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OZET

Kanser, giiniimiizde diinya genelinde biiyiik sorun teskil eden hastaliklarin basinda
gelmektedir. Bu hastalikla savagmada hig siiphesiz erken teshis ve tedavi biiyiikk 6nem
arz etmektedir. Kanser i¢in genelde ameliyat, kemoterapi ve radyoterapi olmak iizere
lic tiir tedavi veya bunlarin kombinasyonlar1 uygulanmaktadir. Ancak bu tedavi
yontemleri her zaman istenen sonuglari verememektedir. Ayrica bu ydntemlerin
yeterli oldugu durumlarda bile ¢ok ciddi yan etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. O nedenle
daha etkili olabilecek ve yenilikgi terapilerde kullanilabilecek terapotik malzemelerin
gelistirilmesi gerekmektedir. Son yillarda yenilik¢i tedavi yontemlerinden olan
fototerapiler; fotodinamik terapi (FDT) ve fototermal terapi (FTT), dikkat
¢ekmektedir.

Bu tez kapsaminda hem fotodinamik hem de fototermal terapide kullanilabilecek pH
duyarli yeni nanoteranostik bir malzeme gelistirilmistir. Yapilan in vitro ¢alismalar,
elde edilen bu nanoteranostik malzemenin kanser hiicrelerinin (Hep-2) yani sira
Metisilin direngli S. aureus (ATC 25922) ve E. coli (ATCC 43300) gibi antibiyotiklere
kars1 oldukca direngli bakterileri inhibe edebildigini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Karbon Noktalar, Kanser, Fotodinamik Terapi, Fototermal
Terapi, Metisilin direngli S. aureus, E. Coli.

Aralik, 2021; 77 sayfa
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ABSTRACT

Cancer is one of the diseases that pose a major problem worldwide today.
Undoubtedly, early diagnosis and treatment are of great importance in the fight against
this disease. For cancer, three types of treatments including surgery, chemotherapy and
radiotherapy, and/or their combinations are used in clinics. However, these therapy
modalities are not successful in all types of cancer. In addition, serious side effects
may be observed even in cases where these therapies are sufficient. Therefore, it is
necessary to develop new materials that can be more effective and used in innovative
therapies. As innovative treatment methods, phototherapy, including photodynamic
(PDT) and photothermal (PTT) therapies, are attracting considerable attention in
recent years.

Within the scope of this thesis, a new pH sensitive nanotheranostic material that can
be used in both photodynamic and photothermal therapy has been developed. In vitro
studies show that this nanotheranostic material can inhibit the growth of cancer cells
(Hep-2) as well as bacteria such as Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (ATC
25922 and E. coli (ATCC 43300) that are highly resistant to antibiotics.

Keywords: Carbon dots, Cancer, Photodynamic therapy, Photothermal therapy,
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, E. coli.

December, 2021; 77 pages



SEKILLER DiZIiNi

Sekil 1.1. Jablonski diyagrami ile FDT galisma prensibi. .......cccocoeevvvviiiiinicneeinnne 5
Sekil 1.2. Fotodinamik Terapinin Zaman Cizel@esi. ........ccvvrrivvrniiiieiiiiesiieesiiee e 6
Sekil 1.3. Hematoporfirin ve bazi 6zelliKIeri. ..........cccvviiiiiiiiiiiicccce 8
Sekil 1.4. Protoporfirin IX- Temoporfin ve bazi 6zelliKIeri. ..........ccccovevveveiiververnene, 9
Sekil 1.5. Klorin e6-polivinilpirrolidon (Photolon®) ve talaporfin (Laserphyri®) ve
bazZ1 OZEIIKICTIL. ..o.eviiiiiiii e 9
Sekil 1.6. Vertepofrin (Visudyne®) ve bazi 6zellikleri. ..........coevveniiiiiiiicnieiee 10
Sekil 1.7. FototerapOtik PENCETE. .....vviviiviiiiiie i 11
Sekil 1.8. Antimikrobiyal fotodinamik terapinin ¢alisma mekanizmasi.................... 13
Sekil 1.9. Fototermal terapi sematik gOStEITMI. ....ccvvvvvivvieiiieiiiie e 14
Sekil 1.10. BODIPY ve AzaBODIPY bile$SiZ1. ...ccveeiveriiieiiiiiiiesiie e 15
Sekil 1.11. Karbon noktalarin siniflandirilmasinin sematik gésterimi. ...........c.eenee.. 17
Sekil 2.1. Fotodinamik antimikrobiyal terapi yapabilen BODIPY ..........ccccoovienene. 19
Sekil 2.2. Antimikrobiyal fotodinamik terapi yapabilen hidrojel. ..............cccocoe.e. 19
Sekil 2.3. Fotodinamik antimikrobiyal terapi yapabilen hemisiyanin. ...................... 20
Sekil 2.4. m-fenilendiamin kullanilarak elde edilen karbon noktalarin sentezi ve
uygulamasinin sematik gOStErImi. ......c.ovvervirieiiiiiinieieee e 20
Sekil 2.5. BSA-KN dan BSA-KN elde edilmesi ve antimikrobiyal uygulamasinin.. 21
Sekil 2.6. Spermidin karbon kuantum noktalarin sentezi ve yara iyilesmesi igin
antimikrobiyal aktivitelerinin sematik goSterimi. .........ccoovvveriveriieernennne. 21
Sekil 2.7. pH duyarli NIR aza-BODIPY bilesiginin molekiiller yapist. .................... 22
Sekil 2.8. Degisen pH’ gercek zamanl 6l¢ebilen nanosensérde kullanilan
AZABODIPY ...t s 23
Sekil 2.9. Polarite ve pH algilayabilen AzaBODIPY bilesikleri. .........cccocvervrnnnnne. 23
Sekil 2.10. CO; algilayict AzaBODIPY bileSikIeri. .........oovvvivirieiiiiiiiciiciseenn 24
Sekil 2.11. CO; algilayict AzaBODIPY bile§iKIeri. .......oocovviiiiiiiiiiiiiiiiiciiiic, 24
Sekil 2.12. AzaBODIPY temelli fotoduyarlastirict. ..........cccovvviiiiiiiiiiieee 25
Sekil 2.13. Multifonksiyonel, suda ¢oziiniir AZaBODIPY . ........ccccoviiiiiiiienienene 25
Sekil 2.14. Mitokondri hedefleyen AzaBODIPY bile§igi. ......cocovvvvviiiriiiiicneeinenne 26
Sekil 2.15. Agir atomlu AzaBODIPY bilesiKIeri........ccoooveiiiiiieiiiiiiciiieeeeee 26
Sekil 2.16. AzaBODIPY bilesiginin (14a) protonlanma mekanizmast. .................... 27
Sekil 2.17. AzaBODIPY tabanli bimodal goriintiileme probu tasarimit. .................. 27
Sekil 2.18. Monoiyotlu AzaBODIPY molekiilii. ........cccocovviiiiiiiiiecc 28
Sekil 2.19. Siyanin boyasi kullanilarak elde edilen karbon noktalarin sentezi ve
uygulamasinin sematik gOStErTMI. .....covverrvirrieiie e 28
Sekil 2.20. TPP karbon noktalarin sentezi ve boyut dagiliminin sematik gosterimi. 29

Sekil 2.21.
Sekil 2.22.

Sekil 2.23.

Sekil 2.24.
Sekil 2.25.

Sekil 2.26.

Bakar katkilt karbon noktalarin sentez siirecinin, FDT uygulamasinin ve
boyut dagiliminin sematik gosterimi 29
Rutenyum igeren karbon noktalarin elde edilmesi ve uygulamasinin
$EMALTK OSTETIIML +.vviviiiiiiiiiiie s 30
S, N atomu katkil1 karbon noktalarin sentezinin, pH'in TP Floresan
goriintiilemesinin ve PDT/PTT Sinerjistik Tedavisinin sematik gésterimi.
31

Fotodinamik terapi ve kantitatif goriintiileme yapabilen polimer karbon
noktalarin sematik gOSTEITMI. .......covvveiiieiieeiii e 31
Tlag tasiciyr sistem olarak kullanilan GQD sentezinin sematik gdsterimi.

BODIPY @CDs konjugat sentezinin sematik gosterimi. ...........ccocveuens 32



SekKil 3.1. BileSik 18 SEBNTEZI.....ccivviiiiieiii ettt 33
SeKil 3.2. Bilesik 20 SENTEZI. ..ccviiiiiiieieiie et 34
SeKil 3.3. Bile$ik 21 SEBNTEZI. ...vviiiiiiriciie ettt re e 34
SeKil 3.4, BilesiK 22 SENTEZI. ..ccviiuiiiieieeie et 35
SekKil 3.5. BileSik 23 SEBNTEZI. ...veiiviiirieiie ittt re e 36
Sekil 3.6. AZaBODIPY @CDS SENLEZI. ...cvveivveeiiieiiieiieeiie ettt 37
SekKil 4.1. BileSik 18 SEBNTEZI. ...veciviiirieiii ettt 38
Sekil 4.2. Bilesik 18 'H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHZ).......ccccooeveveeiveiernene. 39
Sekil 4.3. Bilesik 18 13C NMR spektrumu (CDCl3, 151 MH2Z). .....cccooovvveeiiriie, 39
Sekil 4.4. Bilesik 18 LC-MS kiitle Spektrumu. .........cccueriiiiiriiieiieniee e 40
Sekil 4.5. Bilesik 20 N0 SENLEZI ....ccvvveeeiiiiiee et ceie e 40
Sekil 4.6. Bilesik 20 i¢in 'H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHZ)...........cccceeevreeeee. 40
Sekil 4.7. Bilesik 20 i¢in 13C NMR spektrumu (CDCls, 600 MHZ2)..........ccoceveveneee. 41
Sekil 4.8. Bilesik 20 i¢in LC-MS kiitle spektrumu. ..........ccccoveiiiiiiiiiiiiieenieee 41
Sekil 4.9. Bilesik 217 1N SENLEZI ..veeevvviiieiiiiiie et s s e e e 42
Sekil 4.10. Bilesik 21 igin *H NMR spektrumu (CDCl3, 600 MHZ)........cccccoovrvennee. 42
Sekil 4.11. Bilesik 21 i¢in 13C NMR spektrumu (CDCls, 600 MH2).............cccvcv..... 43
Sekil 4.12. Bilesik 21 igin LC-MS kiitle SpeKtrumu. .........cccovveeieiiiiniinnieesee e 43
Sekil 4.13. BileSik 22710 SENLEZI. .....c.vvvieeiiiiiieeiiitiie e e iiiiee e eitiee e e sire e e sare e e e s saare e e eanes 44
Sekil 4.14. Bilesik 22 igin *H NMR spektrumu (CDClz, 600 MHZz). .........ccccovrveeeee. 44
Sekil 4.15. Bilesik 22 i¢in 13C NMR spektrumu (CDCls, 600 MH2). ..........ccocveneee. 45
Sekil 4.16. Bilesik 22 i¢in LC-MS kiitle sSpektrumu. ........ccccovveeiiiiiiiiinnieesee e 45
Sekil 4.17. BileSik 23’ TN SENTEZI. ...ccuvvieeiiiiireeiiiiee e e ciiree e e et e e e s staee e s sniane e e s s saaeeeesennes 46
Sekil 4.18. Bilesik 23 igin *H NMR spektrumu (CDClz, 600 MHZ2). .........ccccovveeeee. 46
Sekil 4.19. Bilesik 23 i¢in 13C NMR spektrumu (CDCls, 600 MH2). ..........ccocvn..... 47
Sekil 4.20. Bilesik 23 i¢in 1°F NMR spektrumu (DMSO-ds, 600 MHz). .................. 47
Sekil 4.21. Bilesik 23 igin 1°B NMR spektrumu (DMSO-d6, 600 MHz).................. 48
Sekil 4.22. Bilesik 23 i¢in LC-MS kiitle speKtrumu. .........ccccovveeiiiniieiiniieesee i 48
Sekil 4.23. Bilesik 23 (3,1x10-* M) sogurma spektrumu (%1 CrEL, 0,01 M PBS,
}\,max: 710 nm). ........................................................................................ 49
Sekil 4.24. Bilesik 23 (3,1x10-3 M) nétr pH (Siyah) ve pH 1°de (kirmizi) emisyon
spektrumlar1 (%1 CrEL igeren 0,01 M PBS, Lexc= 680 nm). .................. 49
Sekil 4.25. a) DPBF ile 1silanmasi sonucunda bilesik 23’iin (3,1x106 M, pH 7.4,
%1 CrEL, PBS) sogurma (Amax =417 nm) siddetinin kademeli olarak
azalma grafigi (540-800 nm). b) DPBF sogurmasinin azalma grafigi.... 50
Sekil 4.26. a) Bilesik 23 (3,1x10-6 M, pH 7.4, %1 CrEL, PBS) ve kontroliin (pH 7.4,
%1 CrEL, PBS) 808 nm (1,0 W/cmy) lazer altinda zamana bagli sicaklik
degisimi. b) Bilesik 23 (3,1x10-6 M, pH 7.4, %1 CrEL, PBS) 808 nm
(1,0 W/cmy) lazer altinda zamana bagli fototermal dongiisel kararlilik
TESTIL o 51
Sekil 4.27. AzaBODIPY @CDs sentezinin sematik gOSterimi. ..........ccoecvvvvririreennn. 51
Sekil 4.28. a) AzaBODIPY@CDs’ nin Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)
goriintiisii. b) AzaBODIPY@CDSs’ nin boyut dagilimi grafigi. ............ 52
Sekil 4.29. AzaBODIPY @CDs’ nin XPS spektrumu ..........cccceverererenininnienieinens 52
Sekil 4.30. AzaBODIPY@CDs (2.5 mg/mL) sogurma spektrumu, (PBS, Amax= 700
1110 SO OU RS SPPPR 53
Sekil 4.31. AzaBODIPY@CDs (2.5 mg/mL) pH 7,4 (yesil) ve pH 1 (turuncu)
emisyon spektrumlart (0,01 M PBS, Aexc= 680 NM). ...ocovviiiiiiiiiienn, 54
Sekil 4.32. AzaBODIPY @CDs (2.5 mg/ml) fosforesans spektrumu (0,01 M PBS,
ﬂexc: 250 nm). ......................................................................................... 54

Vi



Sekil 4.33. a) DPBF ile 1sinlanmasi sonucunda (3,1x10° M),
AzaBODIPY@CDs’nin (2.5 pg/mL, pH 7.4, PBS) sogurma (Amax =417
nm) siddetinin kademeli olarak azalma grafigi (640-800 nm). b) DPBF
sogurmasinin azalma grafifi. ......ccccvvvveiiiiiiiii i 55

Sekil 4.34. AzaBODIPY@CDs ‘nin a) (30 mg/ml, pH 7.4, PBS) ve kontroliin (pH
7.4, PBS) 808 nm (1,5 W/cm?) lazer altinda zamana bagli sicaklik
degisimi. b) AzaBODIPY@CDs (30 mg/ml, pH 7.4, PBS) 808 nm (1,5
W/cm?) lazer altinda zamana bagli fototermal dongiisel kararlilik testi. 56

