisini kontrol etmek i¢in bir

silikon dedektdre (Ophir) sahip gii¢ dlger kullanilmustir.

5.4.3 Fotositotoksisite testi

Kuaternize ftalosiyaninlerin (8-10) farkli konsantrasyonlari iistel biiyiime hiicrelerine
eklenmistir. 24 saat sonra hiicreler 1sikla 1sinlanmistir. Karanhik sitotoksisite
deneyleri i¢in, katyonik ftalosiyaninler (8-10) 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 5 ve 10 uM
konsantrasyonlarinda ii¢lii oyuklara eklenmistir. Ftalosiyaninleri igeren hiicreler 24
saat inkiibe edilmistir. Kuarternize ftalosiyaninler, fosfat salin tamponu (PBS) ile
yikanip taze ortam (DMEM) ile degistirilmistir. Aydinlik toksisite dl¢timleri igin her
bir kuyu 1s1kla aydinlatilmistir. Kullanilan 15181n dozu, uygun zamanla birlikte hem 1
Jem? ve 3 Jem? idi. Hiicreler, aydinlatma ile 24 saat inkiibe edilmistir.
Sitotoksisite, hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in tetrazolyum bilesigi reaktifi (MTS,
Promega) kullanilarak 6l¢iim yapilmistir. MTS analizi bir kolorimetrik analizdir, 20
uL MTS bilesigi eklenmistir ve plakalar 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. MTS
tetrazolyum bilesigi, bir mikroplaka okuyucusu ile 490 nm'de absorbans okunarak
Olgiilebilen, renkli bir formazan {iriinline metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan
metabolize edilir. Her bir numune i¢in ticlii kuyularin ortalama sonuglar1 hesaplanmis
ve her deney li¢ kopya halinde gergeklestirilerek sonuglar ortalama + standart sapma

(SD) olarak verilmistir.
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5.4.4 Singlet oksijen kuantum verimleri (®,)

Singlet oksijen kuantum verimi (®,) degerleri kimyasal yontemle belirlenmistir.
Olgiimler, 3-5 nolu ftalosiyaninler i¢in DMSO iginde ve 8-10 igin pH = 7.4' te fosfat
tampon ¢06zeltisi (PBS) i¢inde gergeklestirilmistir. 1,3-Difenilizobenzofuran (DPBF)
ve 9,10-antrasilenil-bis (metilen) dimalonoik asit (ADMA), sirasiyla DMSO ve su
icinde, singlet oksijen iretiminin belirlenmesi igin tutucu molekiiller olarak

kullanilmistir.
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6. SONUCLAR VE YORUMLAR

6.1 Sentez ve Karakterizasyon

Bu tez c¢alismasi dort kisimdan olusmaktadir. Caligmanin ilk kisminda periferal
pozisyonlarinda 2-morfolinoetanol gruplari tagiyan tetra siibstitiic metalsiz (3) ve
metalli ftalosiyaninler (Zn, In, Co, Mn) (4-7) ile okta siibstitiic ¢inko ftalosiyaninin
(13) sentezi amaglanmistir. Bu nedenle ilk olarak 4-(2-morfolinoetoksi)ftalonitril (2)
ve 4,5-bis(2-morfolinoetoksi)ftalonitril (12) bilesikleri baslangic maddesi olarak
sentezlenmistir. Hazirlanan ftalonitril bilesiklerinin (2 veya 12) uygun metal tuzlari
ile (metalsiz ftalosiyanin sentezinde metal tuzu kullanilmamistir) n-pentanol
icerisinde DBU varligindaki siklotetramerizasyonundan hedeflenen ftalosiyanin
komplekslerine (3-7, 13) gecilmistir. Tez ¢alismasmin bu kisminda sentezlenen tiim
bilesiklerin yapilar1 *H-NMR, FT-IR, UV-Vis ve kiitle spektroskopik yontemleri ile

aydinlatilmistir.

4-(2-morfolinoetoksi)ftalonitril (2) bilesigi, 2-morfolinoetanoliin 4-nitroftalonitril ile
niikleofilik aromatik siibstitiisyon reaksiyonundan sentezlenmistir. Reaksiyon Ko,COj3
bazi varliginda kuru DMF igerisinde 50 °C’de 72 saatlik siirede gerceklestirilmistir.
Bu siirenin sonunda oda sicakligina sogutulan reaksiyon karisimi buzlu suya
dokiilerek ligandin ¢6kmesi saglanmis, olusan ¢okelti notrallesene kadar bol su ile
yikanip kurutulmustur. Beyaz renkli iirtiin  1:1 CHCls:aseton karigiminda (sabit faz
silika) yapilan kolon kromotografisi ile % 62 verimle elde edilmistir. 2 nolu
maddenin IR spektrumunda aromatik ve alifatik gerilme titresimleri sirasiyla 3063,
2865-2818 cm™’de gozlenirken, C=N gerilmesi 2228 cm™dedir. 2 nolu bilesigin
CDCl; igerisinde alinan "H NMR spektrumlarinda aromatik protonlar 7,73-7,20 ppm
araliginda dublet, dublet ve dublet (dd) olarak gozlenirken, O-CH; ve N-CH;
protonlart ise 4,21-3,73 ppm ve 2,86-2,57 ppm araliginda triplet olarak gozlenmistir
(Sekil 6.1). 2 numarali bilesigin kloroform igerisinde tek kristali elde edilmis, X-151m1
difraktometresi ile yapisi kesin olarak tayin edilmistir ve monoklinik yapida

kristallendigi belirlenmistir (Sekil 6.2).
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Sekil 6.1 : 2 bilesiginin "H-NMR spektrumu.

Sekil 6.2 : 2 bilesiginin kristal yapisi.

Bir diger baslangic maddesi olan 4,5-bis(2-morfolinoetoksi)ftalonitril (12) bilesigi
kateholden baslanarak ii¢ kademede sentezlenmistir. ilk kademede, kateholiin Br; ile
tepkimesinden ~ 4,5-dibromokatehol ~ elde  edilmistir.  Ikinci  kademede,
dibromokateholiin 4-(2-kloroetil) morfolin hidrokloriir ile kuru DMF igerisinde
K,CO3 varligindaki reaksiyonundan 4,5-dibromo-1,2-bis(2-morfolinoetoksi)benzen
(11) bilesigine  gegilmistir. Son kademede ise 4,5-dibromo-1,2-bis(2-
morfolinoetoksi)benzen bilesiginin CuCN ile reaksiyonundan hedeflenen dinitril
bilesigine (12) gecilmistir. Reaksiyon karisimi once siiziilmiis ardindan ¢oziiciisii

