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YENI SILISYUM FTALOSIYANINLERIN SENTEZI ile FOTOKIMYASAL
ve BIYOLOJIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

OZET

Dogal porfirin halkasi ile yapisal olarak benzer olan ftalosiyaninler, 18-n elektron
sistemlerine sahip olmalarindan dolay1 organik fonksiyonel materyallerin en yogun
calisilan siiflarindan biri olmustur.

Ftalosiyaninlerin kimyasi iizerine yapilan 6nemli arastirmalardan biri de onlarin
cesitli solventlerde ¢oziintirliiglinii artirmaktir. Bu yiizden agregasyona ugramayan ve
suda ¢oziinebilen ftalosiyaninler 6énemlidir ve bir¢ok uygulama i¢in kullanilabilme
potansiyeline sahip maddelerdir.

Ftalosiyaninler geleneksel olarak boya ve pigment olarak kullanilagelmistir. Son
zamanlarda yogun olarak arastirilan ftalosiyaninler, fotokopi cihazlarinda fotoiletken,
kimyasal sensor, elektrokataliz, elektrokromizm ajani olarak birgok bilimsel alanda
kullanim alani bulmustur.

Endiistrideki yaygin uygulama alanlarinin yaninda ftalosiyaninler; fotodinamik terapi
(PDT), patolojik bakterilerin ve mantarlarin fotoinaktivasyonu amaciyla da
kullanilirlar. Ftalosiyaninler porfirinlere gore cok daha siddetli, yaklasik 680 nm
civarinda gosterdikleri absorbsiyon ile ve singlet oksijen iiretimi ile PDT i¢in umut
verici fotoalgilayicilardir. Ancak ftalosiyaninler sulu ¢ozeltide agrage olabilirler. Bu
durum 680 nm civarindaki absorbsiyonlarin1 sondiirdigii i¢in ftalosiyaninlerin
fotoalgilayict yeteneklerini de 6nemli 6l¢iide azaltir.

Son zamanlarda hiicre kiiltlirii kullanilarak yapilan kanser arastirmalarinin ¢gogunda,
DNA’ya baglandig tespit edilen katyonik ftalosiyaninler kullanilmaktadir. Baglanan
ftalosiyaninlerin uyarilmasiyla singlet oksijen olusumu saglandigi ve tiimor
hiicresinin parcalandig goriilmektedir. Tibbi uygulamalar i¢in suda c¢oziintirlik
onemli bir faktordiir. Ftalosiyaninlere karboksilat, siilfonat ve kuaternize edilmis
amino gibi hidrofilik gruplarin eklenmesiyle onlarin su ve DMSO gibi polar
coziiciilerde ¢oziinmelerini sagladig bilinmektedir. Genellikle, PDT ¢alismalarinda
singlet oksijen olusturma kapasitesi yiiksek olan silisyum ftalosiyaninler
kullanilmaktadir.

Bu calismada, N-metil pirolidin-2-ol, N-(2-Hidroksietil) hekzametilenimin ve
N,N,N-trimetilamonyum metil fenoksi yapilarinin, silisyum ftalosiyaninato dikloriir
ile kuru toluen icerisinde NaH varliginda 24 saat reaksiyona sokulmasiyla eksenel
konumlar1 farkli fonksiyonel gruplara sahip silisyum ftalosiyanin bilesikleri elde
edilmistir. Bu yeni silisyum ftalosiyaninler dimetil siilfatin asiris1 kullanilarak
kuaternize edilmistir.

Elde edilen bilesiklerin yapilari UV-Vis, FT-IR, 'H NMR, floresans ve kiitle
(MALDI-TOF yontemi — dihidroksibenzoik asit matriksi kullanilarak) spektrumlari
ile elementel analiz sonuglar1 yardimiyla karakterize edilmistir. Bunlara ilave olarak
agaroz jel elektroforez, UV/Vis ve floresans DNA-Pc titrasyon spektrumlari, bir
DNA boyasi olan SYBR Green I ile DNA kompleksinin floresansini soniimlendirme
spektrumlari, Kpna baglanma sabitleri ve DNA termal denaturasyon egrileri
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kullanilarak DNA’ya baglandiklar tespit edilirken diger yandan literatiirde yaygin
olarak kullanilan ve ticari olarak satilan singlet oksijen tuzaklari kullanilarak hem

notr hem de suda ¢oziiniir kuaternize ftalosiyaninlerin singlet oksijen trettikleri
ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: PDT, ftalosiyanin, DNA, singlet oksijen
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SYNTHESIS OF NEW SILICON PHTHALOCYANINES WITH THE
INVESTIGATION OF THEIR PHOTOCHEMICAL AND BIOLOGICAL
PROPERTIES

SUMMARY

The compound that was later called phthalocyanine was first observed as a higly
coloured by-product in the chemical conversion of some ortho-(1,2)-di substituted
benzene derivatives. Braun and Tcherniac (1907), working at the South Metrapolitan
Gas Company (London), observed a dark insoluble material during the preparation of
ortho-cyanobenzamide from phthalimide and acetic acid. Similarly, de Diesbach and
von der Weid (1927), of Fribourg University, obtained a 23% yield of an
exceptionally stable, blue material during the reaction of ortho-dibromobenzene with
copper cyanide in refluxing pyridine. Hindsight allows us to interpret these by
products as being metal-free and copper(Il) Pc, respectively. Phthalocyanine is
derived from Greek term for naphta (rock oil) and cyanine (dark blue). The word
“phthalocyanine” was first used by Reginald P. Linstead of Imperial College of
Science and Technology in 1933 to describe this new class of organic compounds.

Phthalocyanines (Pcs) have been one of the most extensively studied classes of
organic functional materials because of their aromatic 18-x electron system which is
closely related to that of the naturally occurring porphyrin ring.

Phthalocyanine is derived from Greek term for naphta (rock oil) and cyanine (dark
blue). The word “phthalocyanine” was first used by Reginald P. Linstead of Imperial
College of Science and Technology in 1933 to describe this new class of organic
compounds.

Phthalocyanines have a long-wavelength band with a large extinction coefficient
(~10° M'em™) and generally a low dark toxicity. Some are efficient 'O, generators,
and are easily obtainable in pure form. Some phthalocyanines are promising second-
generation photosensitizers. Based on the extensive biological research done on
photosensitizers, some of the desired properties of second generation
photosensitizers have been established. They should be, for example, chemically
pure and maintain a constant composition during the treatment; they should exhibit
minimal photobleaching and have minimal dark toxicity; they should be
preferentially retained by the target tissue (to minimize damage to healthy cells);
they should be quickly cleared after PDT treatment; they should have a high quantum
yield of long-lived triplet states (to produce a high yield of 'O,); and they should
have a large extinction coefficient in the region of 600-800 nm (for good light
penetration into tissue). These desired properties have provided major guidelines for
designing new photosensitizers, although no photosensiter can be expected to meet
all these criteria.

However, Phthalocyanines are notorious for their strong tendency to aggregate in
aqueous solutions, which can significantly decrease their photosensitizing ability
through self-quenching. In photodynamic therapy, DMSO solutions of
phthalocyanines have been also used, because DMSO, with the substance dissolved
in it, is able to penetrate directly the tissues and cells, and that is the reason for
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extraordinary attention given to the absorption and emission properties of
phthalocyanines in DMSO solutions.

One of the important aims of research on the chemistry of phthalocyanines is to
enhance their solubility in various solvents. In this case non-aggregated and water-
soluble phthalocyanines are important and potentially useful materials for many
applications.

Phthalocyanines have been used as dyes and pigments traditionally. During the last
few years, phthalocyanines (Pcs) have been intensively studied due to their
applications in many scientific areas such as photoconducting agents in
photocopying devices, chemical sensors, electrocatalyst, electrochromism agents.

In addition to their conventional use in industry, phthalocyanines are also used in
photoinactivation of bacterias and photodynamic therapy (PDT). Photodynamic
therapy (PDT) is a promising cancer treatment utilizing a photosensitizer, visible
light and oxygen. Usually PDT is carried out in three stages. First, the PDT drug is
administered by an appropriate method, intravenous injection is a common one.
Then, a drug-biodistribution interval is allowed. Finally, the tumor is irradiated with
visible light. In a key step of PDT, a photochemical reaction generates singlet
oxygen, 'O,. This is strongly cytotoxic because of its great oxidizing ability.
Phthalocyanines are particularly promising photosensitizer for PDT because of their
intense absorptions at about 680 nm (about 2 orders of magnitude larger in intensity
than porphyrin long wavelength absorptions) and their ability for generating singlet
oxygen. The ground state of the PDT drug is excited to its singlet state with light of
suitable wavelength. This state can relax to its ground state by non-radiative decay or
by emitting a fluorescence photon, or it can be converted to a triplet state by
intersystem crossing. The triplet state can relax to the ground state by emitting a
phosphorescence photon, by electron transfer to a surrounding substrate with the
generation of hydroxyl or superoxide radicals (a Type-I photoreaction), or by energy
transfer to triplet ground-state oxygen with an accompanying production of singlet
oxygen (a Type-II photoreaction). Type-II photoreactions dominate during normal
PDT. Generally the outcome of PDT is the combined result of three processes, direct
cell killing, tumor vascular effects and immune system effects. The direct cell effects
involve damage to organelles such as lysosomes and mitochondria, and to cell
membranes. These lead to tumor hypoxia and cell death. The immune effects can
include inflammatory cell effects and the generation of long-term anti-tumor
responses. These too can cause cell death. However, Phthalocyanines are well known
for their high tendency to aggregate in aqueous solutions, which can significantly
decrease their photosensitizing ability through self-quenching.

The central metal ion and peripheral substituents play an important role in the
photophysical properties of phthalocyanines. The ligands or the metal in these
macromolecules can be varied in an easily controlled manner to facilitate an
individual application. When a diamagnetic ion is in the center of the ring (e.g., Zn,
Al, Ga), the phthalocyanine generally possesses a high triplet state yield (¢T > 0.4)
with a long lifetime (tr > 200 ps) and enough energy (110-126 kJ/mol™) to generate
'0, (94.5 kJ/mol™ is required). The triplet-state lifetimes of an axially substituted
silicon phthalocyanine typically vary from 100 to 200 ps and the yields from 0.2 to
0.5. Some phthalocyanines (e.g., AIPcX, SiPcX;) have one or two axial ligands. The
peripheral substituents and axial ligands govern to an important extent the physical
and chemical and biological properties of these compounds (e.g., stability, solubility)
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and make it possible to prepare satisfactorily optimized phthalocyanines for use as
photosensitizers.

The solubility of Pcs is very important for the investigation of their chemical and
physical characteristics. To increase the solubility of Pcs some different kinds of
solubility-enhancing substituents like alkyl, alkoxy, phenoxy groups can be added to
the peripheral and axial positions of the Pc ring. Amphiphilic phthalocyanines which
incorporate polar and non-polar groups at the same time are significant especially in
photodynamic theraphy. The sulfonated silicon phthalocyanines were expected to
have higher solubility in polar solvents than their unsubstituted phthalocyanine
analogues. This property has the potential to make it easier to disperse these
phthalocyanines in surfactants where phthalocyanines can serve as photobleaches.
They were also expected to provide good candidates for photodynamic therapy
studies.

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

In this work, silicon phthalocyanine compounds with different functional groups
in axial positions were obtained by reacting N-methyl pyrrolidine-2-ol, N-(2-
Hydroxyethyl) hekzamethyleneimine and N,N,N-trimethylamo methyl fenoxy
groups with unsubstituted silicon phthalocyanine in the presence of NaH in dry
toluene for 24 h. Thus, they have less capacity to aggregate with their macrocycles
close to each other, and more capacity to hydrogen bond. Because of this, they have
more potential to be taken up by cells and less to have short triplet lifetimes. Thus,
they have the promise of being good PDT agents. The new compounds are
quaternized with the use of excess amount of dimethyl sulfate.