Sekil 4.35. HEp-2 kanser hiicre hattinda AzaBODIPY @CDs 0,5mg/mL NIR
Floresan kirmizi kanalda floresans goriintiilemesi.a) DAPI ile boyanmuis
hiicre ¢ekirdekleri; b) AzaBODIPY@CDs inkiibasyonundan sonra Hep-
2 hiicrelerinin floresan goriintiileri. ¢) DAPI ve AzaBODIPY@CDs
floresans goriintiilerinin birlestirilmesi. ..........cccvvviiiiiiiiiiicice 57

Sekil 4.36. 1.929 saglikli hiicre hattinda AzaBODIPY @CDs sitotoksisite testi. ..... 58

Sekil 4.37. AzaBODIPY @CDs’nin HEp-2 kanser hattinda in vitro Fotodinamik

terapi aktivitesi. (P<0,05) ...cc.ocveiiiiiiie e 59
Sekil 4.38. AzaBODIPY @CDs’nin MRSA bakteri hattinda antibakteriyel

aktiviteleri. (P<0,05) . ...cciiiiiiiee e 60
Sekil 4.39. AzaBODIPY @CDs’nin E. coli bakteri hattinda antibakteriyel

aktiviteleri. (P<0,05)...cc.iiiiiiiiieieciese e 60

Sekil 5.1. pH ile anahtarlanabilen AzaBODIPY @CDs’nin FDT-FTT ajan1 ve
fotoantibiyotik olarak sirasiyla kanser hiicrelerini ve
mikroorganizmalarini eradike etmesi............cccvvveviriiiieiiicic e, 61

Sekil 5.2. AzaBODIPY 23’in genel Sentez $Emast. .......c.eevveriveerierniieereeenieeseeseeenns 62

vii



SIMGELER VE KISALTMALAR

AFDT
CD

CQD

DNA

DI

DPBF

DMSO

FDT

FTT

FD

iITK

LC-MS
MALDI-TOF MS

MTT
PBS

PD

ROT
SEM
TEM
UvVv-VvIS
13C NMR
IHNMR
BFE NMR
1B NMR
10,

°C

A

)\.max

;\EXC

Antimikrobiyal Fotodinamik Terapi

Karbon Noktalar

Karbon Kuantum Noktalar1

Deoksiribo Niikleik Asit

De iyonize

1,3-Difenilizobenzofuran

Dimetil Stilfoksit

Fotodinamik Terapi

Fototermal Terapi

Foto Duyarlastirici

Ince Tabaka Kromatografisi

S1vi Kromatografisi-Kiitle-Kiitle Spektrometresi
Matriks ile Desteklenmis Lazer Desorpsiyon/Iyonizasyon
Ucus Zamani Kiitle Spektrometresi
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
Fosfat Tampon Cozeltisi

Polimer noktalar

Reaktif Oksijen Tiirleri

Taramal1 Elektron Mikroskobu Analizi

Gegirimli Elektron Mikroskobu

Mordtesi ve Gortintir Isik Sogurma Spektroskopisi
Karbon Cekirdek Manyetik Rezonans Spektroskopisi
Hidrojen Cekirdek Manyetik Rezonans Spektroskopisi
Flor Cekirdek Magnetik Rezonans Spektroskopisi

Bor Cekirdek Magnetik Rezonans Spektroskopisi
Singlet oksijen

Santigrat

Dalga boyu

Maksimum sogurma dalga boyu

Uyarma dalga boyu

viii



1. GIRIS

Kanser, insan sagligima yonelik en énemli tehditlerden biridir. Diinya Saglik Orgiitii'ne
gore, kansere bagli 6liimlerin 2040 yilina kadar 30 milyona ulagsmasi beklenmektedir.
Ulkemizde ise bu rakamin 400 bini bulacag ongoriilmektedir. (Boyle ve Levin, 2008;
Siegel vd., 2021) Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz proliferasyonu ile karakterizedir, bu
da tiimor olusumuna neden olur. Saglikli hiicrelerin boliinebilme yetenekleri vardir.
Olen hiicrelerin yerine yenilerinin gelmesi ve zarar gérmiis dokularin tamir edilmesi
maksatiyla bu yeteneklerini kullanirlar. Ancak bu yetenekleri sinirsiz degildir. Sonsuz
sayida boliinemezler. Her hiicrenin hayat1 siiresince sinirlt bir boliinebilme kapasitesi
vardir. Bunun aksine kanser hiicreleri, Kontrolsiiz olarak boélinmeye baslar ve
cogalirlar. Tiimorler kanser hiicrelerinin bir araya gelmesiyle olusur, normal dokularin
icine sizabilirler ya da tahrip edebilirler. Eger kanser hiicreleri olustuklar1 tiimorlii
bolgeden ayrilirsa, kan ya da lenf dolagimi ile viicudun diger bolgelerine yayilabilirler.
Ayrica kanser hiicreleri farkli doku ve organlara gidebilirler bu durum metastaz diye
tamimlanir (Shen vd., 2018).

Hiicrenin hayatta kalmasi, asit-baz dengesinin (pH) korunmasina baglidir. Bununla
birlikte, hiicresel pH' nin hiicre proliferasyonu , ilag direnci, metastaz ve apoptoz gibi
biyolojik prosesler i¢in ¢ok énemli oldugu gosterilmistir (Izumi vd., 2003). Normal
dokular ve kanserli dokular pH farkliliklar1 géstermektedir. Hiicre diginda ortaya ¢ikan
asitlik, hiicre i¢i ve hiicre disi asit dengesini bozar (Chen vd., 2016). Kanserli dokular
ile saglikli dokular arasindaki pH farki tiimorlerin en tipik o6zelliklerinden biridir.
Tiimdrlerin cogunda artan besin ve oksijen ihtiyaci sebebiyle yiiksek glikolitik aktivite
goriliir. Bu durumda laktat ve H* sekresyonu artar, boylece tiimor gevresi asidik hale
gelir (Jiang vd., 2016). Bu durum kanserli hiicrelerin tespitini kolaylastirmaktadir.
Hiicre i¢i veya hiicre dis1 pH degisiklikleri, fizyolojik ve patolojik siireclerin dogasi
hakkinda 6nemli bilgiler saglar. Asidik ortamlar genellikle iltihap ve tiimor ile iligkili
oldugundan, pH'da meydana gelen degisimlerin algilanmas1 6nemli bir aragtirma

konusu olmustur. Ozellikle tiimor veya bakteri mikro ortamlarini goriintiilemek ve pH



degisikliklerinin gorsellestirilmesi i¢in pH ile aktive olabilen malzemelerin

gelistirilmesi gerekmektedir (Damaghi vd., 2013; Logozzi vd., 2020).

Karbon noktalar1 (KN'ler, bu baglamda karbon nanodotlari, C-noktalari, karbon
kuantum noktalarini ve grafen kuantum noktalarin1 kapsayan), benzersiz 6zellikleri ve
gelecek vaat eden potansiyel uygulamalarit nedeniyle 2004'teki kesiflerinden bu yana
onemli Ol¢iide gelistirilmistir. Karbon genellikle KN'lerin ana bilesenidir; dolayisiyla
cok diisiik sitotoksisiteye ve yiiksek biyouyumluluga sahiptirler (Heath ve Davis,
2008; Ashrafizadeh vd., 2020). Karbon ailesinde yeni yiikselen bir yildiz olan karbon
noktalart (KN'ler), miikemmel ve ayarlanabilir fotoliiminesanslari, yiiksek kuantum
verimleri, diisiik toksisiteleri, kii¢iik boyutlari, kayda deger biyouyumluluklar1 ve
diisiik maliyetli sentez yontemeleri 6l¢iide dikkat cekmistir. KN’ler biyotip, kataliz,
optoelektronik cihazlar ve sahtecilikle miicadele dahil bir¢ok alanda Onemli
uygulamalarda kullanilabilmektedir (Ding ve Wu, 2012).

Kanser, en 6nemli saglik sorunlarindan biri olup kalp hastaliklarindan sonra 6liime en
¢ok neden olan hastaliklardir. Kanserin toplum iizerindeki yiikii agirdir ve son yillarda
da giderek artmaktadir. Kanseri tedavi etmek i¢in birgok ¢aba gosterilmistir.
Geleneksel tedavi yontemleri arasinda ameliyat, kemoterapi ve radyoterapi yer alir.
Ameliyat, ilerlemis ve metastatik timorler i¢in uygun degildir. Kanser zaten
yayilmissa, sitotoksik ilaglar veya radyasyon yoluyla timor hiicrelerinin ¢ogalmasini
engelleyen kemoterapi veya radyoterapi uygulanir. Ancak ciddi yan etkileri nedeniyle
kemoterapi veya radyoterapinin hastalarin yasam kalitesi tizerinde biiyiik etkisi vardir
(Cho vd., 2008). Kanser hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kaginma yetenegi,
tedavinin basarisiz olmasimin baska bir nedenidir. Geleneksel kanser tedavi
yontemlerinin, birgok dezavantaji bildirilmistir. Kemoterapi, kanser tedavisi i¢in en
cok kullanilan yontem olarak kabul edilir. Bununla birlikte, literatiirde geleneksel
kemoterap6tik ajanlarin, spesifik olmayan dagilim siirlamasina sahip oldugu ve
bunun da zayif biyoyararlanimlara, ayrica hizli kan klirensine ve viicut sivilarinda
nispeten zayif ¢oziinlirlige yol actigi bildirilmistir (Cho vd., 2008). Bu sebeple

kanserle savasmada hig siiphesiz teshis ve tedavi biiylik 6nem arz etmektedir.

Geleneksel tedavi yontemlerinin yani sira yenilik¢i tedavi yontemleri de bilinmektedir.
Lokalize, mekansal-zamansal olarak kontrol edilebilir ve daha az invaziv bir terapi

aract olan fototerapi, hassas terapi i¢in geleneksel terapotik yontemlerde devrim
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yaratma potansiyeline sahiptir (Xiao vd., 2018). Fototerapi, fototermal terapi (FTT) ve
fotodinamik terapi (FDT) olmak iizere iki yontemi kapsamaktadir.

Fotodinamik terapi; kanser tedavisi alaninda genis ¢apta ilgi ¢ekici bir tedavi yontemi
olarak kabul edilmektedir ve klinik olarak onaylanmistir (Yano vd., 2011). Prosediir,
bir fotoduyarlastirici ajanin uygulanmasini ve ardindan duyarlastirict i¢in uygun bir
dalga boyunda 1sinlanmasini igerir. Oksijen varliginda, bir dizi olay dogrudan timor
hiicresi Olimiine, damarlarda hasara ve lokal bir inflamatuar reaksiyonun
tetiklenmesine yol agar. Klinik ¢alismalar, FDT'nin 6zellikle erken evre tlimorlerde
iyilestirici olabilecegini ortaya koymustur. FDT, ameliyat edilemeyen kanserli
hastalarda sag kalimi uzatabilir ve yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide iyilestirebilir
(Agostinis vd., 2011). Diger tedavilere kiyasla minimum yan etkilerin FDT'yi kanser
aragtirmalarinda 6n plana c¢ikarmistir. Tedavi basarisiziginin ve yiiksek O6lim
oranlarinin birincil nedeni tedaviye karsi direncin ortaya ¢ikmasidir. FDT de direg ile
karsilasilmadigr i¢in FDT segici ve tlimore 6zgii bir terapi yontemi olarak on plana

¢ikmaktadir (Chizenga ve Abrahamse, 2020).

Giiniimiizde FDT kanser tedavisinin yani sira kardiyoloji, gastroenteroloji, oftalmoloji
ve dermatoloji gibi alanlarda kullanilmaktadir. Ayrica antimikrobiyal FDT (AFDT),
siniizit, intraabdominal apse, yanik/yara/deri enfeksiyonlari, lokalize tiiberkiiloz,
fungal enfeksiyonlar ile agiz ve dis enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli enfeksiyon
hastaliklarininin tedavisinde uygulanmaktadir. AFDT nin basta antibiyotikler olmak
tizere diger geleneksel antimikrobiyal yontemlere gore Onemli avantajlar
bulunmaktadir (Ryskova vd., 2010). AFDT, mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde uygulanabilen noninvazif bir yontemdir. AFDT,
antibiyotiklerin kullanimma alternatif yeni bir yaklasim sunmaktadir. AFDT’de;
fotoduyarlastiric1 olarak isimlendirilen uygun bir molekiille dliimciil hiicre hasari
olusturulmaktadir. Kullanilan fotoduyarlastirici 11k ile uyarilarak ortamdaki oksijeni
reaktif oksijen tiirlerine (ROT) doniistiirmektedir. ROT ile mikroorganizmada bulunan
biyomolekiillerin tepkimesi sonucu 6liimciil hasar meydana gelmektedir. Boylece
mikroorganizmanin yok edilmesi saglanir (Wainwright vd., 2006; Yin ve R Hamblin,
2015). AFDT c¢ok genis spektrumlu bir etki gostermektedir. Ustelik
mikroorganizmalar AFDT’ye karst diren¢ olusturamaz. AFDT uygulamalar1 ¢ok
pratik olup maliyetleri ise diistiktiir (Mang vd., 2010).



Fototermal terapi (FTT); kanser hiicrelerini yok etmek i¢in kullanilan bir termal
tedavidir. FTT’ de, 151k enerjisini 1s1 enerjisine doniistiiren ve fototermal ajan adi
verilen maddeler kullanilir. Kanser hiicreleri ve normal hiicreler arasindaki 1s1 toleransi
degisimini kullanarak, yiiksek sicaklik kanser hiicrelerini 6ldiirebilir ve yakindaki
normal hiicreler {izerinde belirgin yan etkilerden kacginabilir. Spesifik olarak,
fototermal ajanlar once lezyon bolgesinde konsantre edilir ve ardindan o bolge
1sinlanir. Fototermal ajanlar lezyon bolgesindeki kanser hiicrelerini yok etmek i¢in ¢ok
fazla 1s1 iiretir. Yakin kizilotesi (NIR) 151k, {istiin doku penetrasyonu nedeniyle FTT’
de yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica yiiksek ¢oziniirliiklii zaman ve mekan

ayarina sahiptir (Lv vd., 2021).
1.1 Fotodinamik Terapi

Fotodinamik terapi (FDT), birden fazla kanser tiirliniin tedavisi i¢in invaziv olmayan
ve klinik olarak onaylanmis yontemdir. FDT'de genellikle iic 6nemli bilesen yer alir:
fotoduyarhlastirict (PS), 1s1k ve oksijen. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) aracilik
ettigi kanser hiicresi 6liimiine yol acan fotoduyarlasticilarin 151k kaynakli aktivasyonu
ilkesine gore calisan FDT (Sekil 1.1.), geleneksel kanser tedavilerinin gesitli
siirlamalarinin tistesinden gelmek igin umut verici bir alternatif yontem olarak ilgi

gormektedir (Sarbadhikary vd., 2021).

