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YUKSEK LiSANS TEZi

AZABODIPY VE NANO GRAFEN OKSIiT TABANLI YENI BiR
NANOTERANOSTIK: TASARIM VE SENTEZ

Caner SOYLUKAN

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nanoteknoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Fatih ALGI

OZET

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla olusan ve klinik goriiniimii, tedavisi ve
yaklasimi birbirinden farkli olan bir hastalik grubudur. Kanser tedavi yontemleri;
cerrahi, kemoterapi ve radyoterapidir. Son yillarda gelistirilmis tedavi yaklagimlari
olan fotodinamik terapi ve fototermal terapi oldukca dikkat cekmektedir. Fotodinamik
terapi kanserli veya kotli huylu olmayan bazi hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu tedavi yontemi, hastalikli hiicreleri segici ve etkili bir sekilde yok
eden bir fotoduyarlastirici ve ona uygun bir 151k kaynaginin, tercihen yakin kizil 6tesi
bolgede (650-800 nm), kullanilmasi ile gerceklestirilir. Son yillarda gelistirilmis bir
cok fotoduyarlastirici olmasina ragmen, klinik uygulamalar i¢in onaylanmig terapi
ajani sayisi oldukea azdir. Fototermal Terapi (FTT), sogurulan yakin kizil 6tesi (NIR)
151810 151 enerjisine doniismesi esasina dayanan bir tedavi yontemidir. FTT son
donemde oldukga ilgi cekmektedir.

Bu tezde indirgenmis grafen oksitle kombine edilmis AzaBODIPY temelli yeni bir
nanoteranostik ajanin, AzaBODIPY@NrGO, sentezi ve karakterizasyonu
yapilmistir. Bu yeni malzemenin fotodinamik terapi ve fototermal terapi yapabilecegi
in vitro deneylerle gosterilmis olup kanser tedavisinde umut vaat ettigi ortaya
konmustur.

Anahtar Kelimeler: AzaBODIPY, Grafen Oksit, Fotodinamik Terapi, Fototermal
Terapi, Fototerapi, Kanser, Teranostik, Nanoteranostik, Nanoteknoloji.

Ocak, 2020; 88 Sayfa
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M.Sc. THESIS

A NEW NANOTHERANOSTIC BASED ON AZABODIPY AND NANO
GRAPHENE OXIDE: DESIGN AND SYNTHESIS

Caner SOYLUKAN

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Nanotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Fatih ALGI

ABSTRACT

Cancer is a group of diseases caused by uncontrolled proliferation of cells and its
clinical appearance, diagnosis and treatment approaches are completely different
processes. Current cancer treatments are surgery, chemotherapy and radiotherapy. In
recent years, photodynamic and photothermal therapies have been very promising as
new treatment modalities. Photodynamic therapy is widely used in the treatment of
some non-cancerous or malignant diseases. This method of treatment is carried out by
the use of a photosensitizer that selectively and effectively destroys diseased cells in
the presence of a suitable light source, preferably in the near infrared region (650-800
nm). Although there have been many photosensitizers developed in recent years, a
limited number of clinically approved therapeutic agents for real applications exists.
Photothermal Therapy (FTT) is a treatment based on the conversion of absorbed near
infrared (NIR) light into heat energy. FTT has also become very popular recently.

In this thesis, synthesis and characterization of Aza BODIPY and reduced graphene
oxide (rGO) based nanoteranostatic agent, namely AzaBODIPY®NrGO, were
described. In vitro experiments have shown that this new nanomaterial can be used in
both photodynamic therapy and photothermal therapy. It has been shown that
AzaBODIPY®NrGO is a promising agent in the treatment of cancer.

Keywords: Aza-BODIPY, Graphene Oxide, Photodynamic Therapy, Photothermal
Therapy, Phototherapy, Cancer, Teranostic, Nanoteranostic, Nanotechnology.

January, 2020; 88 page
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1. GIRIS

Kanser, giinlimiizde diinya genelinde biiyiik sorun tegkil eden hastaliklarin basinda
gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitine (WHO) bagl Uluslararas1 Kanser Arastirmalar
Kurumunun (IARC) 2030 yil1 i¢in 6ngoriisii, kanserin 6liim nedenleri arasinda birinci
sirada olacagi yoniindedir. Son yillarda yapilan bilimsel ¢alismalar, kanserin teshis
oraninin durmadan artarken kanser nedenli 6liim oraninin hemen hemen sabit kaldigini
rapor etmektedir (Heath ve Davis, 2008). Kanser, hiicrede meydana gelen DNA hasari
sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal c¢ogalmas: ile karakterize olan bir

hastaliktir.

Kanser insan hayatini tehdit eden bir hastaliktir. Bu hastalikla savasmada hig siiphesiz
teshis ve tedavi biiyiik 6nem arz etmektedir. Kanser teshis ve tedavisi lizerine bilimsel
calismalar hiz kesmeden devam etmektedir. Kanserin bilinen teshis ve tedavi
yontemleri yetersiz kalabilmekle birlikte bazi dezavantajlar1 da biinyesinde
barindirmaktadir. Son yillarda Nanoteknoloji ve Biyoteknoloji, ¢esitli fonksiyonel
molekiiller ve nanoyapilar ile kanser teshis ve tedavisi ilizerine bir ¢ok yenilik¢i
yaklasim getirmistir. ilagla yapilan tedavide ilacin tiimérlii dokuya ulasmasi igin
yiiksek dozda ilag verilmesi gerekmektedir ¢iinkii ilag timdrlii dokuya varincaya kadar
viicuttan atilmaya basglamaktadir. Ayrica ilaglar yalnizca kanserli hiicrelere degil
normal saglikli hiicrelere de zarar vermektedir. Bu problemleri ¢6zebilmek i¢in hem
tedavi amagli ilaglar tasiyabilen, hem hiicrelere etkili bir bigimde ulagabilen ve hem
de bu siireclerde goriintiileme imkan1 saglayabilen sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu baglamda birden fazla fonksiyonu bir arada bulundurabilen “Teranostik™ sistemler
sayesinde tedavide basari orani biiyilik oranda artabilir (Ding ve Wu, 2012). Teranostik
terimi, ¢esitli hastaliklar i¢in tan1 ve tedavinin tek bir platformda bir araya getirilmesini
ifade eder. Tan1 ve tedavinin tek bir platformda birlestirilmesi sayesinde 6nce her bir
tiimordeki hiicresel fenotipler karakterize edilip ardindan hedefe yonelik tedavi
uygulanabilir. Bu sekilde, genel tedaviler yerine kisisellestirilmis tedaviler

uygulanarak tedavilerin etkinligi artirilabilir.

Giiniimilizde kanser tedavisinde ameliyat, kemoterapi ve radyoterapi olmak {izere {i¢
temel tedavi yontemi uygulanmaktadir. 1960’larin basinda sekillenmeye bagslayan
Fotodinamik Terapi (FDT), ameliyat, kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavi

yontemlerine alternatif olarak gelistirilmistir. FDT, yan etkileri diger yontemlere gore
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daha az olan bir kanser tedavi yontemidir. FDT de prensip, belirli bir dalga boyundaki
1s18a duyarli malzemelerin (fotoduyarlastirici-FD) tiimorlii dokuda birikmesi ve
fotoduyarlastiricinin uygun dalga boyundaki 1sik ile uyarilarak tiimorii yok etmesi
ilkesine dayanmaktadir. Isikla uyarilan fotoduyarlastiric1 bir dizi tepkime neticesinde
toksik reaktif oksijen tiirlerini aciga ¢ikarir. Reaktif oksijen tiirleri cevre dokulardan
ziyade biriktigi bolgedeki yag, protein ve niikleik asitler gibi birgok biyolojik
molekiille etkilesip apoptoz ve/veya nekroz yoluyla kanser hiicrelerinin Sliimiine
neden olur. Kullanilan 1s18a duyarli maddenin toksisite olusturmadan segici olarak
tiimor dokusunda birikmesi, 15181n sadece tiimdr bolgesine uygulanmasi ile normal
doku hasarinin engellenmesi, istenilen sonug elde edilene kadar tekrarlanabilir olmasi
ve diisiik maliyeti, FDT ye geleneksel onkoterapi yontemlerine goreceli bir avantaj

saglamaktadir (Juzeniene ve Moan, 2007).

Fototermal terapi (FTT) ise dokularda 1s1k enerjisinin 1s1ya donlismesi esasina dayanir.
Bu mekanizma, tedavi esnasinda ortamin sicaklifinda artig goriiliir. Terapi edilen doku
dakikalar icerisinde 40 °C flizerinde bir sicakliga ¢ikar. Bu sicaklik artisi hiicre ve

dokularda bir takim hasara sebep olmaktadir. Bu hasarlar;

v" Mitokondriyel hasar

v’ Proteinlerin denatiire olmasi
v Odem

v Doku nekrozu

seklinde goziikiir (Welch ve Van Gemert, 2011).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda tani, tedavi (teranostik) ve goriintiilemeye imkan verecek
yeni bir nanomalzemenin (AzaBODIPY@NrGO) sentezi ve karakterizasyonu
yapilmustir. Laboratuvarimizda gelistirip detayli olarak karakterize etmis oldugumuz
teranostik ajanin FDT aktivitesi ve FTT 0zelliklerinin invitro incelenmesi ile elde
edilen sonuglar, bu nano malzemenin teranostik olarak siiflandirabilecegini
gostermektedir. Ayrica gelistirilen bu nano malzeme AzaBODIPY ve nano
indirgenmis grafen oksit (NrGO) yapilarii biinyesinde bulunduran ilk teranostik

ajandir.



1.1 Fotodinamik Terapi (FDT)

Fotodinamik Terapi (FDT), 1s18a duyarh ilacin (fotoduyarlastiric1) hastaya verilmesi
ve bu ilacin tiimorlii dokuda birikmesinin ardindan, uygun dalga boyundaki 1sik ile
uyarilarak tiimoriin yok edilmesi prensibine dayanir (Sekil 1.1) (URL-1). Isiga-duyarh
bu ilaglarin normal dokuya kiyasla tiimorlii dokuda birikme ve muhafaza edilebilme

egilimleri daha fazla olmalidir (Dolmans vd., 2003).

Sekil 1.1. Fotodinamik terapi uygulanan bir operasyon

Kanserli bolgelere uygulanacak olan fotoduyarlastirici, kullanilacak 151k kaynagi ve
fotoduyarlastiricinin uygulama sekline gore degismektedir. Bazi tedavi yontemlerinde
dogrudan derideki kanserli dokuya enjekte edilirken bazilarinda damardan uygulanir.
Ayrica tedavinin etkinligi de fotoduyarlastiriciya, 151k kaynagina ve tedavi yontemine
gore degisiklik gosterir (Allison vd., 2008). FDT, kanserli dokular1 besleyen kan
damarlar1 tahrip etmesi ve bagisiklik sistemini uyarabilmesi bakimindan oldukca

Oonemli bir tedavi yontemidir.

FDT’nin etki mekanizmasini kisaca agiklarsak; Temel haldeki fotoduyarlastiricinin,
belirli dalga boyundaki 1sikla uyarilarak yiiksek enerjideki triplet haline aktive olur.
Daha uzun yarilanma 6mrii olan bu triplet hali, aktive olmus fotoduyarlastiricinin

cevre molekiillerle etkilesmesini saglar. Fotoduyarlagtiricinin etkilesimi i¢in tip I ve



tip Il reaksiyonlar olmak iizere iki farkli yolak s6z konusudur (Sekil 1.2) (Foote, 1991;
Sharman vd., 1999).

Uyarilmig Hal

% E\,TS

Uyarilmig Triplet Hal

T Floresans Tlp I
Fosforesans i

biyomolekl

Temel Hal

Sekil 1.2. FDT nin jablonski diagrami tizerinde sematik gosterimi

Tip I reaksiyonlar1 ROT (Reaktif Oksijen Tiirleri) olusumuna sebep olan elektron
transferi reaksiyonlar1, Tip II reaksiyonlar1 ise singlet oksijen (O2) olusumuna sebep
olan enerji transfer reaksiyonlaridir (Tegos vd., 2012). Tip I reaksiyonlarinda,
uyarilmig haldeki fotoduyarlagtirict FDT de etkisini ¢ogunlukla bir ROT (reaktif
oksijen tiirleri) olan 'O, {izerinden, Tip II reaksiyonlar1 ile gdsterir. Tip II
reaksiyonlarinda uyarilmis haldeki fotoduyarlastiric1 enerjisini dogrudan molekiiler
oksijene (O2) verir ve 'O, olusmasina neden olur. O2’nin elektronik olarak uyarilmis
hali olan 'O,, biyomolekiilleri oksitleyerek hiicresel hasara neden olur (Josefsen ve

Boyle, 2008).
1.1.1 Fotodinamik terapinin tarihsel gelisimi

20. ylizy1lin baglarinda Herman von Tappeiner ve Oscar Raab Fotodinamik Terapi’nin
temellerinin atildig1 oncii ¢alismalar yapmislardir. Herman von Tappeiner ve Oscar
Raab yaptiklar ¢aligmada 1518a duyarli ajan olarak akridinin paramesyum kiltiirii
tizerindeki etkisini gozlemlediler. Bu c¢alismalarin sonunda uygulanan tedavi
protokoliiniin paramesyum {izerinde toksik bir etki olusturdugu gézlemlenmistir. Daha

sonra yapilan ¢alismalarda ise bu toksik etkinin olusabilmesi i¢in ortamda oksijene



ihtiya¢c duyuldugu gosterilmistir. 1904 yilinda gozlemlerini ‘Fotodinamik Eylem’
olarak tanimlamislardir (Agostinis vd., 2004; Allison vd., 2004).