The structures of these compounds were characterized by using UV-vis, FT-IR, 'H
NMR, fluorescence and mass spectroscopic (MALDI-TOF method- using of
dihydroxybenzoic acid matrix) techniques. In addition, while the interaction of these
compounds with DNA was evaluated by agarose gel electrophoresis, UV/ Vis DNA
titration spectras, fluorescence DNA-Pc titration spectras, quenching spectrums of
DNA with SYBR Gren I which is a dye of DNA, Kpna binding constants and DNA
thermal denaturation curves on one side, on the other side the generation of singlet
oxygen of all species was determined by the using of singlet oxygen quenchers
which are using generally in the literature and commercially avaliable. For the
evaluation of the results of both UV/vis titrations and gel electrophoresis, it was
shown that high water solubility of the complexes makes them suitable for biological
investigations under different solution conditions. Not intercalative but electrostatic
interactions between pcs and DNA were the main factors for binding. The extended n
system of Pcs will lead to a deeper penetration and make stronger stacking with
DNA.

Key words: PDT, phthalocyanine, DNA, singlet oxygen

X1X



XX



XX1






1. GIRIS

Ftalosiyaninler (Pcs) yetmis yili askin siiredir bilinmektedirler. Bu bilesikler
fotobiyoloji ve medikal ¢alismalar da dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli uygulamalarda
ileri teknoloji malzemeleri olarak kullanilmaktadirlar. Ftalosiyaninlerin karakteristik
absorpsiyon spektrumlari 350 nm’lerde goriilen Soret bandi ve 675 nm’lerde goriilen
kuvvetli Q bandidir. Porfirinlere gore kirmiziya kayan ftalosiyaninlerin Q bandi
absorbsiyonlari, porfirinlerinkine kiyasla yaklagik iki kat biiytikliiktedir. Bu spektral
karakteristikleri ftalosiyaninlerin ikinci nesil fotoalgilayict olarak diistiniilmelerini
saglamigtir ve giinimiizde Fotodinamik Terapi (PDT) uygulamalarindaki
kullanimlar1 da genis sekilde arastirilmaktadir. Ftalosiyaninlerin fotofiziksel
Ozellikleri merkez metalinin varligina ve tiirtine c¢ok baghdir. Kabuklar1 dolu
diyamanyetik iyonlar (Zn*"Al’" ve Ga®") igeren ftalosiyanin komplekslerinin singlet
oksijen verimleri yiiksektir. Siyahtoksisitelerinin diisiik olmas1 fotosensitizer olarak

kullanilmalarinin diger bir nedenidir.

PDT kanser tedavisinde kemoterapiye alternatif bir yontem olarak ortaya ¢ikmustir.
Bu yontemde baslangigta Hematoporfirin tiirevleri (HpD) ve Photofrin
kullanilmasimma ragmen, daha etkili fotosensitizorlerin kullanimma ihtiyag
duyulmugtur. Isik, daha uzun dalga boylu bir absorpsiyon bandiyla kullanildigi
zaman, dokuya daha derin bir sekilde niifuz eder. Ftalosiyaninler, uzun dalga
boylarinda absorpsiyon yaptiklarindan dolay1r fotodinamik terapi i¢in uygun
molekiillerdir. Ftalosiyaninlerin, ikinci nesil fotoalgilayicilar olarak PDT’de
kullanilmak tizere gelistirilmesi oldukc¢a yenidir. Pc’lerde absorpsiyon spektrumu
daha uzun dalga boyuna kaymaktadir (genellikle 680 nm civar1). Bunun nedeni,
benzen halkalar1 ile konjuge haldeki pirol gruplarinin aza nitrojenlerle birbirine
baglanmis olmasidir. Bu sebeple Pc’leri uyarmak icin dokuda derinlere niifuz
edebilen uzun dalga boylar1 kullanilir. Ayrica Pc’ler uzun dalga boylarinda ytiksek

' cm™) sahiptirler. Ozellikle agregasyon

molar absorpsiyon katsayisma ( >10° M~
azaldig1 ve singlet oksijen iiretimi de arttig1 icin 3A, 4A grubu metali bulunan Pc’ler

PDT igin daha ¢ok tercih edilmektedirler.



DNA’nin biyoorganik kimyada, biyoteknolojide ve malzeme bilimindeki 6nemi
giderek artmaktadir. DNA’nin ¢ift sarmallar1 negatif yiiklidiir ve pozitif yiikli
parcalarla kuvvetli bir etkilesime girmektedir. Makromolekiillere ligand baglanmasi
biyolojide ve tipta biyolojik proseslerin yonetim sisteminde ©nemli bir rol

oynamaktadir.

DNA’nin ¢ogalmadaki ve replikasyondaki merkezi roliinden dolayi, antikanser,
antibiyotik ve antiviriisel ilaglar DNA’nin asil hedefi olmustur. DNA ilaglarinin
bliylik cogunlugu genellikle pozitif yiik tasiyan diisiik molekiil agirlikli aromatik
yapilardir. Bu noktada ftalosiyaninler ve porfirinler birbirine kombine olmus
aromatik halkalardan olustugu i¢in DNA ile etkilesimleri dikkat ¢ekmektedir.
DNA’nin baglanma mekanizmasi sadece DNA sarmalinin pargasina degil, ayrica

ftalosiyanin veya porfirin molekiillerinin yap1 karisikligina da bagli olmaktadir.

Onkolojide kanser arastirmalari tlimorlii prokaryot veya okaryot hiicrelerin in vitro
ortamda biyolojik olarak izole edilen mutasyona ugramis plasmid DNA’nin
incelenmesiyle veya in vivo ortamda fareler kullanilarak yapilmaktadir. Bu asamada
molekiiler biyoloji alanimi ilgilendiren DNA ile Pc’lerin etkilesimi, c¢aligsmalarin

tiimdr hiicresinin DNA’sinin 1s1kla fotolizine kadar ilerlemesine sebep olmustur.

Bu biyolojik arka plan 1s183inda DNA ile etkilesime giren Pc’lerin  tiimor

arastirmalarinda kullanilacag agiktir.

Bu calismada kuaternize edilebilecek 3 farkli grup, siibstitiientsiz silisyum Pc’nin
eksenel konumlaria baglanmistir. Bu bilesiklerin suda ¢6ziiniir olanlarinin DNA ile
etkilesimleri ile tiim bilesiklerin singlet oksijen olusturup olusturmadiklar

arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Son yillarda tetrapirol tiirevleri, 6zellikle ftalosiyaninler (Pc), kanserin fotodinamik
tedavisi (PDT) yaninda tipta imiinohistopatolojide dokularin, enfarktiis riski olan
damarlarin ve gozdeki damarlarin goriintiillenmesinde, yasa bagli olarak gelisen
macula hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Bunlarin yaninda patolojik
bakterilerin fotodinamik inaktivasyonu, okaryotik hiicre kiiltiir ¢alismalari, timorlii
hiicrenin DNA’sma tutunup daha sonra DNA’nin 1sikla fotolizi de biyoloji ve

biyokimyadaki diger uygulama alanlaridir [1].

Belirli bir dalgaboyunda 151k absorplayarak uyarilan, enerjisini diger bir molekiile
aktararak elektronik konfigrasyonunu temel hale doniistiiriip adeta bir katalizor gibi
davranarak fotokimyasal veya fotofiziksel reaksiyonlar1 baslatan molekiile
fotoalgilayict denir [2]. Fotoalgilayicilar, tipta oldukca yaygin bir sekilde
kullanilmaktadirlar. Porfirinlere kiyasla ftalosiyanin tiirevleri dokunun 151k
gecirgenliginin yiiksek oldugu uzak kirmizi bolgede maksimum absorbsiyon
gosterirler, uzun triplet 6mre ve yliksek singlet oksijen kuantum verimlerine
sahiptirler. Zn*", AI’", Ga’*, In’" ve Si*" gibi diyamagnetik iyonlarla birlestirilmis

yapilar, PDT i¢in etkin ftalosiyanin komplekslerini verir [3,4].

2.1 Fotodinamik Terapi

Giliniimiizde kanser tedavisinde biitiin diinyada yaygin olarak kullanilan {i¢ ana
yontem; ameliyat, kemoterapi, ve radyoterapidir. Kanserli dokunun tiimii ya da bir
kism1 ameliyatla alinabilir. Biiyiik bir ameliyat geciren kisilerin iyilesmeleri haftalar
ya da aylar siirebildigi gibi ameliyat sonrast agr1 olabilir. Cerrahi miidahele sonrasi
hastaya gerekli goriiliirse kemoterapi veya radyoterapi uygulanabilir. Kemoterapi,
normal hiicrelere olasi en az zarar1 vererek, kanserli hiicreleri 6ldiirebilen bir ilag [5]
tedavi yontemidir. Mide bulantisi, kusma, sa¢ dokiilmesi, halsizlik gibi bir¢ok yan
etkisi vardir. Radyoterapi 1sinla (x-151n1) tedavi yontemidir. Viicudun iginden ve
disindan 1sinlama olarak ikiye ayrilir. Distan tedavide, x 1sinlari bir makineden

dogrudan kanserli organa ve cevresindeki dokuya yénlendirilir. I¢ten tedavide ise,



icine radyoaktif madde konulan kapsiiller kisinin viicut bosluguna, tiimoriin {izerine
ya da cevresine yerlestirilir. Baz1 hastalarda radyoterapiden sonra yorgunluk, deride
kizariklik ya da yanma hissi, mide bulantisi, kusma ve ishal gibi yan etkiler
gortlebilir. Bu {i¢ ana kanser tedavi yontemine alternatif olabilecek olan fotodinamik
terapi (photodynamic therapy (PDT)) A.B.D, Almanya, Japonya, Ingiltere, Fransa,
Hollanda, Kanada gibi bir¢ok iilkede saglik kurumlar tarafindan ¢esitli kanser tedavi
uygulamalari i¢in onaylanmustir [6]. PDT 1960’larin basinda sekillenmeye baglamis,
1980’lerin basinda Amerikan Yiyecek ve Ila¢ Kurulu'nun (Food and Drug
Administration, (FDA)) hematoporfrin (HpD) tiirevi olan Photofrin isimli ilacin
klinik uygulamalarina onay vermesiyle bir¢ok kanserin tedavisinde uygulanmaya

baglanmuistir [7-9].

PDT, 1s18aduyarhi ilacin (photosensitizer) hastaya damar yoluyla verilmesini takiben
bu ilacin tiimorlii dokuda birikmesinin ardindan, belli dalgaboyundaki 151k ile
uyarilarak tiimorii yok etmesi prensibine dayanir [10-13]. PDT bagh basina ii¢
onemli bilesenden olusur: fotoalgilayici, 1s1k, oksijen. Isik, normal dokuya kiyasla
timorlii  dokuda daha wuzun siire kalabilir. Isiga-duyarli ilag tarafindan
soguruldugunda gerceklesen reaksiyonlar sonucunda, agiga c¢ikan asir1 reaktif ve son
derece toksik singlet oksijen ('O5), sadece o bdlgede nekroz olusumuna neden olur
[14-19]. Genel olarak hematoporfirinlerde veya kullanilan porfirin tiirevi
fotoalgilayicilarda islem sonrasi yan etki olarak 1s1ga hassasiyetin goriilmesi, yeni

fotoalgilayicilarin sentezini tetikleyen bir faktdr olmustur.

2.2 PDT 'nin Mekanizmasi

Fotoalgilayici damardan hastaya enjekte edilir ve bu fotoalgilayicilar seci¢i olarak
tiimor hiicrelerinde lokalize olurlar. Doku alt1 lokalizasyon, fotoalgilayicilarin
fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir. Fotoalgilayicilar normal hiicreler i¢in genellikle
toksik degildir; sadece 1s1n tedavisi yapilmis anormal hiicreleri (timor hiicreleri)
etkilerler. Istenen fotobiyolojik reaksiyonun olusmasi igin 1sinm dalgaboyu
fotoalgilayict tarafindan absorbe edilmeli ve bu dalga boyu fotoalgilayicinin
absorpsiyon spektrumu ile eslesmelidir [19]. Isin direkt fotoalgilayict igeren dokuya
verildiginde, fotoalgilayic1 aktive olur ve baglatilan fotokimyasal reaksiyonlar
sonucunda iiretilen son derece toksik singlet oksijenin etkisiyle doku hizlica yok

edilir. (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1 : Fotodinamik Terapide ilag uygulamas.