vakum altinda uzaklastirilmistir. Kalan kat1 diklorometanda ¢6ziiniip 6nce amonyak
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daha sonra bol su ile yikanip sodyum siilfat iizerinden kurutulmustur. Beyaz renkli
tiriin 5:1 THF:hegzan yiiriitiiclisiinde aliimina sabit faz1 lizerinden saflastirilarak %
37 verimle elde edilmistir. 12 nolu bilesigin IR spektrumunda aromatik ve alifatik
gerilme titresimleri sirasiyla 3042, 2955-2811 cm-1’de gozlenirken, C=N gerilmesi
2229 cm-1’dedir. Bu bilesigin CDCl; igerisinde alinan '"H NMR spektrumlarinda
aromatik protonlar 7,19 ppm’de singlet, O-CH; ve N-CH; protonlar1 ise 4,20-3,74
ppm ve 2,86-2,61 ppm araliginda yapiy1 destekleyecek sekilde triplet olarak
gozlenmistir (Sekil 6.3). Bilesigin 'H NMR spektrumlarinda yaklasik olarak 6,98,
5,02, 2,27 ve 1,43 ppm’de gozlenen pikler ise saflagtirma asamasinda kullanilan THF
icerisindeki stabilizatore (2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT)) ait piklerdir.
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Sekil 6.3 : 12 bilesiginin 'H-NMR spektrumu.
3 numarali periferal tetra siibstitiie metalsiz ftalosiyanin bilesigi, 2 nolu dinitril
tiirevinin katalitik miktarda DBU varliginda 1-pentanol igerisinde azot atmosferinde
24 saatlik reaksiyonu ile elde edilmislerdir. 4, 5, 6 ve 7 numarali ¢inko, indiyum,
kobalt ve mangan ftalosiyaninler ise yukarida belirtilen reaksiyon kosullarina ilave
olarak uygun metal tuzunun (Zn(CH3COO),, InCl;, CoCl, ve MnCl,) varliginda
hazirlanmistir (Sekil 6.4). 13 numarali okta siibstitiie ¢inko ftalosiyanin ise 12
numarali dinitril bilesiginin n-pentanol igerisinde DBU varliginda ¢inko asetat ile
reaksiyonundan hazirlanmistir. Elde edilen ftalosiyaninler uygun c¢oziiciiler ile

coktiiriiliip ayrildiktan, sonra metalsiz (3), ¢inko (4 ve 13) ve Kkobalt (6)
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ftalosiyaninler kromatografik yontemlerle, 5 ve 7 numarali indiyum ve mangan
ftalosiyanin ise yikamalarla saflastirilmistir.  Sentezi  gergeklestirilen tiim
ftalosiyaninler diklorometan, etil asetat, tetrahidrofuran (THF), kloroform, dimetil
formamid (DMF) ve dimetil siilfoksit (DMSO) gibi pek ¢ok c¢oziiciide

¢Oziinmektedir.
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Sekil 6.4 : Periferal tetra ve okta siibstitiie ftalosiyaninler.

Elde edilen metalsiz ve metalli ftalosiyaninlerin (3-7, 13) IR spektrumlari
incelendiginde, en 6nemli nokta, ilgili siibstitiie ftalonitrillerdeki (2 ve 12) C=N
gruplarina ait yaklasik 2228 cm™ deki gerilme titresimlerinin olmayisidir. Bu durum
siklotetramerizasyonlarin gerceklestiginin en Onemli kanitidir. Sentezlenmis olan
ftalosiyaninlerin IR spektrumlar1 birbirine benzemektedir. 3 numarali metalsiz
ftalosiyanin bilesigine ait aromatik CH, alifatik CH ve C-O-C gerilmeleri sirasiyla
3086, 29202800 ve 1230 cm ¥ de gdzlenirken NH gerilme titresimi ise 3289 cm
de gozlenmistir. 4-7 numarali metalli ftalosiyaninlerin aromatik CH, alifatik CH ve
C-O-C gerilmeleri ise 3068-3054, 2953-2800 ve 1276-1219 cm * araliginda tespit
edilmistir. 13 numarali okta siibstitiie ¢inko ftalosiyaninin gerilme titresimleri de

3054 ve 2925-2868 cm * araligindadir.

Metalsiz ftalosiyaninin (3) CDCls icerisinde alman *H-NMR spektrumunda halkaya
ait aromatik protonlar yaklasik olarak 7,74-6,99 ppm araliginda gozlenmistir. OCH;
ve NCHj; protonlar1 ise 6 = 4,33, 6 = 3,96, 6 = 3,74, 6 = 3,08, 6 = 2,86 ve 6 = 2,60
ppm’de gozlenmistir. Halka oyugundaki NH protonlar1 ise -4,50 ppm’de tespit
edilmistir. ZnPc’nin (4) CDCls igerisinde alinan *H NMR spektrumunda aromatik
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protonlar yaklasik olarak 8,96-7,46 ppm, OCH; protonlar1 4,53-3,74 ppm ve NCH,
protonlart ise 3,02-2,47 ppm araliginda gézlenmistir. InPc (5) bilesiginin yine CDCl3
icerisinde alian *H NMR spektrumunda da aromatik, OCH, ve NCH, protonlari
sirastyla 8,86-7,43 ppm, 4,47-3,69 ppm ve 3,06-2,5 ppm araliklarinda tespit

edilmistir.

Gerek tetra siibstitlie ftalosiyaninlerin izomer karisimi olmasi, gerekse NMR ¢ekimi
icin gerekli olan yliksek derisimdeki ftalosiyaninlerde siklikla Kkarsilagilan
agregasyondan dolay1 tez kapsaminda sentezlenen ftalosiyaninlerin *H-NMR pikleri,
baslangic maddesinin (2) *H-NMR piklerine kiyasla daha genistir ve sinyaller daha
zayiftir. Halkaya eklenen siibstitiientler ile ftalosiyaninlerin *H-NMR spektrumlari
daha da karmasik hale gelmektedir. Siibstitiientlerin yapisina ve konumuna gore
manyetik alan sinyalleri diislik alana veya yiiksek alana kayabilmektedir.Sentezlenen
bilesiklerin 'H-NMR piklerinde bir genisleme olmasina ragmen elde edilen

spektrumlar incelendiginde yapilarla uyum i¢inde oldugu tespit edilmistir.

Tez kapsaminda sentezlenmis olan 3-7 numarali ftalosiyaninlerin kiitle spektrumlari
alinmis ve karakteristik molekiiler iyon pikleri sirastyla m/z = 1032,78 [M+1]" (3),
m/z = 1095,65 [M+1]" (4), m/z = 1180,16 [M+1]" (5), m/z = 1088,94 [M]" (6) ve
m/z = 1084,91 [M-CI]" (7)’de tespit edilmistir.

Ftalosiyaninlerin UV-Vis spektrumunda, Q band1 600-700 nm, B band1 ise 300-500
nm araliginda gozlenmektedir [84, 85]. Q bandi bdlgesi ayn1 zamanda metalli
ftalosiyaninleri ayirt etmek i¢in karakteristik bir bolgedir. Ciinkii bu aralikta metalli
ftalosiyaninler siddetli tek bir bant verirken, metalsiz ftalosiyaninler nispeten daha
zayif ikiye yarilmis bant vermektedirler. 3-7 ve 13 nolu metalsiz (H,Pc) ve metalli
ftalosiyaninlerin (ZnPc, InPc, CoPc ve MnPc) 6 x 10° M konsantrasyonda THF
igerisinde UV-Vis spektrumlart alinmigtir (Sekil 6.5). 3 numarali metalsiz
ftalosiyaninin UV-Vis spektrumunda B bandi 330 nm’de, ikiye yarilmig Q bandi ise
667 ve 703 nm’de gozlenmistir. Cinko, indiyum, kobalt ve mangan ftalosiyaninlerin
(4-7) spektrumlarinda B bandlar1 349-388 nm araliginda iken Q bandlar ise sirasiyla
677 (4), 700 (5), 674 (6) ve 733 (7) nm’dedir. Mangan ftalosiyaninin UV-Vis
spektrumunda ayrica 526 nm’de yiik transfer gegislerinden kaynaklanan absorpsiyon
piki tespit edilmistir [86-88]. 13 numarali okta siibstitiie ZnPc bilesiginin UV-Vis
spektrumunda ise B bandi 349 nm’de, Q band1 677 nm’de gbzlenmistir.
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Sekil 6.5 : 3-7 bilesiklerinin THF (6 x 10°® M) igerisindeki UV-Vis spektrumu.