Fotodinamik terapide yaygin olarak kullanilan hematoporfrin (HpD)’ nin klinikte ilk
uygulamasi 1911 yilinda W. Hausman tarafindan yapilmistir (Lipson ve Baldes, 1960).
1913 yilinda Meyer-Betz 200 mg HpD kendi viicuduna enjekte ettikten sonra 2 ay
boyunca giines 15181na maruz kaldiginda fototoksik reaksiyonlar yasamistir. (Sekil 1.2)
(Meyer-Betz, 1913).

Sekil 1.3. F.Meyer-Betz hematoporfirinin deneyinin etkileri. a) deney dncesi, b) deney
sonrasi ilag etkileri.
1942 yilinda Auler ve Banzer sistemik uygulamadan sonra porfirin floresans 1s1masi
ile porfirinlerin sicanlarin tiimor dokusunda seciciligini kesfettiler (Dolmans vd.,
2003). 1955 yilinda Samuel Schwartz HpD tiirevini gelistirdi. Lipson ve Baldes
floresans 1s1ma ile bilesigin tiimorli dokuda lokalize oldugunu bildirmistir (Dolmans
vd., 2003). 1966 yilinda Lipson ve arkadaslar1 tarafindan Mayo Kliniklerinde meme
timorii dokusunda HpD’nin lokalize olmasi ile tiimdriin goriiniir hale geldigini
gostermislerdir (Kessel, 1992). 1978 yilinda ilk sistematik Fotodinamik terapi ¢caligma
Roswell Park Kanser Enstitiisii'nde (New York, Amerika) Dr. Thomas Dougherty
kutandz ve subkutandz tiimorii olan 113 hastaya HpD verildikten sonra kirmizi 1s18a
maruz birakilmig ve 111 hastanin bu tedaviye kismen veya tam bir yanit verdigi

gbzlemlenmistir. 1993 yilinda klinik kullanim i¢in ABD Gida ve Ilag¢ idaresi (Food



and Drug Administration (FDA))’dan onay olan ilk 1518a duyarli ajan Photofrin®
(porfimer sodyum) olmustur (Usuda vd., 2006).

1.1.2 Fotodinamik terapide kullanilan klinik ajanlar

En eski klinik FDT ajanlarindan birisi, saflagtirilmis bir hematoporfirin tiirevi olan
porfimer sodyumdur (Photofrin®) (Sekil 1.4). Porfimer sodyum, esterler ve eterler ile
baglanmis oligomerik porfirin iinitelerinin (sekize kadar) bir karigimidir. Yemek
borusu, akciger ve mesane kanserleri dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmak iizere onay almistir. Porfimer sodyum 630 nm dalga boyundaki 1s1k
kaynag ile aktive olmaktadir. Bu dalga boyuna sahip fotonlar birka¢ milimetrenin
Otesinedeki dokulara niifuz etmez, bu nedenle porfimer sodyum sadece yiizeysel
tiimdrler veya endoskopik / fiber optik tekniklerle ulasilabilecek doku ve organlar i¢in
uygundur. Ayrica aktive olmasi i¢in yiiksek enerjili 151k kaynagina ihtiya¢c duymakta
ve bu 151k kaynagi ¢esitli komplikasyonlara neden olabilr. Diger bir dezavantaj1 ise
tedavi uygulandiktan sonra viicuttan ge¢ atildigi i¢in hastalar haftalar boyunca 1s18a

kars1 duyarlilik gostermektedir (Kamkaew vd., 2013).

—0
O—
OONa OONa
Hematoporphyrin
(Photo&g@m
max abs
02 0.28

Sekil 1.4. Hematoporfirin (Sodyum Porfimer)

Klinikte kullanilan bir diger fotoduyarlastirict ise 5-aminolevulinik asit-Levulan®
(ALA) (sekil 1.5), bir kromofor degil, protoporfirin IX’in (PpIX) biyosentezi i¢in bir
oncii bilesiktir (Kennedy ve Pottier, 1992). Levulan® cilt kanseri tedavisinde etkin

olup viicuttan kisa siirede atilabilmektedir. Ancak kisa dalga boyunda aktiflesebildigi
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icin derin dokularda degil yalnizca yiizeysel dokularda tedaviye imkan saglar. Bu

dezavantaji1 ile sodyum porfimere benzerlik gostermektedir. (Godal vd., 2006).

—
(0]
OH\g/\)J\/NHz ------------- >
OOH OOH
Aminolevulinic acid Protoporphyrin 1X
P
Levulan® %35 am
max abs
0.54
102

Sekil 1.5. 5-Aminolevulinik Asit(Levulan®)-Protoporfirin IX

Klinikte kullanilan bir bagka FDT ajani ise protoporfirin 1X’e benzer oOzellikler
gosteren klorin temelli temoporfin (Foscan®)’dir (Sekil 1.6). Protoporfirin IX’den
farkli olarak ciltteki foto hassasliginin diisiik olmasi, daha uzun bir dalga boyunda
maksimum absorbsiyon gostermesi Foscan®’1 iistlin kilmaktadir (Senge ve Brandt,
2011). Ancak Foscan® o kadar hidrofobiktir ki uygulama esnasinda c¢okmeler
meydana gelir (Kiesslich vd., 2007).



Temoporfin (Foscan®)
EtOH

Mmax abs 650 NmM
'0,0.30

Sekil 1.6. Temoporfin (Foscan®)

Verteporfin (Sekil 1.7) 690 nm’de 1sikla aktive edilir, viicuttan hizli bir sekilde
temizlenir ve sadece kisa siireli bir 151k hassasiyeti olusturur. Bu ajan, sulu ¢6zeltide
kendi kendine ¢oker, bu nedenle lipozom formiilasyonlari ile uygulanir; Bu uygulama
sekli, retinanin anormal kan damari biiylimesinin neden oldugu yasa bagli makiiler
dejenerasyonunda kullanilir ve diger uygulamalarda kisitlamaya neden olmaktadir

(Houle ve Strong, 2002).

Verteporfin (Visudyne®)

PBS/T&‘Q&%m

max abs
0.79
102

Sekil 1.7. Vertepofrin (Visudyne®)



Diger iki klorin bazli fotodinamik terapi klinik ajani ise, mono-aspartil-L-klorin e6

(talaporfin) ve klorin e6-polivinilpirolidon’dur (Sekil 1.8). Bu FDT ajanlarinin her

ikisi de miikemmel singlet oksijen iiretirler, ancak FDT verimlerini azaltan yiiksek

foto-agarma gostermesi nedeniyle dezavantajlidir (Hongying vd., 1999).

OOH
OOH

HOO

Chlorin e6-polyvinylpyrrolidone

(Photolon®)

PBS
654 nm

max abs
0.75
102

OOH

HOO o

{\COOH
OOH

Talaporfin(Laserphyri®)
PBS
654 nm

max abs
0.75
102

Sekil 1.8. Klorin e6-polivinilpirrolidon (Photolon®) ve talaporfin (Laserphyri®)

Porfirin ve klorin tiirevi olan bu klinik ajanlar, yapilarinin modifiye edilmesi,sentez ve

saflagtirma islemlerinin karmasik ve zor olmasi sebebiyle ayrica dezavantajlar da g6z

Oniine alindiginda yeni FDT yapacak ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ideal bir FDT ajaninda bulunmasi gereken dzellikler (Garland vd., 2009);

>
>

Karanlikta diisiik toksik etki gostermeli,

Yan etkilerinin diislik olmali1 (1s1k hassasiyeti gibi),

Tiim6r dokusunda segici birikim i¢in uygun lipofilik / hidrofilik dengeye

sahip olmal,

Ozellikle 151310 derin doku penetrasyonu i¢in uzun dalga boylarinda yiiksek

etkinlik gostermeli,

Singlet-triplet aras1 sistemler aras1 gecis etkinlikligi yiiksek olmalidir.



Ancak bu 6zelliklerin tiimiine sahip ve klinik olarak onaylanmais bir fotoduyarlastirici
heniliz bilinmemektedir. O nedenle yeni ve etkin fotoduyarlastiricilara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu maksatla yapilan aragtirmalarda doku 151k gegirgenliginin yiiksek
oldugu uzak kirmizi ve/ya yakin kizil otesi (NIR) bolgede sogurma yapabilen
fitalosiyanin, siyanin, BODIPY tiirevleri ve AzaBODIPY gibi boyalar 6n plana
cikmaktadir. Ancak ftalosiyanin ve siyanin boyalarinin; sentez ve saflagtirma
islemlerinin zahmetli ve diislik verimli olmasi, yiliksek karanlik toksisite gostermeleri,
diisiik sogurma katsayilari, (fizyolojik ve/ya foto) kararliliklarinin diisiik olmasi gibi
Oonemli dezavantajlar1 bulunmaktadir. O nedenle bu tez ¢alismasinda AzaBODIPY

boyalar1 se¢ilmistir.
1.1.3 AzaBODIPY

Aza-dipirometen bilesikleri ilk kez 1940’11 yillarda sentezlenmistir (Rogers, 1943)
(Sekil 1.9-a). AzaBODIPY bilesikleri ise ilk kez 1990’larin baglarinda yayinlanmistir
(Allik vd., 1994) (Sekil 1.9-b). 2002 yilinda O’Shea ve grubunun AzaBODIPY {izerine

yaptig1 caligmalar neticesinde bu boyar maddelere olan ilgi artmistir.

i O

~ Ca

74
_N HN_/

O O

Sekil 1.9. a). Azadipirometen, b). AzaBODIPY Bilesigi

AzaBODIPY bilesikleri giiclii sogurma 6zelligine sahip olup yiiksek kuantum verimi
ile keskin floresans yapmaya egilimli molekiillerdir. Bulunduklar1 ortamin pH ve
polaritesinden ¢ok etkilenmeyen, fizyolojik kosullara kars1 olduk¢a kararli
sayilabilecek yapilardir. Bunun yani sira yapilarinda yapilacak ufak degisiklikler ile
floresans 6zellikleri kolay bir sekilde degistirilebilmektedir.

Son zamanlarda, AzaBODIPY bilesikleri kimyasal algilayicilar alaninda aktif florofor
olarak islev gorebilmektedir. Bunun disinda yiiksek kuantum verimleri, yiiksek

uyarilma katsayilar1 ve foto kararliliklarindan da yararlanilarak 151k toplama sistemleri,
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enerji transfer kasetleri, boyar malzemeler ile duyarlastirilmis gilines pilleri gibi

alanlarda kullanilabilecek molekiillere aday gosterilebilmektedir.

AzaBODIPY lerin en 6nemli 6zelligi yakin kizil 6tesi (NIR) bolgesinde (700-1100
nm) sogurma yapabilmeleridir. Bu aralikta sogurma yapabilen boyalarin en 6nemli
kullanim alan1 goriintilleme sistemleridir. Ancak burada en biiylik sorun, sogurma,
floresans ve 1s1k sagilmasinin 6nemli oranda azalmasi ya da yok olmasidir. 700-900
nm’de floresans piki, yiiksek floresans kuantum verimi, foto kararlilik, diisiik toksisite
ve biyouyumluluk gibi gerekli biitiin kosullar1 saglayan NIR boyalar1 tasarlamak
olduke¢a zordur. Topaklanma, fotoagarma (photobleaching) ve diisiik kuantum verimi
gibi problemlere NIR boyalarinda siklikla rastlanir. Buna 6rnek olarak NIR bolgesinde
sogurma yapan siyanin boyalar1 verilebilir. Siyanin boyalar1 zayif foto kararliliga ve
cogu durumda diisiik floresans kuantum verimine sahiptirler. NIR siyanin boyalar1 i¢in

bilinen en iyi kuantum verimi suda 0,28 olarak bildirilmistir (Zhao ve Carreira, 2006).

Bu tez calismasinda AzaBODIPY bilesiklerinin yiiksek fotokararlik, yiliksek kuantum
verimi, yiiksek singlet oksijen iiretimi, kolay modifiye edilebilme gibi {istiin

ozelliklerinden dolay1 fotoduyarlastirici olarak secilmistir.

1.2 Fototermal Terapi (FTT)

Fototermal terapi (FTT) dokularda 151k enerjisinin 1stya doniismesi esasina dayanir.
Kanser dahil bir ¢ok hastalifin tedavisinde ve bakterilerin yok edilmesi amaciyla

yapilan akademik ¢alismalar bu acidan dikkat ¢ekmektedir.

Fototermal terapi, fotodinamik terapinin aksine aktiflesebilmesi i¢in oksijene ihtiyag
duymaz. Ayrica yakin kizil 6tesi bolgedeki (NIR) 151k kaynagi ile aktive oldugundan

saglikl hiicre ve dokulara zarar vermez ve derin dokulara kadar nufiiz edebilir.

Giliniimiizde klinikte kullanilan bir fototermal terapi ajani olmamasina ragmen bu
konuda hiicre kiiltiirii ve deney hayvanlar {izerinde yapilmis bir ¢ok ¢alisma vardir

(Sekil 1.10) (Wang vd., 2015).
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[ NIR Lazer ]

NIR Lazer

[ Sicaklik Artigi J

Sekil 1.10. FTT etki mekanizmasinin deney hayvani lizerinde gosterimi

Bu caligmalarda en ¢ok kullanilan fototermal terapi ajanlari; (Robinson vd., 2011) ;

% Metal oksitler

¢ Organik boyalar

+» Konjuge polimerler
% Altin nanomalzemeler

+ Karbon temelli malzemelerdir.