2.3 PDT'nin Basit Fotokimyasi

Doku tahribatlari, singlet oksijen ('O,), siiperoksit radikali(O,") gibi reaktif oksijen
tiirleri (ROS) tarafindan olusturulur. ROS, PDT uygulamasi sonucu protein, lipit gibi
biyomolekiillerin parcalanmasi ile olusturulan fototiriinlerdir [20]. ROS, hiicresel
toksisiteyle fotoalgilayici ¢evresinde bulunan doku arasina girerler ve bunlar hizli
biiyiiyen timor hiicrelerinin yok edilmesi i¢in etkilidir [21]. Sekil 2.2°de verilen

Jablonski Diyagrami’nda singlet oksijen olusumu goriilmektedir.
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Sekil 2.2 : Bir fotoalgilayicinin uyarilmasiyla olusan reaktif oksijen tiirleri.

'0, iceren etkin enerji transfer reaksiyonu elde etmek icin fotoalgilayicinin
lokalizasyonu tiimoér dokusuna en azindan 20 nm yakinlikta olmaldir [22].
Fotoalgilayicinin uyarilmast dokunun karakteristik o6zelliklerine ve kalinligina

baglidir [23]. Fotoalgilayic1 kirmizi 151k enerjisini absorplayarak uyarilmis singlet



hale gecer ve hizlica triplet hale dontisiir [24]. Fotoalgilayici triplet halde singlet
halden daha uzun siire kalir ve singlet oksijenin olusumu gergeklesir. Singlet -triplet
donlistimii “intersystem crossing” sistemler arasi gecis olarak bilinir. Triplet hal,
temel hale doner ve fotoalgilayict baska bir fotonu absorplayarak dongiiyii devam
ettirir [24]. Fotoalgilayici temel haline geri dondiiglinde enerjiyi 1s1 veye floresans
seklinde geri yayar. Bu mekanizma tiimorlerin bulunmasi i¢in kullanilir. ROS iiretimi
igeren 2 mekanizma vardir; Tip I ve Tip II. Tip I’de radikal olusumu; Tip II’de singlet

olusumu esas alinir ve timor hasari incelenir (Sekil 2.3).

FOTOALGILAYICI

|
1. Uyarilmis durum

|
2. Uyariimig durum

rd i

L. Tip Proses ‘ IL. Tip Proses l

Reaktif Oksijen pargalart Singlet Oksijen Malckili ‘

‘ Hiicrelerde oksidatif yikim

Sekil 2.3 : PDT uygulanan hiicrelerde fotoalgilayicilarin 15181
absorplamasi sonrasinda olusan oksidatif hasar.

2.4 TIP II: Singlet Oksijen Olusumu

Biradikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde
olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet oksijen,
eslesmemis elektronu olmadigr i¢in radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir,
Sekil 2.4°te molekiiler orbitallerin gosteriminde verildigi gibi singlet oksijenin delta

ve sigma (atomik orbitallerle gdsterim) olmak tizere iki sekli vardir.



Molekiil Orbitaller

oksijenin atomik orbitalleri oksijenin atomik orbitalleri

2p

Triplet (stabil) Singlet (reaktiv)

Sekil 2.4 : Delta ve sigma oksijen molekiil orbital diyagrami.

Molekiiler oksijen, paralel spin durumlu iki ortaklanmamis (eslesmemis) elektrona
sahiptir. Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron igeren atom, atom grubu veya
molekiiller serbest radikal olarak tanimlanirlar. Gegis metalleri de ortaklanmamis
elektronlara sahip olduklar1 halde serbest radikal olarak kabul edilmezler, fakat
serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar. Serbest radikal tanimima gore
molekiiler oksijen, bir biradikal (diradikal) olarak degerlendirilir. Biradikal oksijen,
radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde diger serbest radikallerle

kolayca reaksiyona girer [25].

2.5 TIiP I: Radikallerin Olusumu

Siiperoksit radikali hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis metallerinin
otooksidasyonu stiperoksit radikali meydana getirebilir [ 25]. Sekil 2.5’te siiperoksit

olusumuna 6rnek verilmistir.
Fe* + 0, —> O, +Fe’"

Sekil 2.5 : Demir (II) nin yiikseltgenerek siiperoksit olusturmas.



2.6 Perhidroksi Radikali Olusumu

Stiperoksit radikali kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil
Oonemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi1 ve ge¢is metalleri iyonlarinin indirgeyicisi

olmasidir.

Stiperoksit radikali diisik pH degerlerinde daha reaktifdir, oksidan perhidroksi

radikali olusturmak tizere protonlanir (Sekil 2.6).
O, +H — HOy
Sekil 2.6 : Perhidroksi radikali olusumu.

Siiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birlesmesi
sonucu bir reaktif oksijen tiirli olan peroksinitrit meydana gelir. Peroksinitrit, nitrit ve
nitrat olusturmak {izere metabolize edilir. Peroksinitrit, azot dioksit, hidroksil
radikali, nitronyum iyonu gibi toksik iiriinlere doniigebilir ki nitrik oksitin zararl

etkilerinden peroksinitrit sorumludur [ 25].

2.7 Hidroksil Radikali

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri kapsamina
girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii demir veya diger
gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin
varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen

radikali olan hidroksil radikali olusturur [25] (Sekil 2.7).
Fe”? +H,0, —> Fe”+OH +0OH (A)
0, +H,0,+H —> H,0+0,+0H (B)
Sekil 2.7 : A) Fenton reaksiyonu B) Haber —Weiss reaksiyonu.

Hidroksil radikali, reaktif oksijen tiirlerinin en gii¢liistidiir. Olustugu yerde tiyoller ve
yag asitleri gibi cesitli molekiillerden bir proton kopararak tiil radikalleri, karbon
merkezli organik radikaller, organik peroksitler gibi yeni radikallerin olusmasina ve
sonugta biiylik hasara neden olur. "OH’nin bir hedefi de, 6zellikle elektronca zengin
bilesiklerdir. Niikleik asitler, proteinler ve lipidlerde baglatilan radikalik

tepkimelerde binlerce farkli ara iiriinler olugabilir. DNA ile tepkimesi sonucu baz



modifikasyonlari, zincir kirilmalar1 gerceklesebilir; ileri derecedeki DNA hasarlari

tamir edilemediginden hiicre dliimiine neden olur [25].

Radikaller (Sekil 2.8) hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler ve timorii hiicreye oksidatif hasar verme yoluyla

yok ederler [26].

norrnal metabolizma
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Sekil 2.8 : Reaktif oksijen tiirlerinin hiicre hasar1 olusturmas.
2.7.1 Membran lipitlerinin peroksidasyonu

Serbest radikaller hiicrenin membranina saldirdiklarinda gergeklesir. Serbest
radikaller, hiicre membraninin stabilizasyonunu ortadan kaldirarak, hizli hiicre ve

doku bozulmalarina neden olurlar (Sekil 2.9).

Polidoymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir.
Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler
ve oldukea zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri ve lipid peroksit
radikallerinin olugmasi, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicre hasarinin

onemli bir 6zelligi olarak kabul edilir [26].
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Sekil 2.9 : Membran Lipitlerinin Peroksidasyonu.

Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit

(MDA) meydana gelir (Sekil 2.10).

Sekil 2.10 : Malondialdehit (MDA).

Malondialdehit (MDA) kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun
derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde malondialdehit
(MDA) olgiilmesi lipid peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir. Direkt
olarak membran yapisina ve iirettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre

bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve bir¢ok hastaliga neden olur [26].

2.7.2 DNA hasari

DNA molekiilii yeniden sentezlenemeyen ancak kopyalanabilen bir molekiil
oldugundan DNA modifikasyonlar1 mutasyonlara ve genetik bozukluklara neden

olmaktadir.

Malondialdehit, DNA’daki deoksiadenosin ve deoksiguanosin ile reaksiyona girerek

MIG adli katilma {iriiniinii olusturur ki bu bilesik mutajeniktir [26] (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 : M1G katilma tiriinti.
2.7.3 Disiilfiir bagi olusumu

Glutatyon, tiim memeli hiicrelerinde milimolar konsantrasyonlarda bulunur.
Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin (R-SH) oksidasyonu tiyol ve oksijen radikallerinin
olusumuna neden olur. Bunlar siilfiir merkezli radikallerdir (RSH) ve proteinlerdeki
homolitik fisyon (siilfiirlerin karsilikli baglanmasi) reaksiyonlar1 disiilfiir bagini
olusturur. Bu da proteinlerin konfiglirasyonlarin1 bozarak viicuttaki metabolik

aktivitelerini engeller [26].

Tiimorlii hiicrenin yayilmadan yok edilmesi kanser tedavilerinin temel amaglarindan
biridir. Fakat gilinlimiizde uygulanan yontemlerde saglikli hiicrelere de zarar
gelmektedir. Radikal iireten maddeler enzimleri de etkiler. Enzimler ise viicudun

savunma mekanizmalandir (Sekil 2.12).

Vitamin E
/’,.—-— "‘-,,\\
= N, N
Karoten = Q{\":{;:‘, Unanm
- T N
Gekirdok > A L ve E vitaminleri
(DA T Karaten
\
Liswsurnilar | |
| |
Sitoplazma / f
Katalaz L ) Y —~ - / /
N AR p— A
e W MU RS /S /™ Vitamin C
b o > = /
\:‘_\_ = /// o/
N T - Glutatyon
rnksidar
Hicre =35 g REE
Zannin il
Fosfaliaid f 300+ Glutatyon Peroksidaz
Gift takakas

Wildrmin E we
Karoten

Sekil 2.12 : Viicudun savunma mekanizmasindaki enzimler ve koruyucular.

Radikaller olustugu oranda hiicre savunma sistemleri devreye girer. Enzimler,
olustuklar1 siirece radikalleri yok etmek i¢in aktivitelerini arttirirarak oksidatif

dengeyi kurmaya calisirlar [26] (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13 : Oksidatif Denge.

Sistein, metiyonin, histidin ve triptofan gibi amino asitler oksidasyona ¢ok hassas
olduklarindan fotoalgilayicinin uyarilmasi sonucu olusan aktif oksijen tiirlerinin

(stiperoksit, azot radikalleri veya singlet oksijen) hedefi haline gelirler.

2.8 Fotoalgilayicilar

Porfirinler ve hematoporfirin (monomerik ve oligometrik porfirinlerin karigimi olan
kompleks) klinik ve deneysel ¢alismalarda en ¢ok calisilan fotoalgilayicilardir. Bu iki
fotoalgilayict birinci nesil fotoalgilayicilar1 temsil ederler. Porfirin, FDA (Food and
Drug Administration) tarafindan onaylanmis kanser tedavisinde kullanilan tek
fotoalgilayicidir [7]. Bu ilacin kirmizi 15181 zayif absorplamasi; dolayisiyla diigiik
doku gecirgenligi ve islem sonrasi 1518a hassasiyet gibi yan etkileri ve eksik yonleri
gorilmiistiir [8,9]. Birinci nesil fotoalgilayicilarin kisith karakterinin iistesinden

gelmek i¢in ikinci nesil fotoalgilayicilar gelistirilmistir [27].

Klinik denemeleri yapilan bir¢ok ikinci nesil fotoalgilayicilar; ftalosiyaninler,
klorinler ve porfirin tiirevleridir. Fotoalgilayicilarin 600 nm iistiindeki bandlar1 etkin
bir PDT i¢in onemli faktordiir. Giliniimiizde otuzdan fazla farkli fotoalgilayici
onklinik calismalarda kullanilmaktadir ve bunlarin ¢ogu tetrapirol tiirevleridir
[14,28,29].

Iyi bir fotoalgilayict ;

*Karanlikta toksik olmamali,

*Triplet kuantum verimi yliksek olmali, triplet enerjisi 94 Kj/mol degerinden yiiksek

ve singlet oksijenin kuantum verimi yiiksek olmali,
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*Gortiniir bolge spektrumunda kirmizi ve ileri kirmizi 15181 absorplayabilmeli,
*Tlimor hiicrelerine segici olarak yerlesebilmelidir.