Calismanin ikinci kisminda, elde edilen metalsiz (3), ¢inko (4) ve indiyum (5)
ftalosiyaninlerin suda ¢oziiniir katyonik tiirevlerine (8-10) doniistiiriilmesi
amaglanmistir. Bu nedenle 3-5 numarali bilesiklerin metil iyodiir ile kloroform
icerisinde geri sogutucu altinda 3-4 saat karanlikta kaynatilmasi ile suda ¢oziiniir
tirevleri (8-10) elde edilmistir (Sekil 6.6). Sentezlenen katyonik ftalosiyaninler sicak
etanol, metanol, etil asetat, THF, kloroform ve aseton ile yikanarak saflagtirilmistir.
Bu bilesikler beklendigi gibi DMF, DMSO ve suda ¢oziinmektedirler. Sentezlenen
bilesiklerin (8-10) yapilari '"H-NMR, FTIR ve UV-Vis spektroskopik yontemleri ile

aydinlatilmigtir.

\N 6]
O_/_+\_/

-0 4r

M: 2H (8), Zn (9), InCI (10)

Sekil 6.6 : Periferal tetrasiibstitiie katyonik ftalosiyaninler (8-10).

Katyonik ftalosiyaninlerin IR spektrumlar1 birbirine olduk¢a benzemektedir. 8-10

numarali bilesiklerin IR spektrumlarinda aromatik CH, alifatik CH ve C-O-C
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gerilmeleri sirasiyla 3014-3000, 2954-2870 ve 1223-1221 cm ™ de gbzlenmistir.
Katyonik metalsiz ftalosiyanin (8) IR spektrumunda ilave olarak 3419 cm™** de NH

gerilmesi tespit edilmistir.

8-10 numaral1 bilesiklerin 'H NMR spektrumlar1 de-DMSO igerisinde alinmistir. 8
bilesiginin *"H NMR spektrumunda aromatik protonlar 9,01-7,88 ppm araliginda,
OCH; ve NCHj3 protonlar1 5,14-3,84 ppm aralifinda gozlenirken, NH protonlari ise -
2,52 ppm civarinda oldukga zayif bir sinyal olarak tespit edilmistir. 9 ve 10 numarali
bilesiklerin "H NMR spektrumunlarinda aromatik protonlar sirasiyla 9,41-7,92 ppm
(9), 9,43-7,97 ppm (10) araliginda, OCH; ve NCHj protonlar1 ise 5,15-3,76 ppm (9),
5,16-3,76 ppm (10) araliginda gézlenmistir. Katyonik yapinin olusumunun bir kaniti
olarak N*-CHj protonlari ise sirastyla 3,60 ppm (8), 3,52 ppm (9) ve 3,54 ppm’de
(10) yer almaktadir.

Suda ¢oziiniir 8-10 nolu katyonik ftalosiyaninlerin 1 x 10> M konsantrasyonda DMF
icerisinde alman UV-Vis spektrumunda B bandlar1 343-360 nm araliginda, Q
bandlar1 ise sirasiyla 669/702 nm, 678 nm ve 693 nm’ de tespit edilmistir (Sekil 6.7).
Ancak bu ftalosiyaninlerin ayni konsantrasyonda su igerisininde alinan UV-Vis
spektrumlar1 farklilik gostermektedir. Ftalosiyaninlerin suda alinan absorpsiyon
spektrumlarinda, hem Q bandinin siddetinin azalmasi hem de bu bandin sol kisminda
(maviye kaymis) yaklasik olarak 623 nm (8), 634 nm (9) ve 654 (10) nm’de yeni bir
absorpsiyonun gdzlenmesi molekiillerin su i¢inde agregasyona ugradigin
gostermistir [89]. Katyonik ftalosiyaninlerin sudaki ¢ozeltilerine Triton X-100 ilave
edilerek oOlciimler tekrarlandiginda, agregasyon bandinin siddetinin azaldigr ve Q

bandinin siddetininde arttig1 belirlenmistir (Sekil 6.8).

25 1
——Q-H2Pc (8) 0s Q-rzPe 8)
2 ——Q-ZnPc (9) 0.8 Q-znPe )
07 | ——0-InPc(10)
Q-InPc (10)
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Sekil 6.7 : 8-10 nolu bilesiklerin (a) DMF (1 x 10 M) (b) Sudaki (1 x 10° M) UV-
Vis spektrumlari.
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Sekil 6.8 : 8-10 nolu bilesiklerin (5 x 10> M) Su + Triton X-100 icindeki UV-Vis
spektrumlari.

8-10 numaral1 katyonik ftalosiyaninler kiitle 6l¢iimiine gonderilmis ancak sadece 10
numarali katyonik InPc bilegisin spektrumunda m/z = 1711,66 [M-CI]" piki

gozlenmistir.

6.2 Fotofiziksel ve Fotokimyasal Olciimler

Calismanin ii¢ilincii kisminda hem sentezlenen 3-5 nolu nétral ftalosiyaninlerin hem
de 8-10 numarali katyonik tiirevlerinin fotofiziksel ve fotokimyasal 6lgiimlerinin

floresans spektrofotometresi kullanilarak yapilmasi amaglanmastir.

6.2.1 Floresans kuantum verimleri (®)

Metalsiz (3) ve metalli (4, 5) ftalosiyaninlerin fotofiziksel 6l¢iimleri THF igerisinde
yapilmis ve 650 nm’de uyarildiklarinda floresans emisyon pikleri sirasiyla 718 nm,
704 nm ve 730 nm’de gozlenmistir (Sekil 6.9) (Cizelge 6.1). Bilesiklerin Stokes
kaymalar1 ~20-30 nm aralifinda olup literatiirdeki ornekleri ile uyumludur [90].
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Cinko (4) ve indiyum ftalosiyanin (5) THF igerisinde benzer floresans o6zellikler
gostermistir. Eksitasyon ve absorpsiyon spektrumlari birbirine benzemektedir ve her
ikiside ZnPc ve InPc’nin floresans spektrumunun ayna goriintiistidiir. 4 ve 5 no’lu
ftalosiyanin bilesiklerinin eksitasyon spektrumlarinda Q bandinin maksimum
absorpsiyonu, bu bilesiklerin temel ve uyarilmis hal konfiglirasyonlarinin benzer
oldugunu ve eksitasyondan etkilenmediklerini gostermistir [91]. 3 no’lu metalsiz
ftalosiyaninin eksitasyon spektrumunda Q bandi tamamlanmamis bir yarilma ve
genisleme gostermektedir. Bu nedenle absorpsiyon ve eksitasyon spektrumlari
birbirinden farklidir  (Sekil 6.9). Organik ¢oziiciller igerisinde metalsiz
ftalosiyaninlerde tek bir floresans piki gozlenir, bu ¢alismada da 3 no’lu metalsiz
ftalosiyanin bilesiginin emisyon spektrumunda ana tek bir pik gézlenmistir [92].
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Sekil 6.9 : 3-5 bilesiklerinin eksitasyon ve emisyon spektrumlari.

Cizelge 6.1 : 3-5 bilesiklerinin absorpsiyon, eksitasyon ve emisyon degerleri.