Giiniimilizde fototermal tedavi i¢in arastirilmakta olan ¢ogu malzeme nano Olcekte
bulunmaktadir. Bunun arkasindaki asil nedenlerden biri, belirli bir boyut (20-300 nm)
araligindaki pargaciklar ile gozlenen artmis gecirgenlik ve tutunma (EPR) etkisidir
(Maeda vd., 2000). EPR etkisi sayesinde bu nano malzemeler yalnizca kanserli
hiicreler arasina girip bu bolgelerde tutunarak pasif hedefleme saglanmis olmaktadir

(Sekil 1.11) (Yin vd., 2014).
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Normal Doku % Timér Dokusu

EPR Etkisi

I ./ Lenf Sistemi

Sekil 1.11. EPR etkisi sematik gdsterimi

Son yillarda fototermal terapi ajani olarak {izerinde bir ¢ok ¢alisma yapilan malzemeler
arasinda karbon temelli malzemeler oldukca 6nem arz etmektedir. Ozellikle karbon
temelli malzemeler arasinda grafen ailesinin birer iiyesi olan grafen oksit (GO) ve

indirgenmis grafen oksit (rGO) dikkat cekmektedir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda hedeflenen nanoteranostik malzeme, yiiksek fototermal
terapi etkinligi gosteren ve EPR etkisi ile pasif hedeflemeye olanak saglayan

indirgenmis nano grafen oksit ile temellendirilmistir.
1.2.1 Grafen ve grafen oksitin 6zellikleri

Grafen tek atom inceliginde oldugundan iki boyutlu kabul edilen, kovalent baglh
karbon atomlarinin altili balpetegi orgiisiinde kusursuzca dizilmesiyle olusturdugu
istlin Ozelliklere sahip bir nanomalzeme olarak taninmaktadir. Grafen yapisinda
karbon-karbon arast bag uzunlugu 0,142 nm’dir. Grafen igindeki elektronlar oda
sicakliginda kiitlesiz rolativistik parcagiklar gibi davranir, bu sayede grafen kuantum

boslugu etkisi gibi kendine has 6zellikler sergiler. Grafenin temel iistiin 6zellikleri
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genis yiizey alan1 (2630 m 2g ~!) yiiksek elektron mobilitesi (200000 cm?/(V s) yiiksek
1s11 iletkenligi (5000 Wm™'K™') ve yiiksek Young modiilii (~1100 Gpa) olarak
siralanabilir (Akinwande vd., 2017). Grafen sahip oldugu iistiin 6zellikler nedeniyle
bircok uygulama alani bulmaktadir. Teknolojinin en ¢ok kullanilan malzemelerinden
biri hatta dijital teknolojinin siiper star1 olan silikondan kat kat fazla elektrik iletkenlige
sahip olmasi silikonun yerini alabilecegine isaret etmektedir. Kursun kalemin i¢indeki

grafit, grafen tabakalarinin {ist liste binmesi ile olugsmaktadir.

Karbon atomunun en 6nemli allotroplart Sekil 1.12°de goriildiigii gibi elmas, grafit,
fulleren, karbon nanotiip ve grafendir. Grafen iki boyutlu bir kristal olup hegzagonal
yapida dizilmis tek tabaka karbon atomlarindan olusan bal petegi Orglisii, dnemli

karbon allotroplarinin temel yapisini olusturmaktadir (Geim ve Novoselov, 2010).

Karbon
elementinin
allotroplan

Elmas Grafit Fullerenler Karbon Nano Grafen

9 & 5 Tapler
dl
9o PR f 22
% *o S @ > B
%0 J's',"'}:“} » ;; et

Sekil 1.12. Karbon elementinin allotroplari

2004’te, Novoselov ve ekibi grafeni tek tabaka halinde sentezlemeyi basarmis ve
beklenenden ¢ok daha degisik elektronik ve fiziksel Ozelliklere sahip oldugunu
bulmuslardir. Bu ¢alismalarda grafenin elektron bosluk ¢iftinin hareketi bir 151n fotonu
gibi kiitlesiz nitelik gostermesi ve bu nedenle Schrodinger denklemi ile degil Dirac tipi
bir denklemle agiklanmistir. Geim ve Novoselov bu ¢calismalar1 sonucu 2010°da Nobel
Odiilii’nii almislardir. 2010 yilindan itibaren grafen iizerine arastirmalar biiyiik oranda
artis gostermistir. Grafenin sahip oldugu olaganiistii 6zellikler (Sekil 1.13) grafen ile
calismalar yapilmasini tesvik etmistir ve grafen sentez yontemlerinin gelistirilmesine

olanak saglamistir.

Grafen, hekzagonal yapi igerisinde diizenli karbon atomlarinin sp; hibritlesmesi

yaptig1 ve mevceut tiim karbon allotroplarinin temel yapitast olan tek katmanli ve bir
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atom kalinliginda nano boyutta parcaciktir. Potansiyel uygulama alanlari ile de

giiniimiizde arastirilan en 6nemli malzemelerden birisidir (Akinwande vd., 2017).

Bir Atom Kalinliginda

Transparan Elektron Hareketliligi

@ k
Termal Iletkenlik

Kuvvet
Grafenin
Elektriksel Iletkenlik Ozellikleri E::;E;:ﬂmk ve
Sizdirmazlik

@ Sertlik

Yiiksek Yiizey Alan

Sekil 1.13. Grafenin mekanik ve kimyasal 6zellikleri

Grafen oksit, grafen temelli malzemeler i¢esinde maliyeti diisiik ve popiiler olan bir

malzemedir (Perreault vd., 2015).

Grafen oksit, grafit ve grafen arasindaki énemli bir ara iirlin Uriindiir. Yapisal ve
kimyasal olarak grafit ve grafenden farkli 6zellikler gosterir (Chua ve Pumera, 2014).
Grafit oksit ve grafen oksit arasindaki ana fark, su interkalasyonunun neden oldugu
bilesiklerin tek atomik tabakalar1 arasindaki diizlem arasi bosluktur. Oksitleme
isleminin neden oldugu bu artan bosluk, sp? agin1 da bozar, bu da grafit oksit ve grafen
oksitin elektrik yalitkanlar1 olarak tanimlanmasina neden olur (Ray, 2015). Grafit
oksit, fonksiyonel gruplarin mevcudiyeti nedeniyle biiyiik bir katman aralig1 olsada,
grafitin cok katmanli yapisini koruyan, yiiksek oranda oksitlenmis bir grafit formudur.

Grafit oksit ve grafen oksit arasindaki temel fark, katmanlarin sayisidir. Grafit oksiti
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GO’ya doniistiirmek i¢in birka¢ yontem miimkiindiir. En yaygin teknikler sonikasyon,
karigtirma veya ikisinin bir arada kullanilmasidir. Sonikasyon grafit oksitin eksfoliye
edilmesinin ¢ok etkili bir yoludur ve grafenin eksfoliasyonunda son derece basarilidir

(Sekil 1.14) (Ray, 2015).

H

“Grafit Oksit

Y
Grafen Oksit

TOksidasyon

>
TE e
e EuE S e i

Sekil 1.14. Grafitten grafen oksit sentez basamaklar1

Grafen oksit yapisinda farkli oranlarda hidrojen ve oksijen bulunmakla birlikte 19 yy.
baslarindan bu yana Brodie, Staundenmaier, Offeman ve Hummers yontemleri ile
sentezlenmektedir (Brodie, 1859). Bu yontemlerde kullanilan kuvvetli asitler ve
oksidantlar ile grafit tabaklarinin oksidasyonu esasina dayanir. Oksidasyon derecesi
bu islemlerde kullanilan asitler ve oksidantlarin miktar ve tiirline gore degiskenlik

gostermektedir (Menchaca-Campos vd., 2013).

Brodie, Staundenmaier, Offeman ve Hummers yontemleri ile grafit oksit eldesinde

kullanilan asitler ve oksidatlar gosterilmistir (Sekil 1.15.).
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‘ Brodie Staundenmaier ‘ Offeman Hummers
(1859) (1898) (1937) (1958)

Grafit Grafit Grafit

Dumanli
HNO,

Kons.H,SO,

Kons.HNO;, Kons.H,SO,
Kons.H,SO, KMnO,

Dumanli
HNO,

KCIO,

Sekil 1.15. Grafitten grafit oksit eldesi i¢in kullanilan yontemler

Brodie 1859 yilinda grafite potasyum klorat (KClO3) ve dumanli nitrik asitle muamele
ederek grafit tabakalarinin oksidasyonu saglayan 6ncii yontemi gelistirdi. Elde edilen
grafit oksit tabakalarinin karbon, oksijen, hidrojen oranlar1 belirlendi. Bu oranlar C:
H: O yiizde bilesimi 61,4: 1,5: 37,1 olarak belirlendi. Yapilan elementel analizine gore
nihai {rlin i¢in molekiiler formiil C;1H4Os seklinde belirlendi (Brodie, 1859).
Ardindan 220 °C ye kadar 1sitilan grafit oksitin C: H: O yiizdeleri 80,13:0,58: 19,29
olarak degismistir. Bu yontem, uzun reaksiyon siiresinin yani sira, reaksiyon sirasinda
toksik gazlarin salinimi dahil olmak iizere bir¢ok kusura sahiptir. Buna ragmen bazi

aragtirma gruplar1 bu yontemi kullarak grafit oksit elde etmislerdir (Botas vd., 2013).

1898’de L. Staudenmaier, Brodie’nin ¢aligmalarin1 gelistirerek oksitleyici ajan ve
konsantre siilfiirik asidin fazladan katki maddesi olarak kullanilmasiyla yeni bir metod
gelistirmis oldu (Staudenmaier, 1898). Brodie’nin metoduna ek olarak reaksiyon
boyunca potasyum klorat (KC10O3) ¢ozeltisi ilave edip reaksiyonun asitligini arttirmak
icin de konsantre siilfirik asit (H2SO4) eklemistir. Yapilan bu degisiklikler sayesinde
yiiksek oranda oksidasyon saglanarak grafen oksit (GO) eldesi kolaylasti. Sentez
prosediiriindeki bu kiiciik degisiklik, Brodie’nin ¢oklu oksidasyon yaklasimina benzer
sekilde genel bir oksidasyon derecesiyle sonuclandi (C: O ~ 2: 1). Ancak,
Staudenmaier yontemide reaksiyon siiresi olduk¢a uzun olup siirekli potasyum klorat

(KCIO3) c¢ozeltisi ilave etmenin yani sira patlama riski her zaman bir tehdit
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olusturuyordu. Tiim bunlara ragmen baz1 arastirma gruplar1 bu yontemi kullarak grafit

oksit sentezi ger¢eklestirmektedir (Wong vd., 2014).

1937°de Hofmann ve arkadaglar1 grafitin oksidasyonu i¢in konsantre nitrik asit ve
KClOs3 ile birlikte konsantre siilflirik asidi kullandi (Hofmann ve Holst, 1939;
Hofmann ve Konig, 1937). Cesitli arastirma gruplar1 bu yontemi kullarak grafiti okside
etmektedir (Poh vd., 2013).

1958’de Hummers ve Offeman, grafit tozunu konsantre H>SO4, NaNO3 ve KMnO4
karigimiyla reaksiyona sokarak grafit oksidasyonu i¢in alternatif bir yontem gosterdi
(Hummers Jr ve Offeman, 1958). ilk olarak grafit tozu (100 g) ve sodyum nitrat (50
), siilfiirik asite (2,3 litre) karistirildi ve buz banyosunda 0 ° C’ye sogutulur. Sonra
slispansiyona potasyum permanganat (300 g) eklenir. Karistirma sirasinda,
siispansiyon yogunlasir ve daha sonra sicak su kullanilarak seyreltilir ve kalinti
permanganat ve manganez dioksitin renksiz ¢Oziinlir manganez siilfata indirgenmesi
icin H202 (% 3) ile muamele edilir. Son olarak, seyreltilmis siispansiyon siiziiliir ve
mellitik asidin ¢Oziinlir tuzunu uzaklastirmak i¢in birka¢ kez 1ilik suyla yikanir.
Glintimiizde bir¢ok arastirma grubunun kullanmis oldugu bu yontem ile grafit oksit

eldesi yiiksek oksidasyon orani ve giivenli bir sentez imkan1 vermektedir.

2010 yilinda Marcano ve arkadaslar1 grafit oksitin sentezlenmesinde yeni bir yontem
rapor ettiler (Marcano vd., 2010). Bu yeni metotda NaNOs harig¢ tutularak, KMnO4
miktarinin arttirilmas1 ve reaksiyonun 9: 1 oraninda H>SO4 / H3PO4 karisiminda
gerceklestirilmesiyle oksidasyon iglemi gelistirilmistir. Bu gelistirilmis oksidasyon
yontemi, grafitin oksidasyon verimini énemli 6l¢iide arttirir ve ayrica Hummers’in
yontemine kiyasla daha fazla miktarda grafit oksit elde edilir. Bu oksidasyon teknigi
ayrica toksik gazlarin (NO; ve N>O4 gibi) olusumunu da ortadan kaldirdi. Fazla
miktarda grafit oksit sentezi i¢in bir bagka gelistirilmis sentez usulii, grafitin, 10 dakika
boyunca 110 °C’de benzoil peroksit (giiclii oksitleyici) ile oksitlenmesi ile
gerceklestirilir (Shen vd., 2009). Bu teknik ile grafen oksite gecis daha etkin ve hizl

olmaktadir.

Sekil 1.16’da goriildiigii iizere tiim oksidasyon prosediirleri, oksitleyici ajan olarak
potasyum klorat veya permanganat ile gii¢lii konsantre asitlerin kullanimini igerir.

Yaygin olarak literatiirde bulunanlar arasinda Brodie, Staudenmaier ve Hofmann
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yontemi, tiimii tarafindan kloratin oksidant olarak kullanildigi 6ncii yontemdir. Buna
karsilik, Hummers ve Tour tarafindan tanitilan sonraki yontemler, Hummers
yonteminin geleneksel olarak kisa reaksiyon siiresi nedeniyle en popiiler oldugu

permanganat yolunu kullanmaktadir (Eng vd., 2015).

