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YUKSEK LiSANS TEZIi

BOR ICEREN YAKIN KIZILOTESI GORUNTULEME AJANININ SENTEZi
VE OZELLIKLERI
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Damsman: Prof. Dr. Fatih ALGI

OZET

Kanser, hiicrelerin DNA molekiiliinde olusan mutasyonlarin birikmesiyle, kontrolsiiz
veya anormal boliinmesi ve ¢ogalmasidir. Kanserin tedavisi igin bir¢ok yontem
(ameliyat, kemoterapi, radyoterapi vb.) kullanilmaktadir. Bu tedavi yontemlerinin
basinda tiimoriin cerrahi islem ile alinmasi gelmektedir. Saglikli dokunun hasar
gormesini Oonlemek ve timoriin geride kalinti birakmadan alinmasi son derece
onemlidir. Ancak operasyonun basarisi biiyiik dl¢iide operasyonu yiiriiten cerrahlarin
tecriibe ve yetenegine bagl kalabilmektedir. Operasyonun basar1 diizeyini arttirmak
icin son zamanlarda goriintiileme esliginde ameliyat yontemi 6nerilmistir.

Bu tez ¢alismasinda yakin kiziltesi bolgede sogurma ve emisyon yapabilen yeni bir
boya tasarlanmis ve sentezi gerceklestirilmistir. S6z konusu boya tiimor hiicrelerine
kolayca internalize olmak suretiyle kanserli hiicrelerin tespit edilmesi maksadiyla
kullanilabilecek nitelikte dizayn edilmistir. Nitekim tez kapsaminda yapilan in vitro
calismalar sonucunda kanser hiicrelerinin floresans goriintiilemesi gerceklestirilmistir.
Gelistirilen malzemenin floresans goriintiilleme esliginde ameliyat islemlerinde
kullanilabilecegi ~ disiiniilmektedir. Aym1 zamanda gelistirilen malzemenin
fotoduyarlastirict 6zelligiyle in vitro olarak incelenmis ve basarali sonuglar alinmustir.
Ustelik gelistirilen malzeme yiiksek oranda bor icermesi miinasebeti ile bor notron
yakalama terapisinde (BNYT) ajan olarak kullanilabilecek potansiyele sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Siyanin, Karboran, BNYT, Timor Goriintiilemesi, Yakin
Kizilotesi.

Eyliil, 2021; 40 Sayfa



M.Sc. THESIS

SYNTHESIS AND PROPERTIES OF A NIR IMAGING AGENT THAT
CONTAINS BORON

Alihan TOKSOY

Aksaray University
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Department of Biotechnology and Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Fatih ALGI

ABSTRACT

Cancer is the uncontrolled or abnormal division and proliferation of cells with the
accumulation of mutations in the DNA molecule. Many methods are used to treat it,
one of which is surgical removal of the tumor. It is very important to remove as much
tumor as possible and simultaneously to avoid unnecessary damage to healthy tissues.
However, the success of the operation may largely depend on the experience and skills
of the surgeons performing the operation. In order to increase the success level of the
operation, fluorescence guided surgery has been suggested recently.

In this thesis it was aimed that synthesized and characterized of a NIR dye that
fluorescent in near infrared region. This dye that designed internalized easily with
cancer cells. In further studies, tumor cells have been imaged and thought that it can
be used in fluorescence guided surgery. At the same time, successful results were seen
in in vitro studies with the developed dye photosensitizer feature. Also this dye
contains highly amount of boron for potential boron neutron capture therapy (BNCT).

Keywords: Cyanine, Carborane, BNCT, Tumor Imaging, Near Infrared Region.

September, 2021; 40 pages
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1. GIRIS

Kanser, bir organ veya dokudaki hiicrelerin diizensiz olarak boliinlip ¢ogalmasidir.
Timorli hiicrelerin ya da dokularin ameliyat ile alinmasi yaygin bir tedavi yontemidir.
Akciger, incebagirsak ve mesane kanseri olan hastalarin %63-98’1 ameliyat olmaktadir
(Miller vd., 2019). Amag ise tiimorii miimkiin oldugunca giivenli bir bi¢imde viicuttan
uzaklastirmaktir. Bu ameliyatlarda ¢esitli cihazlar kullanilmaktadir. Bunlar;
bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans tomografisi, ultrasonografi vb. gibi
yontemlerdir, fakat timor goriintiilemede bu cihazlarla kiicik tiimorlerin
goriintiilenmesi, yliksek maliyet, dokularin deformasyonu, goriintiiyii almanin uzun
slire gerektirmesi gibi bazi problemler goriilmektedir (Nagaya vd., 2017; van Manen
vd., 2018).

Bu zorluklarin asilmasi adina floresans goriintiileme esliginde ameliyat yontemi
Onerilmistir. Bu yontem ilk defa 1948 yilinda floresin kullanilarak gerceklestirilmistir
(Moore vd., 1948). Giiniimiizde bu amagla klinik olarak onaylanmis bazi floresan

boyalar sunlardir:

¢ Indosiyanin yesili (ICG)
e 5-Aminoleviilinik Asit

e Metilen mavisi
1.1 Indosiyanin Yesili

1955 yilinda Kodak aragtirma laboratuvar tarafindan tretilmis 776 Da agirligi, suda
¢oziinebilen anyonik bir boyadir (Sekil 1.1), Uyariima dalga boyu 780 nm, emisyonu
ise 820 nm olup 1959 yilinda ise retina anjiyografisinde kullanilmasi i¢in Birlesik
Devletler Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir (Nagaya vd., 2017).
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Sekil 1.1. ICG molekiiler yapisi.