Bilesik QBand (loge) Eksitasyon Emisyon Stoke

Amax dex, (NM)  Agm,(NM) kayma
(nm) AStokes,
(x10° cm™)
3 667,703 4,92;4.99 669, 704 718 6,66
4 677 5,62 683 704 3,70
5 700 5,48 703 730 3,33

ZnPc  666% 5,19!%! 6661%! 673! 14,28!%

3-5 nolu metalsiz ve metalli Pc’lerin floresans kuantum verimleri (®g) hesaplanmistir
ve sirasiyla 0,14 (3), 0,17 (4) ve 0,08 (5) olarak bulunmustur (Cizelge 6.2). Bu
degerler siibstitiie olmamis ¢inko ftalosiyaninin degerinden diisiik ¢cikmistir. Metalsiz
ftalosiyaninlerin floresans kuantum verim degerleri diistiktiir. Ancak bu degerler
merkeze diamanyetik metal yerlestirilmesi durumunda artabilir [94]. Bu nedenle
H.Pc (3) ve ZnPc (4) karsilastirildiginda ZnPc¢’nin kuantum verimi degerinin daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Bunun nedeni radyatif olmayan siiregte metalsiz

ftalosiyaninin daha fazla deaktive olmasidir. Agir atom etkisinden dolay1 indiyum
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ftalosiyaninin (5) en diisiik ®¢ degerine sahip oldugu da tespit edilmistir [90]. 3-5
bilesiklerinin floresans omiir (t¢) degerleri, siibstitiie olmamis ¢inko ftalosiyaninin
degerinden diisiikk c¢ikmistir. Bilesiklerin dogal radiatif Omiir (1,) degerleri ve
floresans hiz sabitleri (kg) de hesaplanmustir ve floresans hiz sabiti degerleri siibstitiie
olmamis ¢inko ftalosiyaninin THF igerisinde hesaplanan degerinden yiiksek ¢cikmistir
(Cizelge 6.2).

Cizelge 6.2 : 3-5 bilesiklerinin fotofiziksel ve fotokimyasal parametreleri (THF

iginde).
Bilesik D = (Ns) 1o (ns) ke (s1)(x10°%)?
3 0,14 0,06 0,39 233
4 0,17 0,51 3,00 3,33
5 0,08 0,016 0,20 50,0
ZnPc 0,251 27281 10,9 0,92!%

% kr = ®p/1 esitligi kullanilarak hesaplanmistir.

3-5 ve katyonik 8-10 numarali maddeler i¢in ayrica DMSO igerisinde de floresans
spektrumlar1 alimmustir (Sekil 6.10). DMSO igerisinde ftalosiyaninlerin eksitasyon ve
emisyon spektrumlarinin birbirine benzemesi degredasyona ugramadiklarimi
gostermedir. Bilesiklerin DMSO igerisindeki floresans kuantum verimleri (®f)
sirasiyla 0,19 (3), 0,36 (4), 0.03 (5) 0,32 (8), 0,37 (9) ve 0,12 (10) olarak
hesaplanmistirtir (Tablo 3). Kapali kabuk dr konfigiirasyonu nedeniyle yine en
yiksek kuantum verimi degeri ZnPc’de (4) gozlenirken, merkezi indiyum (1)
atomunun biiyiik atom ¢apindan kaynaklanan agir atom etkisi nedeniyle InPc (5) en
diisiik degerleri gostermistir. Morfolin grubundaki azot atomunun ortaklanmamis
elektron ciftlerinin katyonik Pc’lerde siibstitiient tarafindan kullanilmasindan dolayz,
8-10 numarali bilesiklerin floresans kuantum verimleri (®f) nétr tiirevlierinden (3-5)

daha yiiksek ¢ikmustir.

1000 12 1000

500 600 palga boyu (nm) 700 800 500 €00 palga boyu nm!

Sekil 6.10 : 8-10 bilesiklerinin eksitasyon ve emisyon spektrumu.
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6.2.2 Singlet oksijen kuantum verimleri (®,)

Singlet oksijen, triplet haldeki bir foto algilayici ile temel haldeki (triplet) molekiiler
oksijenin arasindaki bimolekiiler etkilesmeden olusur. Olusan singlet oksijen miktari,
singlet oksijen kuantum verimi (®,) olarak tanimlanir. Singlet oksijen iiretiminin
biiyiikliigii, dmriin yan1 sira triplet haldeki foto algilayicinin enerjisine de baghdir.
Fotokimyasal reaksiyonlarda ihtiya¢ duyulan fazla miktardaki singlet oksijen iiretimi
icin, uyarilmis triplet haldeki foto algilayici ile temel haldeki oksijen arasinda yiiksek
miktarda enerji transferi gereklidir [95]. Tez kapsaminda 3-5 nolu Pc’ler igin 1,3-
difenilizobenzofuran (DPBF)’nin 417 nm'deki, 8-10 nolu katyonik Pc’ler igin ise
9,10-antrasilenil-bis  (metilen) dimalonoik asit (ADMA)'nin 380 nm'deki
absorbansinin kaybolmasi UV-Vis spektrofotometresi kullanilarak izlenmistir. Bu
gruplarin Q bantlar1, 151k 1s1mmlamasi sirasinda (30 V) herhangi bir degisiklik
gostermemistir. Bu durum incelenen ftalosiyaninlerin hi¢bir bozulmaya ugramadigini
gostermektedir (Sekil 6.11 ve Sekil 6.12). Bilesiklerin DMSO igerisindeki singlet
oksijen kuantum verimleri (®,) sirasiyla 0,19 (3), 0,42 (4), 0,58 (5), 0,45 (8), 0,54
(9) ve 0,74 (10) olarak hesaplanmustir (Cizelge 6.3). Incelenen ftalosiyaninler
arasinda DMSQ' da en yiiksek singlet oksijen iiretimini indiyum (III) ftalosiyaninler
(Pp= 0,58 (5) igin; dx= 0,74 (10)) gostermistir. Bu durum ftalosiyaninin
boslugundaki indiyumun atomunun agir atom etkisinden kaynaklanmigtir. Pc
halkasiin boslugunda metal bulunmamasi nedeniyle en diisiik @, degerleri (3 i¢in
®, = 0,19 ve 8 igin &, = 0,45) metalsiz ftalosiyaninlerde (3 ve 8) elde edilmistir.
Metal iyonlarmin, o6zellikle diamanyetik metallerin, ftalosiyanin boslugunda
bulunmasi, bu bilesiklerin fotoaktivitesini artirir. Calisilan tiim ftalosiyaninler,

kuaternizasyondan sonra daha yiiksek singlet oksijen liretmislerdir.

Cizelge 6.3 : 3-5 ve 8-10 bilesiklerinin fotofiziksel ve fotokimyasal parametreleri
(DMSO i¢inde).

3 8 4 9 5 10  Std. ZnPc

Floresans kuantum verimi () 0,19 032 036 0,37 0,03 0,12 0,20°

Singlet oksijen kuantum verimi 0,19 0,45 042 054 0,58 0,74 0,76°
(®,) (DMSO’da)
Singlet oksijen kuantum verimi - 0,19 - 0,22 - 0,40 -
(D,) (PBS’de)

*[96], ° [97]
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Sekil 6.11 : 3-5 bilesiklerinin singlet oksijen kuantum veriminin belirlenmesi
sirasindaki absorbans degisimi.
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Sekil 6.12 : 8-10 bilesiklerinin singlet oksijen kuantum veriminin belirlenmesi
sirasindaki absorbans degisimi. (Olgiimler 1.0 x10° M'lik madde icin PBS'de ve

DMSO'da alinmustir. Ig: DPBF absorbanslarinin 1sinlama siiresine kars1 grafigi).
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6.3 Biyolojik Olciimler

Calismanin son kisminda ise hem katyonik ftalosiyaninlerin (8-10) Calf Thymus-
DNA (CT-DNA) ile etkilesimlerinin UV-Vis ve floresans teknikleri kullanilarak

incelenmesi hem de fotositotoksisite 6l¢timlerinin yapilmasi amaglanmaistir.