Bir antikanser tedavisi olarak, FDT klinik olarak onaylanmis bir yontemdir ve minimal
invazivligi, hassas kontrol edilebilirligi ve minimum yan etkileri nedeniyle yogun ilgi
gormiistiir. Prensipte FDT, fotoduyarlastiricilarin uygun dalga boyundaki isikla
uyarildig1 fotokimyasal siirece dayanir. NIR bolge, FDT i¢in terapotik pencere olarak
bilinen alani kapsar ve 6nemli dl¢iide derin doku penetrasyonu saglar. Bu araliktaki
fotonlar, fotoduyarlastiriciyr uyarmak igin yeterince yiiksek enerjiye sahip olmalidir
(Kim ve Darafsheh, 2020).

Fotodinamik terapi i¢cin ROS iiretim verimliligine sahip ¢esitli organik veya inorganik
foto duyarlastiricilar gelistirilmistir. Bu 1518a duyarlastiricilar arasinda, porfirin,
siyanin ve diketopirolopirol gibi organik molekiiller 6rnek verilebilir. Bu arada, bazi
inorganik 1518a duyarlastiricilar (6rnegin, ZnO, TiO2 ve g-C3N4), tip | mekanizmasi
yoluyla siiperoksit radikalleri ve hidroksil radikalleri olusturmak iizere aktive

edilebilir.
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Sekil 1.1. Jablonski diyagrami ile FDT ¢alisma prensibi (Hua vd., 2021).

Tip I ve tip Il reaksiyonlari sonucunda olusan yan tiriinler, FDT'de tedavi edici etkiden
sorumludur. Hem tip I hem de tip II reaksiyonlarin ayni anda meydana gelebilecegi ve
bu prosesler arasindaki oranin fotoduyarlastirici tipine ve ayrica mevcut molekiiler
oksijen ve substrat konsantrasyonlarina bagli oldugu belirtilmelidir (Castano vd.,
2004). Bununla birlikte, caligmalarin c¢ogu tip II reaksiyonlari gostermektedir,
dolayistyla 'O, FDT'de baskin bir rol oynamaktadir (Pineiro vd., 2002). Geleneksel
terapotik yontemlerle karsilastirildiginda, fotodinamik terapi, noninvazivlik ve daha
az sistemik toksisite ile One c¢ikar. Sonug¢ olarak, arastirmacilar, etkili timor
fotodinamik tedavisi i¢in istenen fizikokimyasal Ozelliklere sahip yeni

fotoduyarlastiricilarin arayisindadir.

1.1.1 Fotodinamik terapinin tarihsel gelisimi

Fotodinamik terapi (FDT) 1900 yilinda Almanya'nin Miinih kentinde Profesor
Herman von Tappeiner ile birlikte ¢calisan bir tip 6grencisi olan Oscar Raab tarafindan
kesfedilmistir. Akridin boyalarinin protozoa iizerindeki etkilerini arastirirken, bir
firtina sirasinda akridin kirmizist ve 151k kombinasyonunun bir paramecium tiirii olan
infusoria'yr oldirdiigiinii tesadiifen kesfetmistir (Raab, 1900). Yapilan calismalar
sonucunda uygulanan tedavi yonteminin paramesyum {iizerinde toksik bir etki
olusturdugu sonucuna varilmigtir. Sonraki ¢alismalarda ortamda oksijen varliginda bu
toksik etkinin olusabildigini gozlemlemislerdir. 1904 yilinda go6zlemlerini

‘Fotodinamik Eylem’ olarak tanimlamislardir (Allison vd., 2004).



1911'de Hausman ve ark. hematoporfirin kullanimu ile ilgili bulgularini bildirmislerdir
(Hausmann, 1913). Isikla aktive olan hematoporfirinin hem kobaylar1 hem de fareleri
1s18a duyarli hale getirebilecegini basarili bir sekilde gosterebildiler (Hausmann,
1913).

1913 yilinda Meyer-Betz kendi kendine hematoporfirin enjekte etti ve enjekte edilen
alanlarin bir 151k kaynagina maruz kaldiginda sistigini ve agrili hale geldigini fark etti.
Meyer-Betz’in deneyi 2 ay sonunda fototoksik reaksiyonlar gostermistir (Meyer-Betz,
1913).

1942'de Auler ve ark. hematoporfirinin bazi dermatolojik deri tiimérlerinde cevre
dokulara gore daha fazla yogunlagtigini ve 1sikla uygulandiginda tiiméorlerin nekrotik
oldugunu ve hematoporfirinin fotodinamik etkisini ortaya koydugunu bildirmislerdir

(Hausmann, 1913).

Sonraki agsama hematoporfirin tiirevleri “HpD”nin kesfiydi. Bu, hp'nin kendisinin saf
olmadigin1 ve porfirinler ile diger safsizliklarin bir karigimindan olustugunu ilk
gozlemleyen S. Schwartz tarafindan yapildi. S. Schwartz, konsantre siilfiirik ve asetik
asit karisimi ile muamele ederek bunlari ayirmayi basardi (Patrice, 2003). HpD, 1960
yilinda S. Schwartz tarafindan tiimorleri teshis etmek i¢in kullanildi (Lipson vd.,
1961). Ayn1 yil Lipson ve Baldes, tiimorlerin teshisi i¢in sistemik HpD'nin ardindan
endoskopik kontroliin kullanilmas1 gerektigi sonucuna vardiklar bir ¢aligma yaptilar
(Lipson vd., 1961). Birkag yil sonra, 1966'da Lipson ve arkadaslari, bir kadin hastada
bir ksenon lambasindan gelen filtrelenmis 1s18a maruz kaldiktan sonra meme bezinin
uzun siireli tekrarlayan tlserli kanseri lizerinde HpD'nin potansiyel segici ve yikici
etkisini arastird1 (Daniell ve Hill, 1991; Jesionek ve VVon Tappeiner, 1905). FDT nin
zaman iginde gelisimi Sekil 1.2. de gosterilmistir (Kim vd., 2020).
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Sekil 1.2. Fotodinamik Terapinin Zaman Cizelgesi (Kim vd., 2020).



FDT'nin modern ¢agi, 1970'lerde Buffalo'daki Roswell Park Memorial Kanser
Enstitiisii’nde, Dougherty ve arkadaslarinin oncii ¢alismalariyla basladi. Dr. Thomas
Dougherty kutanoz ve subkutan6z tiimori olan hastalardan 113 kisiye HpD verildikten
kisa siire sonra kirmizi 151k ile 1sinlanmistir ve hastalardan 111’ i uygulanan tedaviye

kismen veya tam bir cevap verdigi gozlemlemistir.

1993 senesinde Amerika Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA)’sinden klinik kullanim igin
onaylana ilk fotoduyarlastirici ajan Photofrin® (porfimer sodyum) olmustur (Usuda
vd., 2006).

FDT'nin temel unsurlarindan biri olan fotoduyarlilastiricilar, yiiksek kuantum verimi,
yiiksek fotostabilite, yiiksek absorpsiyon katsayisi gibi bir dizi 6zellige sahip olmalidir
(Dougherty vd., 1998; Dolmans vd., 2003).

Fotoduyarlastircilar basitge porfirinler ve porfirin olmayanlar olarak siniflandirilabilir.
Porfirin tiirevleri, birinci ve ikinci nesil fotoduyarlilagtiricilar olarak incelenebilir.
Birinci nesil fotoduyarlastiricilar arasinda hematoporfirin (HpD) ve tiirevi Photofrin
bulunur. Uzun siireli cilt fotosensitizasyonu ve yetersiz doku penetrasyonu gibi birinci
nesil 1s18a duyarlastiricilar ile iligkili belirli sorunlart hafifletmek igin ikinci nesil 1518a

duyarlastiricilar gelistirilmistir (Nayak, 2005).

Hematoporfirin yaygin olarak kullanilan 6nemli fotoduyarlastiricilardan biridir (Sekil
1.3.). Hp'nin en 6nemli tiirevlerinden biri de Photofrin'dir. 1980'lerden giiniimiize
kadar bir¢ok calismada buna dikkat c¢ekilmistir. Photofrin’in yapisi, eter ve ester
baglariyla birbirine baglanan hematoporfirin oligomerlerinin bir karigimini igerir.
Porfimer sodyum ve dihematoporfirin eter olarak da bilinen Photofrin saflastirilmis bir
HpD'dir. Maksimum 630 nm absorpsiyon ve 1170 m -‘cm ! diisiik molar sogurma
katsayisina sahiptir (Dolmans vd., 2003). Bu nedenle tiimér yikimi igin yiiksek
konsantrasyonda Photofrin gereklidir. Bununla birlikte, yiiksek konsantrasyon ciltte
foto hassasiyete neden olur. Diger bir dezavantaji ise tedavi uygulandiktan sonra

viicuttan geg¢ atilmasidir (O’Connor vd., 2009).

Photofrin, erken ve ge¢ evre akciger kanserleri, yemek borusu kanseri, mesane kanseri,
cilt hastaliklar1 ve erken evre rahim agzi kanseri tedavisinde klinik kullanim ig¢in

onaylanmistir (Schuitmaker vd., 1996).



Photofrin en sik kullanilan FDT ajanlarindan biri olmaya devam etmesine ve
onkolojide bu tedavi sekli i¢in hala “altin standart” olarak goériilmesine ragmen, ideal

bir fotoduyarlastirici olmaktan uzaktir.

COONa COONa

Hematoporfirin
(Photofrin®) n=1-9

Amax abs 630 nm
£1170 M cm™
'0, 0.28

Sekil 1.3. Hematoporfirin ve bazi 6zellikleri.

Levulan (protoporfirin 1X, 5-aminolevulinik asit), dogrudan tiimor sitotoksik etkisi
olusturan ikinci nesil bir fotoduyarlilastiricidir. Levulan’nin viicuttan atilma siiresi
Photofrin’a gore kisadir. Fakat kisa dalga boyunda aktiflegsebilmekte ve yalnizca yiizey
dokularinda tedaviye imkan saglamaktadir. Bu dezavantaji ile Photofrin’e
benzemektedir (Godal vd., 2006). Bir diger ikinci nesil fotoduyarlastirict Meso-tetra-
hydroxyphenyl-chlorine (Foscan, Temoporfin) 652 nm'de kirmizi 1s1kla aktive olan ve
3,9x10* m~! cm™! molar sénme katsayisina sahip saf klor tiirevidir (Ronn vd., 1996).
Foscan, istenen FDT yanitini elde etmek i¢in Photofrin’e gore daha diistik miktarlarda,
daha kisa tedavi siireleri ve daha diisiik bir 151k dozu gerektirir (Mitra ve Foster, 2005).
Foscan en aktif fotoduyarlilastiricilardan biri gibi goriinsede, ilacin 6nemli bir
dezavantaji, tedaviyi takiben birka¢ hafta siirebilen uzun siireli 151k duyarliligidir.

(Pandey, 2012) (Sekil 1.4.).



COOH COOH
Protoporfirin IX Temoporfin (Foscan®)
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Sekil 1.4. Protoporfirin 1X- Temoporfin ve baz1 6zellikleri.

Diger iki FDT ajam1 ise, mono-aspartil-L-klorin e6 (talaporfin) ve klorin e6-
polivinilpirolidon’dur (Sekil 1.5.). Klorin bazli bu fotoduyarlagtiricilar yiiksek
etkinlige ve ¢ok disiik toksisiteye sahiptir. Bununla birlikte disiik ¢oziinirliige
sahiptir ve bu da tibbi kullanimini 6nemli 6l¢iide kisitlar (Calixto vd., 2016).
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Sekil 1.5. Klorin e6-polivinilpirrolidon (Photolon®) ve talaporfin (Laserphyri®) ve
bazi 6zellikleri.

Bir benzoporfirin tiirevi olan Verteporfin, 690 nm’de aktiflesebilmektektedir (Sekil

1.6.). Verteporfin hem in vitro hem de in vivo olarak etkili bir fotoduyarlilastiricidir.

Fakat sulu ¢ozeltide ¢oktiigi icin lipozom formiilasyonlar: ile uygulanmaktadir. Bir



diger olumsuz 6zelligi ise uygulama seklinden dolayr kullanim alanlarinin kisith

olmasidir (Houle ve Strong, 2002).

G O
OCHs OCHs

H3CO O

(@)
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'0,0.79

Sekil 1.6. Vertepofrin (Visudyne®) ve bazi 6zellikleri.

Bir dizi porfirin klorin tiirevi birinci ve ikinci nesil fotoduyarlastiricilar gelistirilmistir.
Fakat bunlarin dezavantajlar1 géze alindiginda daha iyi formiilasyonlar ve daha az

olumsuz yan etki saglanmasi igin yeni fotoduyarlastiricilara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ideal bir fotoduyarlastiricinin yan etkisinin olmamasi beklenir. Elektromanyetik
spektrumun 650-850 nm arasinda kalan bdlge fototerapotik pencere olarak bilinir. Su
ve biyolojik molekiillerin Fototerapdtik pencerede (Sekil 1.7.) sogurmasi yoktur. Bu
dalga boylarinda kullanilan 151k fotoduyarlastirici ile etkilesir ve toksisite olusturmaz.
(Dabrowski ve Arnaut, 2015; Kim ve Darafsheh, 2020). O nedenle,
fotoduyarlastiricinin 650-850 nm araliginda etkin sogurma yapmas: (yani yiiksek
molar sogurma katsayisina sahip olmasi) avantaj saglar. Ayrica fotoduyarlastiricinin,
verimli bir sekilde ROT iiretebilmesi ve foto kararli olmasi gerekir. Ancak tiim bu
ideal ozellikleri ayn1 anda sergileyen klinik onayli herhangi bir fotoduyarlastirict

yoktur. Bu sebeple yeni ve etkin fotoduyarlastirict boyalara ihtiyag vardir.
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Sekil 1.7. Fototerapotik pencere.

1.2 Antimikrobiyal Terapiler ve Foto Antibiyotikler

Antibiyotik direnci, bakteri, mantar, parazit ve virlislerin neden oldugu bulasici
hastaliklarin tedavisinde biiyiiyen bir sorundur. Ozellikle, antibiyotiklere karsi
bakteriyel direng, son yillarda 6nemli bir saglik sorunu olarak ortaya ¢ikmustir. Bu
durum birgok ortamda kullanilan antibiyotiklerin fazla miktarda ve ¢esitli tiirde
kullanilmasindan dolayr hastaneler ve bakim tesislerinde biiyiikk bir risk
olusturmaktadir. Yaygin olarak kullanilan tiim antibiyotikler artik bakteriyel dirence
maruz kalmaktadir ve hatta streptograminler ve yeni nesil florokinolonlar gibi bazi
yeni ajanlar bile bakteriyel dirence kars1 yetersiz kalmiglardir (Davies, 1994; Almeida
vd., 2020).