Guniimiizde ise meme kanseri (Lee ve Lai, 2016), cilt kanseri (Tanaka vd., 2009),
akciger kanseri (Kawakami vd., 2021), prostat kanseri (Polom vd., 2014) gibi
hastaliklarin yani sira koroner arter bypass goriintiileme gibi (Mashalchi vd., 2021)

siireclerde kullanilmaktadir.

1.2 5-Aminoleviilinik Asit

5-Aminoleviilinik asit, porfirin sentezinin onciistdiir (Sekil 1.2). Viicuda uygulama
yapildiktan sonra floresans 6zellik gdsteren Protoporfirin IX sentezi viicut i¢inde

gergeklesir ve birikim olusur (Nagaya vd., 2017).

—
(0]
0]
5-Aminolevilinik Asit

COOH COOH

Protoporfirin IX

Sekil 1.2. 5-Aminoleviilinik Asit ve Protoporfirin IX molekiiler yapisi.

1.3 Metilen Mavisi

Metilen mavisi, 320 Da agirliginda FDA onayli bir kizilétesi floresans yapabilen bir
boyadir. ilk defa 1890 yilinda sitma hastaligi igin kullamlmustir. Yiiksek doz
uygulandigi durumlarda Kardiyak aritmi, koroner vazokonstriksiyon, kardiyak debide
degisim, mezenterik kan akisinda azalmaya sebep olabilir (Cwalinski vd., 2020; van
Manen vd., 2018).



1.4 Yakin Kizilotesi Ve Siyanin Boyalar

Yakin kizildtesi bolge 650-900 nm arahigindadir. Ideal bir goriintiileme ajanin
sogurmasi ve emisyonu bu aralikta olmalidir. Bu aralikta 15181n doku penetrasyonu
daha iyi gerceklesir ve biyomolekiillerin otofloresans gerceklestirmesi miimkiin
olamaz. Sekil 1.3’te hemoglobinin sogurma bandinda goriildiigii gibi yakin kizilotesi

bolgede hemoglobinin sogurmasi ¢ok azdir (Kobayashi vd., 2010)

1000000 Yiizey goriintiileme In vivo goriintiileme 1000
“=~100000 1 (2]
2 :
I c:
~ 10000 0.100 ="
£ Hb Su 3
N x

» 10004 Q
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Sekil 1.3. Hemoglobinin su ortamindaki mavi bolgeden yakin kizilGtesi
bolgesine kadar uzanan sogurma spektrumu.

Siyanin boyalari; yakin kizil6tesi bolgede sogurma ve floresans yapmalarinin yani sira,

yiikksek molar sogurma katsayilarina sahip olmasi, biyobozunur olmalari, diisiik

toksisiteye sahip olmalar1 ve kanserli dokularda daha uzun siire kalmalar1 gibi

ozelliklere sahiptir. O nedenle kanserin goriintiilemesi i¢in uygundur (Luo vd., 2011,

Usama vd., 2018).

1.5 Bor Notron Yakalama Terapisi (BNYT)

Bor nétron yakalama terapisi, tiimorlii hiicrelerde birikmis olan bor (}°B) igeren
bilesiklerin ndtronlar ile 1sinlanmasi ile uygulanan bir radyoterapi yontemidir.
Nétronla 1s1nlama sonucu °B yiiksek enerjili B yapisina doniisiir (Sekil 1.4). Yapist
bozularak alfa (o) ve lityum (’Li) parcaciklarma ayrisir (Barth vd., 2018). A¢iga ¢ikan
enerjinin DNA’da kiriklara sebebiyet verebilecegi ve hiicre oliimiint tetikleyecegi

belirtilmistir (Feiner vd., 2021). Yapilan ¢alismalarda bu pargaciklarin 4-10 um kadar



yol aldiklar1 dolayisiyla sadece bulunduklari hiicrelerde etki ettikleri bilinmektedir
(Sekil 1.5).

08+ — > [""B]*He + "Li + 2,31 MeV (94%) + 2,79 MeV (6%) + y 0,48 MeV

Sekil 1.4. Bor elementinin ndtronla 1sinlanmasi sonucu gergeklesen tepkime.

@ Nétron
O Proton

N  Notron isini

Normal hiicre

Kanserli
hiicrenin
" olimii

Sekil 1.5. Bor notron yakalama terapisi (BNYT) i¢in 6nerilen mekanizma.
Bugiine kadar gelistirilen BNYT ajanlari ii¢ grupta incelenebilinir (Lamba vd., 2021);
e Birinci nesil BNYT ajanlari:  Borik asit (H3BOs), Boraks
(Na2[B410s(0OH)4]-8H20) ve pentaborat (BsH1oNaO13)
e ikinci nesil BNYT ajanlari: Boronfenilalanin (BPA) ve Siilthidril boran (BSH)
e Uciincii nesil BNYT ajanlart: Tiimérlii hiicre ve dokular1 hedefleyen yapilari

iceren BNYT ajanlar
1.6 Birinci Nesil BNYT Ajanlar:

1950 yillarinin baglarinda Borik asit, boraks ve pentaborat sentezlenmistir. Fakat bu
bilesikler tiimor hiicrelerinde yeterli bir birikme yapmamistir. Ayni zamanda bu
ajanlar hiicrelerden hizla atilmaktadir. O nedenle klinikte kullanilamamaktadir.



1.7 ikinci Nesil BNYT Ajanlar

1960 yillarinda ikinci nesil ajanlarin toksisitesi birinci nesil ajanlara gére daha
disiiktiir (Sekil 1.6). Timorlerde birikme orani1 daha fazla olmasindan dolayr klinik
calismalarda kullanilmaktadir (Lamba vd., 2021).