6.3.1 DNA-Pc etkilesiminin UV/Vis titrasyonu ile incelenmesi

UV-Vis spektroskopisi bilesiklerin CT-DNA ile etkilesimini incelemek i¢in
kullanilan en basit tekniklerden biridir [87]. Bilesiklerin DNA etkilesimi sonucunda
UV-Vis bolgesinde meydana gelen spektral degismeler onlarin baglanma modunu
gostermektedir. Genel olarak metal kompleksleri DNA ile kovalent veya kovalent
olmayan baglanma (interkalasyon, biiyilk veya kiiciik oyuga baglanma gibi)
yapabildikleri gibi elektrostatik etkilesimlere de girebilmektedirler [98, 99]. DNA ile
interkalasyon, UV-Vis spektrumundaki dalga boylarinda veya absorbanslarda biiyiik
degisikliklere neden olurken, oluk baglanmasi ya da istifleme kii¢iik degisikliklere

neden olmaktadir.

Katyonik metalsiz (8), ¢inko (9) ve indiyum (10) ftalosiyaninlerin DNA ile
etkilesimleri UV-Vis titrasyonlar ile incelenmis ve hepsinin DNA’ya tutundugu
gorilmistiir. UV-Vis titrasyonlarinda, DNA ile etkilesim arttikca ftalosiyaninlerin
absorbans maksimumlarinda azalma olmustur. 8 ve 10 nolu bilesiklere 210 uLL DNA,
9 nolu bilesige ise 150 puL. DNA ilavesinden sonra Q bandinin absorbansinin sabit
kaldig1 gozlenmistir (Sekil 6.13). Bu durum ftalosiyanin ile DNA arasinda

maksimum etkilesimin saglandigini ve titrasyonlarin sonlandirilmasi gerektigini

gostermistir.
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Sekil 6.13 : 8-10 no’lu bilesiklerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlarinda DNA
ilavesi ile gozlenen degisim.

Metalsiz ftalosiyanin (8) bilesiginde agregatlar nedeniyle Q bandinin absorpsiyon
pikinin daha diisiik dalga boyuna kaydigi gozlenmistir. Katyonik morfolinoetanol
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gruplarinin, ilave edilen DNA’nin anyonik fosfat gruplar ile etkilesimi ve DNA ile
Pc arasindaki hidrojen baglar1 agregasyonun artmasina neden olmustur. Bu nedenle 8
bilesiginin UV-Vis spektrumunda 623 nm’deki piki koybolmasi ¢ozeltide
monomerik tiirin omadigmi gostermektedir (Sekil 6.11). 8-10 no’lu bilesiklerinin
baglanma sabitleri hesaplanmis (Kp) ve Cizelge 6.4’te verilmistir. Bu degerlere gore
8 no’lu katyonik metalsiz ftalosiyanin bilesigi DNA ile elektrostatik etkilesimler

yapmigtir.

Cizelge 6.4 : 8-10 numarali bilesiklerin K;, ve K, degerleri (std sapma, + STD)

Bilesik Kp (x10°)(L x mol™) Ky (x10%)(L x mol™)
8 5,00 + 0,1 8,54 +0,2
9 22,21 +0,1 -
10 2,67+ 0,1 15,54+ 0,2

ZnPc’de (9), molekiiliin Dy, gibi yiliksek simetride olmasi, ilave yiik transfer
gecislerinin mevcut olmamas: ve merkezde yer alan ¢inkonun kapali kabuk a0
konfigiirasyonunda bulunmasi nedeniyle basit bir UV-Vis spektrumu gozlenmistir.
Merkezde metal atomu bulunduran simetrik Pc’lerde Q band1 700 nm civarinda tek
ve siddetli bir pik olarak gozlenmektedir. Ancak 9 no’lu katyonik ¢inko
ftalosiyaninin UV-Vis spektrumunda Q bandma yakin olan yiik iletim bantlari,
c¢inkonun DNA’ya dogrudan katkisi olarak yorumlanmistir [100]. Cinko, DNA
bazlarindaki oksijen ve azotlarla koordinasyon bagi yapabilir ve metal-parmak yapisi
gibi davranir (Sekil 6.11). Literatiire gére ¢inko, proteinlerin ve DNA’nin sentezinde
yer alir ve ¢inko-parmak yapisinin kararlilifi ¢in olduk¢a onemlidir. Cinkonun,
DNA’nin bazlar1 ve fosfat grubundaki oksijenle olan etkilesimi monomerik halde
kalmasini saglamakytadir. K, degerine bakildiginda, 9 no’lu katyonik ¢inko
ftalosiyanin bilesiginin biiyiik sarmaldaki DNA ile elektrostatik etkilesimler yaptigini
gostermektedir. [101].

Katyonik indiyum ftalosiyanin bilesiginin (10) UV-Vis spektrumunda monomerik
tirlere ait absorpsiyon 688 nm’de gozlenirken 650 nm’de ise H-agregasyon
gdzlenmistir. Indiyumun eksenel olarak baglanmis kloriir ligand1 ile beraber
bulunmasi, 650 nm’de H-agregatlarinin olusmasin1 desteklemektedir [102]. indiyuma
baglh klor ve DNA’daki hidrojenlerle gerg¢eklesen hidrojen baglarinin olusturdugu
baskin molekiiller aras1 kuvvet dikkate alindiginda, 688 nm’de gézlenen monomerik

tiirlerin varligi, ya bir metal-DNA koordinasyonu ya da Pc halkasinin kalinligi géz
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Oniine alindiginda fosfat gruplar: ile yapilan daha ileri elektrostakik etkilesimlerden
kaynaklanmistir [103]. Eksenel olarak siibstitiie olmus klorun ve indiyumun DNA ile
etkilesmesi nedeniyle 10 no’lu katyonik indiyum ftalosiyanin bilesiginin DNA ile
yine elektrostatik etkilesimler yaptigi tespit edilmistir.

Literatlire gore, idarubisin ve doksorubisin gibi antikanser ajanlarinin Ky degerleri
10°-10° M arasindadir [104, 105]. Bu gibi antikanser ajanlar1 giigli DNA baglanma
afinitesi gostermelerine ragmen yan etkileride fazladir. Ancak, ftalosiyaninler normal
dokuya zarar vermezler ve pozitif yiikli Pc’ler DNA ile verimli bir etkilesim
gosterirler [106-108]. Bu tez kapsaminda calisilan katyonik ftalosiyaninlerin Kb
degerlerine bakilarak ¢inko parmak rolii nedeniyle 9 numarali katyonik ZnPc
bilesigin baglanma afinitesinin katyonik metalsiz (8) ve indiyum (10)

ftalosiyaninikinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

6.3.2 DNA-Pc etkilesiminin floresans spektrumu ile incelenmesi

Floresansin en oOnemli ozelligi, spektral gozlemler ile molekiillerin 6zellikleri
arasinda dogrudan baglanti1 olmasidir [109]. Katyonik ftalosiyaninlerin (8-10) DNA
ile etkilesimlerinin floresans spektrumu incelendiginde, 8 no’lu katyonik metalsiz
ftalosiyanin bilesiginin DNA ile arasindaki elektrostatik etkilesimler, ilave edilen
DNA’larin agregatlarin etrafin1  saran su molekiillerini ve karsit iyonlar
uzaklastirmasi ile baslar ve daha rijit ve kompakt bir yap1 olusur. Bu durum floresans
emisyon siddetinde artiga neden olmustur (Sekil 6.12). Ciinkii yap1 ne kadar saglam

ve bozulmaz ise, floresans emisyonu o kadar siddetli goriiliir.