Bilim adamlar ftalosiyaninlerle yiiksek absorpsiyon katsayisina sahip olmalarindan
dolay1 ¢ok ilgilenmisglerdir (650-680nm) ve bu molekiillerin doku ig¢ine islemede
ideal oldugunu gostermislerdir [30-32]. Ftalosiyaninler yliksek kuantum alaninda,
kisa Omiirli singlet ve uzun Omirlii triplet duruma sahiptirler [18,33,34].
Ftalosiyaninler biyolojik olarak uyumlu solventlerde ¢o6zlinmezler. Oysa
kimyasallarin in vivo (direk canli {izerinde) olarak ¢alismalar i¢in ¢dziilmis veya
hiicre zarindan gegebilecek hale ( antikorlara baglanabilir hale veya yagda
¢oziinebilir hale ) gelmeleri gerekmektedir [35-37].

Ftalosiyaninleri ¢oziinlir yapmak igin, periferal konumlara ya uzun zincirli alkil
gruplar1 ya da kuaternize amin veya karboksi, siilfoksi gibi suda ¢oziiniir gruplar
baglanmalidir [18,33-34,38]. Molekiiliin ¢oziiniirliigli saglandiktan sonra triplet halde
kalma siiresini, triplet hal enerjisini, singlet oksijen kuantum verimini arttirmak
gerekir. Fotoalgilayiciya baglanan metal intersystem crossing (ISC)'1 artirir bu sayede
triplet hal olusum olasilig1 artar. Metalli ftalosiyaninlerin metalsizlere gére daha

etkili PDT bileseni oldugu bulunmustur [4,39].

2.9 Ftalosiyaninler

Ftalosiyaninler (Pcs) ilk defa 1907 yilinda tesadiifen ¢6ziinmeyen mavi madde olarak
gozlemlenmis ancak yapisal olarak aydinlatilamamistir [40]. Ftalosiyanin
molekiiliiniin yapist 1933 yilinda Linstead ve ekibinin caligmalar1 sonucunda
belirlenmistir (Sekil 2.14 ve Sekil 2.15). Ftalosiyaninlerin yapilar1 tam olarak
Robertson’in  X-1s1mn1 Kirinim Analizleri sonucunda 1933-1940 yillar1 arasinda
belirlenebilmistir. Tetrabenzotetraazaporfirin olarak da bilinen ftalosiyanin molekiilii
ile 1iki 1imino hidrojen atomu igeren dort iminoizoindolin {initesinin
koordinasyonundan olusmus 18 © elektron sistemli diizlemsel bir makro halkadir. .
Bu yap1 X-1s1n1 kirinim teknigi ile de dogrulanmistir. Birgok metal iyonu alabilecek
bliyiikliikte merkezi bir boslugu olan, pirol halkalarindaki dort azot atomu
ftalosiyaninler oldukca kararli ve cok yonlii aromatik makrosiklik bilesiklerdir.
70’den fazla metalik ve ametalik iyonu halka bosluguna kabul edebilecek ozellige
sahiptirler [41-46]. Son yillarda endiistrideki kullanim alanlarinin yaninda tipta da

yaygin sekilde kullanilmaya baslanmislardir [47-56]. Antibakteriyel, antimantari
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Ozelliklerinin yaninda DNA, niikleik asit ve lipitlerle etkilesime girmeleri
biyokimyacilarin dikkatini ¢ekmistir [10,14,28-29,57-59,60-72]. Radikal veya singlet
oksijen iiretebilecek yapida olmalari, bu molekiillerin 6zellikle kanser tedavisinde

kullanilmalarin1 saglamistir [30-31,33-35,37,73-74].

i \-h | .
¢ &«K ;’
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s %

b i ™
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Sekil 2.15 : Metalli Ftalosiyanin (MPc).

Stibstitiie olmamig ftalosiyaninler c¢ok kararhidirlar; organik solventlerde
coziinmezler. Dolayisiyla halkaya ilave edilen fonksiyonel gruplar bu bilesiklerin
Ozelliklerini degistirmektedir. Benzen halkalarinda hacimli, polar, bazik gruplarin
bulunmasi molekiile ¢o6ziiniirlik getirir. Buna ilave olarak pek ¢ok metale
baglanabilmesi de bu tiir yapilarin cesitliligini arttirmaktadir. Siibstitiie edilen
fonksiyonel gruplar, ftalosiyaninlerin kimyasal ve fiziksel 0Ozelliklerini de

etkilemektedir. Yiikseltgen maddelere karsi stabilitesi arttirilarak, bazi pratik
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kullanimlarda biiylik 6nem kazandirilmaktadir. Suda ve organik solventlerdeki
coziiniirliikleri, fotodinamik Ozelliklerinin incelenmesine imkan saglamaktadir.
Yapilarmindaki benzen gruplarina eklenebilecek siibstitiient sayisinin oldukc¢a fazla
olmasi, Ftalosiyaninlerin temel ve uygulamali bilim dallarinda kullanilma alanlarin
onemli derecede arttirilabilmektedir. Kullanim alaninin genisligine, merkez atom
olarak kullanilabilecek 70’ten fazla element de neden olmaktadir. Suda ¢oziiniir

Pc’ler biyolojide gittikge 6nem kazanmaktadir [75].

Pc’lerde merkezdeki metal iyonu da en az fonksiyonel gruplar kadar Pc’lerin
fizikokimyasal oOzelliklerini etkileyen diger bir faktordiir. Zn, Al, Ga gibi
diamenyetik bir metal, halkaya yerlestiginde Pc’nin triplet hal kuantum verimi
0,4’den, triplet omrii de 200 ps’den biiyiik olur ki bu da singlet oksijenin olusmasi
i¢cin gerekli olan minimum 94 kJ’den fazla olan 110-126 kJ’liikk bir enerjiye karsilik
gelir [14,18].

Eksenel konumlar1 siibstitlie olmus Pc’lerin triplet omiirleri 100-200 ps’dir ve
kuantum verimleri de 0.2 - 0.5 arasindadir [94]. Ftalosiyaninlerin periferal veya
nonperiferal pozisyonlarina karboksilat, sulfonat, glikoz, fosfonat, polioksietilen,
karboranil ve kuaternize edilmis amino gibi hidrofilik gruplarinin ilave edilmesi
onlarin su ve DMSO gibi polar ¢oziiciilerde ¢ozlinmesini saglarken, uzun alkil veya
hacimli lipofilik gruplarin ilave edilmesi onlarin apolar ¢oziiciilerde ve yagda
¢Oziinmesini sagladig1 bilinmektedir. Periferal gruplar ve eksenel ligandlar Pc’lerin
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin hepsini etkiler ve istenilen amaca 6zel

fotoalgilayici sentezinde optimize edilirler.

Sekil 2.16 *daki Pc 4, 1993 yilinda PDT de kullanilmis ve dikkat ¢ekmistir [76-85].
Biyolojik calismalar bu bilesigin V79 kiiltiir hiicresinde in vitro diizeyde ve tiimorli
farelerde in vivo diizeyde fototoksisite gosterdigini ortaya koymustur. Pc 4
bilesiginde (Sekil 2.16) eksenel olarak bir hidroksi ve aminosiloksi grubu vardir ve
eksenel konumdaki silisyum tetrakoordinat; merkezdeki silisyum atomu oktahedral
yapidadir. Silisyum c¢ap1 geregi halkaya tam oturmaktadir ve selat etkisinden dolay1
yap1 kararlilik kazanmistir. 670 nm civarinda absorpsiyon yapmaktadir, PDT’ den

sonra 1518a duyarlilig1 azdir ve fototoksisitesi yiiksektir [77].

Bu bilesik, Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisiine 1995 yilinda girmis, 2000 yilinda
FDA tarafindan denenmekte olan ila¢ numarasi almis, Cleveland Universitesi

Hastanesinde Faz I diizeyinde klinik ¢aligmalar yapilmaya baslanmistir. 2001 yilinda
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ilacin uygulanmasima yonelik bir protokol olusturulmustur fakat halen protokoliin
genellesmesi icin ¢aligmalar yapilmaktadir. 2004 yilinda cilt kanseri i¢in protokol

belirlenmistir. Bugiine kadar 45 hastaya PDT amacli uygulanmistir [86,87].

jer

-

Sekil 2.16 : Pc 4 bilesiginin yapis1 HOSiPcOSi(CH3)2(CH2)3N(CH3)2.

Stilfolanmis Silisyum Pc’lerin siilfolanmamis analoglarina gére polar ¢oziiciilerde
daha cok ¢oziindiigli goriilmiistiir (Sekil 2.17). Bu ozellik onlar1 PDT i¢in uygun

aday haline getirmektedir.
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Sekil 2.17 : Monosiilfolanmis Baz1 Silisyum Pc’lerin Yapilari.

Bcl-2 Bcel-xl proteinlerinin  tiimdr hiicrelerinde apoptosisi durdurdugu ortaya

cikmistir. Dolayisiyla aminotrimer siibstitiie Silisyum Pc’lerin sentezi gergeklestirilip

16



Bcl-2 Bcel-xl proteinlerine tutunmasi saglanmistir (Sekil 2.18). Fotouyarilmayla bu

proteinlerin yok edildigi literatiirde yer alan en son ¢aligmalardan biridir [88].
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Sekil 2.18 : Pc-aminotrimer Konjugatinin Yapisi.

Altin nanokiimelerin kanser hiicrelerinin hedefi olduklari bilinmektedir. Altin
nanokiimelerin baglanabilecegi bir eksenel SH grubu olan Silisyum Pc (Sekil 2.19),
gerek secici olarak tiimore tutunmasi acisindan gerekse PDT icin uygun bir bilesik

olmasi yoniinden sentezi gerceklestirilen ¢cok fonksiyonlu bir diger Pc’dir.
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Sekil 2.19 : SH Grubu ile Altin Nanokiimelere Baglanabilen ve Sonra da
PDTiginUyarilabilen Bir SiPc.

2.10 Ftalosiyaninlerin DNA ile Etkilesimi

DNA’nin biyoorganik kimyada, biyoteknolojide ve malzeme bilimindeki 6nemi

giderek artmaktadir.
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DNA’nin ¢ift sarmallar1 negatif yiikliidiir ve pozitif yiiklii parcalarla kuvvetli bir
etkilesime girmektedir [89]. Makromolekiillere ligand baglanmasi biyolojide ve tipta

biyolojik proseslerin yonetim sisteminde dnemli bir rol oynamaktadir.

DNA’nin ¢ogalmadaki ve replikasyondaki merkezi roliinden dolayi, antikanser,
antibiyotik ve antiviriisel ilaglar DNA’nin asil hedefi olmustur [90]. DNA ilaglarinin
biiyiik ¢ogunlugu genellikle pozitif yiik tasiyan diisiik molekiil agirlikli aromatik
yapilardir [91]. Bu noktada ftalosiyaninler ve porfirinler birbirine kombine olmus
aromatik halkalardan olustugu i¢in DNA ile etkilesimleri dikkat ¢ekmektedir.
DNA’nin baglanma mekanizmasi sadece DNA sarmalinin parcasina degil, ayrica

ftalosiyanin veya porfirin molekiillerinin yap1 karisikligina da bagli olmaktadir [92].

Metalsiz ve dort koordinasyonlu katyonik porfirinlerler DNA ile tercihen G-C
bolgelerinde dogrudan veya hemi-araya girme ile etkilesmektedirler (Sekil 2.20).

Sekil 2.20 : DNA Pargasinin Porfirine hemi-araya girmesi.

Adenin-Timin bolgelerinde, ftalosiyanin baglanmasi1 ylizeysel ve kulombik;

muhtemelen kiigiik bir DNA ¢izgisiyle goziikmektedir [93].