Grafit

Klorat Oksidasyon Permanganat Oksidasyon
I : 1 T 1 1
Brodie Staudenmaier Hofmann Hummers Tour
Fuming HNO;  Kons. H2S0s  Kons. H:SO4  Kons. H2SO4 Kons. H2S0s
KClOs Fuming HNO; Kons. HNO3 NaNOs Kons. H3sPOs
KMnOs

| KCIOs KClO3 KMnO

4
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- . &
l,“ g & ”
r r 2
{ 7 P & 3
v “ Pl
-
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Grafit Oksit

Sekil 1.16. Klorat veya permanganat ile grafit oksidasyon yontemleri

GO’nun yapisi, Sekil 1.17 ‘da gosterildigi gibi hidroksil, karboksil, epoksi ve digerleri
vb. gruplar halinde birkag¢ oksijen ile baglanmig grafen levha olarak tanimlanmaktadir
(Gao vd., 2009). Ayrica, GO’nun yapisi, genel olarak diisiiniildiigii gibi kullanilan
grafit veya oksidasyon protokoliiniin tipine degil, saflastirma prosediirlerine 6nemli

Olciide baghdir.
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Sekil 1.17. Grafen oksitin yapisi

Grafen oksitin kimyasal bilesenleri ve igerisindeki fonksiyonel gruplar ¢esitli teknikler
kullanilarak tespit edilir. Ornegin malzemenin yiizeyi ile ilgili olarak atomik ve
molekiiler bilgi saglanmasi amaciyla kullanilan X-151nl1 fotoelektron spektrometresi
(XPS) (Gao vd., 2009; Mattevi vd., 2009). FTIR spektroskopisi, GO ylizeyine bagh
fonksiyonel gruplarin karakterizasyonu i¢in 6nemli bir aragtir. Sekil 1.18deki FTIR
spektrumunda, farkli fonksiyonel gruplarin farkli bag enerjisine sahip olduklar
goziikmektedir (Lee vd., 2010). GO’nun FT-IR spektrumunda énemli olan karboksilik
asit gruplarmin, hidroksil gruplarinin, epoksi ve alkoksi gruplarinin gozlemlenmis
olmasidir. Karboksil gruplarma ait olan C=0O gerilmesi 1713 cm™ ve yine karboksil
gruplarina ve hidroksil gruplarma ait olan OH gerilmeleri de 3116 cm de
gozlemlenmistir. Ayrica, okside olmus grafen yapisinda olmasi gereken epoksi
gruplarina ait olan C-O gerilmesi 1215 cm™ genis bir pik verirken, alkoksi gruplarina

ait olan C-O gerilmesi ise 1042 cm™ genis bir pik vermektedir.
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Sekil 1.18. Grafit oksit ve NaOH-Grafit oksit FTIR spektrumlari

Grafen oksitin bir diger karakterizasyon metodu ise UV sogurma spektrumudur. Sekil
1.19°de goriildiigii lizere maksimum sogurma yaptig1 nokta yaklasik 237 nm olup n-n
aromatik C-C baglarinin gecisini gosterirken yaklagik 300 nm’deki absorbans ise n-nt

aromatik C-C baglariin gegisini gosterir (Xu vd., 2013).
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Sekil 1.19. Grafit oksit UV-Vis spektrumu
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Karakterizasyon amagli kullanilan diger yontemler; Raman Spektometresi, Atomik
Kuvvet Mikroskopu, Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Gegirimli Elektron
Mikroskobu (TEM) gibi cihazlar ile yapilmaktadir.

1.2.2 indirgenmis grafen oksit ve 6zellikleri

Grafen oksitin indirgenmesi ile sp® karbonunu sp? karbonuna doniismektedir.
Indirgenmis {iriin, grafen yerine grafen benzeri olarak adlandirilir. Grafen oksit
indirgenmesinin en 6nemli sebebi esasinda grafen benzeri bir malzeme elde etmektir
(Li vd., 2014). Elde edilen bu malzemeye grafen benzeri iiriin denmesinin sebebi ise
grafen oksitin tamamen indirgenememesidir (Li vd., 2008). Grafen oksitin Sekil
1.20’de gosterildigi gibi ¢ok cesitli yontemlerle indirgenmesi miimkiindiir. Bu
yontemlerle elde edilen iirline ise indirgenmis grafen oksit (rGO) denir. Bu

yontemlerden en yaygin olani ise kimyasal olarak indirgemedir (Li vd., 2008).

' Kimyasal Olarak indirgeme

'Termal Olarak indirgeneme

1

q

I Fotokatalik indirgeme

' Solvatermal/Hidrotermal indirgeme

Sekil 1.20. Grafit oksitin indirgeme yontemleri

Grafen oksidin kimyasal reaktifler tarafindan kimyasal olarak indirgenmesi, en sik
kullanilan prosediirlerden biridir. Kimyasal indirgeme yaklagimlari, indirgeyici
ajanlarin tipine ve grafen oksit ile kimyasal reaksiyon mekanizmalarina bagl olarak
genellikle iki ana smifa ayrilir. {lk olarak tam bir indirgeme saglamak i¢in yani gesitli
fonksiyonel gruplari ¢ikarmak igin cesitli kimyasal indirgeyiciler kullanilir. Ornegin ;

hidrazin hidrat, dimetil hidrazin, hidrokinon, sodyum borohidrit ve demir (Fe)
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indirgeyiciler gibi (Chen vd., 2013). ikinci olarak ise geleneksel olmayan indirgeyici
ajanlar ile kanitlanmamais / bilinmeyen indirgenme durumlari i¢in gegerlidir (Kim vd.,

2010).

Grafit Oksit

. Kimyasal
Oksidasyon J indirgeme

>
B
S s s
S g = g
= S > e

Grafit indirgenmis Grafen Oksit/Grafen

Sekil 1.21. Grafitten indirgenmis grafen oksit eldesi

Grafen oksitin kimyasal indirgeyicilerle indirgenmis grafen oksite doniismesinde bir
takim yapisal ve kimyasal degisiklikler meydana gelmektedir. Sekil 1.21°de sentez
yontemi verilen grafen oksitin sulu ¢ozeltisi kahverengi iken indirgenmis grafen
oksitin sulu ¢ozeltisi koyu siyah renkte olmaktadir. rGO’da yapidan oksijen
gruplarinin ¢ikmasiyla suda ¢oziintirliigii azalip hidrofobik bir 6zellik kazanmaktadir.
Oksijen gruplarinin azalmasiyla diger bir ifadeyle C/O oraninin artmasi sonucunda bu
yapinin grafenin bir takim iistiin 6zelliklerini kazanmasini saglar. Ornegin elektriksel

iletkenlik gibi (Chua ve Pumera, 2014).

Grafitin ve grafen oksitin termal olarak indirgenmesi bir¢ok grafen bazli materyalin
sentez ve liretiminde oldukca 6nemli bir islem basamagidir. Termal olarak indirgeme
tavlama ile indirgeme olarakta bilinir ve tavlama atmosferi grafen oksitin indirgenmesi

icin oldukca 6nemlidir. Bu atmosfer ¢ogunlukla vakum altinda veya inert olmalidir

23



(Wang vd., 2008). Termal olarak indirgenme; suda ¢6ziinmiis grafen oksitin karboksil,
epoksi ve hidroksil gruplarinin ¢ok asamali olarak ¢ikarilmasi esasina dayanir
(Titelman vd., 2005). Hizli 1sitma ile istiflenmis karbon tabakalar1 arasinda biiyiik
basing olusturan gazlar (CO ve CO2) meydana gelir. Bu gazlar ile karbona baglh
oksijen iceren fonksiyonel gruplar yapidan ayrilarak indirgenme islemi tamamlanmis
olur. 300 °C’de 40 MPa bir basing iiretilirken, 1000 °C’de 130 MPa basing olusur
(McAllister vd., 2007).

Isitma sicakligi grafen oksitin indirgenme derecesini dogrudan etkiler. Yapilan
calismalar gostermistir ki sicaklik arttikga indirgenme derecesi de artmaktadir.
Schniepp vd. 500 °C den daha diisiik sicakliklarda C/O oraninin 7 den daha diisiik
oldugunu rapor ederken, 750 °C den daha yiiksek sicakliklarda C/O oranin 13 den daha
yiikksek degerlere c¢iktigi gézlemlenmistir. Ayni sekilde sicaklik arttikca elektriksel
iletkenlegin de arttig1 bagka bir ¢alismada gosterilmistir. Bu ¢calismaya gore 550, 700,
900 ve 1100 °C’de elde edilen indirgenmis GO filminin elektrik iletkenligi sirasiyla
49, 93,383 ve 550 S cm™! idi (Wang vd., 2008). Bir baska ¢alismada ise 2000 °C ye
kadar tavlama islemi gergeklestirilmis olan grafen oksit tabaklarinin elektriksel

iletkenligi 2000 S cm™ oldugu gésterilmistir (Wu vd., 2009).

Mikrodalga ile 1sitma grafit tabakalarinin indirgenmesinde yaygin olarak kulanilan bir
diger yontemdir. Grafen oksitin sentezinde geleneksel olmayan isitma yontemleri
(mikrodalga ve foto 1sitma gibi) ile enerji ve zaman agisinda daha verimli bir
indirgenme saglanir (Cote vd., 2009; Gao vd., 2011). Mikrodalga ile 1sitma isleminde
sicaklik artis1 ani bir sekilde reaktiflerin i¢ kisimlarinda gerceklestiginden kisa siirede
reaksiyon verimi yliksektir (Hassan vd., 2009). Kuru grafen oksit tabakalari
mikrodalga 1sinlar ile karsilagtiginda 2 saniye gibi ultra hizl bir stirede ylizey sicaklig
400 °C’ye kadar yilikselmektedir. Bu durum grafen ositin ¢ok hizli bir sekilde
indirgenmesine olanak saglar (Li vd., 2010). Baz1 arastirma gruplar1 grafen oskitin
indirgenmesinde mikrodalga 1sinlar1 kullanmigstir. Yapilan bu ¢alisma ile sekil 1.22 de
goriildiigii gibi grafen oksit siispansiyonu kahverenginden siyaha dogru yani

indirgenmis grafen oksite dogru gecisini gosterilmektedir (Chen vd., 2010).
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Sekil 1.22. Mikrodalga 1sitma ile indirgenmis grafen oksit eldesi

Foto indirgeme, foto-kimyasal ve foto-termal olarak gerceklesen ucuz, temiz ve
giivenilir bir yontemdir. Yiksek kalitede indirgenmis grafen oksit elde etmek i¢in
giines 15181, ultaviyole 151k ve lazer gibi 151k kaynaklar1 kullanilir (Rao vd., 2010).
Grafen oksitten indirgenmis grafen oksit elde etmek i¢cin UV 1sinlar1 kullanarak yiiksek
kalitede tek katmanli indirgenmis grafen oksit elde etmeyi saglamistir (Ding vd.,
2011). Foto-termal olarak GO’yu xenon lamba kullanarak indirgemeyi basarmis ve

rapor etmisglerdir (Cote vd., 2009).

Bir diger indirgeme yontemi ise solvotermal-hidrotermal inidirgeme yontemidir. Bu
yontemde yiliksek sicaklik yiiksek basing esasina gore calisir (Dubin vd., 2010).
Solvotermal iglemler, siiper kritik kosullar altinda veya 1sitmadan kaynaklanan basing-
sicaklik bolgesi yakininda bir ¢oziicii iginde kimyasal reaksiyonlar veya doniisiimler
olarak tanimlanabilir (Demazeau, 1999). Hidrotermal indirgeme ise siiperkritik suyun
hidrotermal kosullarda indirgeyici ajan rolii oynadig1 ve organik ¢oziiciilere alternatif

olarak ¢evreci bir yontem olarak rapor edilmistir (Luo vd., 2005).

Yukarida bahsedilen indirgeme yontemleri igerisinde 6zellikle kimyasal indirgenme
Oon plana ¢ikmaktadir. Kimyasal indirgeme yonteminin sik¢a tercih edilmesinin

sebepleri ise;

» Kullanilan kimyasallar ve c¢oziiciiler ucuz oldugundan maliyeti diger
yontemlere gore diigiiktiir.
» Yiiksek miktarda iiretime olanak verir

* Elde edilen yapilar kararli yapilardir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Azabodipy ile Tlgili Yapilan Calismalar

Tang vd., (2017) yapmis olduklar1 c¢alismada fotodinamik ve fototermal terapi
yapabilen ayni zamanda fototermal ve fotoakustik goriintiileme yapabilen yeni bir
AzaBODIPY temelli nanopargacik gelistirdiklerini rapor etmistir (Tang vd., 2017). Bu
nanoparcacik AzaBODIPY molekiilii (2a) sentezlendikten sonra DSPE-mPEG2000
denilen 6zel bir polimer kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen bu AzaBODIPY (2a)
pH degisikliklerini algilarayak fotofiziksel Ozelliklerinde bir takim degisiklikler
meydana gelmektedir. 2a numarali maddenin protonlanma mekanizmasi Sekil 2.1 ‘de

gosterildigi gibidir.

Sekil 2.1. AzaBODIPY bilesiginin (2a) protonlanma mekanizmasi

Tang vd., (2017) yapmis olduklar1 diger bir ¢alismada ise (3) (Sekil 2.2.) bilesigini
sentezlediklerini rapor etmislerdir (Tang vd., 2017). Elde edilen bu bilesik (3) yiiksek
verimde singlet oksijen irettigi (~%92) ve yakin kizilotesi bolgede (NIR) sogurma
yaptig1 yine aynmi calismada bildirilmistir. 3 nolu bilesik nanoparcacik haline
getirildikten sonra bu nanoparcacigin FDT ve FTT ayni1 zamanda fototermal ve

fotoakustik goriintiileme yaptig1 in vitro ve in vivo denemelerde gosterilmistir.
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Sekil 2.2. AzaBODIPY temelli fotoduyarlastirict molekiil

Xiao vd., (2018) yapmis olduklar1 ¢alisma ile 2-piridon yapisiyla
fonksiyonellendirilmis bir AzaBODIPY yapisin1 gormekteyiz (4a-4b), (Sekil 2.3.).
Sentezi gerceklesen AzaBODIPY ile fototermal ve fotodinamik terapide 151k
kaynagina olan ihtiyacin iistesinden gelmek amaglanmistir. Multifonksiyonel suda
¢oziinebilir AzaBODIPY nanopargacigi ile hem FDT hem de FTT ayni anda
yapabildigini gosterilmistir. Hem 151kl hem de 1s1ksiz ortamda 'O, iiretimi yaptig
rapor edilmistir. Ayrica EPR etkisi ile pasif hedefleme yaptig1 da bildirilmistir (Xiao
vd., 2018).