Katyonik indiyum ftalosiyanin (10) bilesigi de katyonik metalsiz ftalosiyanin (8)
bilesigine benzer Ozellikler gostermistir (Sekil 6.12). Floresanstaki artiglar takip
edilerek 120 pL DNA ilavesinde tamamen bag yapmis saglam bir 10-DNA
kompleksinin olustugu tespit edilmistir. Katyonik ¢inko ftalosiyaninde (9) ise
cinkonun molekiillerarasi etkilesime katkisi fazla oldugundan 90 pLL DNA ilavesine
kadar emisyonda artis gozlenirken daha sonraki DNA ilaveleri floresansi diigiirmiis
ve 180 nL DNA ilavesi ile spektrumda emisyon siddeti sabit kalan kararli bir 9-DNA
kompleksi elde edilmistir (Sekil 6.14). Bu gozlemler ¢inkonun kendine 6zglidiir.
Ciinkii artan DNA miktarlari, farkli oranlarda ¢inko-DNA kompleksinin olusumasina

ve floresanstaki azalmaya neden olabilmektedir. Bu nedenle 90 pLL. DNA ilavesine
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kadar 9-DNA kompleksi saglamligi artmis ve bir plato bolgesine ulasilmistir ancak
daha fazla DNA derisiminleri farkli ¢inko-DNA monomerlerini ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 6.14 : 8-10 no’lu bilesiklerin floresans spektrumlarinda DNA ilavesi ile
gbzlenen degisim.

6.3.3 DNA-Pc etkilesiminin Stern Volmer grafikleri ile incelenmesi

Tez ¢alismasinda SYBER GREEN I (SYBER) boyasinin DNA’ya tutunma egilimi
ile tezde sentezlenen suda ¢Oziinlir bilesiklerin DNA’ya baglanma egilimleri
karsilastirilmistir. Bu boya DNA sarmalinin i¢ine girebilmekte ve UV 15181 altinda
DNA’nin goriinmesini saglamaktadir. SYBER boyast DNA’yla etkilestigi zaman
floresans siddeti artar. 497 nm’de uyarildiginda 520 nm’de emisyon yapar. Bu
nedenle Pc’nin artan konsantrasyonlari, belirli konsantrasyonda SYBER ve DNA
igeren c¢ozeltiye ilave edilerek SYBER’1n 527 nm’deki floresans siddetindeki azalma
takip edilmistir [109]. Cizilen Stern Volmer grafiklerindeki egim ile maddelerin Ky
degerleri hesaplanmistir [109] (Sekil 6.15). 8 (katyonik metalsiz ftalosiyanin) ve 10
(katyonik indiyum ftalosiyanin) numarali bilesiklerin Kg, degerleri sirasiyla 8,54 X
10*M™ ve 15,54 x 10* M olarak bulunmustur (Tablo 6.4). SYBER boyasiyla 8 veya
10 no’lu katyonik ftalosiyanin birlikte bulundugunda, DNA 8 veya 10 no’lu
ftalosiyanini tercih etmistir ve SYBER ile daha az etkilesime girdigi i¢in eklenen
katyonik ftlalosiyanin miktar1 artttkca SYBER-DNA kompleksinin floresans siddeti
azalmistir (Sekil 6.16). Ky, degerlerine bakildiginda suda ¢6ziiniir indiyum
ftalosiyaninin (10), aksiyal pozisyonundaki kloriin DNA ile hidrojen bagi yapmasi
nedeniyle metalsiz ftalosiyaninden (8) daha fazla sondiirme etkisi olmustur.
Katyonik ¢inko ftalosiyanin (9) varliginda SYBER-DNA etkilesimi incelendiginde
ise diger ftalosiyaninlerden farkli bir durum gdzlenmistir. 9 no’lu katyonik ¢inko
ftalosiyanin bilesigi ilave edildikge SYBER-DNA kompleksinin floresans siddeti
artmistir. 9 no’lu kuarter ¢inko ftalosiyanin bilesigindeki ¢inko guadininlerdeki

N7/06 ile ayrica diger dondrlerle kompleks yapmaktadir. Bu metal-DNA
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koordinasyonu, 9 no’lu kuarterner ¢inko ftalosiyanin bilesiginin monomerlerinin
kendi kendini sondiirmesine ve Sekil 6.16’daki gibi SYBER-DNA kompleksinin

floresans siddetinde beklenin aksine artisa neden olmustur.

1.5-
5 ¥g= B5422x% + 0.9985
REB = 0.9708 .
1.4 &
¥qg= 155410x + 09845 ]
o _
LI_1_3_R_IU-0.9824 #10
"'---.'nl [ ]
LL [ ]
1.2 .
- [ ]
1.1+
- [
[
1.0

5.0x107 1.0x10° 1.5¢10° 2.0x10° 2.5210° 3.0x10°
Konsantrasyon

Sekil 6.15 : 8 ve 10 no’lu bilesiklerin Stern Volmer grafikleri.
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Sekil 6.16 : SYBR-DNA kompleksinin floresans emisyon spektrumlari (Sirasiyla 8,
9 ve 10 numaral1 bilesiklerin ilavesinde).

6.3.4 DNA-Pc etkilesiminin termal denatiirasyon egrileri ile incelenmesi

DNA’nin erime profili, sarmalin stabilitesi ve metal kompleks-DNA arasindaki
baglanma modu hakkinda bilgi vericidir. Literatlire gore interkalasyon, yiiksek
termal erime sicakligina (Tr) neden olurken, oyuga baglanma veya dis istiflenmede
ise daha disik Tp, degerleri gozlenmektedir [110]. Bu tez kapsaminda 8-10
bilesiklerinin DNA kararlilig1 iizerine etkisi, termal denatiirasyon caligmalar1 ile
incelenmigstir. Termal erime sicakligl (Tr), DNA'nin yarisinin tek sarmalli (ssDNA)
iplikler durumda bulundugu sicakligr olarak tanimlanir. 260 nm’deki ¢ift sarmal
DNA’nin absorbansi tek sarmalinkinden disiiktiir. Bu bilgiler 1s18inda sicaklik
arttirilarak, 8-10 bilesikleri DNA ile etkilestiklerinde 260 nm’deki degisimi takip
edilmistir. Hiperkromik gegcisin orta noktasi denatiirasyon sicakligi (Tp,) olarak
alinarak, DNA'min Tp'si herhangi bir Pc'nin yoklugunda 70 + 1.02 °C olarak
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bulunmustur. Ayni kosullarda katyonik Pc’lerin (8-10) varliginda ise Tn degeri
sirastyla 76,5 + 1,1, 77,5 + 1,1 ve 72,5 + 1,1 °C olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 6.17).
Ozellikle suda ¢dziiniir ¢inko ftalosiyaninde (9) Tn degerinin en yiiksek olmasi,
¢inkonun metalsiz (8) ve indiyum ftalosiyanine (10) gore DNA ile daha fazla

etkilestigini gdstermistir.
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Sekil 6.17 : DNA-Pc (8-10) etkilesimine ait termal deniitrasyon profilleri.