Antibiyotik direnci ile miicadele iki sekilde uygulanmistir; tamamen yeni
antibiyotiklerin kesfi ve mevcut diren¢ mekanizmalarindan etkilenmeyen, genellikle
yar1 sentetik yontemlerle hazirlanan bilinen antibiyotik tiirevlerinin kullanilmasidir
(Renau vd., 1998). 1940'lar ve 1950'ler boyunca yeni antibiyotik siniflar1 kesfedilmis
ve siklikla klinik uygulamaya alinmis olsa da, 1970'lerin baslarinda florokinolonlarin
kesfedilmesinden bu yana, gercekten yeni bir antibiyotik sinifi ortaya ¢ikmamistir
(Diekema ve Jones, 2000).
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Hem kanser hem de antimikrobiyal direngli mikroplarin ortak bir yani vardir:
fotodinamik terapi ile yok edilebilirler. 20. yiizyilda kesfedilen fotodinamik terapi
(FDT), tiimor hiicrelerine karsi daha iyi segiciligi, azaltilmis yan etkileri ve
tekrarlanabilir tedavi olasilig1 nedeniyle kanser tedavisinde yaygin ilgi gérmiistiir.
1990'larin basinda arastirmacilar, bu terapide yapilacak degisikliklerin, mikrobiyal
enfeksiyonlart da tedavi etmek icin giiglii bir araca donistiiriilebilecegini
kesfetmislerdir. Bu durum antimikrobiyal fotodinamik terapinin (AFDT) ortaya
¢ikmasini saglamustir (Bonnett, 2000).

Antibiyotiklerin yaygin kullanim1 nedeniyle, son on yilda bir¢ok patojen ilaca direncli
hale gelmistir. Farkli antibiyotiklerin ayn1 anda kullanilmasi ise antibiyotik direncini
siddetlendirmistir. Diren¢ mekanizmasi tiirden tiire gore degiskenlik gosterir.
Escherichia coli gibi Gram negatif bakteriler, dis zarlarindan dolay: antibiyotiklerin
hiicre i¢ine girisini kisitlar ve hiicre duvarinin yapisini degistirerek onlart antibiyotik
tarafindan taninmaz hale getirebilirler. Gram-pozitif bakteriler, 6rnegin Klebsiella
pneumoniae ve Staphylococcus aureus, ilag molekiiliinii degistirebilen veya yok
edebilen enzimleri ifade eder. Bu ilaca direngli stiper bocekler, 6liim oranini artiran
sepsise neden olur. Ozellikle metisiline direngli S. aureus (MRSA), gibi direncli
bakteri tiirlerinin ortaya c¢ikisi, saglik hizmetleri i¢in de biiyiikk bir zorluk
olusturmaktadir. MRSA, WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan yiiksek éncelikli ve
ilaca direngli patojen olarak kategorize edilmistir. Mevcut durum, enfeksiyon
tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesini zorunlu hale getirmektedir (Hamblin ve
Hasan, 2004; Ling vd., 2015). Diren¢ gelisimini oOnleme ve direngli
mikroorganizmalar1 6ldiirmede izlenen 6nemli bir taktik; coklu molekiiler hedeflerle
etkilesime girebilen ve bakteri, mantar, protozoa, viriis gibi farkli patojenlere (genis
spekturumlu) kars1 da etkili mekanizmalara sahip terap6tik ajanlara odaklanmaktir. Bu
nedenle, antibiyotige dayali mevcut geleneksel tedavilerin yani sira bakteriyofajlar,
antimikrobiyal peptitler, terapotik ajanlar ve direnglilik gelisimine firsat vermeyen
antimikrobiyal fotodinamik terapi (AFDT) gibi alternatif tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi yogunlukla ¢alisilmaktadir. Artan ilag direngliligi ile tekrar dikkatleri
tizerine ¢ceken AFDT uygulamalart hem Gram pozitif (Gr (+), hem de Gram negatif
(Gr (-)) bakterilere kars1 etkili olmasinin yani sira, mantar, viral ve protozoal hedeflere
kars1 da etkilidir. Ayrica 6ldiirme etkileri saatler veya gilinler siirebilen geleneksel

antimikrobiyal yontemlere kiyasla AFDT ¢ok daha hizli bir sekilde etki eder. AFDT
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yonteminde, fotoduyarlastiric1 olarak isimlendirilen bir kimyasal ajan ve bu kimyasal
ajanin maksimum absorbsiyon gosterdigi uygun dalga boyunda 1sik kullanilarak,
Oliimciil hiicre hasar1 olusturulur. Isik ile uyarilan fotoduyarlastirici ajan, hiicrede
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) miktarin1 artirmaktadir. Artan ROT miktar1 ile olusan
oksidatif reaksiyonlar sonucu, mikroorganizmada geri doniisiimsiiz sekilde 6liimciil
hasara ugratilarak eradike edilebilmektedir (Wainwright vd., 2017; Mahmoudi vd.,
2018) (Sekil 1.8.). Yontem oldukga etkilidir ve inaktivasyon i¢in mikroplarla dogrudan
temas gerektirmez (Rosa ve da Silva, 2014). Buna ek olarak, AFDT direng olusturmaz
ve ilaca direngli kiiltiirler ve patojenlere de uygulanir. Ayrica, singlet oksijen hava ve
su i¢inde yayilabildiginden AFDT uygulamalarinin kullaniom alanm1 oldukga
genisletilebilmektedir.
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Sekil 1.8. Antimikrobiyal fotodinamik terapinin ¢alisma mekanizmasi (Bloise vd.,
2017)

1.3 Fototermal terapi

Is1 kullanimi, MO 1700'de meme kanseri tedavisi igin kullanimmdan bu yana, kanser
tedavisi i¢in de baglica yontemlerden biri haline gelmistir (Breasted, 1930; Fernandes
vd., 2020). Daha sonra, radyo dalgalari, mikrodalga ve ultrason kullanilarak lokal
bolgede Fototermal terapi ile tedavi saglanmustir (Huang vd., 2008). Isigin
sogurulmasi neticesinde olusan uyarilmis singlet halin enerjisi, (titresimsel ve/ya
diger) 1s1masiz durulma yolaklari iizerinden 1s1 enerjisine doniistiiriilebilir. Sicakliin
41.5 °C’y1 gecmesi tiimorlii dokulara sitotoksik etki yapar ve 43 °C’nin {izerindeki
sicakliklar ise damarlar tahrip ederek tiimorlii hiicrelerin 6liimiine neden olur (Yuan

vd., 2013). Kullanilan bu yonteme fototermal terapi denmektedir (Sekil 1.9.). FTT
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ajanlart sogurulan foton enerjisini 1s1 enerjisine doniistiirerek kanserli hiicreleri,

bakteri, viriis vb. yok edebilmektedir.
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Sekil 1.9. Fototermal terapi sematik gosterimi (Hua vd., 2021).

FTT disiik toksisite, yiiksek segicilik ve noninvazif ozellikleri nedeniyle 6nemli
avantajlara sahiptir. En ¢ok kullanilan fototermal ajanlar; degerli metal (altin gibi),
karbon, grafen ve/ya metal (demir, CuS) gibi kompleks tabanli nanomalzemelerden
tiretilmistir (Robinson vd., 2011). Fakat bu malzemelerin biyobozunur olmamalar1 ve

maliyetlerinin yiiksek olmasi gibi dezavantajlart mevcuttur.

FTT ve FDT birbirine benzeyen tedavi yontemleridir. FTT nin FDT’a gore bazi
avantajlart mevcuttur. FDT de oksijene ihtiya¢ olmasina ragmen FTT’de oksijene
gerek yoktur. Bu nedenle kanser hiicreleri direng mekanizmasi olusturamaz. FTT
tedavisinde olusan diisiik 1s1 tedaviyi olumsuz etkilemez. Aksine hipertermi sonucunda
viicutta kan akisinm1 hizlanir ve tiimoér dokusunun g¢evresi damarli oldugundan bu
bolgede pasif hedefleme ile FTT ajaninin tiimorlii bolgeye yigilmasina olanak saglar
(Sheng vd., 2017).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar FTT de (Song vd., 2015) (6zellikle NIR bolgede)
etkin sogurma yapan bazi organik boyalarin kullanilabilecegini gostermistir (Shao vd.,
2015; Chen vd., 2019). Ayrica bu boyalarla timor tespiti de yapilabilmektedir.
Inorganik malzemelere kiyasla organik boyalar biyouyumlu ve bozunur olmalari

nedeniyle fototerapi igin daha uygundur.
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1.4 AzaBODIPY

AzaBODIPY, O’Shea ve grubunun yapmis oldugu calismalardan sonra dikkat
cekmeye baslamistir. 2000°’li yillarda ise hiicre boyamalarinda kullanilmasiyla
AzaBODIPY bilesigine olan ilgi artmaya baslamistir (Killoran vd., 2002).
AzaBODIPY ve tiirevleri biyolojik goriintiileme, floresan problar, giines pilleri,
supramolekiiler kimya ve benzerleri i¢in yaygin olarak uygulanmstir (Jiang vd.,

2019).

R R R R
X N\ 5SS N\ N\
N\_N___Nx \_N___Nx
B B
R Fo R R Fsp R

BODIPY AzaBODIPY

Sekil 1.10. BODIPY ve AzaBODIPY bilesigi.

Aza-boron-dipirrometen (AzaBODIPY) ve tiirevleri, NIR optik karakteristiklere sahip
organik fotoduyarhlastirict sinifidir. AzaBODIPY boyar maddeleri, BODIPY
molekiiliiniin meso konumundaki karbon atomunun azot atomu ile yer degistirmis
halidir. Bu boyalar azadipirometen ligandinin bordifloriir (BF2) kompleksleridir
(Rogers, 1943) (Sekil 1.10.). Literatiirde floresans kemosensorler (Tachapermpon vd.,
2017) ve NIR goriintiileme (Jiang vd., 2016) ajanlari olarak kullanilan AzaBODIPY
bilesikleri mevcuttur. Bu bilesiklerin en 6nemli uygulamalarindan biri FDT dir. 2002
yilinda yapilan bir ¢alismada AzaBODIPY tiirevinin FDT’de kullanilabileceginin ve
yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarla, AzaBODIPYlerin yeni nesil FDT ajanlar
olarak umut vaat ettigi ispatlanmistir (Wu vd., 2019). Zira AzaBODIPY lerin sogurma
spektrumlar1 porfirin, klorin ve ftalosiyanin tiirevlerine kiyasla daha diisiik enerjili

bolgededir. Ayrica sentez ve tiirevlendirilmeleri daha kolaydir.

AzaBODIPY boyasinin genel oOzellikleri; NIR sogurma ve NIR emisyon
yapabilmektedir. Diisiik toksisite, yiikksek fotokararlilik, yiiksek sogurma katsayisi,
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yiiksek kuantum verimi gibi iistiin 6zelliklere sahiptir. Bunlarin yani sira fototerapi

ozelligi de son yillarda dikkat cekmektedir.

AzaBODIPY bilesigi yukarda belirtilen istiin Ozelliklerinden dolayr bu tez

calismasinda fotoduyarlastirici olarak secilmistir.
1.5 Karbon Noktalar

Karbon noktalar (KN) cesitli nano boyutlu karbon malzemelerin kapsamli bir
terimidir. C-noktalari, karbon nanotiipleri saflastiran arastirmacilar tarafindan
tesadiifen kesfedilmistir. KN'ler, yeni bir floresan karbon bazli nanomalzeme tiirii
olarak ise ilk 2004 yilinda rapor edilmistir (Baker ve Baker, 2010). KN 'ler, ¢ogunlukla
10 nm'den kiigiik boyuta sahiptirler. Boyut ve uyarma dalga boyuna (Aex) bagl
fotoliiminesans (PL) 6zellik gosterirler. Tipik KN 'ler, sp2 /sp3 karbon iskeletinden ve
bol miktarda fonksiyonel gruplardan / polimer zincirlerinden olusur. Ayrica KN’ler

diisiik toksisiteye sahiptir ve biyouyumludur.

KN’ler, belirli karbon c¢ekirdek yapisina, yilizey gruplarina ve Ozelliklerine gore
smiflandirimaktadir. Temel olarak grafen kuantum noktalar (GKN), karbon
nanonoktalar (CNN) ve polimer noktalar (PN) olmak iizere ige ayrilir (Zhu vd., 2011).

Karbon noktalarin siniflandirilmasi Sekil 1.11° de gosterilmistir.

GQD'ler, bir veya birkag¢ grafen katmanina ve kenarlarinda bagli kimyasal gruplara
sahiptir.

CND'ler yiizeyde bazi kimyasal gruplarla yiiksek karbonizasyon derecesine sahiptir,

ancak genellikle belirgin kristal kafes yapis1 ve polimer 6zellikleri gostermez.

PN'ler, ylizeyde bol miktarda fonksiyonel gruplar/polimer zincirleri ve bir karbon
cekirdekten olusan bir polimer/karbon hibrit yapisina sahiptir (Feng vd., 2007; Yan
vd., 2010).
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Sekil 1.11. Karbon noktalarin siniflandirilmasinin sematik gosterimi(Koutsogiannis
vd., 2020).

KN lerin genel ozellikleri; suda ¢oziniirlik ve biyouyumluluk, c¢ok giclii ve

ayarlanabilir floresan, miikkemmel fotostabilite, kii¢iik boyut, ¢coklu foton uyarma,

kimyasal olarak inerttir, nontoksik, biyolojik goriintiileme sistemleri, ilag tasima

sistemleri, sensorlerde, optronikte ve elektrokimyasal liiminesansta umut verici

uygulamalara sahiptir.

KN'lerin ¢esitliligi nedeniyle, bunlar1 iiretmeye yonelik birgok yaklasim vardir; K-
noktalarin1 sentezleme yaklasimlart genel olarak iki ana grupta smiflandirilabilir:
yukaridan asagiya ve asagidan yukariya yontemlerdir (Zheng vd., 2009; Pan vd., 2010,
Tao vd., 2012).
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Antimikrobiyal Fotodinamik Terapi

Zhou vd. bir hematoporfirin ve kitosandan olusan nanopargacigl rapor etmislerdir
(Sekil 2.1) (Zhou vd., 2021). Elde edilen nanoparcacigin E.coli ve S. aureus bakterileri
tizerinde fotodinamik antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gdsteren bulgular elde
edilmistir. Bu sonuglara gére 6 saatlik bir 1sinlanma sonucunda bakterilerin %99 luk

kismin1 yok ettiklerini rapor etmislerdir.

HOOCHCOHC 6 0cH,coH,C

Om o CHaCOH;COOH

HO. O o

HOOCH,COH,C NH; NH NH,
oc n

0 O

HO
NH;,
TEA, DCC, NHS n
——————> HP-NHS

DMSO, 12 h DMAP, TBAB,

H,0,72h

Sekil 2.1. Hematoporfirin ve kitosan konjugatinin sentezi.