Sekil 2.3. 2-pridon ile fonkiyonellendirilimis AzaBODIPY

Chen vd., (2018) yapmis olduklar1 ¢alismada mitokondri hedefleme iinitesine sahip
AzaBODIPY monomeri (5) (Sekil 2.4.) iceren fonksiyonellendirilmis nanopargacik
sentezlediklerini bildirmislerdir. Elde edilen bu nanoparcacik suda ¢oziinebilir

ozellikte olmakta birlikte hem FDT hemde FTT yaptig1 rapor edilmistir. Ozellikle
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oksijenin yetersiz geldigi bolgelerde fototermal terapinin sinerjetik etkisi ile etkin bir

terapi yapilabilecegini bildirmislerdir (Chen vd., 2018).

Sekil 2.4. Fonksiyonelledirilmis AzaBODIPY monomeri

Zhao vd., (2018) fototerapotik ajanlarin fotodinamik ve fototermal verimleri
tizerindeki pozitif agir atom etkilerini netlestirmek i¢in, bir dizi klorin, bromdir ve iyot
bulunan AzaBODIPY sentezi gerceklestirmislerdir (6a, 6b, 6¢, 6d) (Sekil 2.5.). Agir
atom iceren bu seride FDT ve FTT etkinligi en {istiin olan iyot iceren AzaBODIPY
(6b) oldugu rapor edilmistir ( Zhao vd., 2018). Bu AzaBODIPY FDT ve FTT yapmasi
yani sira florensas goriintiileme ve termal goriintiileme ajani olarakta islev gordiigii

bildirilmistir.
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6¢c OCgH47

Sekil 2.5. Agir atom igeren bir dizi AzaBODIPY

Xu vd., (2018) yapmis olduklar1 ¢alismada; agir atom iceren (7b) ve agir atom
icermeyen (7a) pH duyarli DSPE-mPEGso00 1le kapsiillenmis hem FDT hemde FTT
yapabilen AzaBODIPY leri rapor edilmistir (Xu vd., 2018). Bu c¢alismada her iki
molekiiliin (7a, 7b) (Sekil 2.6.) singlet oksijen iiretim verimleri FTT etkinlikleri
karsilastirildiklarinda agir atom igeren molekiiliin (7b) daha etkin bir ajan oldugu

gosterilmistir.

N N
- '’ —
N Y Br //N Y Br
B/ \B/
Fa F,

Sekil 2.6. pH duyarli AzaBODIPY

29



Chen vd., (2018) yapmis olduklar1 ¢calismada; pH duyarli FDT ve FDT yapan yeni bir
AzaBODIPY(8) (Sekil 2.7.) gelistirdiklerini rapor etmislerdir (Chen vd., 2018).

Sekil 2.7. pH duyarli AzaBODIPY

Yu vd., (2019) yapmis olduklar1 ¢alismada; kanserli dokularda 6zellikle oksijenin
yetersiz oldugu bolgelerde kendi oksijenini {ireten yeni nesil bir fotoduyarlastirici
AzaBODIPY (9) (Sekil 2.8.) gelistirdiklerini rapor etmislerdir. Bu AzaBODIPY hem
FDT ve FTT yapabilmektedir.

Sekil 2.8. Kendi oksijenini iireten AzaBODIPY

Tang vd., fotoduyarlastirici olarak kullandiklar1 AzaBODIPY (10) (Sekil 2.9.) ile
kemoterapi ajan1 bir araya getirilerek kombine terapi yapabilen yeni nesil bir
nanoparcacik gelistirdiklerini rapor etmislerdir (Tang vd., 2019). Gelistirilen bu nano
pargacik floresans goriintiileme, termal goriintilleme ve fotoakustik goriintiilemeyi
ayni anda yapmaktadir. Ayrica FDT ve FTT yi etkin sekilde gerceklestirdigi
bildirilmistir.
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Sekil 2.9. Fototerapi yapabilen bir AzaBODIPY

2.2 Grafen Oksit ve Tiirevleri ile Yapilan Calismalar

Tian vd., (2011) yapmis olduklar1 ¢alismada;, bir duyarlastirict molekiil, klorin €6
(Ce6), supramolekiiler nm — = istifleme yoluyla polietilen glikol (PEQG)
fonksiyonellendirilmis grafen oksit (GO) iizerine yiklenir (11) (Sekil 2.10.). FDT

etkinligini klorin 6 ile saglar iken FTT etkinligini ise grafen oksit ile saglamistir.

= *~~CH,CH,0}~

11

Sekil 2.10. Klorin e6 ile fonksiyonelllendirilmis grafen oksit

Robinson vd., (2011) nano indirgenmis grafen oksiti ¢éziiniirliigiinii arttirmak igin
PEG ile fonksiyonelledirilmis olup (Sekil 2.11.) @808 nm dalga boyunda lazer ile
muamele edildiginde sicakligin 27 °C’ den 55 °C’e c¢iktigini rapor etmislerdir
(Robinson vd., 2011). Elde edilen bu nano indirgenmis grafen oksit fototermal terapi

i¢in umut vaadetmektedir.
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12
Sekil 2.11. PEG ile fonksiyonelledirilmis indirgenmis grafen oksit

Guo vd., (2015) yapmis olduklar1 ¢alismada; pH duyarli siyanin boyasi ile
fonksiyonellendirilmis grafen oksitin (Sekil 2.12.) FTT ajam1 olarak islev
gorebilecegini rapor edilmistir (Guo vd., 2015).

Graphene oxide

13
Sekil 2.12. pH duyarli siyanin ile konjlige edilmis grafen oksit

Sharker vd., (2015) yapmis olduklar1 ¢alismada; pH ile aktive olabilen ve asidik pH

da cevap veren indosiyanin yesili (ICG) ile konjiige edilmis indirgenmis grafen oksitin
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(Sekil 2.13.) fototermal terapi ajani olarak islev gorebilecegi rapor edilmistir (Sharker

vd., 2015).

~_~—” CPPDN
% Indocyanine green {ICG)

T~

\\ Minimum Heat

Live Cells

Sekil 2.13. pH duyarli ICG ile konjiige edilmis indirgenmis grafen oksit

Sahu vd., (2013) supramolekiiler etkilesim ile nano grafen oksit ve metilen mavisinin
bir araya gelmesiyle olusan nanokompozit yapinin (Sekil 2.14.) hem FDT hem FTT
yaptig1 rapor edilmistir (Sahu vd., 2013).

0.7
A B —
—nanoGO

N\ 805 —nanoGO-MB
c
HaC. /E I I l+,CH S04
= N S N 2 ° 0.3
| | @
CH3 Cl~ CHy <02

O.ﬂk’__’_

Eﬂ],OO 450500 550600650700 750 800850
Wavelength (nm)

&= T =

c 3 35 5 3 ©
OH OH

D Pluronic F127 HO Methylene Blue HO
—_ —_ s
OH OH
OH
o (o]
£ 2 = F 2 %

Sekil 2.14. Metilen mavisi ile dekore edilmis nano grafen oksit
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

Tiim kimyasal malzeme ve ¢oziiciiler Aldrich ve Merck firmalarindan temin edilmistir

ve ¢oziiciiler literatlirde bilinen yontemlerle saflagtirilmistir (Furniss, 1989).

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK), Merck 0,2 mm silika jel 60 F254 Analitik
Aliiminyum Plakalar iizerinde gergeklestirilmistir. FTIR spektrumlart IDS ATR
aparathi Thermoscientific Nicolet IS5, sogurma spektrumlar1 Varian Cary 50 model
UV-Vis ve emisyon (yayinma) Olc¢limleri ise Varian Cary Eclipse Fluorescence
spektrofotometre cihazlariyla kaydedilmistir. 'H NMR (600,400,300 MHz) ve '*C
NMR (150 veya 75 MHz) spektrumlar1t FT-NMR cihazlar ile kaydedildi. Numuneler
SEM analizleri FEI marka Quanta FEG 250 model cihaz ile TEM analizleri ise Jeol
2100F HRTEM, Yiksek Coziniirliiklii Transmisyon Elektron Mikroskop, Orius
SC1000 Model 832 11 Megapixel CCD Camera ile kaydedilmistir. Zeta Potensiyel

analizleri Malvern marka Zetasizer Nano ZSP model cihaziyla kaydedilmistir.

3.2 (4-(prop-2-in-1-ilokzi)fenil)etan-1-on (18) Sentezi

Va
OH Br
17
K,COs, DMF, Ar, /@/

H,COC 25°C, 24h,%90 H.COC
16 3 18

l

Sekil 3.1. Bilesik 18 sentezi.

50 mL tek boyunlu balona sirasiyla KoCOs3 (3,04 g, 22 mmol) , 4-hidroksiasetofenon
16 (2,0 g, 14,7 mmol) alindi ve damla damla 5 mL kuru DMF ile c¢6ziildii. Uzerine
proparjil bromiir 17 (2.62 g,17,6 mmol) ilave edildi. Karigim argon altinda 24 saat 25
°C’de karistirildi. 24 saat sonunda karisim iizerine buzlu su ilave edildi ¢oken kati
madde siiziildii ve su ile yikand (Sekil 3.1.). Beyaz kati: 1.8 g, verim % 90; en 78 °C;
"H NMR (300 MHz, CDCls) § 7,95 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 7,02 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 4.76
(d, J = 2,3 Hz, 1H), 2,56 (d, J = 4,3 Hz, 2H); LC-MS-MS hesaplanan C;1H100:
[M]":174,07.
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3.3 (E)-3-(4-bromofenil)-1-(4-(prop-2-yn-1-ilokzi)fenil )prop-2-en-1-on (20)

Sentezi
// Br o
e N I
wn T
Q > Br (0]

NaOH, C,HsOH
H3COC 18 25°C,12h,%91

20

Sekil 3.2. Bilesik 20 sentezi.

25 mL cam balon igerisinde, 18 (2.23 g, 12,8 mmol) 20 mL C>HsOH ile ¢oziildii.
Uzerine 4-Bromobenzaldehit 19 (1.39 g, 12,82 mmol) ilave edildi ardindan 5 mL %
10 NaOH ilave edildi ve 12 saat boyunca 25 °C’de karistirildi. 50 mL soguk CoHsOH
eklenerek ¢oktiirme yapildi. Coken beyaz kati siiziildii ve vakum altinda kurutuldu
(Sekil 3.2.). % 91 verim; 'H NMR (300 MHz, CDCl;3) § 8,21 — 7.83 (m, 10H), 7,73 (d,
J =15,7 Hz, 5SH), 7,67 — 7,39 (m, 24H), 7,29 — 7,01 (m, 11H), 4,78 (d, J = 2,4 Hz,
10H), 3,28 (dd, J = 6,0, 4,9 Hz, 1H); LC-MS-MS hesaplanan CisH;3BrO, [M]":
340,01.

34 3-(4-bromofenil)-4-nitro-1-(4-(prop-2-in-1-ilokzi)fenil)butan-1-on (21)
Sentezi

O,N
| By
24h,88Y
C ,88% Br 21 0]

Sekil 3.3. Bilesik 21 sentezi.

25 mL cam balon igerisine 20 (314 mg, 1 mmol) ve 1,22 mL nitrometan ilave edildi.
Karigim iizerine 11,22 mg KOH , 5 mL C,HsOH i¢inde ¢oziilerek ilave edildi. Karisim
60 °C de 12 saat kanistirildi. 12 saat sonunda oda sicakligina sogutulan karisimdan
¢oOziicii uzaklastirildi. Elde edilen kahverengi yagimsi sivi etilasetat ile ¢oziildii su
(3x50 ml) ile yikandi, organik faz MgSOs tizerinden kurutuldu, ¢oziicii uzaklastirildi
(Sekil 3.3). Kahverengi yagims1 s1v1 , % 88 verim. 'H NMR (300 MHz, CDCls) § 7,95
- 7,86 (m, 1H), 7.45 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 7,17 (d, /= 8,5 Hz, 1H), 7,01 (d, J=8,9 Hz,
1H), 4,91 — 4,58 (m, 3H), 4.17 (dd, J = 15,4, 7,7 Hz, 1H), 3,37 (dd, J = 7,0, 2,3 Hz,
1H) *C NMR (75 MHz, CDCl5) § 194,2 ,161,0, 137,5,132,1, 131,5, 131,4 - 130,6
(m), 131,4 — 129,5 (m), 129,5 — 128,8 (m), 128,5, 121,1 , 114,8 , 114,0 (d, J = 18,5
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Hz), 79,0 — 78,7 (m), 78,6 , 77,7 — 76,4 (m), 76,1 (d, J = 32,0 Hz), 75,6 , 55,2 , 40,2,
38,1, LC MS/MS hesaplanan C19H6BrNO4 [M]":401,30, 6lgiilen [M+2H]": 403,69

3.5 AzaBODIPY 22 Sentezi

O,N o
1.CH3COONH, C4HgOH
O O Jl 118°C, 24h, %25
Br o 2.BF3.EL,0, (C2Hs)sN,

Ar,CH2Cly, 25°C, 33%

21

Sekil 3.4. Bilesik 22 sentezi.