B(OH), SH
N*H
- 3
H
COO
p-Boronofenilalanin (BPA) Siilfhidril boran (BSH)

Sekil 1.6. ikinci nesil BNYT ajanlar.
1.8 Ugiincii Nesil BNYT ajanlar
Bu ajanlar;

e Kiigiik molekiiller, peptit ve antikorlar.

e Dogal ve dogal olmayan amino asitler.

e Niikleositler.

e Poliaminler.

e Lipozomlar, sekerler.

e Porfirinler ve nanopargaciklar (Barth vd., 2018).

Ideal bir BNYT ajaninin 6zellikleri;

e Toksisitesi diisiik olmalidir.

e Bor igeren ajan saglikli hiicrelerden hemen atilmalidir.

e Bor iceren ajan tiimorli hiicrelerde en az birkag saat kalmalidir.

e Suda ¢oziiniirliigi iyi olmalidir.

e Tiimér hiicrelerinde bor miktar1 10° atom/tiimér olmalidar.

e Bor igeren ajanin tiimor hiicrelerinde yaklasik olarak 20-50 pg/g kadar olmalidir.

e Tiimor: Kan ve Tiimor: Normal hiicre bor birikme orani1 >3:1 olmalidir (Barth vd.,
2018; Hu vd., 2020).

Ancak bu 6zelliklere sahip bir BNYT ajan1 heniiz bulunmamaktadir.

1.9 Amag

Bu tez caligmasindaki amag yakin kizilotesi bolgede sogurma ve emisyon yapabilen

saglikli hiicre ve dokulardan ¢ok tiimor hiicrelerinde birikebilen, floresans
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goriintlileme esliginde ameliyat i¢in uygun bir bilesigin 1 sentezi hedeflenmistir.
Ayrica bilesik, icerdigi karboran tniteleri sayesinde goriintiileme esliginde BNYT

yapabilecek sekilde tasarlanmistir (Sekil 1.7).

Karboran Uniteleri

-Yiiksek oranda bor igerigi
-Termal dayanikhihk/kararhlk
-BNYT iinitesi

Heptametin Siyanin Boyasi

-Yakin kizilotesi bolgede sogurma ve emisyon
-Biyouyumluluk

-Yiiksek absorbsiyon katsayisi

-Hiicre goruntiileme

-Tiimorlii hiicre/dokuda yigilim

Sekil 1.7. Hedef bilesik 1’in sematik gosterimi.

HBr HO
C,H5OH, 90°C 24s 130°c 5s N/
NH2 5

= B

Z4 N NN B1gH14, Et;S

6 N o CHyl Lo 9

—_— P —_ > / _— =
N

50°C, 16s N+ - CeHg(CHs), CH,CN
110 °C, 3g, Ar

K,CO3 DMF, 25 °C

Vi 125

Sekil 1.8. Genel sentez semasi.

Hedef bilesik 1’in sentezi alti basamakta gerceklestirilecek ve fotofiziksel 6zellikleri

incelenecektir (Sekil 1.8).



2. KAYNAK OZETLERIi

Literatiirde siyanin ve karboran ile yapilmis sadece dort adet ¢alisma rapor edilmistir.

Bu bilesikler polimerik yapidadir.

]
S
C12H25/ Y A ) N/\/\N/\§_’\
S ~CN H
o OO O 'NH
S © ON\/@
0]
>
(0]

Sekil 2.1. Bilesik 13’iin molekiiler yapisi.

Ruan vd. (2018a) pH duyarli siyanin ve karboran {initelerini igeren ve potansiyel yakin
kizil6tesi bolgede potansiyel bir floresans goriintiileme esliginde BNYT ajanini
raporlamistir (Ruan vd., 2018).

14

Sekil 2.2. Bilesik 14’iin molekiiler yapisi.

Ruan vd. (2018b) Karboran igeren ve galaktoz ile hedefleyici olarak kullanan siyanin
boyasiyla floresans 6zellik kazandiran, potansiyel bir gorintiileme esliginde BNYT

ajanini rapor etmistir (Ruan vd., 2018).



Sekil 2.3. Bilesik 15’in molekiiler yapist.

Karboran yapisin1 iceren bir makro ajan gelistirdiklerini, siyanin eklenmesiyle
polimerin yakin kizilotesi bolgeye tasidigini ve goriintilleme esliginde BNYT

yapabilecek potansiyel bir ajanin gelistirdiklerini raporlamistir (Ruan vd., 2016).

o)
@ES >—< :%o\_\
NH N
N<+ \ \ H/N>§; HN4:>
s o HN
) NMNJB/\b 0
HN O
o

@ L 8
@ 5

16

Sekil 2.4. Bilesik 16 nin molekiiler yapisi.

Karboran tniteleriyle BNYT, monometin siyanin (yesil) ile goriiniir bolgede 151ma
yapabilen ve integrin (mavi) ile tiimor hedefleme yapabilen islevli bir teranostik ajanin

in vitro ve in vivo galismalari rapor edilmistir (Dubey vd., 2015).
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Sekil 2.5. Bilesik 17°nin molekiiler yapisi.

Gadolinyum ile timdr hiicrelerinin manyetik rezonans goriintiileme, karboran
tiniteleriyle etkili BNYT yapilmasi ve kolesterol ile lipozom yapisini olusturulmus.
IGROV-1 hiicre hatlar1 iizerinde manyetik rezonans goriintiileme ve BNYT

yapabildigi raporlanmistir (Alberti vd., 2014).