2.11 Tiimorli DNA’mn Fotolizinde (PDT) Pc Kullaninm

Oksijenin oldukga reaktif bir formu olan singlet oksijen PDT siirecinde iiretilen en
belli basl sito-toksik ajandir. Fotouyarilmayla ile koparilan DNA pargasi ii¢ primer

mekanizma sonucu olusabilmektedir (Sekil 2.21);

a) Hidroksi radikallerinin iiretimi (-OH), reaktif oksijen parcalarinin hidrojen

atomlarin1 RNA temelinden ¢ikartarak DNA sarmalini ikiye bolmesi (Tip I yolu),

b) Fotoalgilayicinin fotokimyasal olarak uyarilmig haline niikleobazdan, 6zellikle

guaninden, elektron transferi (Tip I yolu),
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c¢) Uyarilmis fotoalgilayicidan transfer edilen enerji ile olusturulmus singlet

molekiiler oksijenin ('0,) tercihli olarak guanini okside etmesi (Tip II yolu) [94-96] .

Temel haldeki oksijen iki ciftlenmemis elektrona sahiptir ve herhangi bir manyetik

alana maruz kalmadiginda elektronik konfigiirasyonunda bir degisiklik yoktur.

P - 1P » TP"(P" wyanlrg haldeki fotoalzlase §
Tip I e transferi Tip II Enerji Transfen
; P
0 DMNA Lol
O =+ P iy 2
G + P DNA
Fenton
5. G "nin Oksidaswyvonu

Sitntc\;:rsisite
Sekil 2.21 : Tip I ve II Yollari ile Fotoyarilma.

Bir kere uyarilmis hale gelince, fotoalgilayici enerjisini temel triplet durumdaki
oksijene vermekte ve bu oksijen tip II tolu ile singlet durumdaki oksijene
uyarilmaktadir. Alternatif olarak, fotoalgilayicilar, yakinindaki oksijen molekiilii gibi
elektron kabul edebilen tiirlere eksik elektronlarla okside olabilmektedirler. Bu
elektron transferi deoksiriboz hidrojen atomunu indiiklemekte; ayrilma sitotoksik
hidroksil radikalini (OH) olusturmaktadir. Uyarilmis fotoalgilayict ayrica DNA’dan
elektron kabul ederek indirgenebilmektedir. Tip II’ye kiyasla Tip I’in PDT de daha
kiiciik rol oynamasina ragmen; ikisi de timorli DNA’nin yikimina hizmet

etmektedir [94,95].

Triplet omiir, molekiiliin triplet uyarilmis haldeki harcadigi zamanin ortalamasi
olarak tamimlanir. Yeni fotoalgilayicilarin gelistirilmesinde, triplet Omiir anahtar
roldedir. Fotoalgilayicinin triplet haldeki enerjisi kolaylikla yakinda lokalize olmus
molekiila aktarilir. Oksijen (*05), temel hali triplet olan nadir molekiillerden biridir.
Oksijenin singlet uyarilmis hal enerjisi 7900 cm™ dir. Bu yiizden; diisik enerjili
triplet durumdaki molekiiller, molekiiler oksijeni temel triplet halden daha yiiksek
enerjili singlet duruma uyarmada basarili olamazlar. Triplet hal enerjileri 7900 ile

18.000 cm™ olanlarm, PDT’de kullanilabilmesi igin tip II fotouyarilma reaksiyonu
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baslatmasi gereklidir [94-96]. Omrii boyunca 100 nm uzakliga yayilmis olan singlet
oksijen kuvvetli bir elektrofildir ve ¢cevredeki dokuya 6nemli yikimlart indiikleyebilir

[96].

Iclerinde temel haldeki oksijeni uyarabilecek enerjiyi barindiramayan bu molekiiller,
tip I yoluna alternatif olarak yine de PDT uygulamalarinda kullanilabilecek adaylar
olabilirler. Bu yolda, fotosensibilite olmus triplete DNA’nin niikleobazlarindan
direkt elektron transferi gerceklesebilir. Fotosensibilite olmus triplet ayrica temel
haldeki oksijene, *O,, siiperoksit anyon radikalinden (O,") elektron transfer edebilir.
Siiperoksit anyon radikalinin iiretimi Fenton Mekanizmasi ile hidroksil radikallerinin
formasyonuna sebep olabilirler. Daha dnceden de bahsedildigi lizere; deoksiribozdan
hidrojen atomlarinin ayrilmast mekanizmast ile hidroksil radikalleri DNA
fosfodiester pargasini yarar [97]. Hem singlet oksijen hem de hidroksil radikalleri
hiicresel parcalara; DNA, proteinler, diger makromolekiiller; zarar verebilir. Bu da

hiicrelerin yikimina sebep olur.

Bilim siirekli gelismektedir. Teknolojinin gelismesiyle beraber yeni maddeler tipta
ilk olarak in vitro, daha sonra fareler veya sigcanlar lizerinde in vivo olarak
denenmektedir. Tetrapirol makrohalka sinifindan olan ftalosiyaninler her tiirlii amaca
yonelik modifiye edilmeye ¢ok elverisli molekiillerdir. Bu maddelerin boya, pigment
ve endiistrideki uygulamalarinin yaninda tibbi incelemeleri daha az sayida olmustur.
Artik pek cok tibbi ¢alisma kimya, biyokimya, molekiiler biyoloji, niikleer enerji,
radyoloji, farmokoloji boliimlerini bir araya getirmektedir. Bu tez kapsaminda

ftalosiyaninlerin tibbi uygulamaya yonelik 6zellikleri incelenecektir.
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3. KULLANILAN ALET VE MADDELER

3.1 Kullanilan Maddeler

DMF, diiminoisoindolin, kinolin, fosfor penta oksit, kloroform, sodyum hidriir,
dietileter, metanol, toluen, 1-metil-2-pirolidin metanol, N-(2-Hidroksietil)
hekzametilenimin, N,N,N-trimetilamonyum metil fenoksi, THF, aseton, DMSO,
etilasetat, hekzan, diklorometan, 3 A’luk molekiiler elek, EtBr, DPBF, dimetil siilfat,
CT-DNA, yiikleme ¢ozeltisi, SYBR GREEN I, ADMA.

3.2 Kullanilan Aletler

uv : Scinso SD 1000

Floresans : Perkin Elmer LS55

'H-NMR : Bruker B-ACS60 ultrashield TMPLUS 400 Mhz
IR : Perkin-Elmer Spectrum One FT-IR Spectrometer
Mass : Perkin Elmer Clarus 500
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4. DENEYSEL KISIM

4.1 Dikloro|ftalosiyaninato]silisyum (1) Sentezi [98]

2 gr diiminoisoindolin 22 ml kinolin igerisinde ¢oziiliir. Céziinme i¢in ortama biraz
181 verilir. Coziinme tamamlandiktan sonra balon buz banyosunun igerisine alinir ve
SiCly (2.3ml) ilave edilir. SiCly iin fazla ilave edilmesinde fayda vardir. SiCly hizli
ilave edilmelidir. Aksi taktirde SiCly hizli bir sekilde nem kapacaktir. Nem kaptigi
ilave edilirken olusan beyaz c¢okelekten anlasilabilir. ilave bittikten sonra refluks
edilir. Reaksiyon dnce yesil, refluksun baslamasi ile maviye daha sonrada koyu mavi
(lacivert) renge doner. 1 saat refluks (219 °C) edildikten sonra reaksiyon 184 °C ye
sogutulur ve bu sicaklikta 2 saat daha bekletilir. Bu islem tamamlandiktan sonra
reaksiyon hizla siiziilir. Cok cabuk katilasma oldugu ic¢in siizmeden Once biraz
metanol ilave edilmesinde fayda vardir. Kat1 kisim metanol ve aseton ile yikanir. Her
yikamada siiziintii agik yesildir. Madde 110 °C de kurutulur. M.p. 430 °C. MA :
575,5 . Renk: lacivert (indigo) kristal.

NH
sa,

NH

Sekil 4.1 : Diiminoisoindolinden SiPc Sentezi.
4.2 Bis(N-Metil-2-Pirolidinmetoksi) [ftalosiyaninato]silisyum (2) Sentezi

Silikon (IV) ftalosiyanin dikloriir (50 mg, 0,0817 mmol) ve 1-metil-2-pirolidin
metanol (28,21 mg, 0,245 mmol) 25 ml kuru toluen igerisinde karistirilirken,

karisima sodyum hidriir (0,735 mmol, 17,6 mg) ilavesi yapilir. Azot gaz1 gegirilerek
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geri sogutucu altinda 6 saat kaynatilan karigim, oda sicakligina sogutulur. Daha sonra
santrifiij edilerek ¢ozelti kismi almir ve ¢Ozeltinin solventi evaporatorde
uzaklastirilir. Elde edilen kat1 iiriin soguk hekzan ile yikanir ve kurutulur. Daha sonra
tiriin aliimina kolonda saflastirilir (10/1: Diklorometan / Metanol). Verim : 38 mg (%
61,2). IR vma/(cm™) : 2773; 1611; 1519; 1471; 1426; 1333; 1287; 1163; 1119; 1076;
985; 908; 757. UV—Vis(Kloroform), max/nm (log €) : 355 (4,41), 608 (4,07), 674
(4,93). '"H NMR (CDCl3) : & -2,29 - (-1,85) (d, 4H, Ha); (-0,54) - (-0,77) (m, 2H,
Hb); 1,26 - 1,27 (m, 8H, Hc); 1,62 - 2,07 (t, 4H, Hd); 2,08 - 3,20 (s, 4H, He); 8,05 -
8,07 (m, 8H, HP); 9,33 - 9,35 (m, 8H, Ha). Cs4H4N;0O,Si i¢in bulunan (%): C,
69,01; H, 4,98; N, 17,90. Hesaplanan (%): C, 68,73; H, 5,24; N, 17,01.

—N

Cl

QN/N/ N= " NaH, tolven,
§N/ \ :(& N2 8h, kaynatma

@qf

Sekil 4.2 : Bis(N-Metil-2-Pirolidinmetoksi) [ftalosiyaninato]silisyum (2) Sentezi.

Hp

4.3 Bis(N-Heksametilenamino-2-etoksi) [ftalosiyaninato]silisyum (3) Sentezi

50 mg, 0,0817 mmol silikon (IV) ftalosiyanin ve 35,08 mg, 0,245 mmol N-(2-
Hidroksietil) hekzametilenimin 25 ml kuru toluen igerisinde karistirilirken, karigima
0,735 mmol, 17,6 mg sodyum hidriir ilave edilir. Geri sogutucu altinda, azot gazi
gecirilerek 6 saat kaynatilan karisim oda sicakligina sogutulur. Daha sonra reaksiyon
karigtminin ¢ozelti kismi santrifiijle alinarak ¢ozeltinin solventi evaporatérde
uzaklagtirilir. Elde edilen kati iiriin soguk hekzan ile yikanir ve kurutulur, silika

kolonda saflastirma yapilir (10/1 : THF / Kloroform). Verim : 35 mg (% 52,2). IR
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Vimad/(cm™) 1 2907; 1613; 1520; 1426; 1332; 1288; 1164; 1121; 1077; 1050; 1004;
952; 909; 758. UV—Vis(Kloroform), max/nm (log €) : 355 (4,34), 606 (4,07), 673
(4,89). "H NMR (C30Dq) : 6 -1,92 - (-1,89) (t, 4H, Ha), 0,30 - 0,34 (t, 4H, Hb); 1,71
- 1,83 (m, 16H, Hd); 3,45 - 3,51 (m, 8H, Hc); 8,35 - 8,42 (m, 8H, Hp); 9,58 - 9,62
(m, 8H, Hoa). Kiitle (MALDI-TOF) (C4H4sNjo0,Si) m/z: 82548 [M]'.
CasHagN10O,S1 i¢in hesaplanan (%):C, 69,88; H, 5,86; N, 16,98. Bulunan (%): C,

69,11; H, 6,07; N, 16,54.
QZ

Q/ @ NaH toluen, Q’N/\:/I\Np
&; \% Nz 8h, kaynatma &N \,N%)

Hd \&Hb

1 N

Hd
Hc

Hd Hd

3

Sekil 4.3 : Bis(N-Heksametilenamino-2-etoksi) [ftalosiyaninato]silisyum (3) Sentezi.