25 mL’lik tek boyunlu balonda 21 (401 mg, 1 mmol) 5 mL butanolde ¢oziildii. Uzerine
amonyum asetat (1.54 g, 20 mmol) ilave edilerek 118 °C’de 1s1tild1. 24 saat sonunda
karisim oda sicakligina sogutuldu. Coziicii uzaklastirildi olusan mavi kati etanol ve su
ile yikandi, kurutuldu. 10 mL balon iceresine mavi katidan 30 mg alinip 5 mL kuru
CHCl, argon atmosferi altinda ¢oziildii. Uzerine kuru DIPEA (53,3 pl, 0,4 mmol)
ilave edildi ve sicaklik 0 °C’ye getirildi. Ortama BF3.Et20 (158,62 ul, 1,125 mmol)
damla damla eklendi. 24 saat boyunca 25 °C’de karistirildi. 24 saat sonunda karigim
su ile yikandi. Kolon kromatografi cihazi ile saflastirildi (4:1 hekzan/etilasetat). Yesil
kat1 elde edildi (Sekil 3.4.). Verim %33, '"H NMR (600 MHz, DMF-d;) § 8,29 (d, ] =
8,6 Hz, 25H), 8,21 (d, J = 8,2 Hz, 22H), 7,84 (d, J= 8,3 Hz, 22H), 7,72 (s, 12H), 7,24
(d, J = 8,6 Hz, 23H), 5,81 (s, 3H), 5,04 (s, 23H), 3,64 (s, 9H). *C NMR (151 MHz,
DMF-d;) 6 162,2,162,0,161,8,160,5, 158,2,145,0, 141,4,132,0, 131,4,131,0,
124,3, 123,5, 120,3, 115,2, 78,7, 77,8, 55,9, 34,9 (d, J = 18,6 Hz), 34,80 (d, J = 21,0
Hz), 34,52 (d, J= 20,9 Hz), 34,46 , 34,39 (d, J = 20,9 Hz), 34,18 , 29,62 (dt, J = 40,1,
20,0 Hz), 29,49 , 29,42 (d, J= 17,4 Hz), 29,42 (d, J= 19,1 Hz), 29,36 — 28,91 (m). I°F
NMR (564 MHz, DMF-d;) & -131,36 (s), -131,42 (s), -131,48 (s), -131,53 (s). ''B
NMR (192 MHz, DMF-d;) 6 1,41 (s), 1,25 (s), 1,08 (s). Maldi-TOF/MS hesaplanan
C33H24BBr2FaN30, [M]7:763,03 olgiilen [M]*: 763,17, [M+Na]": 784,53.

3.6 2-(2-(2-(2-azidoetoksi)etoksi)etoksi)etan-1-o0l (24) Sentezi
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HO OO~y _1-TsCl, NaOH, THF/H,0 N3/\/O\/\O/\/O\/\OH
2. NaN3,C,H50H, 70 °C
23 24

Sekil 3.5. Bilesik 24 sentezi.

250 mL tek boyunlu balon igerisine tetraetilen glikol 23 (50,9 g, 262 mmol) 10 mL
THF de ¢oziildii. Uzerine 10 mL saf suda ¢dziilmiis NaOH (1,68 g, 42 mmol) ilave
edildi ve 5 dk karistirildi. Ardindan karisima P-toluen sulfonil kloriir (5 g, 26,2 mmol)
ilave edildi ve 0 °C de 3 saat karistirildi. 3 saat sonra karisima 75 mL buzlu su eklendi
ve (3x50 ml) CH2Clz ile ¢ekme yapildi. Organik faz MgSOy iizerinden kurutuldu,
stiziilde ve ¢oziicii altinda uzaklastirildi. Renksiz viskoz sivi (9,2 g, 26,2 mmol, verim
%80). Elde edilen viskoz sividan 9,2 g alind1 ve 100 mL etanolde ¢oziiliip {lizerine
NaNj3 (4,3 g, 65,5 mmol) ilave edildi. 12 saat 70 °C’de geri sogutucu altinda kaynatildi.
Oda sicakligina sogutulan karigima 75 mL su eklendi. (3x50 ml) CH2Cl; ile ¢ekme
yapildi. Organik faz MgSOy tizerinden kurutuldu, siiziildii ve ¢6ziicii vakum altinda
uzaklastirildi (Sekil 3.5.). Viskoz s1vi. Verim %89; 'H NMR (500 MHz, CDCls) § 3,72
- 3,69 (m, 2H), 3,67 — 3,64 (m, 10H), 3,61 — 3,58 (m, 2H), 3,38 (t, J = 5,0 Hz, 2H),
2,54 (s, 1H); LC-MS hesaplanan CsH;7N304 [M]": 219,12 6lgiilen [M]": 219,96
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3.7 Grafen Oksit (27) Sentezi

98%, NaNO
el o o 3
4 °C

30%
2.H;0, H,0, 0

Grafit Oksit!

26

Ultrasonik
banyo

Grafen Oksit
27

Sekil 3.6. Bilesik 27 sentezi.
250 mL bir behere 25 grafit (5 gr), %98’lik H2SO4 (115 mL) ve 2,5 gr sodyum nitrat

(NaNO3) alind1 buz banyosu yardimi ile sogutulan karisim manyetik olarak karistirildi.
30 dk ardindan 15 g potasyum permanganat (KMnQOjy) spatiil ile parca parca ilave
edilerek 35 °C’de 3 saat boyunca karismasi saglandi (Song vd., 2014; Sun ve Fugetsu,
2013). Ardindan 500 mL saf su damla damla ilave edilerek 1 saat karigmasi saglandi.
Karisima %30 hidrojen peroksit (H202) (10 mL) ¢ozeltisi damla damla ilave edilerek
gece boyunca karistirildi. Karisim %10’luk HCl ile 4000 rpm’de 10 dk boyunca ii¢ kez
santrifiij edilerek yikandi. Ardindan pH’1 7 olana kadar ultra saf su ile yikanarak 5000
rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edildi. Bdylece yapidaki safsizliklar ve Mn**
uzaklagstirildi. Filtrat, etiivde 50 °C’de 24 saat kurutmaya birakildi. Kuruduktan sonra
toz halinde 6 g grafit oksit elde edildi. Ardindan 250 mL’lik tek boyunlu yuvarlak dipli
bir balona 26 grafit oksit! (100 mg) alindi, 100 mL saf su ilave edilerek ultrasonik
banyoda 2 saat muamele edilerek grafen oksit 27 ¢ozeltisi hazirlandi (Sekil 3.6.).

! Grafit oksitin tek tabaka gdsterimi.
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3.8 Nano Indirgenmis Grafen Oksit (NrGO, 28) Sentezi

Sekil 3.7. Bilesik 28 sentezi.

100 mL iki boyunlu yuvarlak dipli balona 27 grafen oksit (100 mg) alinarak iizerine
100 mL saf su ilave edildi ve ultrasonik banyoda 5 saat boyunca 0 °C de boyut
kiictiltme ve indirgeme saglandi. Ardindan 50 mL falkon tiiplerine alinarak 5000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Coken kisim bir petri kabina alinarak oda sicakliginda
vakum altinda kurutuldu (Sekil 3.7.).

3.9 TEG@NrGO (29) Sentezi

HO/\/O\/\O/\/O\/\M
24

[
1.80Cl,,Dry DMF, 70 C, 24s
2.NEts, Dry DMF, 85 °C Ar, 48s

Sekil 3.8. Bilesik 29 sentezi.

10 mL tek boyunlu yuvarlak dipli balona NrGO 28 (30 mg) alind1 ve kuru DMF (0,5
mL) eklenerek inert atmosfer altinda manyetik olarak karistirildi. SOCl, (5 mL) bir
siringa yardimi ile siispansiyona damla damla eklendi ve karigim 24 saat boyunca 70
°C’e 1s1t1ld1. Oda sicakligina sogutulan karigimdaki fazla SOCl, doner buharlastiricida
uzaklastirildi. Kalan kisima kuru Et;N (0,5 mL) ve kuru DMF (0,5 mL) damla damla
ilave edildi. Ardindan kuru DMF (0,5 mL) ile ¢oziilen 24 (0,04 mmol) bir siringa
yardimiyla damla damla ilave edildi. Karigim inert atmosfer altinda 85 °C’ye 1sitild1.

48 saat sonra karisim oda sicakligina getirilerek doygun NaHCOs ¢ozeltisi ile
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muamele edildi (Guo vd., 2015; Pang vd., 2013). Sulu fazlar 25 °C’de 5 dakika
boyunca 12000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant kisim ayrildi. Pellet kisim
sirastyla 3 kez saf su ve 2 kez metanol ile vortekslenerek 25 °C’de 5 dakika boyunca
12000 rpm’de santrifiij edildi. Kat1 kisim oda sicakliginda kurutuldu; siyah kati toz
halde iirtin 29 elde edildi (Sekil 3.8.).

3.10 AzaBODIPY @NrGO (1) Hedef Bilesik Sentezi

CuS04.5H,0, Sodyum Askorbat,
DMF:H,0,Ar, 79

Sekil 3.9. AzaBODIPY @NrGO (1) Hedef Bilesik Sentezi

25 mL balona AzaBODIPY (22) (30 mg, 0,039 mmol) ve DMF (5 ml) alind1. Uzerine
29 (30 mg) ilave edildi ve 30 dk ultrasonik banyoda muamele edildi. Karisim {izerine
4,41 mg CuS04.5H>0 5 mL suda ¢6ziiliip ilave edildi ve 2 dk karistirildi. Ardindan
lizerine 6,73 mg sodyum askorbat ilave edildi. Tepkime ITK ile (4:1 hekzan/ etil
asetat) takip edildi. Ardindan {irtin 5000 rpm de 10 dk santrifiij ile ¢oktiiriildii. 3 defa
su ile 3 defa ethanol ile 3 defa DMF ile yikandi ardindan vakum altinda kurutuldu
(Sekil 3.9.).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu c¢alismada fotoduyarlastirici olarak AzaBODIPY boyasimin kullanildigr nano
indirgenmis  grafen  oksit tabanli yeni bir nanoteranostik  ajaninin
AzaBODIPY@NrGO (1) tasarimi, sentez ve karakterizasyonu planlanmigstir. Nano
indirgenmis grafen oksit (NrGO) ve AzaBODIPY fotoduyarlastiric1 boya kovalent
olarak baglanip elde edilen nano teranostik ajanin hem fotodinamik terapi hem de
fototermal terapi yapip yapmagi test edilecektir. Ayrica elde edilen bu nano
malzemenin floresans ve termal goriintiilimede kullanilip kullanilamayacagi da test
edilecektir. Ozellikle hem FDT hem de FTT yapabilen AzaBODIPY tiirevleri ile ilgili
caligmalar oldukca azdir. Bu tez kapmasinda sentezlenen AzaBODIPY @NrGO ile
ilk kez, AzaBODIPY ve bir grafen tiirevi olan nano indirgenmis grafen oksit kovalent
olarak bir araya getirilmistir. Son yillarda hem AzaBODIPY ile hem grafen oksit ile
ilgili yapilan ¢aligmalar ayr1 ayr biiyiik ilgi gormektedir. Ancak her iki yap1 ilk kez bu
tez kapsaminda rasyonel bir tasarimla bir araya getirilmistir. Hedeflenen malzeme
AzaBODIPY@NrGO AzaBODIPY icermesi miinasebetiyle FDT yapmasi, nano
indirgenmis grafen oksit icermesi miinasebetiyle de FTT yapmasi beklenmektedir. Bu
nedenle nano malzemenin AzaBODIPY@NrGO FDT etkinligi test edilecektir.
Ayrica hedeflenen malzemenin AzaBODIPY@NrGO fototermal 6zellik gosterip

gostermedigi termal kamera yardima ile test edilecektir.
4.1 Hedeflenen Nano Malzemenin Sentezi

Hedeflenen nanoteranostik malzemenin AzaBODIPY@NrGO sentezi modiiler bir
yaklagimla iki asamada gerceklestirilmistir. Bu amacgla dnce AzaBODIPY temelli
fotoduyarlastirict 22 {izerinde  durulmustur.  Spektroskopik  yontemlerle
karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Daha sonra ise GO 27 ve NrGO tiirevleri 28
uygun receteler lizerinden elde edilmistir (R. Guo vd., 2015; Stankovich vd., 2007).
Son asamada ise AzaBODIPY temelli yap1 22 ile grafen tiirevi 28 rasyonel bir
tasarimla biitlinlestirilerek hedeflenen indirgenmis grafen oksit tabanli nano

malzemenin AzaBODIPY @NrGO 1 sentezi basariyla gergeklestirilmistir.

[k asamada 4’-hidroksiasetofenon (16) , proparjil bromiir (17) ile literatiirde bilinen

bir yontemle (Phatak vd., 2019) etkilestirilerek 18 elde edilmistir.
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'"H NMR ve kiitle spektrumlar1 (Sekil 4.1., Sekil 4.2.) incelendiginde yapiy1 (18)

dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.1. Bilesigin (18) '"H NMR spektrumu (CDCl5).
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Sekil 4.2. Bilesigin (18) LC-MS-MS kiitle spektrumu.

Ikinci basamakta, 18 bazik ortamda 4-Bromobenzaldehit 19 ile etkilestirilmis (L.
Zhao vd., 2015) ve 20 elde edilmistir (beyaz kat1, % 91 verim). Yap1 (20) NMR ve

kiitle spektrumlari ile aydinlatilmistir.

Vi 2 0
Q( OHCQ " 4 BrOJH

NaOH, C,HsOH
H5COC 18 25°C,12h, %91

20
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Sekil 4.3. Bilesigin (20) 'H NMR spektrumu (CDCl5).
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Ayrica bilesigin 20 LC-MS-MS spektrumu (Sekil 4.4) incelendiginde, hesaplanan

kiitle [M]"
desteklemektedir.

342,01 olgiilen [M+]":

342,67 seklinde sonuglanmis olup yapiyi

CS4#112 RT: 101 AV: 1 NL: 756E7
T+ cESIQ1MS [50.000-1100.000]
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Sekil 4.4. Bilesigin (20) LC-MS kiitle spektrumu.
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Ucgiincii basamakta, 20 nitrometan katilmasiyla 21’e ¢evrilmistir.