Fotodinamik terapi (FDT) ve BNYT yaptigin1 gosteren literatiirde bes literatiir

bulunmaktadir. Bunlardan ilki;

Sekil 2.6. Bilesik 18’in molekiiler yapisi.
Porfirin tiirevli 1B ile zenginlestirilmis o-karbonil {initesine sahip bilesik in vitro ve
in vivo deneyleri ile bilesigin 18 hem FDT hem de BNYT yaptigi rapor edilmistir
(Friso vd., 2006).



Sekil 2.7. Bilesik 19’un molekiiler yapisi.

Jori vd. (2009) suda ¢oziinebilen 19 bilesigin, melanoma hiicrelerinde goriintiileme,

FDT ve BNYT yapabildigi gosterilmistir (Jori vd., 2009).

20

Sekil 2.8. Bilesik 20’nin molekiiler yapisi.

Bilesik 20 igin rapor edilen ¢alismada glioma hiicreleri i¢in foto duyarlastirici
olduklarin1 gdstermis ve ayn1 zamanda termal nétronlarla etkilestirildiginde BNYT

yaptigini belirtmistir (Hiramatsu vd., 2015).
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21b

Sekil 2.9. Bilesik 21’in molekiiler yapisi.
Bilesik 21’in sentezini ve hiicre ve hayvan deneyleriyle FDT ve BNYT yaptiklarini
raporlamistir (Ol’shevskaya vd., 2021).

Cst

/ BgH1o H1089 \ Cs

N
H1059 BgH10

22

Sekil 2.10. Bilesik 22’nin molekiiler yapisi.

Pietrangeli vd. (2015) suda ¢oziinebilen bilesigi sentezlediklerini, karakterizasyonun
gerceklestirip, kimyasal olarak FDT yaptigin1 gosterip in vitro kosullarda nétron
otoradyografi yontemini kullanarak BNYT yaptigini raporlamistir (Pietrangeli vd.,
2015).

11



Sekil 2.11. Bilesik 23’iin molekiiler yapisi.

Notral ve anyonik florlanmis karbonilporfirin bilesigi 23 sentezlemistir. BNYT ve
FDT igin sentezlediklerini ve kanser hiicre hattiyla FDT testinin yapildigin

raporlamistir. BNYT testleriyle ilgili sonuglar verilmemistir (Ol’shevskaya vd., 2014).

Sekil 2.12. Bilesik 24’iin molekiiler yapisi.

Vicente vd. (2002) sentezledikleri bilesik 24’iin suda ¢ozlinebilir oldugunu ve FDT
yapabildigini raporlamistir (Vicente vd., 2002).

12



Sekil 2.13. Bilesik 25’in molekiiler yapisi.

Yapilan bu calismada porfirin tiirevli yeni bir bilesik sentezlenmis ve karakterizasyonu

gerceklestirilip FDT yaptigi rapor edilmistir (Bellucci vd., 2021).

- @
O Sorianmis Portin O &%%%?? ;%%
. @
@AH ) Y “@ O A % ¥ 32”8
LR
AR S T

Sekil 2.14. Bilesik 26’nin molekiiler yapisi ve formiilasyonu ve sematizasyonu.

Borlanmus porfirin floresans goriintiileme ve %*Cu?* eklenmesiyle pozitron emisyon

goriintiilemesini hedeflenmis PLGA-mPEG ile borlanmis porfirin yapisini timorlii

hiicrelere y1gilimmi saglamak i¢in kullanmistir. Bilesik 25’in BNYT yaptigi

ispatlanmis ve porfirinin ise floresans goriintilleme yaptigi in vitro ve in vivo

deneylerde desteklenmistir (Shi vd., 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

Biitiin kimyasal malzeme ve ¢oziiciiler Merck ve Aldrich firmalarindan temin edilmis
olup, genel olarak ¢oziiciiler literatiirde bilinen yontemlerle saflagtirilmistir (Furniss,
1989). Kolon kromatografisi, silika jel (Merck, 60-200 mesh) kullanilarak yapilmistir.
Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) Merck 0,2 mm silika jel 60 F254 Analitik
Aliminyum Plakalar iizerinde gerceklestirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin erime
noktalari, kapiler tiipler kullanilarak Schorrp marka MPM-H2 model erime noktasi
cihazi ile tayin edilmistir ve diizeltme yapilmamistir. FT-IR (KBr disk) spektrumlari
Bruker Vertex 70 model veya FT-IR (ATR) spektrumlari Perkin Elmer marka
Spectrum 100 model spektrofotometre sogurma spektrumlart Varian Cary 50 model
UV-Vis ve emisyon (yaymma) Ol¢limleri ise Varian Cary Eclipse Fluorescence
spektrofotometre cihazlariyla kaydedildi. LC MS spektrumlari ThermoScientific
markasi TSQ Quantum Access Max ile kaydedilmistir. MALDI-TOF MS spektrumlari
Bruker microflex LT MALDI-TOF MS ile kaydedilmistir. *H NMR (600, 400 veya
300 MHz) ve 3C NMR (151, 101 veya 75 MHz) spektrumlar1 FT-NMR cihazlari ile
kaydedilmistir.

3.2 5-Metoksi-2,3,3-trimetil-3H-indol (4) Sentezi

(@]
el T O
/
C,Hs0H, 90°C, 24h
NH 2fg N

l 4
2 NH,

Sekil 3.1. Bilesik 4’iin sentezi.