6.3.5 DNA-Pc etkilesiminin termodinamik parametrelerle belirlenmesi

Termodinamik parametrelerin belirlenmesi i¢in 20, 30, 40, 50 ve 60 ‘Cde
calisilmistir. Bu sicakliklarda DNA’da herhangi bir yapisal bozunma goriilmemistir.
Katyonik ftalosiyaninler (8-10) ile DNA arasindaki reaksiyonun istemli olup
olmadig1 li¢ termodinamik parametre (standart Gibbs serbset enerjisi AG®, standart
molar entalpi AH® ve standart molar entropi AS°) kullanilarak incelenmistir. 8-10
bilesiklerinin DNA’ya baglanmalarina ait Van’t Hoff egrileri Sekil 6.18de,
termodinamik parametreler ise Cizelge 6.5’de verilmistir. AG® nin isaretinin negatif
olmasi, Pc-DNA baglanma prosesinin calisilan bes sicakliktada istemli oldugunu

gostermistir.
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Cizelge 6.5 : DNA-Pc (8-10) etkilesimine ait termodinamik parametreler.

T(K) (K+AK) AG°® AH° TAS®
x 10" (M (kJ'mol™)  (kJ-mol™") (kJ-mol'K™)
H,Pc (8)
293,15 5,25+ 1,02 27,82+0,1 -34,14+0,1 -6,32+0,25
303,15 5,28+ 1,02 27,61+0,1 -34,14+0,1 -6,53+0,25
313,15 2,80+ 1,02 2739+0,1 -34,14+0,1 -6,75+0,25
323,15 2,65+ 1,02 27,18+0,1 -34,14+0,1 -6,96+025
333,15 1,29+ 1,02 26,96 +0,1 -34,14+0,1 -7,18+0,25
ZnPc (9)
293,15 33,07+1.50 -31,39+0,1 -1576+0,1 15,64+ 0,30
303,15 33,17+1.50 -31,93+0,1 -1576+0,1 16,180,330
313,15 23,84+1.50 -32,46+0,1 -15,76+0,1 16,71 0,30
323,15 2326+1.50 -33,00+0,1 -15,76+0,1 17,24+0,30
333,15 17,59+1.50 -33,53+0,1 -15,76+0,1 17,78 +0,30
InPc (10)
293,15 18,89+1,30 -2959+0,1 7.76+0,1 37,36+ 0,40
303,15 21,33+1,30 -30,86+0,1 7,76+0,1 38,64+ 0,40
313,15 2241+130 -32,14+0,1 7,76+0,1 3991 +0,40
323,15 24,53+130 -3341+0,1 7,76+0,1 41,19+ 0,40
333,15 2847+130 -3469+0,1 7.,76+0,1 42,46+ 0,40

8 numarali katyonik metalsiz ftalosiyanin bilesiginde, biiyiik negatif entalpi degerleri
burada baglanma prosesinin entropiden ziyade entalpi lizerinden yiiridiiglini
gostermistir [111, 112]. Ayrica sicaklik arttikga azalan K degerleri baglanmanin
ekzotermik bir proses oldugunu gostermistir. Daha diizenli yapilar negatif entalpi
gerektirirken, pozitif entalpi ise molekiillerin serbest hareket ettigini gosterir. Bu
durumda 8 bilesiginin UV-Vis spektrumunda 623 nm’de absorpsiyonu gozlenen ve
DNA’nin etrafin1 saran agregatlarinin negatif entalpi degerine neden oldugu
diistiniilmektedir. Termodinamik parametreler ve yapilan diger deneysel ¢aligmalar
katyonik H,Pc’ nin (8) DNA’ya elektrostatik etkilesimler ile istemli baglandigini

gostermistir.

Katyonik ZnPc (9) bilesiginde, ¢inkonun DNA bazindaki azot veya oksijen atomlari
ile koordinasyonu entalpi ve entropiyi etkilemistir. Oda sicaklignda itici gii¢ entalpi
iken sicaklik arttikga entropi daha baskindir [113]. 10 numarali katyonik InPc
bilesinde ise entropi itici gligtiir. Ciinkli hidrofobik etkilesimler AH® > 0, AS°® > 0
degerlerine sebep olmaktadir [114].
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Sekil 6.18 : DNA-Pc (8-10) etkilesimine ait Van’t Hoff egrileri.

6.4 Fotositotoksisite Ol¢iimleri

8-10 numarali katyonik ftalosiyaninlerin PDT uygulamalar1 HeLa hiicre hatlar
tizerinde gergeklestirilmistir. Sekil 6.19 farkli konsantrasyonlardaki ftalosiyaninlerin
(8, 9 ve 10) iki farkli doz ile (1 J .cm-> ve 3 J.Cm-z) 1isiklandirilmasi ile elde edilen
sagkalim egrisini gostermektedir. HeLa hiicrelerinin karanlikta 24 saat boyunca
cesitli konsantrasyonlardaki (0-10 uM) ftalosiyanin tiirevleriyle inkiibasyonu (Sekil
6.19) herhangi bir toksisite gostermemistir. PDT tedavisinden sonra, en yiiksek
fotodinamik etki, 3 J.cm? 151k dozu kullanilarak % 26 hiicre sagkalim ile 10 pM
konsantrasyonda (9) numarali ZnPc tirevinde goézlemlenmistir. Ek olarak, PDT
sonrast hiicrelerin yasayabilirligi % 50’den daha azina diigmiistir (5 uM'de 8, 2
uM'de 9 ve 4 uM'de 10, sirasiyla % 50, % 49 ve % 44). Farkli bosluk (oyuk)
ozellikleri fotositotoksisitenin etkinligini etkilemesi beklenmektedir. Bu gozlem,
ftalosiyanin ¢ekirdegindeki metallerin yapisi ile agiklanabilir. Elde edilen sonuglara
gore, suda ¢ozlinlir 8-10 numarali katyonik ftalosiyaninler sulu ¢ozeltilerinde daha
yiiksek singlet oksijen iiretimine sahip olduklar1 i¢in PDT tedavisinde anti-kanser

ajan1 olarak kullanilabilirler.
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Sekil 6.19 : 8-10 no’lu ftalosiyaninlerin (0, 0,25; 0,50; 1; 2; 4; 5 ve 10 uM), 1 J.cm™
ve 3 J.cm?ile 24 saat boyunca 1sinlanmasiyla inkiibe edilmis HeLa hiicrelerine karsi
fotositotoksisitesi. (Her bir veri, li¢ deneyin ortalama + SD'sini temsil eder.).

Sonug olarak tezde iki adet ftalonitril tiirevi (2, 12) ile bu ftalonitrillere ait alt1 adet
slibstitiie metalsiz, ¢inko, indiyum, kobalt ve mangan ftalosiyaninler (3-5, 13) ayrica
lic adette suda c¢Oziiniir tetra siibstitiie katyonik metalsiz, ¢inko ve indiyum
ftalosiyaninler (8-10) sentezlenmistir. Sentezlenen tiim bilesiklerin yapilari

spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatilmigtr.

Tez kapsaminda 3-5 ve 8-10 numarali bilesiklerin fotofiziksel 6l¢iimleri yapilarak
floresans kuantum verimleri (®g) ve singlet oksijen kuantum verimleri (®,)
hesaplanmistir. Calisilan ftalosiyaninler arasinda en yiiksek singlet oksijen tiretimine
indiyum ftalosiyaninin tiirevlerin (5, 10) sahip oldugu ayrica kuarternerlestirmenin

ftalosiyaninlerin (8-10) singlet oksijen iiretimini arttirdigi tespit edilmistir.

Tez kapsaminda ayrica 8-10 numarali katyonik bilesiklerin CT-DNA ile
etkilesimleri UV-Vis ve floresans teknikleri kullanilarak, termal denatiirasyon
profillerine ve SYBER-DNA floreansina soniimleme etkilerine bakilarak detayli bir
sekilde incelenmistir. Bu incelemeler, ftalosiyaninlerin CT-DNA ile etkilesimlerini

kiyaslama sans1 vermistir.