4.4 Bis (2,4,6-tris(N,N-dimetilaminometil)fenoksi) [ftalosiyaninato]silisyum (4)

Sentezi

50 mg, 0,0817 mmol silikon (IV) ftalosiyanin ve 65 mg, 0,245 mmol N,N,N-
trimetilamonyum metil fenoksi 25 ml kuru toluen igerisinde karistirilirken, karigima
0,735 mmol, 17,6 mg sodyum hidriir ilave edilir. Geri sogutucu altinda, azot gazi
gecirilerek 6 saat kaynatilan karigim bu siire sonunda oda sicakligina sogutulur. Daha
sonra reaksiyon karigiminin ¢ozelti kismi santrifiijle alinarak, c¢ozeltinin solventi
evaporatorde uzaklastirilir. Elde edilen kati iriin soguk hekzan ile yikanir ve

kurutulur. Verim : 31 mg (% 35,6). IR vima/(cm™) : 3011; 2815; 1606; 1357; 1313;
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1247; 1173; 1144; 1097; 1025; 986; 880; 836. "H NMR (DMSO-dy) : & 1,17 - 1,33
(m, 8H, Hb); 2,22 - 2,03 (m, 24H, Ha); 2,23 - 2,32 (br s, 12H, Hc); 2,33 - 2,40 (br s,
4H, Hd); 6,91 - 6,98 (m, 4H, He); 8,44 - 8,67 (m, 8H, HP); 9,54 - 9,77 (m, 8H, Ha).
Kiitle (MALDI-TOF) (CgHgsN140,Si) m/z: 1067 [M-2H]', hesaplanan 1069,38.
Cs2HesN140,S1 igin hesaplanan (%): C, 69,63; H, 6,41; N, 18,34. Bulunan (%): C,
69,32; H, 6,08; N, 17,94.

Q/ 6’) NaH, toluen, N\NS/ N/é/N "
N—S N,. 8h. kaynatma Z—NT o\
S \«b N\“/@

Hb o b
h N/Ha
1 Ha | \
He He
e
N
Ha | He
4

Sekil 4.4 : Bis(2,4,6-tris(N,N-dimetilaminometil)fenoksi)[ ftalosiyaninato]silisyum
(4) Sentezi.

4.5 Kuaternize Pclerin Genel Sentez Yontemi

30 mg 2, 3 veya 4 bilesigi 5 ml kuru DMF igerisinde ¢oziiliir. Geri sogutucu altinda
azot gazi gecirilerek sicakligin 120°C° ye gelmesi beklenir. Sicaklik 120°C
oldugunda 0,1 ml dimetilsiilfat ilavesi yapilir. Reaksiyon karisimi 24 saat siireyle
geri sogutucu altinda 120°C’de kaynatilir. Bu siire sonunda reaksiyon kapatilir ve
reaksiyon karigimi aseton ilavesiyle ¢oktiiriiliir. Elde edilen ¢okelti siizme ile alinarak
azot gazi altinda sirasiyla aseton, etilasetat, hekzan, diklorometan ve dietileter
solventleri kullanilarak yikanir. Elde edilen iirlin 24 saat siireyle P,Os {izerinden

kurutulur.

26



QR

2N =257 dimetl sulfat, DN, Q’ /ﬁ?ﬁ
Ny oSk N  ——> N/ mSC4*
&N\’% 24h, kaynatma (ﬁ\ \’%
CR

CH3E
| Ha @,L/
2R, = N Hd - N
He n=2
e Lmet [
Hd
Ha Hc ~ 7

Hd
3Q R2= ®
3R, = /\/NQ &7 Hd
Hb

Mol e ' Hd
4Q Ry
4 R;= @4 Q R3

Sekil 4.5 : Kuaternize 2Q, 3Q ve 4Q bilesikleri.

Ha Ha

\& H
N— 2 g Hd

\&/
Hb N— Hd

2Q: IR vipa/(cm™) : 2883; 1976; 1610; 1521; 1472; 1429; 1335; 1292; 1166; 1114;
1080; 957; 910; 791; 757. UV—Vis(H,0), max/nm (log ¢€) : 350 (4,50), 612 (4,17),
682 (4,96). '"H NMR (DMSO-dg) : & -2,30 - (-2,22) (t, 4H, Ha); -1,81 - (-1,77) (m,
2H, Hb); 1,65 - 1,87 (m, 8H, Hc); 2,25 - 2,33 (m, 4H, Hd); 3,06 (s, 12H, He); 8,28 -
8,34 (m, 8H, HP); 9,45 - 9,51 (m, 8H, Ha). Kiitle (MALDI-TOF) (C4H4sN100,Si*")
m/z: 800,08 [M-SO4+H]+, hesaplanan 799,01. C46H46N190O6SSi icin hesaplanan (%):
C, 61,73; H, 5,18; N, 15,65. Bulunan (%): C, 61,80; H, 5,01; N, 16,01.
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3Q: IR Vipa/(cm™) : 2851; 2579; 1974; 1610; 1519; 1472; 1428; 1335; 1291; 1162;
1121; 1078; 998; 947; 909; 852; 790; 758; 717. UV-Vis(H,0), max/nm (log ¢€) : 353
(4,36), 613 (4,07), 681 (4,90). '"H NMR (DMSO-dy) : & -2,16 - (-2,05) (t, 4H, Ha);
0,50 - 0,54 (t, 4H, Hb); 2,23 - 2,09 (m, 16H, Hd); 2,81 - 2,90 (m, 14H, Hc); 8,16 -
8,22 (m, 8H, HP); 9,32 - 9,34 (m, 8H, Ha). Kiitle (MALDI-TOF) (CsoHs4N100,Si*")
m/z : 856,07 [M-SO,+H]", hesaplanan : 855,11. CsoHs4N;9O¢SSi igin hesaplanan
(%): C, 63,14; H, 5,72; N, 14,73. Bulunan: C, 62,98; H, 6,02; N, 15,77.

4Q: IR vmax/(cm'l) : 1608; 1478; 1377; 1337; 1163; 1124; 1082; 1011; 973; 911;
870; 777. UV-Vis(H,0), max/nm (log €) : 619 (4,34), 687 (4,51). '"HNMR (D,0) : &
1,67 - 1,93 (br s, 8H, Hb); 2,59 - 2,92 (br s, 36H, Ha); 2,94 - 2,97 (br s, 8H, Hc); 2,98
- 3,22 (s, 18H, Hd); 7,73 - 8,00 (m, 4H, He); 8,02 - 8,69 (s, 8H, HP); 9,23 - 10,00 (m,
8H, Ho). Kiitle (MALDI-TOF) (C¢sH77N140,Si°") m/z : [M-3S04-3CH3]", 1114,21,
hesaplanan : 1114,48; [M-3SO4-3CH3]2+, 557,35, hesaplanan  557,5.
CesHgsN14014S5S1 i¢in hesaplanan (%): C, 56,41; H, 5,99; N, 13,54. Bulunan (%): C,
57,05; H, 6,36; N, 14,04.

4.6 DNA-Pc Etkilesiminin UV/Vis Titrasyonu ile Incelenmesi [99]

Kuaternize 2Q, 3Q ve 4Q maddelerinin CT-DNA ile titrasyonlar1 oda sicakliginda
gerceklestirilir. 6,2x10*M CT-DNA ve kuaternize bilesiklerin 4x10°M’lik stok
cozeltileri saf suyla hazirlanir. 3 ml lik kuvarz kiivete 2500ul saf su ve 250ul 2Q, 3Q
veya 4Q (4x10°M) konulur; 10’ar pL’lik hacimlerde 6,2x10*M CT-DNA ilaveleri
yapilarak her ilavede 300 nm ve 800 nm araliginda absorpsiyon Ol¢timleri alinir. 2Q,
3Q veya 4Q bilesiklerinin Q-bandindaki degisimin sabitlendigi absorbans degerine

ulasilincaya kadar titrasyona devam edilir.

4.7 DNA-Pc Etkilesiminin Floresans Spektrumu ile incelenmesi [100]

Kuaternize 2Q, 3Q ve 4Q maddelerinin CT-DNA ile titrasyonlar1 oda sicakliginda
gergeklestirilir. 3 ml lik kuvarz kiivete 1x10°M, 2500 uL 2Q, 3Q veya 4Q konulur.
Floresans spektrumu alinir. Uzerine 5 uL 5x10°M, CT-DNA ilave edilir. Her DNA
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ilavesinden sonra floresans spektrumu alinir. Toplam 30 pL DNA ilave edilir. 510-

700 nm arasinda floresans siddetindeki azalma takip edilir.
Cihaz ayarlari:

Voltaj: 900V

Eksitasyon: 497 nm slit araligi: 7 nm

Emisyon: 700 nm slit aralii: 10 nm

Her 6l¢iime 50 kez smooth yapilmistir.

Log[(Fo-F)/F] = nLog[DNA]+LogK, esitligine gore

Fo= DNA ilave edilmeden dnce alinan serbest Pc bilesiginin max floresans intensitesi
F= DNA ilave edildikten sonra Pc-DNA kompleksinin intensitesi

n=DNA baglanma bdlge sayis1
Kb= Pc-DNA baglanma sabiti
[DNA]= artan DNA derisimi

Log[DNA]’ya kars1 Log[(F,-F)/F] grafiginde kayim degeri Kb degerini verir.

4.8 DNA-Pc Etkilesiminin Stern Volmer Grafikleri ile incelenmesi [100]

Bir maddenin DNA’y1 tercih edip etmedigini anlamak i¢in uygulanan yontemlerden
biri de ticari olarak kullanilan bir DNA boyasi varliginda sentezlenen maddenin ilave
edilip DNA-boya kompleksinin floresansindaki artis veya azalig1 takip etmektir.
Burada DNA boyasi olarak SYBR GREEN I (SYBR) boyasi kullanilmistir. DNA ile
emisyonu 520 nm’de oldukg¢a fazladir. 5x10° M, 100uL DNA ile 200uL, 1X SYBR
boyasinin oldugu kuartz kiivete 1x107, 2.5x107, 5x107, 7,5x10” ve 1x10° M 2ml
2Q, 3Q veya 4Q ilave edilmistir. SYBR ticari olarak 10000X derisimde
kullanilmaktadir. Bu deger seyreltilerek 1X degerinde ¢alisilmistir.

Fo/F = 1+Ksv[PC] esitliginde

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

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

[Pc]’ye karst Fo/F grafigi cizilmistir. Grafigin e§imi Ksv (Stern Volmer) sabitini

Verir.

4.9 DNA-Pc Etkilesiminin Jel Elektroforezle Incelenmesi [1]

% 0,8’lik agaroz jel hazirlanir. Bunun i¢in 50 mL TBE, distile suyla 500 mL’ye
tamamlanir, bu ¢ozeltiden 50 mL alinarak 400 mg agoroz ilave edilip, ¢6ziinmesi
saglanir. Daha sonra bu ¢6zelti, ekim yapilacak tepsiye dokiiliir ve jellesme oluncaya
kadar bekletilir. Jel hazir hale geldiginde kuaternize 2Q, 3Q ve 4Q maddelerin
luM’lik sudaki ¢ozeltilerinin, 2,7uM’lik CT-DNA c¢ozeltisinin ve iginde jeldeki
ilerlemeyi gorebilecegimiz bir boya ve yiikledigimiz CT-DNA’nin kuyucuk igine
pipetlendiginde dipte kalmasini, etrafa dagilmamasini saglayan gliseroliin bulundugu
yiikleme ¢ozeltisinin farkli R degerleri (Cizelge 4.1) (R=[MPc]/[DNA]) elde edilecek
sekilde 20ul’lik hacimlerde olan kuyucuklara ekimler yapilir. Her kuyucuga sabit
miktarda (SpL) yiikkleme cozeltisi ilave edilir. Jel, 20 dakika boyunca 120 Volt
akimda yiirlitmeye birakilir. Daha sonra jel 10 dakika boyunca SYBR Gold
cozeltisinde bekletilir, buradan alinarak UV 15181 altinda fotografi ¢ekilir ve bantlar

gozlemlenir. Jeldeki M, kontrol grubu olup herhangi bir SiPc igermemektedir.