(4-Metoksi)fenil hidrazin hidrokloriir (2) (0.5 g, 3.62 mmol) ve 3-metil-2-biitanon (3,
0.623 g, 7.24 mmol) mutlak etanol (20 ml) iginde ¢oziildii ve azot atmosferinde 5 saat
siireyle geri sogutucu altinda kaynatildi. Sonra ¢6zelti sogumaya birakilarak oda
sicakligina gelmesi saglandi. Coziicli vakum altinda uzaklastirildiktan sonra kalan
kisim kolon kromatografisi yardimiyla (Hekzan: Etil asetat, 2:1) saflastirilarak
kirmizimsi turuncu viskoz bir yag olarak triin elde edildi (Jarvis vd., 2017); 0.47
g, %70 verim. *H NMR (400 MHz, CDCls3) § 7.58 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.13 — 6.63 (m,
3H), 3.85 (s, 3H), 2.46 (s, 3H), 1.37 (s, 6H). *3C NMR (101 MHz, CDCls) & 185.6,
14



157.8,147.2,147.1, 119.9, 111.9, 107.9, 55.4, 53.6.

3.3 2,3,3-Trimetil-3H-indol-5-0l (5) Sentezi

MeO
,
N 130°C, 5h N

4 5

Sekil 3.2. Bilesik 5’in sentezi.

Bilesik 4 (0.2 g, 1.05 mmol) 50 ml bir balona alinarak iizerine azot atmosferi altinda
HBr (10 ml %48) yavasca eklendi. Karigim geri sogutucu altinda 130 °C’ye 1sitildi.
ITK ile takip edilen tepkime 3 saat sonunda oda sicakligina sogutularak su (20 ml) ile
seyreltildi ve doygun NaHCO3 ¢ozeltisi ile notralize edildi. Sulu faza CH2Cl2 (3x100
ml) ile cekme yapildi. Organik faz doygun tuzlu su ¢ozeltisi (3x100 ml) ile yikandi,
sodyum siilfat {izerinden kurutulduktan sonra ¢dziicii doner buharlastirici yardimiyla
uzaklastirildi ve kahverengi kat1 tirtin elde edildi; 167 mg, %90 verim (Schulz-Senft
vd., 2017). *H NMR (400 MHz, CDCls3) § 7.30 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.85 (d, 1H), 6.78
(dd, J = 8.3, 1.2 Hz, 1H), 2.26 (s, 1H), 1.28 (s, 1H). *C NMR (101 MHz, CDCls) §
185.8, 156.0, 147.1, 144.6, 119.8, 114.3, 109.9, 53.6, 23.1.

3.4 2,3,3-Trimetil-5-(prop-2-in-1-ilokzi)-3H-indol (7) Sentezi

///\Br NN
A

HO. : S</ . . _o. : S</
/ /
N K,CO3, DMF, 25 °C N

5 12s, %80 7

Sekil 3.3. Bilesik 7’nin sentezi.

Bilesik 5 (65 mg, 0.37 mmol) ve K2COs (102 mg, 0.74 mmol) 50 ml bir balonda azot
atmosferine alindi. Uzerine 6nce kuru dimetil formamid (5 ml) ve sonra damla damla
proparjil bromiir (6, 53.8 mg, 0.45 mmol) ilave edildi. Karisim bir gece boyunca
manyetik olarak karistirildi. ITK ile takip edilen tepkimede baslangic maddesi bittikten
sonra tepkime sonlandirildi. Ortama doygun sodyum bikarbonat ¢ozeltisi (100 ml)
eklendi ve CH2Cl> (3x100 ml) ile ¢ekme yapildi. Organik faz magnezyum siilfat
tizerinden kurutulduktan sonra ¢oziici vakum altinda uzaklastirildi. Kahverengi
yagimsi siv1 {iriin elde edildi; 64 mg, %80 verim (Khanam vd., 2016). *H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 7.36 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.86 — 6.79 (m, 1H), 4.62 (d, J = 2.4 Hz, 1H),

15



2.46 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 2.17 (s, 1H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) § 186.4, 155.8,
147.9, 147.2, 120.0, 113.1, 109.3, 78.6, 75.5, 56.3, 53.8, 23.1, 15.2.

3.5 1,2,3,3-Tetrametil-5-(prop-2-in-1-ilokzi)-3H-indol-1-ium iyodiir (8) sentezi

N N
o CHjl oo
/ E—— 7
N 50°C, 16h N+ _

7 8

Sekil 3.4. Bilesik 8’in sentezi.

7 (374 mg, 1.75 mmol) ile iyodometan (1 ml, asir1) 10 ml bir balona alindiktan sonra
agz1 bir septum yardimiyla kapatildi ve bir giin boyunca oda sicakliginda
karistirildiktan sonra geri sogutucuya altinda sicaklik 50 °C’ ye getirildi. 15 saat sonra
kahverengi katilarin olustugu ve ITK ile baslangic bilesiginin bittigi gdzlenince
tepkime sonlandirildi. Selit 545 ile filtre edilen tirtin dietil eterle yikandi. Kahverengi
katr iiriin elde edildi; 554 mg, %89 verim (Jarvis vd., 2017). *H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 7.84 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.21 (dd, J = 8.8, 2.4
Hz, 1H), 4.93 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 3.93 (s, 3H), 3.63 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 2.70 (s, 3H),
1.50 (s, 6H). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 5 193.2, 158.2, 143.4, 135.9, 116.0,
114.7, 110.5, 78.6, 78.6, 56.1, 53.7, 34.5, 21.7, 13.7.