Pc-DNA etkilesimlerinde gerek agregatlarin gerekse metal-DNA koordinasyonunun
etkisi tespit edilmistir. 8 bilesiginin agregatlart DNA’nin etrafin1 cevreleyerek
absorbansi diisiiriirken emisyonu arttirmistir. Ayrica SYBER-DNA kompleksinin
floresansini soniimlemistir. 9 (ZnPc) bilesiginde ¢cinkonun DNA bazlarindaki azot ve
oksijen ile etkilesimi, 10 numarali InPc bilesiginde ise In-DNA etkilesimi ve aksiyal
pozisyonundaki klor belirleyici olmustur. Bu durum ZnPc’ de (9) yiliksek InPc’de
(10) ise diisik Tm degerinin gozlenmesine neden olmustur. Gerek baglanma

sabitleri (Kp) gerckse Gibbs serbset enerjisi (AG®) degerlerine bakildiginda
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kuarterner siibstitiie ftalosiyaninlerin (8-10) DNA ile istemli etkilesime girdigi
goriilmistiir. Tez kapsaminda incelenen kuarterner ftalosiyanin bilesikleri arasinda
(8-10) sadece ZnPc (9) bilesiginde, hem entalpi hem de entropi belirleyici olmus ve
DNA ile etkilesimde en iyi sonuglarin elde edilmesini saglamistir. Bu durum, daha
once bahsedildigi gibi ¢inkonun DNA bazindaki azot veya oksijen atomlari ile
koordinasyonundan kaynaklanmigtir. 9 no’lu katyonik ZnPc bilesiginin Ky sabitinin
digerlerine kiyasla yiiksek olmasi da elde edilen sonucu dogrulamaktadir. HoPc (8)
ve ZnPc (9) biiyiik oyuga baglanirken InPc’nin (10) ise klor nedeniyle kii¢iik oyuga
baglandig1 diistiniilmektedir.

Tez kapsaminda c¢alisilan suda ¢oziiniir ftalosiyaninler (8-10), literatiirdeki diger
antikanser ajanlari ile kiyaslandiklarinda yan etkilerinin bulunmamasi, singlet oksijen
tretimleri ve baglanma sabiti (K,) degerleri gbéz Oniline alindiginda PDT’de

kullanilmaya aday bilesikleridir.
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EK A: Sentezlenen Bilesiklere Ait Yapisal Analiz Sonuglari
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EKA

Sekil A.1: 2 bilesigine ait kristal yapisi.
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Cizelge A.1 : 2 bilesigine ait kristal datalar.

4-(2-Morfolinoetoksi) ftalonitril (2)

Deneysel Formiil

Molekiil Agirligi (g/mol)
T(K)
MA)
Kristal sistem
Uzay grubu

Birim hiicre boyutlart: (A, °)
a

b
c
a
p

Y
V(AY)
Z

Absorspsiyon katsayis1 (j1) (mm")

Dcalc (p) (g cm )
F(000)
Kristal boyutlart (mm)
0 aralig (°)
Indeks araliklar

Olgiilen yansimalar
Bagimsiz yansimalar
Gozlenen yansimalar (%)

Data/parametreler
Max. and min. Gegirgenlik (Yerlestirme
Faktorii)
Son R indisleri Ry, WR; [1>20(1)]

R indisleri (tiim datalar)

F2 deki uyumluluk

C14H15N30;

257.29
303(0)
0.71073
Monoklinik
Cl2lc1

20.742(2)
10.396(9)
14.1426(16)
90
118.029(7)
90

2692.1(5)
8
0.087

1.270
1088
0.3x0.5x0.6
2.23 t0 28.58
-27<h<27
-13<k<13
-18<I<18
61632
3428
99.7%

3428/173
0.974/0.949

0.0446
0.1190
0.0568
0.1312

1.047
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%T

9,0
%
92
90
88
86
84
82
80
78
76
74
72
70
68

66

63,7 4

3063,05

1358,07

1130,08

2228,13

1454,57

1493,87

1560,71

1
1599,55

1308,

P
69,5

-

P8,16

973,44

943,75

1034,24

15,27
864,117

8,28

849,93

4000,0

3600

3200

2800

2400 2000 1800 1600 1400
cm-1

Sekil A.2 : 2 bilesigine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.6 : 3 bilesigine ait kiitle spektrumu.
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Sekil A.7 : 3 bilesigine ait UV-Vis spektrumu (6 x 10 © M).
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Sekil A.8 : 4 bilesigine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.9 : 4 bilesigine ait 'H NMR spektrumu.
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Sekil A.10 : 4 bilesigine ait kiitle spektrumu.

96

1200

1300




Absorbans

2,5

1,5

0,5

300

350

400 450 500 550 600 650
Dalga boyu (nm)

700

750

800

Sekil A.11 : 4 bilesigine ait UV-Vis spektrumu (6 x 10 ° M).
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Sekil A.12 : 5 bilesigine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.13 : 5 bilesigine ait '"H NMR spektrumu.
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Sekil A.14 : 5 bilesigine ait kiitle spektrumu.

100




Absorbans

1,8

1,6

1,4

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

300

350

400 450 500 550 600 650
Dalga boyu (nm)

700

750

800

Sekil A.15 : 5 bilesigine ait UV-Vis spektrumu (6 x 10 ° M).
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Sekil A.16 : 6 bilesigine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.18 : 6 bilesigine ait UV-Vis spektrumu (6 x 10° M).
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Sekil A.19 : 7 bilesigine ait FT-IR spektrumu.

105

600 400,0



Intens. [a.u.]

200

150

100 -

50

400

600

1084913

800 1000 1200 1400

Sekil A.20 : 7 bilesigine ait kiitle spektrumu.

106

1600

1800

2000

miz



0,8

0,7

Absorbans
o o o
B (6] o)}

o
W

o
)

0,1

300

350

400 450 500 550 600 650
Dalga boyu (nm)

Sekil A.21 : 7 bilesigine ait UV-Vis spektrumu (6 x 10° M).
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Sekil A.22 : 7 bilesigine ait farkli ¢oziiciilerde alman UV-Vis spektrumu (14x10° M).
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Sekil A.23 : 8 bilesigine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.24 : 8 bilesigine ait '"H NMR spektrumu.
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Sekil A.25 : 8 bilesigine ait (a) DMF ve suda (1 x 10 ° M), (b) Su + Triton X-100 (5 x 10 > M) alinan UV-Vis spektrumu.
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Sekil A.26 : 9 bilesigine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.27 : 9 bilesigine ait '"H NMR spektrumu.
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Sekil A.28 : 9 bilesigine ait (a) DMF ve suda (1 x 10 ° M), (b) Su + Triton X-100 (5 x 10 > M) alinan UV-Vis spektrumu.
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Sekil A.29 : 10 bilesigine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.30 : 10 bilesigine ait "H NMR spektrumu.
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Sekil A.31 : 10 bilesigine ait (a) DMF ve suda (1 x 10 ° M), (b) Su + Triton X-100 (5 x 10 ° M) alman UV-Vis spektrumu.
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Sekil A.33 : 11 bilesigine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.34 : 11 bilesigine ait "H NMR spektrumu.
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Sekil A.35 : 12 bilesigine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.36 : 12 bilesigine ait "H-NMR spektrumu.
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Sekil A.37 : 13 bilesigine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil A.38 : 13 bilesigine ait UV-Vis spektrumu.
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