Cizelge 4.1 : Agaroz jel elektroforezde kullanilan R degerleri

R [2Q)/[DNA] | [3QJ/[DNA] | [4Q]/[DNA]
0.25 (1,25ul/5ul) | 1 6 11
0.5 (2,5ul/5pl) 2 7 12
1 (5ul/5ul) 3 8 13
1.5 (7,5u1/51) 4 9 14
2.0 (10pl/5pl) 5 10 15
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4.10 DNA-Pc Etkilesiminin Termal Denatiirasyon Egrileri ile incelenmesi [99]

2603 ng/ul’lik CT-DNA’nin bozunma sicakliginin 2Q, 3Q veya 4Q varliginda
degisiminin belirlenmesi i¢in 25°C’den 90°C’ye kadar olan aralikta 5’er derecelik
artiglarla 200-300 nm araligindaki UV absorbanslar1 6lctilerek, 260 nm’deki UV
absorbans degerleri belirlenir. Bunun i¢in 3 ml’lik ilk kiivete 2500 ul saf su ve 10ul
CT-DNA konulur ve sicaklik artigina gegilir. 25°- 90°C sicaklik araliginda 200 - 300
nm araligindaki UV absorbans degisim profili belirlenir. 1. Kiivetteki CT-DNA
derisimine esit derisimde yeni CT-DNA igeren 2., 3. ve 4. kiivetlere sirastyla 10ul,
0.159 uM 2Q, 3Q ve 4Q ilave edilerek ayni islemler tekrarlanir.

4.11 Elde Edilen Pc’lerin Singlet Oksijen Uretimlerinin Belirlenmesi [100]

Notr bilesiklerin (2, 3, 4) singlet oksijen {iretimini tespit etmek i¢in referans olarak
1,3-difenil isobenzofuran (DPBF), kuaternize 2Q, 3Q ve 4Q maddeleri igin referans
olarak antrosen-9,10-diil-bis-metilmalonat (ADMA) kullanilmigtir. DMSO igerisinde
tespit edilir. DPBF’in 415 nm’deki absorbansindaki degisiklikler gbzlemlenir. Bu
amagla 3 ml’lik kuvars kiivete, 1ml ve 10™* mertebesinde notr SiPc, 1ml DMSO, 1ml
ve 10” mertebesinde DPBF konularak 5’er saniye araliklarla 15132 maruz birakilir.
Isik kaynagi olarak 300W halojen lamba kullanilir ve 650 nm’den kiiciik
dalgaboylarini ge¢irmeyen bir Shimadzu dikroik filtre kullanilarak 6l¢timler alinir.

DPBF bozunmasi her 5 saniyede bir UV/Vis spektrumu alinarak tepit edilir.

4.12 DNA-Pc Kompleksinin Isikla Uyarilarak DNA Fotolizinin Jel Elekroforez

ile Incelenmesi [1]

% 0,8’lik agoroz jel hazirlanir. Bunun i¢in 50 mL TBE, distile suyla 500 mL’ye
tamamlanir, bu ¢ozeltiden 50 mL alinarak 400 mg agoroz ilave edilip, ¢ozlinmesi
saglanir. Daha sonra bu ¢6zelti, ekim yapilacak tepsiye dokiiliir ve jellesme oluncaya
kadar bekletilir. Jel hazir hale geldiginde kuaternize bilesiklerin ve CT-DNA’nin
distile suda hazirlanan 0,87uM’lik derisimlerinden ve yiikleme ¢ozeltisinden
almarak, 20ul’lik hacimlerde olan kuyucuklara ekimleri yapilir. 1., 7. ve 13.
kuyucuklara sadece siipersarmal DNA; 6., 12. ve 18. kuyucuklara sadece CT-
DNA+5 dakika radyasyon (A > 650); 5., 11. ve 17. kuyucuklara herbiri 5 pL olacak
sekilde CT-DNA, yiikleme ¢ozeltisi ve sirasiyla 2Q, 3Q ve 4Q karisimi; 2., 3., ve 4.
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kuyucuklara sirasiyla 1 saniye, 3 saniye ve en son 5 saniye radyasyona maruz
birakilan CT-DNA, yiikleme ¢ozeltisi ve 2Q karisimi; 8., 9. ve 10. kuyucuklara
sirastyla 1 saniye, 3 saniye ve en son 5 saniye radyasyona maruz birakilan CT-DNA,
yiikleme ¢ozeltisi ve 3Q karisimi; 14., 15. ve 16. kuyucuklara sirasiyla 1 saniye 3
saniye en son 5 saniye radyasyona maruz birakilan CT-DNA, yiikleme ¢ozeltisi ve
4Q karisimi ekilir. Ekim igslemi tamamlandiktan sonra jel, 20 dakika boyunca 120
Volt akimda yiiriitmeye birakilir. Daha sonra jel 10 dakika boyunca SYBR Gold
cozeltisinde bekletilir, buradan alinarak UV 15181 altinda fotografi ¢ekilir ve bantlar

gbzlemlenir.
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5. SONUCLAR VE YORUMLAR

Tiim bilim dallarinda oldugu gibi kimya da, insanligin giincel sorunlarini ¢6zmekte
onemli bir gorev Ustlenmistir. Bu gorevi, teknolojik, tibbi veya endiistriyel alanlarda
kimyasal maddeler rol alarak yerine getirir. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile
fonksiyon kazanabilirlikleri sayesinde akilli ilaglarin  ve ileri teknoloji
malzemelerinin liretiminde ¢ok dnemli yerleri olan ftalosiyaninlerin (Pc) kullanimlar
belirli alanlarda yogunlagmistir. Tipta ve molekiiler biyolojideki en son ¢alismalar
DNAya tutundugu tespit edilen Pc’lerin bir kanser tedavi yontemi olan Fotodinamik
Terapi’de (PDT) kullanilabildiklerini ortaya koymustur. Dolayisiyla elektronik
yapisindaki esneklikten faydalanilarak cok farkli amaclar i¢in farkli gruplarin
molekiile katilmasiyla elde edilen binlerce Pc bilesiklerinden DNA’ya baglananlar
onkoloji ve molekiiler biyoloji gibi iki ana disiplini bir araya getirerek kanser

tedavisinde yeni gelismelere olanak saglamistir.

Bu tez kapsaminda agregasyonu engellemelerinden dolay1 PDT igin oldukga elverisli
olan hem ndétr hem de suda ¢oziiniir bir seri silisyum ftalosiyaninlerin DNA ile
etkilesimleri incelenmis ve DNA’ya baglandiklar1 tespit edildikten sonra PDT’ye
yonelik singlet oksijen iiretip liretmedikleri arastirilmistir. Sonuglar; sentez, biyolojik
ozellikler ve fotokimyasal aktivite incelemeleri olacak sekilde ii¢ kisim halinde

degerlendirilmistir.

5.1 Sentez

2 bilesiginin IR spektrumunda 1287 ve 1076 cm™’lerde gozlenen Si-O piki eksenel
konumlara istenilen grubun baglandig1 gostermektedir. Kloroform igerisinde alinan
UV-Vis spektrumunda Q bandi 674 nm’de; B band: ise 355 nm’de gozlenmistir. 'H
NMR spektrumunda eterik O-CH; protonlari ile b protonlar1 manyetik anizotropiden
dolay1 sirasiyla -2,29 ile -1,65 ppm arasinda ve -0,54 ile -0,77 ppm arasinda; c
protonlar1 1,26 ile 1,27 ppm arasinda; d protonlar1 1,62 ile 2,07 ppm arasinda; e
protonlart 2,08 ile 3,20 ppm arasinda; 8,05 ile 8,07 ppm arasinda H3; 9,33 ile 9,35

ppm arasinda Ha protonlar1 gézlenmistir. Maddenin kuaternize edilmis hali olan 2Q
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bilesiginin kiitle spektrumunda + yikli 2Q bilesigi 800,08’de net olarak
goriilmiistiir. Maddenin IR spektrumunda 1292 ve 1080 cm™’de gdzlenen gerilme
titresimleri fonksiyonel gruplarin baglandigini gostermektedir. Suda alinan UV-Vis
spektrumda Q bandi 682 nm’de, B bandi ise 350 nm’de gozlenmistir. 'H NMR
spektrumunda a protonlar1 -2,30 ile -2,22 ppm arasinda; b protonlart -1,81 ile -1,77
ppm arasinda; ¢ protonlar1 1,65 ile 1,87 ppm arasinda; 2,25 ile 2,33 ppm arasinda d
protonlari; 3,06 ppm’de singlet olarak N-CHj3 protonlari; 8,34 ile 8,28 ppm arasinda

HpB, 9,51 ile 9,45 ppm arasinda Ha protonlarina ait kaymalar gézlenmistir.

3 bilesiginin IR spektrumunda 1288 ve 1077 cm™’lerde goriilen pik eksenel
konumlara heksametilenamino etoksi grubunun baglandigin1 gostermektedir.
Kloroform igerisinde alinan UV-Vis spektrumunda Q bandi 673 nm’de, B band ise
355 nm’de gozlenmistir. Maddenin kiitle spektrumunda 825,48°de ¢ok diisiik siddette
de olsa mol piki gdzlenmistir. "H NMR spektrumunda a protonlar1 yine manyetik
anizotropiden dolay1 -1,92 ile -1,89 ppm arasinda; b protonlart 0,30 ile 0,34 ppm
arasinda; 3,45 ile 3,51 ppm arasinda ¢ protonlari; 1,71 ile 1,83 ppm arasinda d
protonlari; SiPc halkasma ait Ho ve HP protonlar1 sirasiyla 9,58 ile 9,62 ppm
arasinda ve 8,35 ile 8,42 ppm arasinda gozlenmistir. Maddenin kuaternize tiirevi olan
3Q bilesiginin kiitle spektrumunda 856,07°de katyonik kisim goézlenmistir. IR
spektrumunda 1078 ve 1291 cm™’deki pikler eksenel konumlara istenilen grubun
baglandigini géstermektedir. Suda alinan UV-Vis spektrumunda Q bandi 681 nm’de,
B band: ise 353 nm’de gozlenmistir. "H NMR spektrumunda a protonlarimin ve b
protonlarinin sirasiyla -2,16 ile -2,05 ppm arasinda ve 0,50 ile 0,54 ppm arasinda
gozlenmesinin sebebi yine manyetik anizotropidir. 2,23 ile 2,09 ppm arasinda d
protonlart multiplet olarak; 2,81 ile 2,90 ppm arasinda ¢ protonlar;; HP ve Ha
protonlar1 sirasiyla 8,16 ile 8,22 ppm arasinda ve 9,32 ile 9,34 ppm arasinda

gozlenmistir.

4 bilesiginin IR spektrumunda 1247 ve 1097 cm ™ lerde gozlenen gerilme titresimleri
istenilen fenoksi grubunun SiPc molekiiliine eksenel olarak baglandigini
gostermektedir. Bilesigin '"H NMR spektrumunda halka diizlemine en yakin olan o-
konumundaki CH,-N protonlarina ait kaymalar 1,17 ile 1,33 ppm arasinda; yine o-
konumdaki N-CHj; protonlar1 2,22 ile 2,03 ppm arasinda multiplet olarak; d
protonlar1 2,33 ile 2,40 ppm arasinda; konumdaki aromatik halkalara ait protonlar

2,23 ile 2,32 ppm arasinda; e protonlar1 6,91 ile 6,98 ppm arasinda; Pc halkasindaki
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Ha ve HP protonlart sirasiyla 9,54 ile 9,77 ppm arasinda ve 8,44 ile 8,67 ppm
arasinda gozlenmistir. Kiitle Spektrumunda M-2H iyon piki 1067°de gozlenmistir.
Maddenin kuaternize tiirevi olan 4Q bilesiginin kiitle spektrumunda katyonik yiiklii
kistm 1114.20°da net sekilde gézlenmistir. Buna ilave olarak NMR spektrumunda o-
konumundaki N-CH, protonlar1 2,94 ile 2,97 ppm arasinda; SiPc halkasinin
istlindeki ve altindaki toplam 36 adet o- konumundaki N-CHj protonlar1 2,59 ile
2,92 ppm arasinda; yine o- konumundaki N-CHj3 protonlarindan 8 proton 1,67 ile
1,93 ppm arasinda; p-CH,-N protonlar1 2,98 ile 3,22 ppm arasinda; 7,73 ile 8,00 ppm
arasinda 4 adet p-N-CH; protonu multiplet olarak; Pc halkasindaki HB ve Ha
protonlart sirasiyla 8,02 ile 8,69 ppm arasinda ve 9,23 ile 10,00 ppm arasinda

gozlenmistir.