3.6 Bilesik 10’ un sentezi

o BH
X BygH14, EtoS
\\/O 9 (0]
Y, Y,
N+ - CgHg(CH3), CH5CN N+ _
\ 110 °C, 3d, Ar Vi
8 10

Sekil 3.5. Bilesik 10’un sentezi.

B1oH14 (9, 200 mg, 1,629 mmol) ve 8 (487 mg, 1,358 mmol) 50 ml ¢ift boyunlu balona
alinarak argon atmosferi altinda toluen ve asetonitril (1:1) ¢oziiciileriyle ¢6ziildii. Bir
stire oda sicakliginda karistiktan sonra dietil siilfiir (304,2 mg, 366 uL, 3,395 mmol)
reaksiyon ortamia eklenip 110 °C geri sogutucu altinda kaynatildi. ITK ile kontrol
edilen tepkime oda sicakligina geldikten sonra ¢oziiciisii uzaklastirildi. Uriin kolon
kromotografisiyle (10:1 Hekzan: Etil Asetat) saflastirildi. Beyaz kati, 290 mg, %61
verim LC-MS: 347.31 [M]" Bulunan: 348,28 [M]* + H. *H NMR (600 MHz, CDCls)
86.59 (d,J=2.5Hz, 1H), 6.56 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H), 6.40 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.32
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(s, 2H), 4.12 (m, 1H), 2.65 (s, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.17 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 0.99 (s, 3H).
13C NMR (151 MHz, CDCls) § 150.6, 147.6, 141.2, 113.0, 110.3, 107.9, 72.4, 70.2,
57.6, 42.85, 34.4, 25.4, 22.7, 12.1.

3.7 Bilesik 1’in sentezi

_ > N XX NSNG
_ NaOAc, C,Hs0H, 72 °C, / \
Vi 12h

Sekil 3.6. Bilesik 1’in sentezi.

Bilesik 10 (70 mg, 0,202 mmol), 11 (17,4 mg, 0,101 mmol) ve NaOAc (8,2 mg, 0,101
mmol) 10 ml tek boyunlu balona alindi ve C2HsOH ile ¢6ziildii ve geri sogutucu altinda
78 °C’ye 1s1t1ld1. ITK ile kontrol edilen tepkimede baslangi¢ maddeleri tiikenince oda
sicakligina sogutulduktan sonra ¢dziiciisii uzaklastirildi. Uriin kolon kromotografisiyle
saflastirild1 (%80:%20, Diklorometan:Metanol). MALDI TOF: 827,63 [M*] Bulunan:
827,77 [M*]
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Hedef Bilesigin Sentezi

(0]

MeO % MeO
U, s OIS e OIS
/ PPV /
Np  C2HsOH, 90°C, 245 N 130°C, 55 N
I
2 NH, 4 5
= Br
= N N BioHqa Et,S
° \O% CHl oo 9
7 —_— /
K,CO3, DMF, 25°C N 50°C, 16s N* _ CgHg(CHs), CHsCN

7 \ 110 °C, 3g, Ar

i - NaOAc, C,HsOH, 72 oc,

12s

Sekil 4.1. Genel sentez semasi.

Hedef bilesik 1 i¢in alt1 basamakli sentez yolagi izlenmistir (Sekil 4.1). Baslangig
maddesi olarak (4-metoksifenil) hidrazin (2) secilmis ve 3-metil-2-biitanon (3) ile
etanol igerisinde asit (HCI) katalizorliigiinde etkilestirilerek 4 elde edilmistir (Sekil
4.2).

o)
Me0\©\ \ij\ MeO
7
N2 C,H50H, 90°C, 24s [IN:
H 4

2
Sekil 4.2. Bilesik 4’iin sentezi.

Bilesik 4’iin yapist *H NMR (Sekil 4.3) ve 3C NMR (Sekil 4.4) spektrumlari ile

dogrulanmis olup verilerin literatiirle uyumlu oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. Bilesik 4 icin *H NMR spektrumu (CDCls 400 MHz).
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Sekil 4.4. Bilesik 4 icin 3C NMR (CDCls, 101 MHz).
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Daha sonra bilesik 4 HBr ile 130 °C’de muamele edilerek hidroksi indoline 5
cevrilmistir (Sekil 4.5).

M

eO HBr HO
/ oo~ /
N 130°C, 5h N

4 5
Sekil 4.5. Bilesik 5’in sentezi.

Hidroksi indolinin 5 karakterizasyonu *H NMR (Sekil 4.6), *C NMR (Sekil 4.7) ve
LCMS kiitle (Sekil 4.8) spektrumlari ile yapilmistir. Metoksi indolin’in 5 *H NMR
spektrumunda 3.75 ppm’de goriilen metoksi protonlarina ait sinyaller hidroksi
indolinin 5H NMR spektrumunda gézlenmemis olup hidroksi protonuna ait bir sinyal
10.30 ppm’de gozlemlenmistir. Bu durum tepkimenin arzu edildigi sekilde
gerceklestigini kanitlamaktadir. Ek olarak, on adet farkli karbona ait sinyallerden

olusan BC NMR ve LCMS (m/z: 175.83) spektrumlarinin yapiyr dogruladig

goriilmektedir.
v {L |
C
_/ / /‘{."“ ‘ I
HO
/
N
5
2
11‘.0 1(‘].5 l(l].ﬂ
f1 (ppm)
U L_J( |
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P
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&
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Sekil 4.6. Bilesik 5 icin *H NMR spektrumu (CDCls, 400 MHz).
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Sekil 4.7. Bilesik 5 i¢in 3C NMR spektrumu (CDCls, 101 MHz).
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Sekil 4.8. Bilesik 5 i¢in LC MS kiitle spektrumu.