Pirskorz vd. Katyonik ve iyotlu analoglari i¢eren boron-dipirometen tiirevleri elde
edildi 2 (Piskorz vd., 2021) (Sekil 2. 2.) ve fizikokimyasal ve in vitro fotodinamik
aktivite calismalarina tabi tutulmustur. Iyotlu tiirevler, absorpsiyon bandinda yaklasik
30 nm'lik bir batokromik kayma ve iyotsuz olanlara kiyasla yaklasik 30-35 kat azalmis
floresan yogunlugu ile kendini gosteren 6nemli bir agir atom etkisi ortaya ¢ikmustir.
Sonug olarak, singlet oksijen verimi 0.69-0.97 araliginda olup 6nemli dlgiide artig
goriildii. In vitro fotodinamik aktivite, Gram pozitif S aureus, Gram negatif E coli ve
insan androjene duyarli prostat adenokarsinom hiicreleri (LNCaP) iizerinde
degerlendirilmistir. Yeni katyonik, iyotlu BODIPY, incelenen tiim hiicrelere karsi en
yiiksek aktiviteyi gostermistir. IC50 degeri 19.3 nM olan LNCaP hiicrelerine karsi
mitkemmel sitotoksik etki gosterirken, S. aureus'un canliligi 0.25 uM konsantrasyonda
>5.6 logio ve 5 uM'de E. coli durumunda >5.3 logio azalmistir. Bu nedenle, bu analog
hem antikanser hem de antimikrobiyal fotodinamik terapi i¢in umut verici bir aday

gibi goriinmektedir (Piskorz vd., 2021).
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Sekil 2.1. Fotodinamik antimikrobiyal terapi yapabilen BODIPY.

Spagnul vd.; fotodinamik terapinin antimikrobiyal tedavide etkinligini gérmek i¢in
porfirin 3 ile hidrojel sentezlemislerdir. Bu hidrojellerin E. coli tizerinde % 90’a kadar

bakteri 6limii gergeklestirdigi gézlemlenmistir (Spagnul vd., 2017).

Sekil 2.2. Antimikrobiyal fotodinamik terapi yapabilen hidrojel.

Ebaston vd. bilesik 4%iin (Sekil 2.3) S. aureus bakterileri {izerinde fototoksik etkiye
sahip oldugunu rapor etmistir (Ebaston vd., 2021).
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Sekil 2.3. Fotodinamik antimikrobiyal terapi yapabilen hemisiyanin.

Saravanan vd, karbon ve nitrojen kaynagi olarak m-fenilendiamin’i kullanarak
hidrotermal yontemle karbon noktalari elde etmislerdir (Sekil 2.4.). Sentezlenen
KN’ler hem E. coli hem de S. aureus'a karsi etkili olmustur. Ayrica ilag nanotasiyici
olarak KN'ler popiiler patlayici bilesiklerden biri olan TNP'nin se¢ici ve hassas tespiti
i¢in bir floresan prob olarak da kullanilabilecigini rapor etmislerdir (Saravanan vd.,

2020).

Sekil 2.4. m-fenilendiamin kullanilarak elde edilen karbon noktalarin sentezi ve
uygulamasinin sematik gosterimi.
Mandal vd, Anthrarufin'in solvotermal pirolizi ile yiiksek kuantum verimine sahip yeni
karbon noktalarin sentezini rapor edilmistir (Sekil 2.5.) Bu karbon noktalarin BSA ile
kovalent konjugasyonundan sonra iginlandiginda ROT iiretebildigi gosterilmistir.
BSA-KN konjugati ile dar boyut dagilimina sahip ayri bir nanopargacik (NP)
olusturulmustur. ROS iiretimi disinda, bir antibiyotiK prototipl, siprofloksasin'i
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barmdirabilen, yalnizca sifir dereceli salim kinetigin de salinan, nadir ancak oldukca

istenen bir farmakokinetik sonuglar verdigi rapor edilmistir (Mandal vd., 2019).
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Sekil 2.5. BSA-KN dan BSA-KN elde edilmesi ve antimikrobiyal uygulamasi sematik
gosterimi.

Li vd, Amonyum sitratin pirolizi ile spermidin Floresan karbon kuantum noktalari

sentezlenmistir (Sekil 2.6.). Bu floresan karbon kuantum noktalar1 E. coli, P.

aeruginosa, B. subtilis, S. aureus ve MRSA olmak iizere bes bakteriye karsi

antimikrobiyal aktivite sergilemistir. Ayrica farelerde MRSA ile enfekte yara

iyilesmesi ile ilgili in vivo deneyler, Spd-CQD tedavisinin, tedavi edilmemis yaralara

kiyasla daha hizli iyilesme ile sonuglandigini géstermistir (Li vd., 2016).
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Sekil 2.6. Spermidin karbon kuantum noktalarin sentezi ve yara iyilesmesi igin
antimikrobiyal aktivitelerinin sematik gosterimi.



2.2 AzaBODIPY

Chen vd. pH'a duyarli, farkli baglh gruplara sahip NIR aza-BODIPY boyalarimi 5 (R:
H, CHs) sentezlemis ve karakterize etmislerdir. Bagli gruplarin boyanin
internalizasyonu ve aktivasyonunu etkileyerek hiicre i¢indeki floresansina etkisinin
cok farkli olabilecegini gostermislerdir. Bununla birlikte, hidrofobik mikro ortama
(misel, lipozom ve hidrofobik protein cepleri) dahil edildiklerinde, nétr ve hatta bazik
pH'da iyi floresan ozellik gosterdikleri kanitlanmustir (Sekil 2.7.) (Zhang vd., 2013).

Sekil 2.7. pH duyarli1 NIR aza-BODIPY bilesiginin molekiiller yapisi.

Torsten Mayr vd. icerdigi AzaBODIPY 6 miinasebetiyle pH'1 eszamanli tespit edebilen
nanosensOr gelistirmislerdir. Lipofilik indikatdr boyalar, ¢ekirdek-kabuk yapili
poli(stiren-blok-vinilpirolidon) nanopartikiillere (ortalama ¢ap = 180 nm) dahil
edilerek farkli hazirlama protokolleri uygulanmistir ve pH nanosensorii elde edilmistir.

Bu nanosensor kirmizi 1sikla uyarilmaktadir ve yakin kizil 6tesi bolgede yer almaktadir

(Sekil 2.8.) (Ehgartner vd., 2016).
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HO 0

\
CqoHaos

Sekil 2.8. Degisen pH’ gercek zamanli Olgebilen nanosensorde kullanilan
AzaBODIPY.

AzaBODIPY 7a ve 7b (1s1k etkisiyle elektron transferinin (PeT) kontrolii vasitasiyla)

polarite ve pH algilayabilmektedir. Dietilamin ve morfolin ile modifiye edilerek

kapali/agik mikro-ortam polaritesini ve pH algilamasi kolaylastirilmistir. /n vitro hiicre

goriintiileme deneyleri yapilarak hiicre i¢i algilama igin potansiyelleri gosterilmistir
(Sekil 2.9.) (Strobl vd., 2017).

7a 7b

Sekil 2.9. Polarite ve pH algilayabilen AzaBODIPY bilesikleri.

Schutting vd. yakin kizil &tesi bolgede sogurma ve emisyon yapabilen, yiiksek molar
sogurma kapasitesine sahip, yliksek foto stabilite gosteren yeni bir pH duyarli CO2
algilayicisini rapor etmislerdir 8a, 8b (Sekil 2.10.) (Schutting vd., 2015).
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8a R1: Cl Rz: H
8b R»]: CH3 Rz: H

Sekil 2.10. CO; algilayic1 AzaBODIPY bilesikleri.

AzaBODIPY ile yapilan ¢aligmalar arasinda FDT’ye yonelik tasarimlar 6nemli bir yer
tutmaktadir. Ozellikle 2004 yilinda bir AzaBODIPY tiirevinin 9 (Sekil 2.11.) (Gorman
vd., 2004) FDT’de kullanilabileceginin gosterilmesi ve ardindan yapilan in vitro ve in
vivo galigmalarla, AzaBODIPY’lerin yeni nesil FDT ajanlar1 olarak umut vaat ettigi

gosterilmistir.

B
OO
X1,X2: Cl Rz: H
9

Sekil 2.11. CO; algilayict AzaBODIPY bilesikleri.

Tang vd. yapmis olduklar1 ¢alismada ise AzaBODIPY temelli fotoduyarlastiriciyr
10’u (Sekil 2.12.) rapor etmislerdir (Tang vd., 2017). Bu bilesik yakin kizilGtesi
bolgede (NIR) sogurma yapmakta ve yiiksek verimde singlet oksijen tiretmektedir
(~%92). Nanopargacik haline getirilen bilesik 10 in vitro ve in vivo denemeler

sonucunda fototermal ve fotoakustik goriintiileme yaptigi gosterilmistir.
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Sekil 2.12. AzaBODIPY temelli fotoduyarlastirici.

Xiao vd. tarafindan yapilan bu ¢alismada 2-piridon yapisiyla fonksiyonellendirilmis
bir AzaBODIPY sentezlemislerdir (11a-11b), (Sekil 2.13.). Sentezi gergeklestirilen
multifonksiyonel AzaBODIPY boyasinin hem FDT hem de FTT yapabildigi
gosterilmistir. Ayrica 1sikli/isiksiz ortamda 'O iiretebilmektedir. EPR (enhanced
permeability retention-arttirilmis gegis ve alikonma etkisi) ile de pasif hedefleme

yapabildigi rapor edilmistir (Xiao vd., 2018).

o 1a o

Sekil 2.13. Multifonksiyonel, suda ¢oziiniir AzaBODIPY .

Chen vd. kanserli hiicrelerde mitokondriyi hedefleyen AzaBODIPY 12 (Sekil 2.14.)

iceren bir nanopargacik sentezlediklerini rapor etmislerdir. Bu nanopargacik suda

¢oziinebilir olmakla birlikte fototerapi yapabildigi bildirilmistir (Chen vd., 2018).
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Sekil 2.14. Mitokondri hedefleyen AzaBODIPY bilesigi.

Zhao vd. fototerapi verimlerini agir atom etkisi ile iliskilendirerek bir dizi klor, brom
ve iyot iceren AzaBODIPY 13 tasarim ve sentezini rapor etmislerdir (13a, 13b, 13c,
13d) (Sekil 2.15.). Agir atom igeren bu yapilar fototerapi etkinligi en yiiksek olanin
iyot iceren AzaBODIPY (13b) oldugu bildirilmistir (Zhao vd., 2018). Ayrica
AzaBODIPY serisi, fototerapi yapmasi disinda floresan biyogoriintiilleme ve termal

goriintliileme islevi oldugu rapor edilmistir.

C8H17O 13c OC8H17

Sekil 2.15. Agir atomlu AzaBODIPY bilesikleri.

Tang vd. 2017 yilinda AzaBODIPY temelli nanopargacigi gelistirdiklerini rapor
etmistir (Tang vd., 2017). FDT, FTT ve aym zamanda fotoakustik goriintiileme
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yapabilen bu nanopargacik (14a) daha sonra DSPE-mPEG2000 isimli 6zel bir polimer
ile kaplanmistir. AzaBODIPY (14a) pH’a karst duyarli olup, pH degisiklik
durumlarinda fotofiziksel ozelliklerinde farkliliklar olusmakatadir. 14a maddesinin

protonlanma mekanizmasi Sekil 2.16 ’de verilmistir.

OMe
N —
+H*
N
B
.H+ F2 Q
+ N—
7\
14a 14b 14c

Sekil 2.16. AzaBODIPY bilesiginin (14a) protonlanma mekanizmasi.

Goze vd. 2021 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada Biyokonjuge edilebilen suda ¢oziiniir
AzaBODIPY tabanli 15 Bimodal Goriintiileme Probunu rapor etmislerdir (Sekil
2.17.). Bu yeni probun HER-2 eksprese eden tiimorlerin tespiti ve goriintiileme
rehberliginde cerrahi i¢in gergek bir potansiyele sahip oldugu bildirilmistir (Privat vd.,
2021).

Sekil 2.17. AzaBODIPY tabanli bimodal goriintiileme probu tasarimi.

Zhao vd. fotoduyarlastiric1 olarak p-metoksifenil igeren monoiyotlu AzaBODIPY 16
boyalarini sentezlemislerdir (Sekil 2.18.). Fotodinamik terapi i¢in in vitro ve in vivo

degerlendirmeleri yapilmis In vitro hiicre calismalar1 sonucu tiimérlii hiicrelerde
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birikim yapabildigi ve yiiksek 1Oz olusturma kapasitesi, diisiik karanlik toksisitesi ve
Iyl termal/fotostabilite ile etkin bir fotoduyarlastirict oldugu gosterilmistir (Yu vd.,
2020).

Sekil 2.18. Monoiyotlu AzaBODIPY molekiilii.

2.3 Karbon Noktalar

Zheng vd, siyanin boyasi ve PEG800 kullanarak solvotermal yontem ile karbon
noktalar sentezlemislerdir (Sekil 2.19.) Karakterizasyonu yapilan karbon noktalarin in
vitro ve in vivo galismalar sonucunda timor goriintiileme, hedefleme ve fototermal
tedavi i¢in umut vadettigi goriilmistiir (Zheng vd., 2016).

QY ¢ YO ; -
8 b +N160C z. /{

® \\BH PEGg.(,0 ’;:IH?I
e

Sekil 2.19. Siyanin boyasi kullanilarak elde edilen karbon noktalarin sentezi ve
uygulamasinin sematik gosterimi.

Li vd porfirin bazli, tiimor tedavisinde etkili bir fotodinamik aktivite gosteren TPP

karbon noktalar1 rapor etmislerdir (Sekil 2.20.) In vivo terapétik etkiler, TPP KN'larin
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timor artisin1 verimli bir sekilde baskilayabildigini ve iyi fotostabilite, biyouyumluluk,
hiicresel alim ve giiclii sitotoksisiteye sahip oldugunu gostermislerdir (Li vd., 2017).

Sekil 2.20. TPP karbon noktalarin sentezi ve boyut dagiliminin sematik gdsterimi.

Wang vd, poli(akrilik asit) bakir kompleksi kullanilarak piroliz yontemiyle
sentezledikleri karbon noktalar1 rapor etmislerdir (Sekil 2.21.) Bakir katkili bu karbon
noktalarin in vitro ¢aligmalar sonucunda yiiksek floresan gostermesi miinasebetiyle
biyogoriintilleme ajan1 ve yiiksek verimde singlet oksijen tiiretmesi sebebiyle
fotodinamik terapi ajani olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Wang vd., 2019).