(6]
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60 >
Br 0 °C, 24h,88%
20
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o~

Nitrolu yap1 21 'H-NMR, '*C NMR ve LC-MS kiitle spektrumlar1 ( Sekil 4.5-4.6-4.7)

gosterilmistir. 21 ile karakterize edilmistir.
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Sekil 4.5. Bilesigin (21) 'H NMR spektrumu (CDCl5).
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Sekil 4.6. Bilesin (21) '3C NMR spektrumu (CDCl;).
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Sekil 4.7. Bilesigin (21) LC-MS kiitle spektrumu.

Ardindan, 21 iki kademede AzaBODIPY boyasina (22) ¢evrilmistir.

O,N o
1.CH3COONH, C4HgOH
O O Jl 118°C, 24h, %25
Br o 2.BF3.Et20, (CZH5)3N1

Ar,CHoCl,, 25°C, 33%
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AzaBODIPY 22 'H-NMR, *C NMR, "B NMR, "F NMR spektrumlar1 ve Maldi-TOF
kiitle spektrumu ile yap1 dogrulanmistir (Sekil 4.8-4.12).
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Sekil 4.8. AzaBODIPY (22) i¢in '"H NMR spektrumu (DMF-dy).
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Sekil 4.9. AzaBODIPY (22) i¢in '*C NMR spektrumu (DMF-d5).
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Sekil 4.10. AzaBODIPY (22) i¢in '°F NMR spektrumu (DMF-d5).
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Sekil 4.11. AzaBODIPY (22) igin !'B NMR spektrumu (DMF-dy).
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Sekil 4.12. AzaBODIPY (22) i¢in MALDI-TOF kiitle Spektrumu.
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AzaBODIPY c¢ekirdek yapisi (22),sentezlendikten sonra baglayici iinite olarak islev
gorecek etilen glikol (24) iizerinde durulmustur. Tetraetilen glikol (23) 6nce p-toluen
sulfonil kloriir ile tosilata ¢cevrilmis ardindan tosilat sodyum azid ile etkilestirilerek 24

elde edilmistir.

HO O~ O~y _1-TsCl, NaOH, THF/H,0 N3/\/O\/\O/\/O\/\OH
2. NaN3,C,H50H, 70 °C
23 24

Bilesik 24 'H-NMR spektrumu incelendiginde (Sekil 4.13) yapiyr dogrular
niteliktedir.

Lot

T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Sekil 4.13. Bilesik 24’iin 'H NMR spektrumu (CDCl;).

Bilesik 24 LC-MS kiitle spektrumu (Sekil 4.13) incelendiginde, hesaplanan kiitle [M]*
: 219,24 olgiilen [M+]" : 219,96 seklinde olup yapiy1 desteklemektedir.
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Sekil 4.14. Bilesik 24’tin LC-MS kiitle spektrumu.

Sekil 4.14°de goriildiigii iizere 24 FTIR spekturumunda 2092 cm™! N3 grubu, 3504 cm’

!ise OH grubunun varligina isaret etmektedir.
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Sekil 4.15. Bilesik 24’tin FTIR spektrumu.

Calismanin ikinci asamasinda GO ve NrGO sentezlerine ge¢ilmistir. Bunun iin
literatiirde bilinen Modifiye Hummer’s metodu kullanilmis ve grafitten baglayarak GO

(27) sentezlenmistir.
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Grafen oksit (27) FTIR spekturumunda; hidroksil, karboksilik asit, epoksi ve alkoksi
gruplarina GO ait sogurma bantlarinin gézlenebilir olmasi 6nemlidir. Sekil 4.15
incelendiginde C=0 (karboksil) band1 1716 cm™'; O-H (hidroksil) band1 3174 cm™'; C-
O (epoksi) band1 1219 cm™’; C-O (alkoksi) bandi ise 1034 cm™’de gdzlemlenmistir.
FTIR spektrumundan elde edilen veriler literatiirle uyumlu oldugu teyit edilmistir.
GO’nun olustugu anlasilmaktadir (Karteri vd., 2014; Ryu ve Shanmugharaj, 2014;
Song vd., 2014).
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Sekil 4.16. Bilesik 27°nin FTIR spektrumu.

Devaminda, grafen oksit ultrasonik banyo ile 0 °C de 5 saat muamele edilerek

nano indirgenmis grafen oksit (NrGO) elde edilmistir.
NrGO 28 FTIR spektrumu incelendiginde C=0O (karbonil) band1 1716 cm™; O-H

(hidroksil) band1 3174 cm™'; C-O (epoksi) band1 1219 cm™’; C-O (alkoksi) band1 ise
1034 cm!"de gruplarin belirgin bir sekilde azaldig1 goriilmektedir (Ren vd., 2010).
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Sekil 4.17. Bilesik 28’in FTIR spektrumu.

Nano grafen oksit 28 rasyonel bir tasarimla fonksiyonellendirilmis olup azitli TEG
tinitelerini i¢eren grafen oksit tabanli nano malzemenin 29 sentezi gerceklestirilmistir.
Sekil 4.17 de gosterildigi gibi etilen glikol ile foksiyonellenmis yap1 29 suda grafen
oksite 27 gore daha iyi ¢oziinmektedir. Sekil 4.17 de FTIR spektrumu incelendiginde

2083 cm! N3 grubunun yapida mevcut oldugu gdzlenmistir.

|.|0/\/O\/\o/\/o\/\N3
24

(]
1.8OCl,,Dry DMF, 70 C, 24s
2.NEts, Dry DMF, 85 °C Ar, 48s

54



485
48

47

45

43

42

41

%T

Sekil 4.18. Bilesik 27 (Img / 1mg, sol) ve 29 (1mg / 1mg, sag) ¢ozlniirliikleri.
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Sekil 4.19. Bilesik (29) icin FTIR spektrumu.

Son basamakta ise 29 “click” kimyas1 kullanilarak fotoduyarlastirict olan 22 ile

biitiinlestirilmis  ve  hedef bilesigin AzaBODIPY@NrGO 1 sentezi

gerceklestirilmistir.
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CuS04.5H,0, Sodyum Askorbat,
DMF:H,0,Ar, 7g

Elde edilen malzemelerin (27, 28, 1) morfolojik yapilarinin degerlendirilmesi igin
SEM ve TEM analizleri yapilmigtir. SEM’e bagli eneji dagilim spektrumundan (EDS)
elde edilen Karbon/Oksijen (C:O) oranlar1 incelenmistir. Elementel analiz verilerinden
hesaplanan C:O oranlan incelendiginde indirgenme sonrasi yapida karbon oraninin

arttigl, oksijen oraninin azaldigt ve sonugta C:O oranmnin artis gosterdigi

belirlenmistir.

45|

432 C

384

338

288 Au

240]

192

144

Q
96
A Au
48 u
l . ‘ Au Au
o " P R——
0.0 13 256 39 5.2 65 7.8 9.1 104 117 13.0
B Lsec: 28.9 0 Cnts 0.000 keV Det: Octane Pro Det
eZAF-Smart-Quant-Resultsce
Elementa Weight-%» Atomic-%® NetInt= Ermor-%=  Kration o Ro An Frt

CKa 4653 79.44n 69652 9.27a 023 119z 0.86= 0.42= 1a
OKa 12.74= 16.32= 16.052 15.80= 0.02= 115z 0.89= 0.152 1=

Aul= 40.73= 4 24= 19.17= 22.77a 029 0.62a 1120 1.04= 1.13z

Sekil 4.20. Bilesik 27° nin SEM-EDS sonucu.

Sekil 4.20 incelendiginde grafen oksitin 27 C/O orani1 3,6 oldugu goriilmektedir.
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144 28
72 Ay Au
ol " .
0.0 13 25 39 5.2 6.5 7.8 91 104 117 13.0
Lsec: 28.7 0 Cnts 0.000 keV Det: Octane Pro Det
eZAF-Smart-Quant-Results=
Elementz Weight-%c Atomic-%rc NetInt= Emor%m  Kratioo o Ru An Fo
CKa 52.86= 83350 91.47= 9.87= 0.20= 1.16a 0.89= 0.33= 1=
O-Ka 8.73= 10.33= 14.80= 16.82= 0.01= 111= 0.91= 0.14= 1
SiK= 0.19= 0.13= 3.00= 65.91= 0.00= 1.02= 0.97= 0.78= 1=
SK= 5.07= 2.99= 58.53= 8.09= 0.04= 1= 0.98= 0.71= 1.01=
AuL= 33.14= 3192 22 80= 21.76= 0.23= 0.58= 113= 1.04a 113a

Sekil 4.21. Bilesik 28’ nin SEM-EDS sonucu.

Sekil 4.21 incelendiginde NrGO un 28 C/O orani 6,05 oldugu goriilmektedir.

GO, NrGO ve AzaBODIPY @NrGO malzemelerine ait SEM goriintiileri Sekil 4.19-
21°de verilmistir. Modifiye Hummers metodu ile elde edilen GO’nun SEM goriintiisii
Sekil 4.19°da gosterilmistir. Sekil 4.19 incelendiginde ise yapida katmanlarin oldugu
not edilmistir. Sekil 4.20’de goriildiigii gibi NrGO’da tabakalarin GO ya nispeten daha
iyi ayrildig1 ve tabaka sayisinda diigiis oldugu gozlenmistir. GO yapisindan NrGO
yapisina doniistiigii Sekil 4.19 ve 4.20°de belirgin bir sekilde goriilmekle birlikte EDS

analizi bu durumu destekler niteliktedir.
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1 um

Sekil 4.22. GO i¢in SEM goriintiileri a) 15000X biiyiitme, b) 40000X biiyiitme.
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Sekil 4.23. NrGO i¢in SEM goriintiileri a) 15000X biiyiitme, b) 40000X biiyiitme
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Sekil 4.24. AzaBODIPY@NrGO i¢in SEM gorintiileri a) 15000X biiyiitme, b)
40000x biiylitme
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F———— 500 nm

Sekil 4.25. GO i¢in TEM goriintiisii.

Sekil 4.26 da TEM goriintiisii incelendiginde GO tabakalarinin tam olarak birbirinden

ayrilmadigini ve katmanli yapinin varligi goriilmektedir.
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Sekil 4.26. NrGO i¢in TEM goriintiisii.

NrGO TEM goriintiisii incelendiginde katman sayisinin azaldigi ve boyutun
kiigiildiigii goriilmektedir.
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Sekil 4.28 incelendiginde yapmin oOnemli Olciide farklhilastigi —goriilmiistiir.
Morfolojideki bu 6nemli degisiklik AzaBODIPY 22 ile NrGO’nun entegrasyonunun

gergeklestigine isaret etmektedir.

Sekil 4.27. AzaBODIPY @NrGO 1 i¢in TEM goriintiisii.

Zeta potansiyeli, kolloidal yapilarin kararliliginin ve hiicre i¢inde nanoparcaciklarin
hareketliliginin degerlendirilmesinde anahtar bir parametredir (Lee vd., 2015).
Genellikle nanomalzemeler, zeta potansiyeline gore sirasiyla +30 mV ve —30 mV
degerlerinden yeterince yiiksekse bu ortamda oldukca kararli olarak kabul edilir

(Konkena ve Vasudevan, 2012).
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Fosfat tamponu ¢ozeltisinde (PBS) NrGO’nun zeta potansiyeli -36,5 mV olarak
Olciilmistiir (Sekil 4.28.). Yapinin kararli oldugu ve bu degerin literatiirle (Konkena

ve Vasudevan, 2012) (-44.2 mV) uyumlu oldugu goriilmistiir.

Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)

Zeta Potential (mV): -36.5 Peak 1: -36,3 100,0 455

Zeta Deviation (mV): 4,25 Peak 2: 0,00 0,0 0,00

Conductivity (mS/iem): 0,0323 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality :
Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.28. NrGO i¢in zeta potansiyeli.
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Results

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -5,15 Peak 1: -517 100,0 349
Zeta Deviation (mV): 3,35 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/em): 0,530 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality :
Zeta Potential Distribution
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[ Record 44: AzaBODIPY@NrGO Ortalama |

Sekil 4.29. AzaBODIPY @NrGO 1 i¢in zeta potansiyeli.

PBS ortaminda AzaBODIPY@NrGO’nun zeta potansiyeli

Olciilmiistiir (Sekil 4.29.). NrGO’dan oldukga farkli bir zeta potansiyeli vermektedir.
Bu farkin sebebi ise yapiya bir fotoduyarlastirici ajanin dahil olmasidir.

Fotoduyarlastiric1 ajanlar ile yapilan farkli nano malzemlerde de benzer zeta

potansiyeli (-5.92 mV) goriilmektedir (Tang vd., 2019).

Sentezlenen NrGO (Sekil 4.27) boyut analizi incelendiginde 593,9 nm boyutunda

oldugu gozlemlenmistir.
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Results

Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1371 Peak 1: 593,9 100,0 2013
Pdl: 0,918 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 1,08 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Volume

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

s Record 42: NrGO Ortalamd

Sekil 4.30. NrGO’nun boyut analizi.

Hedef bilesik olan AzaBODIPY @NrGO (1) boyut analizi incelendiginde ortalama
boyut 20 nm (Sekil 4.31.) olarak tespit edilmistir. Hedef bilesigin tam anlamiyla bir

nano malzeme olarak nitelendirilebilecegi anlasilmaktadir.
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Results

Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 20,34 Peak 1: 16,53 98,6 4,749
Pdl: 0,204 Peak 2: 4722 1.4 1061
Intercept: 0,936 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Volume

] CT T CTTTT D :

Volume (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

s Record 43: €510 Ortalama

Sekil 4.31. AzaBODIPY @NrGO 1 i¢in boyut analizi.