Bir sonraki basamakta hidroksi indolin 5, proparjil bromiir (6) ve K2COs ile DMF’te
inert atmosfer altinda reaksiyona sokulmustur (Sekil 4.9). Uriin 7 silikajel {izerinden

yapilan kolon kromotografisi ile saflastirilarak %80 verimle elde edilmistir.
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Sekil 4.9. Bilesik 7’nin sentezi.

Alkin indolin’in 7 *H NMR spektrumu (Sekil 4.10) incelendiginde 4.60 ppm’de
proparjil metilenine (-CHz) ve 2.51 ppm’de metin protonuna ait sinyallerin gozlendigi
not edilmelidir. Ayrica on ii¢ sinyalden olusan *C NMR (Sekil 4.11) spektrumu

yaptyla uyumludur.
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Sekil 4.10. Bilesik 7 igin *H NMR spektrumu (CDCls, 400 MHz).
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Sekil 4.11. Bilesik 5 icin 3C NMR spektrumu (CDCls, 101 MHz).

N-alkilleme i¢in CHsl segilmis ve 7 ile tepkime neticesinde metilasyon tirtinii 8 %89

verimle elde edilmistir (Sekil 4.12).

X N

S e S
V/ 7
N 50 °C, 16h N+

7 8
Sekil 4.12. Bilesik 8’in sentezi.

Yapi tayini tH NMR (Sekil 4.13) ve *C NMR (Sekil 4.14) ile yapilmistir. 3.93 ppm’de
gdzlenen tekli pik azota bagl metil grubuna ait olup on dért sinyalden olusan 3C NMR

spektrumu yapiy1 dogrulamaktadir.
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Sekil 4.13. Bilesik 8 i¢in *H NMR spektrumu (DMSO-ds, 400 MHz).
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Sekil 4.14. Bilesik 8 igin 3C NMR spektrumu (DMSO-ds, 101 MHz).

Bir sonraki basamakta alkinli indolin ile dietil siilfiir ve dekaboranin etkilestirmesi

sonucu bilesik 10’un sentezi gergeklestirilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Bilesik 10’un sentezi.

Bilesigin yapis1 tH NMR (Sekil 4.16), 3C NMR (Sekil 4.17) ve LC MS (Sekil 4.18)
ile dogrulanmistir. 'H NMR spektrumunda 2.5 ppm ile 1.5 ppm araliginda o-
karborandan gelen H ait piklere ait oldugu *C NMR spektrumuna ait ondért pik

oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.16. Bilesik 10 i¢in *H NMR spektrumu (CDCls, 600 MHz).
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Sekil 4.17. Bilesik 10 igin 3C NMR spektrumu (CDCls, 151 MHz).
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Sekil 4.18. Bilesik 10 i¢in LC MS kiitle spektrumu (m/z: 347,31).
Bilesik 10’un karakterizasyonu yapildiktan sonra 11 (Choi vd., 2020) ile NaOAc

katalizorliigiinde heptametin siyanin sentezi gergeklestirilmistir (Sekil 4.19).

N7 SN -
~ NaOAc, C,Hs0H, 70°C, / \

\ 12h

Sekil 4.19. Bilesik 1’in sentez basamagi.

Hedef bilesigin MALDI-TOF kiitle spektrumu (Sekil 4.20) alinmis ve yapiyi
dogrulamaktadir. (m/z: [M]" hesaplanan 827,63, bulunan: [M]" 827,77)
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Sekil 4.20. Bilesik 1 i¢cin MALDI-TOF kiitle spektrumu (m/z: 827,779).

4.2 Albiimin ile fla¢ Formiilasyonu

Albiimin, suda ¢oziinebilirligi ve fizyolojik ortamda en ¢ok bulunan bir proteindir.
Islevleri arasinda, tasima, antioksidan aktivitesi hiicre ici pH diizenleme gibi bir¢ok
gorevi bulunmaktadir (Zhao vd., 2021). Bu 6zelliklerinden faydalanarak bilesik 1’i
Bovin Serum Albimin ile (BSA) (Liu ve Chen, 2016) ila¢ formiilasyonu

olusturulmustur boylece fizyolojik ortamda ¢6zlinme 6zelligi kazandirilmistir.

4.3 Hedef Bilesik 1’in Fotofiziksel Ozellikleri

Sentezi ve karakterizasyonu yapilan bilesik 1 icin fotofiziksel 6zellikleri incelendi.
Molekiil 1 i¢in 1x10° M hazirlanip ve BSA ile kaplanan 1 igin 1 mg/ml olarak
hazirlandi. Organik ¢oziiciide maksimum 800 nm ve karborandan gelen 320 nm (Sekil
4.21), BSA ile kaplandiginda maksimum 822 nm ve karborandan gelen 320 nm olarak
gbzlemlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.21. a) 1’in (1,31x10° M) THF i¢inde kaydedilen sogurma spektrumu b) 1’in
(1,31x10°> M) THF icinde kaydedilen floresans spektrumu (Lex= 790 nm)
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Sekil 4.22. 1@BSA (300 pg/ml) igin kaydedilen sogurma spektrumu.
Molekiil 1’in fotofiziksel 6zellikleri incelendi, yakin kizil6tesi bolgesinde sogurma ve

emisyonu oldugu gozlemlendi. Bir sonraki asama i¢in fotoduyarlastirict 6zelliklerine
bakildi.