(a) +°:;“°|:"—}‘. -[-fﬂ—cuz-h

"""""""" v =6 fLoH °
thCH-.COOH Tn situ polymerization 0\ )1,0 Py rolyestion :. ...
: + I H,N-NH,H,0 Cu?t — ..
i I (NH.S 2N wecmn @ @ @
L Cu(NOy), ! (NH)S0, S
e S 2 Ho—c A

o '°I"'h Cu-CDs

8

2
o

Frequency (%)
o

)

Sekil 2.21. Bakir katkili karbon noktalarin sentez siirecinin, FDT uygulamasinin ve
boyut dagilimiin sematik gosterimi.
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Yue vd, rutenyum igeren karbon noktalar1 (Ru-KN'ler) hidrotermal yontemle
sentezlemislerdir (Sekil 2.22.). Ru-KN'lar suda ¢oziintirliik, yiiksek floresan kuantum
verimi ve yiiksek fotodinamik etki sergilemistir. Ayrica, bu karbon noktalar,
biyouyumlulugu ve sulu ¢ozeltide giiclii lliminesans1 nedeniyle kanser hiicreleri ve
zebra baligi icin biyogoriintileme malzemesi olarak kullanilabilecegi belirtilmistir
(Yue vd., 2020)

0, ® o “ Ru-Aphen g
(W v

AL P ,

\:\)C‘ ¢ Citric acid N o Photocleavage Oﬁ o
Electrostatic - g
interaction i ;

u Zebrafish imaging DNA Photocleavage

0o

HO OH OH
w2 w17 R White light \
o &
HyN* n Ru: i
8 Carbonization 6:3 @ 0,
oM o™ & M (
0, o . “=10,+ Other photoproducts

Intermediate state

Ru-CDs

Sekil 2.22. Rutenyum igeren karbon noktalarin elde edilmesi ve uygulamasinin
sematik gdsterimi.

Bai vd, lizin, o-fenilendiamin ve siilfiirik asit ile hidrotermal yontem kullanarak karbon
noktalar elde etmislerdir (Sekil 2.23.). S ve N atomu katkili bu karbon noktalarin
lizozom hedefleme, TP floresan emisyonu ve gelismis fotodinamik ve fototermal
ozellikler sergiledigini gostermislerdir. Sentezlenen karbon noktalarin, hiicre igci
lizozom pH ve timdr dokusu pH'min TP floresan goriintiilemesi ve sinerjistik
fototerapi sirasinda hiicre apoptozunun ger¢ek zamanl izlenmesi icin ¢ok islevli
nanoproblar olarak kullanilabilecegini rapor etmislerdir (Bai vd., 2021).
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Sekil 2.23. S, N atomu katkili karbon noktalarin sentezinin, pH'm TP Floresan
goriintiilemesinin  ve FDT/FTT Sinerjistik Tedavisinin  sematik
gosterimi.

Yuan vd. Fotodinamik terapi ve kantitatif goriintiileme yapabilen polimer karbon

noktalar1 rapor etmislerdir (Sekil 2.24.). Polimer karbon noktalar1 elde etmek i¢in yar1

iletken polimer (PFBT), amfifilik polimer (PSMA) ve 1s18a duyarlilastirict (PtOEP)

kullanmiglardir. Bu polimer noktalar ¢oktiirme yontemi ile hazirlanmistir (Yuan vd.,

2021).
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Sekil 2.24. Fotodinamik terapi ve kantitatif goriintiileme yapabilen polimer karbon
noktalarin sematik gosterimi.

Iannazzo vd. ¢ok duvarli karbon nanotiipten elde ettikleri grafen kuantum noktasini

fonksiyonel hale getirmislerdir. GQD iizerine kanser ilact olan DOX yiiklenmistir.

Elde edilen foksiyonel GQD bir ilag tastyict olarak gore yaptigi rapor edilmistir (Sekil

2.25) (lannazzo vd., 2017).
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nucleus

GOD BTN DOX

Sekil 2.25. lag tasiciy1 sistem olarak kullanilan GQD sentezinin sematik gosterimi.

Su vd. BODIPY boyast ile karbon noktalar konjugati hazirlayarak suda ¢6ziinen ve

FDT terapi yapilabilen yeni bir malzemeyi rapor etmislerdir (Sekil 2.26) (Su vd.,
2019).

 625nm Light

Sekil 2.26. BODIPY @CDs konjugat sentezinin sematik gosterimi.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Malzeme

Kimyasal malzeme ve ¢oziiciilerin temini i¢in Aldrich ve Merck firmalar1 tercih

edilmigtir. Coziiciileri saflagtirmak icin literatiirde bilinen yontemler kullanilmistir.

(Furniss, 2004).

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK), Merck 0,2 mm silika jel 60 F254 Analitik
Aliiminyum Plakalar tizerinde ger¢eklestirilmistir. Sogurma spektrumlar1 Varian Cary
50 model UV-Vis cihazi ile kaydedilmistir. Emisyon 6lgtimleri ise Varian Cary Eclipse
Fluorescence spektrofotometre cihazi ile kaydedilmistir. *H NMR (600,400 veya 300
MHz) ve 13C NMR (100 / 75 MHz) spektrumlar1 Bruker marka FT-NMR cihazlari ile
kaydedilmistir. Numunelerin TEM analizleri FEI marka 120kV CTEM cihaz ile
gerceklestirilmistir. Sentezlenen malzemenin XPS analizleri PHI marka XPS cihazi ile
gerceklestilmistir.  Stvi Kromatografisi  Kiitle  Spektrometresi  (LC-MS),
ThermoScientific marka TSQ Quantum Access Max model cihaz ile kiitle analizleri

kaydedilmistir.

3.2 3-bromo-4-(dimetilamino)benzaldehit (3) Sentezi

\ \
N~ Ne
NBS, NH,0A¢,CH;CN
25 °C, 30 min, %80 Br
OHC OHC
17 18

Sekil 3.1. Bilesik 18 sentezi

50 ml tek boyunlu balon igerisine 4-(N,N-dimetil) aminobenzaldehit 17 (500 mg, 3.37
mmol) ve NHsCH.CO- (1.47 g, 19.1 mmol) eklenir. Uzerine 15 ml CHsCN ilave edilir
ve karistirilir. Karigim tizerine Kristal NBS (725 mg, 4 mmol) parca parca eklendi ve
30 dakika oda sicakliginda reaksiyona birakildi. Reaksiyon bittikten sonra ¢oziicii
vakumla uzaklastirildi. Kalint1 etilasetat ve su ile ¢gekme yapildi (3x50). Daha sonra
kolon kromotografisi (10:1 Hekzan:Etilasetat) ile saflagtirildi. *H NMR (600 MHz,
DMSO-dg) 6 9.79 (s, 1H), 8.00 (s, 1H), 7.79 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 2.85 (s, 6H). 3C NMR (151 MHz, CDCls): & 189.72, 156.88, 136.01, 130.43
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165.8 Hz, 119.41, 116.61, 43.44, 14.8. Erime Noktasi (E.N) 52-54 °C, LC-MS [M~]:
229.81. Sar1 viskoz tiriin 18 elde edildi (Sekil 3.1).

3.3 1-(4-(prop-2-in-1-iloksi)fenil)etan-1-on (2) Sentezi

Va
Br
OH — 0
Q K,CO3 DMF Q
Ar, 24h, %90

H,COC

Y

H,COC
19 20

Sekil 3.2. Bilesik 20 sentezi.

K2COs (3.01 g, 21 mmol) ve 4’-hidroksiasetofenon 19 (2.0 g, 14.7 mmol) 50 ml tek
boyunlu balon igerisinde alindi ve 5 ml kuru DMF eklenerek ¢oziildii. Daha sonra
tizerine damla damla proparjil bromiir (2.62 g, 17.6 mmol) ilave edildi. Karisim inert
atmosfer altinda oda sicakliginda 24 saat reaksiyona birakildi. TLC ile kontrol
edildikten sonra reaksiyon sonlandirildi. Karisim {izerine buz eklenerek ¢oktiiriildii.
Coken katt madde siiziildii ve su ile yikandi (Sekil 3.2.). Beyaz katt tiriin 20 elde edildi.
1.8 g, verim %85; E.N 78 °C.; *H NMR (300 MHz, CDCls) & 7.98 (d, J = 90 Hz, 2H),
7.04 (d, J = 90 Hz, 2H), 4.76 (d, J = 30 Hz, 2H), 2.56 (s, 3H); *3C NMR (151 MHz,
CDClg) 6 196.77, 161.22, 130.95, 130.51, 114.52, 77.72, 76.20, 55.80, 26.42.LC-MS
hesaplanan [M*]:174.07.

3.4 (E)-3-(3-brom-4-(dimetilamino)fenil)-1-(4-(prop-2-in-1-iloksi)fenil)prop-2-

en-1-on (4) Sentezi

/ N\
Q/O OHC Jl

H;COC NaOH, C,Hs;OH
20 60°C, 4h, %91

Sekil 3.3. Bilesik 21 sentezi.

50 ml tek boyunlu balon igerisine, 18 (2.23 g, 12.8mmol) 15 ml C2HsOH eklenerek
¢oziildii. Uzerine 20 (1.38 g, 12.81 mmol) ilave edildi. Son olarak 5 ml %10 NaOH
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eklendi ve 24 saat boyunca oda sicakliginda reaksiyona birakildi. Sonlandirilan
reaksiyon karigimina bir miktar buz eklenerek ¢oktiirme yapildi. Coken sar1 kati
siiziildii. Sar1 kati iiriin 21 elde edildi (Sekil 3.3.). %85 verim. *H NMR (600 MHz,
CDClz) 6 8.04 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.86 (s, 1H), 7.69 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.50 (d, J =
8.2 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.07-7.04 (m, 3H), 4.78 (s, 2H), 2.88 (s, 6H),
2.57 (s, 1H). 3C NMR (151 MHz, CDCls) & 188.34, 161.25, 153.58, 142.48, 133.56,
131.82, 130.67, 130.18, 128.81, 120.50, 120.11, 118.23, 114.67, 77.81, 76.24, 55.85,
43.83. E.N 108-110 °C LC-MS hesaplanan C2oH1sBrNO> [M*]: 384.27.

3.5 3-(3-brom-4-(dimetilamino)fenil)-4-nitro-1-(4-(prop-2-in-1-
iloksi)fenil)butan-1-on (5) Sentezi

O,N
i )i
Br Jl CH;NO,,KOH Br O ! Jl
Sy O g C,H;OH 60°C, 24h, 88% S O o
| |
21 22

Sekil 3.4. Bilesik 22 sentezi.

25 ml tek boyunlu balon igerisine 21 (314 mg, 1 mmol) ve 1.23 ml CH3NO: eklendi
ve 5 dk boyunca karigtir1ldi. Karigim {izerine 5 ml CoHsOH iginde ¢6ziinmiis 11.23 mg
KOH ilave edilerek 80 °C de 24 saat reaksiyona birakildi. 24 saat sonunda TLC ile
kontrol edildikten sonra ¢oziicti vakum ile uzaklastirildi. Daha sonra etil asetat ile
¢ozildi su (3x50 ml) ile yikandi, organik faz MgSOs iizerinden kurutuldu, ¢oziicii
uzaklastirildi (Sekil 3.4.). Kahverengi yagimsi sivi 22 elde edildi. %82 verim; *H NMR
(600 MHz, CDClz3) 6 7.89 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.44 (s, 1H), 7.17 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
7.02—-6.95 (m, 3H), 4.82 —-4.75 (m, 1H), 4.72 (s, 2H), 4.62 (dd, J = 12.5, 8.4 Hz, 1H),
4.12 (p, J=7.2 Hz, 1H), 3.41 — 3.27 (m, 2H), 2.73 (s, 6H), 2.55 (s,1H). 1*C NMR (151
MHz, DMSO-de) 6 196.12, 161.57, 150.66, 136.45, 133.14, 130.64, 130.33, 128.47,
121.19, 118.65, 115.15, 79.84, 79.60, 79.13, 79.03, 56.22, 44.75, 38.70. LC-MS
hesaplanan Co1H21BrN2O4 [M*]: 444,07 6l¢giilen [M*]: 446.07.
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3.6 AzaBODIPY Sentezi

1. CH;COONH, C4H,OH

O,N
: 0
Br ! J[ 118°C, 24h, %25
O O 2. BF4.Et,0, (C,Hs);N
\Ii] o 3.EO, (CoHs)3N,

Ar,CH,CI,, 25°C, 33%

Y

22

F =

Sekil 3.5. Bilesik 23 sentezi.

[k asamada 22 (401 mg, 1 mmol) tek boyunlu 25 balona alarak 10 ml CsH-OH ile
¢oziildii. Uzerine CH3CO2NH4 (1.53 g, 19 mmol) ilave edilerek 118 °C’ de 24 saat
reaksiyona birakildi. 24 saat sonunda TLC ile kontrol edildikten sonra karisim oda
sicakligina sogutuldu. Coziicii uzaklastirildi. Elde edilen mavi kati {iriin nce C2HsOH
daha sonra su ile yikands, kurutuldu. Ikinci asamada 10 ml tek boyunlu balon igeresine
30 mg mavi kat1 eklendi ve 5 ml kuru diklorom ile inert atmosfer altinda ¢6ziildii.
Uzerine kuru N,N-Diisopropylethylamine (53.3 pl, 0.4 mmol) eklendi ve karisim buz
banyosuna konularak sicaklik 0 °C’ye getirildi. Karisima son olarak BF3.Et,O (158.62
ul, 1.125 mmol) damla damla eklendi ve 24 saat oda sicakliginda karistirildi. 24 saat
sonunda karisim TLC ile kontrol edildi ve ¢oziicii uzaklastirildi. Karisim diklorametan
ile ¢6ziildi su (3x50 ml) ile yikandi. Kolon kromatografisi kullanilarak saflastirildi
(9:1, diklorometan/metanol). Mavi kati iiriin 23 elde edildi (Sekil 3.5.). Verim %33,
E.N. >300 °C. 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 8.38 (s, 1H), 8.14 (d, ] = 8.6 Hz, 3H),
7.58 (s, 1H), 7.30 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.94 (d, J = 2.1 Hz,
2H), 3.66 (s 1H), 2.83 (s, 6H). 13C NMR (151 MHz, CDCl3) § 159.73, 157.88, 152.57,
145.21, 141,51, 134.46, 131.48, 128.95, 127.84, 124.92, 120.52, 118.20, 117.59,
114.97, 78.00, 76.08, 55.84, 43.98 .LC-MS hesaplanan Cs2HzBBrFoNsO2 [M*]:
849.49 dlgiilen [M*]: 849.37.
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3.7 AzaBODIPY@CDs

ili Solvotermal
(o]
H 1 OH -

PEG-3400 160 °C 2 sa

Sekil 3.6. AzaBODIPY @CDs sentezi.

AzaBODIPY@CDs Sentezi: i¢in solvotermal yontem kullanilmistir. Bunun igin
bilesik 23 (2 mg) ve PEG3400 (300 mg) 5 ml C2HsOH de ¢ozdiiriilerek gelik ceketli
PTFE otoklavda 2 saat siireyle 160 °C’ye 1sitilmustir (Sekil 3.6). Daha sonra sogumaya
birakilan karisim 3500 KDa diyaliz membran kullanilarak 30 dk araliklarla suyu

degistirilerek saflagtirilmigtir. Son olarak ise iiriin liyofilize edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 AzaBODIPY@CDs Sentezi

Hedeflenen Karbon noktalar AzaBODIPY@CDs iki asamada sentezlenmistir. Ik
olarak AzaBODIPY temelli fotoduyarlastirict 23 sentezi gerceklestirilmistir. Daha
sonra AzaBODIPY 23 ile solvotermal yontem kullanilarak AzaBODIPY @CDs elde

edilmistir.