4.2 Fotofiziksel Ozellikler

Sentezi ve karakterizasyonu gerceklestirilen malzemelerin fotofiziksel o6zellikleri
incelenmistir. AzaBODIPY 22 sogurma spektrumu (Sekil 4.32.) incelendiginde
bilesigin maksimum sogurma dalgaboyu 695 nm oldugu ve emisyon spektrumu (Sekil
4.33) incelendiginde ise maksimum emisyon dalga boyunun 735 nm oldugu
belirlenmistir. Bu veriler AzaBODIPY 22 sogurma ve emisyonunun foto terapotik
pencere (650-850 nm) araliginda oldugunu gostermektedir. Fotoduyarlastiricilarin
etkin bir FDT ajani olabilmesi i¢in uzak goriiniir bolge ile yakin kizil 6tesi (NIR) bolge
arasinda (foto terapotik pencere) sogurma ve emisyon bandlarina sahip olmasi beklenir
(Dabrowski vd., 2016). Foto terapdtik pencere araliginda olmast AzaBODIPY 22 ‘nin

etkin bir FDT ajani1 olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.32. AzaBODIPY 22 (3.1x10 M) sogurma spektrumu (% 1 CrEL igeren 0,01
M PBS, Amax= 695 nm).

800

600 -

400 4

in‘tensi‘ty (a.u)

200 -

T T T T T T T
650 700 750 800 850
A (nm)

Sekil 4.33. AzaBODIPY 22 (3.1x10 M) emisyon spektrumu (% 1 CrEL igeren 0,01
M PBS, Aexe= 690 nm).
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Hedeflenen malzemenin AzaBODIPY@NrGO 1, fotofiziksel 0&zellikleri
incelendiginde sentezin basarili bir sekilde yapildigini dogrular nitelikte sonuglar
gorimektedir. Sekil 4.34. incelendiginde AzaBODIPY@NrGO 1 maksimum
sogurma dalga boyu 695 nm’dir. Hedef bilesigin 1 emisyon spektrumu (Sekil 4.35.)
incelendiginde maksimum emisyon dalga boyu 735 nm’ dir. Rasyonel bir tasarim ile
sentezlenen AzaBODIPY@NrGO 1 foto terafotik pencere araliginda sogurma ve

emisyon bantlar1 vermistir.

Absorbans (a.u)

' I ' I ! 1 ' I ' 1
300 400 500 600 700 800
A (nm)

Sekil 4.34. AzaBODIPY @NrGO 1 (1 pg/ pl) sogurma spektrumu (% 1 CrEL igeren
0,01 M PBS, Amax= 695 nm).
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Sekil 4.35. Sekil 4.35 AzaBODIPY@NrGO 1 (1 pg/ pl) emisyon spektrumu (% 1
CrEL igeren 0,01 M PBS, Aexe= 690 nm).

4.3 Hedeflenen Nano Malzemenin FDT Testleri

Fotodinamik terapi etkinliginin 6nemli bir gdstergesi singlet oksijen iiretimidir.
Sentezlenen AzaBODIPY 22  fotoduyarlastict boya ve hedef bilesik
AzaBODIPY@NrGO 1 singlet oksijen iiretim kapasitelerini test etmek igin
literatiirde de yaygin olarak kullamlan ve 'O, tuzak molekiili olan 1,3-
Difenilizobenzofuran (DPBF) secilmistir. DPBF ortamda 'O, bulunmasi halinde
onunla hemen tepkimeye girer ve ilgili endoperoksit olusur.Olusan endoperoksit oda
sicakliginda bozularak diketona doniisiir. Bu tepkime boyunca DPBF in sogurma
spektrumu izlenmek suretiyle ortamda 'O, olusup olusmadig1 kolayca anlasiimaktadir.
Zira 'O, olustukca ortamdaki DPBF (ve sogurma siddeti) dogru orantili sekilde
azalacaktir. Bu durum tepkime siiresince DPBF sogurma spekturumunun (Amax = 417

nm) Ol¢iilmesiyle kolayca izlenebilir.
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Sentez ve karakterizasyonu gergeklestirilen AzaBODIPY nin 22 FDT etkinligini
belirlemek igin PBS ¢ozeltisi (3,1x10° M, pH 7.4, % 1 CrEL) hazirlanmis ve iizerine
karanlik ortamda DPBF (3,1x10”° M) ilave edilmistir. Daha sonra hazirlanan bu ¢dzelti
uygun dalga boyunda (600-800 nm) 1s18a maruz birakilarak ¢esitli zaman araliklarinda
sogurma spektrumlar1 Olgiilmistiir (Sekil 4.37-4.38). Elde edilen veriler DPBF
bilesigine ait sogurma siddetinin (Amax =417 nm) azaldigin1 géstermektedir. Bu durum

AzaBODIPY 22’nin FDT yapabilecegine isaret etmektedir.

Absorbans (a.u)

0,0 . ;

v T v T T T LI
300 400 500 600 700 800
2 (nm)

Sekil 4.36. DPBF’in (3,1x10”° M), AzaBODIPY 22 (3,1x10° M, pH 7.4, % 1 CrEL,
PBS ) varliginda, zamanla sogurma (Amax = 417 nm) siddetinin azalma
spektrumu (@600-800 nm).
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Sekil 4.37. DPBF’in (3,1x10” M), AzaBODIPY 22 (3,1x10° M, pH 7.4, % 1 CrEL,
PBS ) varliginda, zamanla sogurma (Amax = 417 nm) siddetinin azalma
grafigi (@600-800 nm).

FDT i¢in hedef nanomalzeme de AzaBODIPY@NrGO 1 benzer sekilde test

edilmistir. Bu amagla AzaBODIPY @NrGO 1 PBS c¢ozeltisi (7 pg/ ml, pH 7.4, % 1

CrEL) hazirlanmis ve iizerine karanlik ortamda DPBF (3,1x10” M) ilave edilmistir.

Daha sonra hazirlanan bu ¢ozelti uygun dalga boyunda (600-800 nm) 15182 maruz

birakilarak ¢esitli zaman araliklarinda sogurma spektrumlari 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.39-

4.40). Elde edilen veriler DPBF bilesigine ait sogurma siddetinin (Amax =417 nm)

dramatik bir sekilde azaldigin1 gostermektedir. Bu durum nanomalzemenin

AzaBODIPY@NrGO 1 etkin bir sekilde FDT yapabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 4.38. DPBF’in (3,1x10° M), AzaBODIPY@NrGO 1 (7 pg/ml, pH 7.4, % 1
CrEL, PBS ) varliginda, zamanla sogurma (Amax = 417 nm) siddetinin
azalma spektrumu (@600-800 nm).
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Sekil 4.39. DPBF’in (3,1x10° M), AzaBODIPY@NrGO 1 (7 pg/ml, pH 7.4, % 1
CrEL, PBS ) varliginda, zamanla sogurma (Amax = 417 nm) siddetinin
azalma grafigi (@600-800 nm).
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4.4 Hedeflenen Nano Malzemenin FTT Testleri

Elde edilen malzemelerin fototermal terapi etkinligini test etmek icin 808 nm dalga
boyunda lazer ile uyarip termal kamera yardimi ile sicaklik artigi izlenmistir.
Sentezlenen  AzaBODIPY 22, NrGO 28 ve hedef nanomalzeme
AzaBODIPY@NrGO 1 sulu ¢ozeltilerinin fototermal etkinlikleri termal kamera

yardimiyla kaydedilmistir.

AzaBODIPY 22 30 dk boyunca 808 nm dalga boyunda lazer ile 1sinlamasi neticesinde
ortam sicakliginin 47.8 °C’ye kadar ¢iktig1 goriilmistiir (Sekil 4.41-Sekil 4.42). Bu
veriler AzaBODIPY 22°nin FTT ajan1 olabilecegine isaret etmektedir.

B

" 47.8 °C $FLIR

Sekil 4.40. AzaBODIPY 22’ nin (3,1x10° M, pH 7.4, % 1 CrEL, PBS ) 808 nm lazer
altinda 30 dakika sonundaki termal goriintiisii.

74



50

45 °
40 L ¢

35 L

30 Y
25 @

20

15

10

Sicaklik (°C)

0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dk)

Sekil 4.41. AzaBODIPY 22’ nin (3,1x10° M, pH 7.4, % 1 CrEL, PBS ) 808 nm lazer
altinda 30 dakika boyunca sicaklik artisi.

PBS ortaminda ¢6ziinmiis NrGO 28 30 dk boyunca 808 nm dalga boyunda lazer ile
1sinlandiginda sicaklik 50,1 °C’ye ¢ikmaktadir (Sekil 4.43, Sekil 4.44).

Sekil 4.42. NrGO 28’ in (1 mg/ml, PBS) 808 nm lazer altinda 30 dakika sonundaki
termal goriintiisii.
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Sekil 4.43. NrGO 28’ in (I mg/ml, PBS) 808 nm lazer altinda 30 dakika boyunca
sicaklik artig.

Hedef nano malzemenin AzaBODIPY@NrGO 1 fototermal terapi etkinligini de

benzer kosullarda test edilmis ve termal kamera yardima ile sicaklik artis1 izlenmistir.

Elde edilen veriler (Sekil 4.45- Sekil 4.46) incelendiginde hedef nano malzemenin

AzaBODIPY@NrGO cok daha kisa bir siirede (5 dk) daha yiiksek bir sicakliga (53,7

°C) ¢ikt1ig1 goriilmiistiir.

Sekil 4.44. Hedef nano malzemenin AzaBODIPY@NrGO 1 (7 pg/ml, pH 7.4, % 1
CrEL, PBS ) 808 nm lazer altinda 30 dakika sonundaki termal goriintiisii.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada kapsaminda gerek kanser teshisinde gerekse tedavisinde teranostik
amacl kullanilabilecek yeni ¢ok fonksiyonlu AzaBODIPY@NrGO 1 bilesiginin
sentezi gerceklestirilmistir. Grafen tiirevi malzemeler ve bir fotoduyarlastirici olarak
AzaBODIPY ile ilgili ¢aligsmalar son 10 yilda ayr1 ayr biiytik ilgi gormektedir. Fakat
hedef malzeme AzaBODIPY@NrGO 1 ile bu ayr1 ayr1 degerli iki malzeme ilk kez
bu tez calismasinda rasyonel bir tasarimla bir araya getirilmistir. Bu nedenle hedef

malzeme daha da 6nem arz etmektedir.

Bu caligmada ilk olarak AzaBODIPY 22 bilesigi 4 kademede sentezlenmis ve yapisi
kiitle spektrometresi, 'H NMR, *C NMR, "B NMR, 'F NMR gibi spektroskopik
yontemlerle karakterize edilmistir. Bilesigin AzaBODIPY 22 fotofiziksel 6zellikleri
de sogurma ve emisyon spektrumlari ile aydinlatilmistir. Ardindan grafen tiirevi olan
NrGO 28 ve NrGO 29 sentezlenmis ve yapist FT-IR , SEM, TEM ve EDS 6l¢timleri

tizerinden incelenmistir.

Son asamada ise AzaBODIPY 22 ve NrGO 29  ‘Click’ kimyasi kullanilarak
biitiinlestirimis ve hedef nano malzeme AzaBODIPY @NrGO 1 elde edilmistir. Elde
edilen AzaBODIPY@NrGO 1 SEM, TEM ve EDS olglimleri ile morfolojik
Ozellikleri incelenmis olup sogurma ve emisyon spektrumlari iizerinden fotofiziksel
Ozellikleri aydinlatilmistir. Hedef nano malzemenin AzaBODIPY @NrGO 1 sogurma
ve emisyon spektrumlarinin foto terapdtik pencere araliginda (650-800 nm) oldugu
goriilmektedir. Hedef yapinin boyut analizi yapilmis ve malzemenin ortalama 20 nm
bir boyuta sahip oldugu belirlenmistir. Bu da yapinin tam anlamiyla bir nano malzeme
oldugunu gostermektedir. Nano malzemelerin kanserli hiicreleri EPR etkisi ile pasif
hedefleme icin boyutlarinin 6zellikle 10-100 nm araliginda olmas1 gerekir
(Andronescu ve Grumezescu, 2017). Bu bilgi dogrultusunda hedef bilesik
AzaBODIPY@NrGO 1 tam bu aralikta bir boyuta sahip oldugundan kanserli
hiicreleri EPR etkisi ile pasif olarak hedefleyebilecegi anlasilmaktadir.

FDT testleri hedef nano malzemenin AzaBODIPY@NrGO 1 in vitro olarak singlet
oksijen iiretimi DPBF sogurma spektrumu iizerinden takip edilmistir. Elde edilen

veriler DPBF bilesigine ait sogurma bandinin (Amax =417 nm) 1s1mlama siiresince
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zamanla azaldig1 gozlenmistir. Elde edilen bu veriler AzaBODIPY @NrGO 1 in etkin

bir FDT ajani1 olabilecegini gostermektedir.

In vitro FTT testleri icin PBS’de ¢oziilmiis AzaBODIPY@NrGO 1 808 nm dalga
boyunda lazer ile uyarilmis ve meydana gelen sicaklik artis1 termal kamera yardimi ile
izlenmistir. Sicakliin 5 dakika i¢inde 25 °C’ den 53,7 °C’ ye ¢iktig1 gozlenmistir. Bu
sonu¢ AzaBODIPY @NrGO 1’in etkin bir FTT ajan1 olabilecegini gostermektedir.

Laboratuvarimizda gelistirip detayli olarak karakterize etmis oldugumuz nano
teranostik malzemenin in vitro FDT ve FTT aktivitelerinin incelenmesiyle elde edilen
sonuglar; yasami tehdit eden kanser gibi ¢cok 6nemli hastaliklarin teshis ve tedavisi gibi
onemli bir sorunun ¢oziimiine bir nebze de olsa katkida bulunmus olacagimiz
kanaatindeyiz. Bu calismadan elde edilen veriler derlenerek etki faktorii yiliksek
uluslararas1  dergilerde  yayinlanacaktir.  Ayrica hedef nano  malzeme

AzaBODIPY@NrGO 1 igin patent bagvurusu yapilacaktir.
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