Tim kiitle spektrumlar1 dihidroksi benzoik asit matriksinde MALDI-TOFF
yontemiyle alinmistir. Kuaternize iriinlerin hepsi ayrica metil iyodiir ile kuaternize
edilmis ve tekrar kiitle spektrumu alimmistir fakat molekiil pikine rastlanmamuistir.
Kuaternize iirlinlerde anyon ve metil kopmalar1 goriilmiis ve molekiiler iyon

pikleri yapilan daha 6nceki ¢alismalar g6z ontine alinarak [101] degerlendirilmistir.

5.2 Sentezlenen Maddelerin Fotokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi

Sentez asamasindan sonra maddelerin tamaminin singlet oksijen {iiretip iiretmedikleri
tespit edilmistir. Bu amagla notr maddeler i¢in referans olarak DPBF; katyonik
olanlar i¢in ADMA ile hazirlanan 3 ml’lik kuartz kiivetteki numuneler 600-700 nm
aras1 diyot laser veya 300 W’lik halojen lambanin ¢ikisindaki fiber optik kablonun
ucuna monte edilen 15 mm c¢apinda bir dikroik filtre ile farkli siirelerde
uyarilmiglardir. Boylelikle ¢alismada hem singlet oksijen iiretimi, hem de maddelerin
fotodegradasyonu takip edilmistir.

Singlet oksijenin olustugunu gdsteren en iyi kanit nétr maddelerde referans olarak
kullanilan DPBF’in 1s1ma siiresi arttikca bozunmasi ve dolayisiyla 415 nm’deki
karakteristik absorbans siddetinin azalmasidir. Bu durum, 2 bilesiginde net bir

sekilde gozlenmistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1 : 2 bilesiginin singlet oksijen tiretmesiyle birlikte DPBF’in bozunmasi
sonucu absorbanstaki azalmay1 gosteren UV/Vis spektrumu.

3 ve 4 bilesiklerinde de 2 bilesigine benzer sonuglar alinmistir (Sekil 5.2 ve Sekil
5.3).
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Sekil 5.2 : 3 bilesiginin singlet oksijen iiretmesiyle birlikte DPBF’in bozunmasi
sonucu absorbanstaki azalmay1 gosteren UV/Vis spektrumu.
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Sekil 5.3 : 4 bilesiginin singlet oksijen iiretmesiyle birlikte DPBF’in bozunmasi
sonucu absorbanstaki azalmay1 gosteren UV/Vis spektrumu.

Tim bilesiklerde singlet oksijen iiretiminin goriilmesinin yaninda bilesiklerin de

bozundugu goriilmistiir. Daha oOnceden bu gruplarin periferal konumlara
baglanmasiyla elde edilen Pc’lerde [102] sentez asamasinda sicaklik 130°C’de sabit
tutulmaya calisilmis ve ¢ok az bir sicaklik artisinda maddelerin bozunup kahverengi
oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla 1s1¢a maruz kalan sentezlenmis SiPc tiirevlerinde de

bozunma s6z konusu olmaktadir.

Kuaterner bilesiklerde referans olarak ADMA kullanilmistir. Karakteristik 360, 380
ve 400 nm’lerdeki absorbans azalmasi singlet oksijen olustugunu gostermektedir

[100] (Sekil 5.4, Sekil 5.5 ve Sekil 5.6).

Dalgaboyu (nm)
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Sekil 5.4 : 2Q bilesiginin singlet oksijen iiretmesiyle birlikte ADMA nin bozunmasi
sonucu absorbanstaki azalmay1 gosteren UV/Vis spektrumu.
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Sekil 5.5 : 3Q bilesiginin singlet oksijen iiretmesiyle birlikte ADMA’nin bozunmasi
sonucu absorbanstaki azalmay1 gosteren UV/Vis spektrumu.
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Sekil 5.6 : 4Q bilesiginin singlet oksijen iiretmesiyle birlikte ADMA’nin bozunmasi
sonucu absorbanstaki azalmay1 gosteren UV/Vis spektrumu.

Tiim grafiklerde singlet oksijen olustugu gdzlenmektedir. 2Q ve 3Q maddelerinde

¢ok az bozunma da s6z konusu olmustur. 4Q maddesinde bozunma gézlenmemistir.

5.3 Sentezlenen Maddelerin Biyolojik Ozelliklerinin incelenmesi

Kuaterner olan bilesiklerin DNA ile etkilesimi incelendiginde hepsinin DNA’ya
tutundugu goriilmiistiir. Floresans spektrumlarinin kullanilmasiyla elde edilen Ky
degerleri 2Q, 3Q, 4Q bilesikleri icin sirasiyla 7,048x10°, 5,370x10° ve 2,089x10°
seklindedir (Sekil 5.7, Sekil 5.8 ve Sekil 5.9).
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Sekil 5.7 :

Sekil 5.8 :

Sekil 5.9 :
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2Q bilesiginin Q bandinin artan DNA ilaveleri sonucu floresans
siddetindeki azalmasi.
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3Q bilesiginin Q bandinin artan DNA ilaveleri sonucu floresans
siddetindeki azalmasi.
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4Q bilesiginin Q bandinin artan DNA ilaveleri sonucu floresans
siddetindeki azalmasi.

DNA - Pc etkilesimi arttikga Kb degeri de artmaktadir.
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Kb degerlerini dogrulamak i¢in DNA sarmalinin i¢ine girebilen ve UV 15181 altinda
DNA’nin goriinmesini saglamak amaciyla kullanilan ve ticari olarak satilan SYBR
GREEN I (SYBR) boyasinin DNA’ya tutunma egilimi ile elde edilen bilesiklerin
DNA’ya baglanma egilimleri karsilastirilmistir. Daha agik bir ifadeyle SYBR boyasi
DNA'’ya baglandig1 zaman floresans siddetinde artis gozlenmektedir ve 497 nm’de
uyarilip 520 nm’de emisyon yapmaktadir [103]. Bu amagla, sabit miktarda SYBR ve
DNA igeren sulu c¢ozeltilere artan miktarlarda Pc ilave edilip SYBR boyasimin
floresans siddetindeki azalma incelenmistir. Stern Volmer grafiklerindeki egim

maddelerin K, degerini vermektedir (Sekil 5.10, Sekil 5.11 ve Sekil 5.12).
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Sekil 5.10 : 2Q bilesiginin Stern Volmer Grafigi.
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Sekil 5.11 : 3Q bilesiginin Stern Volmer Grafigi.
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Sekil 5.12 : 4Q bilesiginin bilesiginin Stern Volmer Grafigi.

Bu grafiklere gore 2Q, 3Q ve 4Q bilesiklerinin Ksv degerleri sirasiyla 1,34, 0,79 ve
0,472 olarak bulunmustur. SYBR boyasi ile 2Q veya 3Q birlikte bulundugunda DNA
2Q veya 3Q bilesigini tercih etmistir ve SYBR ile daha az etkilesime girdigi i¢in de
SYBR-DNA kompleksinin floresans siddeti azalmistir. Fakat 4Q bilesigi oldukga
hacimli bir gruptur. Bu grubun absorbansta ve floresansta azalmaya sebep olmasi
onun DNA ile etkilesime girdigini veya DNA’y1 daha c¢abuk destabilize ettigini
gostermektedir. 4Q bilesiginin derisimi arttikga SYBR-DNA kompleksinin floresans
siddetinin azaldig1 goriilmustiir (Sekil 5.13). Ky, degerinin diger maddelere kiyasla

daha kii¢lik olmas1 da DNA ¢ift sarmalla etkilesimin az oldugunu gostermektedir.

M1 2 345678 910 1112 13 14415

L - .
T 3 e a2 W

20 3Q 4Q
M= Kontrol Grubu ( SiPc yok )

Sekil 5.13 : 2Q, 3Q ve 4Q bilesiklerinin DNA ile etkilesimini agaroz jel elektroforez
goruntisi.

DNA’nin termal bozunma sicakligi 80+1°C’dir. Bu sicaklik ¢ift sarmal DNA’ya
aittir.  Cift sarmal DNA’nin 260 nm’deki karakteristik absorbansi tek sarmal

DNA’nin absorbansindan diistiktiir [99]. Bu bilgi 15181 altinda, elde edilen 2Q, 3Q ve
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4Q bilesikleri DNA ile etkilestiginde 260 nm’deki absorbanstaki degisim sicaklik
artist ile takip edilmistir (Sekil 5.14). Sicaklik arttikga DNA ile etkilesimin daha
diisiik derecelere kaydigi goriilmiistiir. Katyonik gruplarin DNA ¢ift sarmalim
kararsizlagtirarak denatiire etmesi sonucu tek sarmalla etkilesime girmesi T, degerini
diisiirmektedir. Bunun yaninda yiiksek pH degeri de yine Ty, degerini diistirmektedir
[99].
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Sekil 5.14 : 2Q, 3Q ve 4Q varliginda DNA termal denatiirasyon grafigi.

En son olarak tezin amacina uygun olarak sabit miktarlarda hazirlanan kuaternize Pc-
DNA karisimlar1 15 mm dikroik filtre kullanilarak 1 sn, 3 sn ve 5 sn gibi farkl
stirelerde lasere maruz birakilmiglardir. Bu siire sonunda DNA siiper sarmalinin
bozundugu ve nicked form olustugu gézlenmistir. Jel elektroforezde farkli boyuttaki
(farkli sayida baz pargalari) DNA parcalarinin  gozlenmesi, sentezlenen pc
bilesiklerinin  singlet oksijen olusturmalar1 sonucu DNA siipersarmalinin

bozundugunu ispatlamaktadir (Sekil 5.15).

.. _A, A

MICKED FORM

SUPERCOILED FORM

1 2 3 4 5 6 7T 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18

Sekil 5.15 : 2Q, 3Q ve 4Q varliginda siipersarmal DNA’nin fotolizinin agaroz (%
0.8) jel elektroforez goriintiisii.

Eldeki tiim veriler degerlendirildiginde yeni Pc bilesiklerinin DNA siipersarmalini

fotoliz ettikleri goriilmiis ve PDT amaciyla kullanilabilecegi ortaya konmustur.
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Genel olarak bilesiklerde fotobozunma gozlenmektedir. Kullanilan 1s1k siddetinin
fazla oldugu diisiiniilerek laserin Oniine gecirgenligi %15 olan 15 mm ¢apinda bir
filtre konulup reaksiyonlar tekrar edilmis ancak bozunma bu durumda da
gozlenmistir. Maddelerin singlet oksijen olusturmalarinin yaninda bozunmalar1 tibbi
uygulamalar acisindan avantaj saglayabilir. PDT’nin en Onemli yan etkisi
uygulamadan sonra 15183a karsi duyulan hassasiyettir. Ciltte kizariklik ve yanma
olusmaktadir. Dolayisiyla islemden sonra viicut sivisinda kalan Pc’lerin uyarilarak
tekrar radikal veya singlet oksijen iiretmemeleri i¢in hastalar bir siire karanlikta
bekletilmektedirler [104]. Bir foroalgilayicinin tiimorlii hiicrenin yok edilmesini
saglayacak singlet oksijen iirettikten sonra 1$18in devam ettirilerek maddenin
tamamen bozunmasini  saglamakla maddenin ortamdan uzaklastirilmasi
kolaylastirilmis ve yan etki giderilmis olacaktir. Bir baska a¢idan diisiiniiliirse
bozunma zaman tespit edilip ilk adimda verilecek fotoalgilayict miktar1 ayarlanabilir
[105]. Fotoalgilayicinin bozunmasindan dolayi singlet oksijen verimi diigerken, diger
yandan ilacin viicuttan atilmasi kolaylasacaktir. Maksimum singlet oksijen verimiyle
tiimoriin yokedilip ardindan ilacin viicuttan hizli bir sekilde atilmasi PDT’de olmasi
istenen en 6nemli iki faktordiir. Bu tez kapsaminda elde edilen yeni Pc bilesikleri bu

amag i¢in kullanilabilirler.
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