AzaBODIPY sentezi igin baslatict maddesi olarak NH4CH4CO: varliginda NBS
kullanilarak 4-(N,N-dimetil) aminobenzaldehitin brominasyonu {izerinden bilesik 18
elde edilmistir (Sekil 4.1.).

Bilesik 18’ in karakterizasyonu *H NMR (Sekil 4.2.), *C NMR (Sekil 4.3.) ve LC-MS
kiitle spektrumlar1 (M*: 226.99) (Sekil 4.4.) ile yapilmustr.

\ \
N~ Ne
NBS, NH,0Ac,CH;CN
25 °C, 30 dk, %80 Br
OHC OHC
17 18

Sekil 4.1. Bilesik 18 sentezi.
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Sekil 4.2. Bilesik 18 *H NMR spektrumu (CDCl3, 600 MHz).
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Sekil 4.3. Bilesik 18 13C NMR spektrumu (CDCls, 151 MHz).
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Sekil 4.4. Bilesik 18 LC-MS kiitle spektrumu.

Ikinci basamakta (Sekil 4.5.) proparjil bromiir ve 4’-hidroksiasetofenon inert atmosfer

altinda literatiirde bilinen bir yontemle sentezlenerek bilesik 20 elde edilmistir.

Br

/
(0)

OH N —
K,CO; DMF Q
H,COC Ar, 24s, %90 H,COC
19 20
Sekil 4.5. Bilesik 20’nin sentezi
’53\ ES 3 R’
v W v i
I.I
¢
63
H;COC
S L
Lo o iy —r
S:S ' S:U ' 7:5 ’ 7:0 ' 6:5 ' 6:0 ' 575 ’ 5:0 a5 40 3‘.5 3.0 ' 215 . 2:0 1:5 1:0 ofs O:O

4.5 4.0
f1 (ppm)

Sekil 4.6. Bilesik 20 icin H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHz).
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Sekil 4.7. Bilesik 20 i¢in 3C NMR spektrumu (CDCls, 600 MHz).
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Sekil 4.8. Bilesik 20 i¢in LC-MS kiitle spektrumu.

Bilesik 20 'H NMR (Sekil 4.6.), 3C NMR (Sekil 4.7.) ve LC-MS kiitle spektrumu
(Sekil 4.8.) (M*: 175.10) ile karakterize edilmistir. Sonuglarin yapiy1 dogrular nitelikte
oldugu goriilmektedir.

Ucgiincii basamakta 18 ve 20 numarali bilesiklerin kondenzasyon reaksiyonu
sonucunda bilesik 21 (Sekil 4.9.) elde edilmistir.
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Sekil 4.9. Bilesik 21’ in sentezi
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Sekil 4.10. Bilesik 21 i¢in *H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHz).
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Sekil 4.11. Bilesik 21 i¢in 13C NMR spektrumu (CDCl3z, 600 MHz).
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Sekil 4.12. Bilesik 21 i¢in LC-MS kiitle spektrumu.

Bilesik 19 ‘un H NMR (Sekil 4.10.), 3C NMR (Sekil 4.12.) ve LC-MS Kkiitle
spektrumu (Sekil 4.12.) (M*: 383.05) incelendiginde sonuglarin yapiyr destekler

nitelikte oldugu goriilmektedir.

Dordiincii basamakta CH3NO> ile kondenzasyon tepkimesi bilesik 20 (Sekil 4.13.)

elde edilmistir.
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Sekil 4.13. Bilesik 22’in sentezi.

Bilesik 22’nin 'H NMR (Sekil 4.14.), *C NMR (Sekil 4.15.) ve LC-MS Kkiitle
spektrumu (M*: 446.07) (Sekil 4.16.) ile karakterizasyonu yapilmistir. Sonuglar yapiy1

dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.14. Bilesik 22 i¢in *H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHz).
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Sekil 4.16. Bilesik 22 i¢in LC-MS kiitle spektrumu.

Son olarak Bilesik 23 iki asamada sentezlenmistir. Sekil 4.17.”de gosterildigi gibi ilk
asamada nitrolanmig tirin 22 NH4CH4CO: kullanilarak, aza-dipirometen liganti
sentezlendi. Ikinci basamakta Azadipirometen bilesikleri diizopropiletilamin
kullanilarak inert ortamda ve bor trifloriir eteratin (BF3OEty) ¢dziicii ortamindaki

reaksiyonundan elde edildi. Reksiyon sonucunda 23 basarili bir sekilde elde edilmistir.
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Sekil 4.17. Bilesik 23’{in sentezi.
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Sekil 4.18. Bilesik 23 icin ‘H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHz).
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Sekil 4.19. Bilesik 23 i¢in 13C NMR spektrumu (CDCls, 600 MHz).
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Sekil 4.20. Bilesik 23 i¢in 1°F NMR spektrumu (DMSO-ds, 600 MHz).
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Sekil 4.21. Bilesik 23 i¢in 1°B NMR spektrumu (DMSO-d6, 600 MHz).
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Sekil 4.22. Bilesik 23 i¢in LC-MS kiitle spektrumu.

Bilesik 21 ilk olarak *H NMR (Sekil 4.18.), 13C NMR (Sekil 4.19.), 1°F NMR (Sekil
4.20.), 1°B NMR (Sekil 4. 21.) ve LC-MS kiitle spektrumu (M*: 849.37), (Sekil 4. 1.)
ile karakterize edilmistir. Bu sonuclar bilesik 23’1 dogrular niteliktedir.

Sentezi ve karakterizasyonu gergeklestirilen 23 fotofiziksel 6zellikleri incelenmistir.
Sogurma spektrumuna (Sekil 4.23.) bakildiginda bilesigin maksimum sogurma
dalgaboyu 710 nm oldugu ve emisyon spektrumuna (Sekil 4.24.) bakildiginda ise
1s1ma yaymadigr goriiliirken ortamin pH’s1 diisiik (asidik) oldugunda maksimum
emisyon dalga boyunun 750 nm oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar 23’iin sogurma ve
emisyonunun foto terapdtik pencere (650-850 nm) araliginda oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.23. Bilesik 23 (3.1x10® M) sogurma spektrumu (%1 CrEL, 0.01 M PBS, Amax=

710 nm).
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Sekil 4.24. Bilesik 23 (3.1x10°3 M) nétr pH (Siyah) ve pH 1°de (kirmizi) emisyon
spektrumlari (%1 CrEL igeren 0.01 M PBS, Aexc= 680 nm).

4.2 'O I¢in Kimyasal Testler

1,3-Difenilizobenzofuran (DPBF), 1Oz iiretim kapasitelerini test etmek igin literatiirde

en sik kullanilan 'O, tuzak molekiillerinden biridir. Sentezi gergeklestirilen 23’iin
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fotodinamik terapi etkinligini test etmek icin PBS ¢ozeltisi (3.1x10° M, pH 7.4, %1
CrEL) hazirlanmus ve iizerine karanlik ortamda DPBF (3.1x10° M) eklenmistir. DPBF
¢ozeltisinin 540-800 nm’de siirekli 1sinlanmasi ile, DPBF'in absorpsiyon siddeti (Amax
=417 nm) zamanla kademeli olarak azalmstir (Sekil 4.25). Bu durum 23 ‘iin singlet

oksijen tiretebildigini géstermektedir.

0.6
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H
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3

1 0.3

Absorbans(a.u.)

y=-0,01347x+0,4152
R%20,9742

Absorbans(a.u.)
Mmax 540-800 nm

e
[
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0.2

0.0 —— T
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A(nm) Zaman(dk)

Sekil 4.25. a) DPBF ile 1sinlanmasi sonucunda bilesik 23’iin (3,1x10¢ M, pH 7.4, %1
CrEL, PBS) sogurma (Amax =417 nm) siddetinin kademeli olarak azalma
grafigi (540-800 nm). b) DPBF sogurmasinin azalma grafigi.

4.3 FTT Testleri

21 “in fototermal terapi (FTT) etkinligini test etmek i¢in 808 nm (1.0 W/cm?) lazer ile
uyarimistir. Ortamin Sicaklik artisini izlemek i¢in termal kamera kullanilmistir.
Sentezlenen AzaBODIPY 23 808 nm (1,0 W/cm?) lazer ile 1sinlanmas1 sonucunda
ortam sicakliginin 50.4 °C’ye kadar yiikseldigi goriilmistir (Sekil 4.26.). Kontrol
deneylerinde 23 ortamda yokken sicakligin 33 °C’yi gecmedigi goriilmiistiir (Sekil
4.26a.). Ayrica 23’lin dongiisel olarak fotokararlilik testi yapilmis ve oldukga kararl
bir yapiya sahip oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.26b.).
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Sekil 4.26. a) Bilesik 23 (3.1x10° M, pH 7.4, %1 CrEL, PBS) ve kontroliin (pH
7.4, %1 CrEL, PBS) 808 nm (1.0 W/cmy) lazer altinda zamana bagh
sicaklik degisimi. b) Bilesik 23 (3.1x10° M, pH 7.4, %1 CrEL, PBS) 808
nm (1.0 W/cmy) lazer altinda zamana bagl fototermal dongiisel kararlilik
testi.

4.4 Hedef Yapimn Sentezi

AzaBODIPY@CDs Sentezi: icin solvotermal yontem kullanilmistir. Bunun icin
bilesik 23 (2 mg) ve PEG3400 (300 mg) 5 ml C2HsOH de ¢ozdiiriilerek gelik ceketli
PTFE otoklavda 2 saat siireyle 160 °C’ye isitilmustir (Sekil 4.27). Daha sonra
sogumaya birakilan karisim 3500 KDa diyaliz membran kullanilarak 30 dk araliklarla

suyu degistirilerek saflastirilmistir. Son olarak ise tiriin liyofilize edilmistir.

m Solvotermal
(o]
H i OH -

PEG-3400 160 OC 2 sa

Sekil 4.27. AzaBODIPY @CDs sentezinin sematik gosterimi.

AzaBODIPY@CDs’ nin yapisitransmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile
karakterize edilmistir. Elde edilen bulgular tipik bir karbon noktasi goriintiisii
vermektedir  (Sekil 4.28.). Bununla birlikte TEM goériintiilerine  gore
AzaBODIPY@CDs’ nin nano yapida bir malzeme oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.28. a) AzaBODIPY@CDs’ nin Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

goriintiisii. b) AzaBODIPY@CDSs’ nin boyut dagilimi grafigi.
AzaBODIPY@CDs’ nin yapisint aydmlatmak igin X-1i511  fotoelektron
spektroskopisi  (XPS) analizi yapildi (Sekil 4.29.). Yapilan Ol¢iimler
AzaBODIPY@CDs’ nin iki karakteristik pikini gostermektedir. C1s (290.0 eV) ve
Ols (535.0 eV) seklindedir. Cls 290.0 eV (C=C/C-C) O1s 535.0 eV (C-O/C-N)
seklinde fonksiyonel gruplara sahiptir.
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o
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Sekil 4.29. AzaBODIPY@CDs’ nin XPS spektrumu

Sentezi ve karakterizasyonu gergeklestirilen AzaBODIPY@CDs’nin fotofiziksel
ozellikleri aydinlatilmigtir. Sogurma spektrumuna (Sekil 4.30.) bakildiginda
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malzemenin maksimum sogurma dalga boyu 700 nm ve emisyon spektrumuna (Sekil
4.31.) bakildiginda ise nétral kosullarda emisyon vermedigi goriiliirken asidik ortamda
maksimum emisyon dalga boyunun 740 nm oldugu goriilmektedir.
AzaBODIPY@CDs’in sogurma ve emisyonu spektrumu 23 ile benzer sonuglar
vermesi yapida fotoduyarlastiricinin 23 varligin1 dogrulamaktadir. Ayrica fosforesans
spektrumu (Sekil 4.32.) incelenginde AzaBODIPY @CDs’nin karbon noktalara 6zgii

fosforesan sinyali yapiy1 dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.30. AzaBODIPY@CDs (5 mg/mL) sogurma spektrumu, (PBS, Amax= 700
nm).
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Sekil 4.31. AzaBODIPY@CDs (5 mg/mL) pH 7.4 (yesil) ve pH 1 (turuncu)
emisyon spektrumlari (0,01 M PBS, Aexc= 680 nm).
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Sekil 4.32. AzaBODIPY @CDs (5 mg/ml) fosforesans spektrumu (0.01 M PBS, Aexc=
250 nm)

4.5 Hedef Yapi ile FDT Testleri

1,3-Difenilizobenzofuran (DPBF), 1O; iiretim kapasitelerini test etmek igin literatiirde

en sik kullanilan 10, tuzak molekiillerinden biridir. Hedef malzeme
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AzaBODIPY@CDs ‘in FDT etkinligini belirlemek i¢in PBS ¢ozeltisi (2.5 pg/mL, pH
7.4, %1 CrEL) hazirlandi ve iizerine karanlik ortamda DPBF (3.1x10° M) eklenmistir.
DPBF ¢6zeltisinin 540-800 nm’de farkli zaman araliklarinda 1sinlanmasi ile, DPBF'in
absorpsiyon siddeti (Amax =417 nm) kademeli olarak azalmistir (Sekil 4.33.). Elde
edilen bulgular neticesinde DPBF bilesigine ait sogurma siddetinin (Amax =417 nm)
azaldig1 gorilmiistir. Bu sonu¢ AzaBODIPY@CDs’ in dogrudan su, PBS vb.
fizyolojik ortamlarda ¢oOziinebildigini gostermektedir, zira karbon nokta yapisi
olmaksizin AzaBODIPY 23 suda iyi ¢oziinmedigi belirtilmelidir. Bu veriler 1s181inda
AzaBODIPY@CDs ‘nin etkin bir FDT ajani1 olabilecegi 6ngoriilmektedir.

a b
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Sekil 4.33. a) DPBF ile 1smlanmasi sonucunda (3.1x10° M), AzaBODIPY @CDs’nin
(5 mg/mL, pH 7.4, PBS) sogurma (Amax =417 nm) siddetinin kademeli
olarak azalma grafigi (640-800 nm). b) DPBF sogurmasinin azalma
grafigi.

4.6 Hedef Yapimin FTT Testleri

AzaBODIPY@CDs ‘in fototermal terapi (FTT) etkinliginin belirlenmesi i¢in 808 nm
(1.5 W/cm?) lazer ile uyarilarak termal kamera ile sicaklik artis1 izlenmistir. Hedef
malzeme AzaBODIPY @CDs, sulu ¢6zeltisi (30 mg/ml) fototermal etkinlikleri termal
kamera yardimiyla kaydedilmistir. AzaBODIPY@CDs 808 nm’de (1.5 W/cm?)
1sinlamasi ile ortam sicakliginin 47.5 °C’ye kadar yiikseldigi gozlemlenmistir (Sekil
4.34.). Ayrica AzaBODIPY@CDs’nin dongiisel olarak fotokararlilik testi yapilmig
olup oldukga kararli bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.34b.). Bu veriler
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AzaBODIPY @CDs’nin de etkin bir FTT ajan1 olabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 4.34. AzaBODIPY@CDs ‘nin a) (30 mg/ml, pH 7.4, PBS) ve kontroliin (pH
7.4, PBS) 808 nm (1.5 W/cm?) lazer altinda zamana bagl sicaklik
degisimi. b) AzaBODIPY@CDs (30 mg/ml, pH 7.4, PBS) 808 nm (1.5
W/cm?) lazer altinda zamana bagl fototermal dongiisel kararlilik testi.

4.7 In Vitro Calismalar

AzaBODIPY@CDs ‘nin ¢ok diisiik sitotoksisiteye sahip oldugundan, biyo-
goriintiileme probu olarak kullanilabilir. 24 saat boyunca Hep-2 (insan epidermoid
larinks karsinom) kanser hiicre hattinda inkiibasyondan sonra, AzaBODIPY @CDs
Hep-2 hiicreleri tarafindan alindi ve hiicreler, floresans mikroskop altinda canli
hiicrelerin goriintiisii alind1 (Sekil 4.35.).
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Sekil 4.35. HEp-2 kanser hiicre hattinda AzaBODIPY @CDs 0.5mg/mL NIR Floresan
kirmiz1 kanalda floresans goriintiilemesi.a) DAPI ile boyanmis hiicre
cekirdekleri; b) AzaBODIPY@CDs inkiibasyonundan sonra Hep-2
hiicrelerinin floresan goriintiileri. ¢) DAPI ve AzaBODIPY@CDs
floresans goriintiilerinin birlestirilmesi.

AzaBODIPY@CDs’nin 1929 saglikli hiicre hattinda toksisitesi deneyleri incelenmis

ve biyouyumlu oldugu gosterilmistir (Sekil 4.36.). Ayrica AzaBODIPY@CDs ‘nin

sitotoksisitesini ve FDT etkinligini degerlendirmek i¢in 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi kullanilmistir. 24 saat boyunca Hep-2

kanser hiicreleriyle inkiibasyondan sonra MTT sonuglar1 (Sekil 4.37.) gosterilmistir.

AzaBODIPY@CDs ‘nin yiiksek konstrasyonlarda (2.5mg/ml) bile ¢ok disiik
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sitotoksisite sergiledigini gosterdi. Bununla birlikte AzaBODIPY@CDs ‘nin
fototoksisitesini belirlemek i¢cin AzaBODIPY @CDs ile inkiibe edilen hiicreler 2 saat
boyunca kirmizi 1s1k (600-800 nm, 1s1k siddeti: 10000 liimen) ile muamele edilmistir.
Kontrol deneyleri ile paralel olarak yiiriitiilen MTT test sonuglarina gére 2.5 mg/ml
derisimde AzaBODIPY @CDs kullanildiginda tiimér hiicrelerinin %73 oraninda yok
edildigi gorilmektedir. Bu veriler AzaBODIPY@CDs’nin etkin bir FDT ajam

oldugunu gostermektedir.
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Kontrol 0,156 0,312 0,625 1,25 2,5
mg/ml

Sekil 4.36. L929 saglikli hiicre hattinda AzaBODIPY @CDs sitotoksisite testi.
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1401 M AzaBODIPY@CDs M AzaBODIPY@CDs + Isik
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K*kkk

Hiicre Canlihgi %

0.0 mg/mL 0,156 mg/mL 0,312 mg/mL 0,625 mg/mL 1,25 mg/mL 2,5 mg/mL

Konsantrasyon

Sekil 4.37. AzaBODIPY@CDs’nin HEp-2 kanser hattinda in vitro Fotodinamik
terapi aktivitesi. (p<0,05)

MRSA (Gram (+)) ve E.Coli (Gram (-)) bakterileri iizerinde yapilan antimikrobiyal
aktivite testlerinde farkli derisimlerde AzaBODIPY@CDs ile muamele edilen
bakteriler 4 saat boyunca beyaz isikla (400-800 nm, 1s1k siddeti: 10000 liimen)
1sinlanmistir. Kontrol amagli ayni konsantrasyondaki maddeler 1sinlanmadan (karanlik
kontroller) da antimikrobiyal etkileri incelenmis ancak karanlik ortamda
AzaBODIPY@CDs’nin énemli oranda bir tesirinin olmadigi gdzlenmistir. Ote
yandan elde edilen sonuglar her iki bakteri tiirinde de (Gram (+) ve Gram (-))
AzaBODIPY@CDs’nin 1sikla etkilesmesi durumunda foto antibiyotik olarak
mikroorganizmalara tesir ettigini ve mikroorganizmalari biiyiik oranda eradike ettigini
gostermektedir (Sekil 4.38 ve 4.39.).
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Konsantrasyon

Sekil 4.38. AzaBODIPY@CDs’nin MRSA bakteri hattinda antibakteriyel
aktiviteleri. (p<0,05)
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Sekil 4.39. AzaBODIPY @CDs’nin E. coli bakteri hattinda antibakteriyel aktiviteleri.
(p<0,05)
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Fototerapi (fotodinamik terapi ve fototermal terapi) tiimor tedavisi igin umut verici bir
stratejidir. Fotodinamik tedavinin klinikte kullanilan bir¢ok ajani mevcuttur. Bu
ajanlarin avantajlar1 oldugu kadar dezavantajlari da bulunmaktadir. Bu sebeple yeni
ve ectkin fotoduyarlastiricilara ihtiyag vardir. Yapilan arastirmalarda 151k
gecirgenliginin yiiksek oldugu uzak kirmizi ve/ya yakin kizil 6tesi (NIR) bolgede
sogurma yapabilen siyanin, ftalosiyanin, BODIPY tiirevleri ve AzaBODIPY gibi
boyalar 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak ftalosiyanin ve siyanin boyalarinin; sentez ve
saflastirma iglemlerinin zahmetli ve diisiik verimli olmasi, yiiksek karanlik toksisite
gostermeleri, diisiik sogurma katsayilari, (fizyolojik ve/ya foto) kararliliklarinin diisiik
olmasi gibi 6nemli dezavantajlarinin bulunmaktadir. O nedenle yakin kizilotesi
bolgede sogurma/emisyon, yiiksek reaktif oksijen tiirleri liretimi ve fototermal
dontisim verimliligi gibi benzersiz 6zellikleri nedeniyle aza-bor-dipirrometen (aza-

BODIPY) tiirevlerinin potansiyeli yliksektir.

r "\

/' azBoorry Peg 3400 AzaBODIPYECDS

Antimikrobiyal Fotodinamik
Terapi

Sekil 5.1. pH ile anahtarlanabilen AzaBODIPY@CDs’nin FDT-FTT ajam1 ve
fotoantibiyotik olarak sirasiyla kanser hiicrelerini ve mikroorganizmalarini
eradike etmesi.

Bu tez ¢alismasinda pH ile anahtarlanabilen hem hiicre goriintiillemede hem de

teranostik amacli kullanilabilecek yeni pH duyarli bir nanoteranostik malzeme

AzaBODIPY @CDs sentezi gergeklestirilmistir (Sekil 5.1.). Fo

toduyarlastiric1 olarak AzaBODIPY boyasi kullanilmustir. ik olarak AzaBODIPY 23
alt1 kademelik sentez basamagi iizerinden elde edilmistir. (Sekil 5.2.). NH4CH4CO2
varhiginda NBS kullanilarak 4-(N,N-dimetil) aminobenzaldehitin brominasyonu
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tizerinden bilesik 18 elde edilmistir. K2CO3s ve 4’-hidroksiasetofenon 19 ‘un uygun
kosullarda reaksiyonu sonucunda 20 sentezlenmistir. 20 ve 18 numarali bilesiklerin
kondenzasyonu sonucunda bilesik 21 elde edilmistir. Nitrometanin katilma reaksiyonu
ile bilesik 22 sentezlenmistir. Bilesik 23 iki asamada sentezlenmistir: ilki nitrolanmis
{iriin 22 NH4CH4CO: kullanilarak, aza-dipirometenligantlar1 sentezlenmistir. Ikinci
basamakta ise Azadipirometen bilesigi diizopropiletilamin kullanilarak inert ortamda
ve bor trifloriir eteratin (BF3OEty) ¢Oziicii ortamindaki reaksiyonundan elde edilmistir.
Sentezlenen 23 gesitli spektrometrik yOntemlerle karakterize edilmistir (kiitle
spektrometresi, 'H NMR, *C NMR, B NMR, ®F NMR). 23’in fotofiziksel
ozellikleri ise sogurma ve emisyon spektrumlar ile aydinlatilmistir. Sonrasinda 23,
PEG3400 varliginda hidrotermal yontem kullanilarak AzaBODIPY@CDs elde
edilmistir. AzaBODIPY @CDs’nin morfolojik yap1 ve dzelliklerini aydinlatmak igin,
TEM, XPS ve boyut analizi kullanilmistir. Son olarak, in vitro FDT, FTT testleri ve

antimikrobiyal etkisi incelenmistir.

\
N—

¢ Q
Br. o)
OH = OHC W /II
_—
Q K,CO3 DMF NaOH C,Hs0H O O

H,COC Ar, 24s, 90% H,COC 60°C,4s,%g1
19 20

O,N o
1.CH3COONH,, C4HgOH
CH3NO, KOH Br O O J| 118°C, 24s, %25
(]
EtOH, 60°C, 24s,88% N o 2.BF3.Et,0, (C,Hs)sN,
\
22

Ar,CH,Cl,, 25°C, 33%

Sekil 5.2. AzaBODIPY 23’iin genel sentez semasi.

Hedef malzeme AzaBODIPY@CDs sogurma ve emisyon Ol¢iimleri incelenmistir.
AzaBODIPY@CDs’nin sogurma oSlglimleri sonucunda fototerapotik pencere 650-
800 nm araliginda yer aldigi goriilmektedir. Bu ozellik etkin bir FDT ajam
olabilecegini gostermektedir. Hedef malzemenin pH duyarlilik ¢aligmalari emisyon
Olgtimleri ile test edilmistir. PBS’de ¢6ziilmiis AzaBODIPY @CDs ’nin nétr (pH 7.4)
ortamda siddetli bir emisyon vermezken ortamda asit (1M HCI) varliginda siddetli bir
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emisyon verdigi goriilmektedir. Bu sonug¢ dogrultusunda AzaBODIPY@CDs ’nin
floresansinin asitle aktif hale getirebildigi goriilmektedir. pH ile anahtarlanma
kabiliyeti  teranostik  acidan  son  derece  kiymetlidir. Bu  ozellik
AzaBODIPY@CDs ’nin kanserli dokularda otomatik olarak anahtarlanmasini
dolayistyla kanserli hiicrelerin segici bir sekilde teshisini/gériintiilenmesini

saglayabilecektir.

Hedef malzemenin karbon nokta yapisinin varligmin aydinlatilmasi i¢in TEM ve
boyut analizi alinmigtir. Yapilan analizler sonucunda AzaBODIPY@CDs’nin
ortalama pargacik boyutunun 35-40 nm oldugu goriilmektedir ve bu da yapinin tam
anlamiyla bir nano malzeme oldugunu gostermektedir. AzaBODIPY@CDs nano
boyuta sahip oldugundan kanserli hiicreleri EPR etkisi ile pasif hedefleme

yapabilecegini gostermektedir.

FDT testleri hedef bilesik AzaBODIPY @CDs in vitro olarak singlet oksijen tiretimi
tizerinden takip edilmistir. PBS’de ¢6ziilmiis AzaBODIPY@CDs (2,5mg/ml) tizerine
3,1x10° M DPBF ilave edilmistir. Daha sonra hazirlanan bu ¢ozelti 1513a maruz
birakilmis ve sogurma spektrumlart alinmistir. Hedef bilesigin singlet oksijen iirettigi
gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda ile AzaBODIPY @CDs etkin bir FDT ajan1

olabilecegi diisliniilmektedir.

FTT testleri icin PBS’de ¢6ziilmiis AzaBODIPY@CDs (30 mg/ml) 808 nm (1.5
W/cmg) dalga boyunda lazer ile uyarip termal kamera yardimi ile 30 dakika boyunca
sicaklik artis1 izlenmistir. Ortam sicakligi 25 °C” den 50.4 °C’ ye ¢ikmistir. Bu sonug
dogrultusunda AzaBODIPY@CDs’ nin etkin bir FTT ajan1 olabilecegi

goriilmektedir.

In vitro Kanser hiicre hattinda (Hep-2) yapilan ¢alismalar sonucunda farkli
konstrasyonlarda AzaBODIPY @CDs’ nin kanser hiicreleri {izerinde disardan bir 1s1k
kaynagi ile uyarilmadan pasif durumda oldugu ve toksik etki gostermedigi ancak bir
151k ile uyarildiginda kanser hiicreleri iizerinde oldiiriicii etkiye sahip oldugunu

gosteren bulgular elde edilmistir.
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1929 fibroblast hiicreleri ile farkli konsantrasyonlarda AzaBODIPY@CDs inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda AzaBODIPY@CDs’ nin sitotoksik etki

gostermedigini ve biyouyumlu oldugunu gosteren sonuglar elde edilmistir.

Karbon Noktalar, ROT firetimi ile hiicre yapisinin ve DNA'nin pargalanmasi
saglayarak bakteriyel biiyiimeyi inhibe edebilir veya bakterileri oldirebilirler.
AzaBODIPY@CDs’ nin antimikrobiyal 6zellikleri incelendiginde MRSA ve E.coli
bakterileri lizerinde karanlik ortamda 6ldiirticii bir etkisi olmadigi ancak disardan bir
151k ile uyarildiginda yiiksek oranda fototoksik etkiye sahip oldugu gézlemlenmistir.
Bu sonuglar AzaBODIPY@CDs> nin etkin bir AFDT ajan1 olabilecegini
gostermektedir.  Antibiyotiklere alternatif olarak, AzaBODIPY@CDs gibi
antimikrobiyal nanomalzemeler avantajli 6zellikleri ve mikroplara kars1 benzersiz etki

mekanizmalar1 nedeniyle 6nem tagimaktadir.

AzaBODIPY@CDs’ nin in vitro FDT, FTT ve antimikrobiyal 6zelliginin incelenmesi
ve elde edilen sonuglar dogrultusunda yasami tehdit eden kanser ve mikrobiyal
hastaliklarin giderilmesi i¢in yeni bir tedavi yaklagimi sunmaktadir. pH ile
anahtarlanabilmesi sayesinde kanserli hiicrelerde aktiflesebilen, hem FDT hem de FTT
amacli kullanilabilecek ayni1 zamanda antimikrobiyal terapilerde de etkinlik
gosterebilen karbon nokta esasli yeni bir malzeme (AzaBODIPY@CDs)
gelistirilmistir. Bu teze konu olan karbon noktalar, pH ile anahtarlanabilmekte, etkin
bir sekilde FDT wve FTT yapabilmekte ayrica fotoantibiyotik olarak
kullanilabilmektedir. O nedenle hem kanserin hem de bakterilerin neden oldugu
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler derlenerek

SCI kapsaminda yer alan etki faktorii yiiksek uluslararasi dergilerde yayinlanacaktir.
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