4.4 1’in Molar Sogurma Katsayilari (g)

1 igin bes farkli derisimde (102 M, 102 M, 10* M, 10° M, 10® M) hazirlanan
¢ozeltilerinin sogurma spektrumlar1 kaydedildi. Elde edilen veriler {izerinden Beer-
Lambert formiilasyonuna gore yapilan hesaplar sonunda 1 i¢in € degeri 108144 olarak

belirlenmistir.

e=A4A/c
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4.5 Fotoduyarlastirica Testleri

Fotoduyarlastic1 etkinliginin 6nemli bir gostergesi singlet oksijen (*O2) iiretimidir.
Bilesik 1’in 'O, iiretip iiretmediklerini belirleyebilmek igin literatiirde O tuzak
molekiilii olarak yaygimn bir sekilde kullanilan 1,3-Difenilizobenzofuran (DPBF)
secilmistir. DPBF ortamda 'O, bulunmasi halinde hemen tepkimeye girerek
endoperoksite ¢evrilir. Endoperoksit oda sicakliginda bozularak diketona doner. Bu
tepkimede DPBF sogurma spektrumu izlenmek suretiyle ortamda 'Oz olusup
olusmadig1 kolayca anlasilmaktadir. 'Oz olustugu siirece ortamdaki DPBF (ve

sogurma siddeti, Amax = 417 nm) sogurmasi azalacaktir (Sekil 4.23).

Ph Ph
Ph
= '0, O 25°C o
e} _— O ! e
~ 0] 0
Ph Ph Ph
23 24 25

Sekil 4.23. DPBF ile 1O, tepkimesi.

Sentez ve karakterizasyonu gergeklestirilen bilesik 1’in FDT etkinliklerini belirlemek
icin bu bilesiklere karanlik ortamda DPBF ilave edilmistir. Daha sonra farkli ¢oziiciiler
igerisinde hazirlanan bu ¢ozeltiler 1s1nlanarak ¢esitli zaman araliklarinda ¢ozeltilerin
sogurma spektrumlari kaydedilmistir. Elde edilen veriler DPBF bilesigine ait sogurma

siddetinin (Amax = 417 nm) zamanla azaldigin1 géstermektedir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Bilesik 1 i¢in farkli ortamlarda fotodinamik terapi etkinlikleri a) THF
ierisinde 1’in (9,9x10° M), DPBF (1,66x10° M) tuzag: ile 1sinlanmas1
sonucu elde edilen grafik b) 1@BSA (300 pug/ml) DPBF (3,32x10°¢ M).

Elde edilen sonuglara gore 1’ in THF ortaminda kirmizi 1sikla 1sinlanmast sonucunda
DPBF sogurmasinda azalama goriildiigi gozlemlenmistir. (Sekil 4.24a) Kontrol
deneyi olarak 1 olmadan DPBF tuzagmin kirmizi 1sik ile 1sinlanmasi sonucunda
sogurmasinda bir azalma goriilmemistir. Ayni1 islem 1@BSA ile yapilmistir ve DPBF
azalmasi gozlemlenmistir. (Sekil 4.24b) Kontrol deneyleri yine ayni sekilde 1@BSA

icin yapilmistir.
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4.6 In Vitro Cahsmalari

4.6.1 Kanser hiicrelerinde goriintiileme

Gelistirilen ilag formiilasyonu 1@BSA ile kimyasal testlerde olumlu sonuglar alinmasi
{izerine in vitro calismalara gecilmistir. Oncelikle malzemelerin 1@BSA canl1 hiicre,
Ozellikle de kanser hiicrelerini gorlintileme yetenekleri arastirilmigtir. Kanser
hiicrelerinin canli goriintiilenmesi i¢in bu hiicreler L@BSA (25 ng) ile inkiibe edilmis

ve floresans mikroskop yardimiyla hiicrelerin goriintiilenmesi gerceklestirilmistir

(Sekil 4.25).
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Kirmizi

Cakistirilmig

Sekil 4.25. Hep-2 hiicrelerinde 1@BSA (25 pg/ml) ile bir giin inkiibasyonu sonucunda
floresans goriintiilleme Olgek = 20 pum. Filtre Aex: 620/60 nm.
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4.6.2 In vitro fotoduyarlastirici testleri

Bilesik 1'in fotoduyarlastiric1 aktivitesine bagli sitotoksisite ¢aligsmalar1 i¢cin Hep-2
hiicreleri kullanilarak in vitro sitotoksisite testleri yapildi. Hiicreler, kirmizi 1sikla
1sinlanmadan 6nce 24 saat boyunca 1 (0-50 pg) inkiibe edildi. Kontrol gruplari 1sikla
aydinlatilmadi. Hiicre canliliklari, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT) deneyi ile belirlendi. MTT testi, bilesik 1’in 1sinlama adiminin harig
tutuldugu karanlik kontrollere (kirmizi bar) gore oOnemli Ol¢lide daha fazla
fotositotoksik (mavi bar) oldugunu ortaya koydu. Kisa 1sinlama siiresine (30 dakika)
ragmen bilesik 1’in in vitro 1s18a kars1 6zellik gosterdigi ortaya koyulmus 25 ug
icin %87, 50 pug icin %88 oraninda fototoksisite goriilmiistiir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Hep-2 tiimor hiicre hattinda bir gece boyunca inkiibe edilen
1@BSA (0-50 pg)’in kirmizi 1sikla 1simnlanmasi sonucunda
yapilan MTT grafikleri.
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Sekil 5.1. Genel sentez gemasi.

Hedef bilesik 1 igin alti basamaklik bir sentez yolu izlenmistir. 2 ve 3 etil alkol
icerisinde 78 °C derecede sitilarak indol 4’{in sentezi gergeklestirildi. 4 numarali yapi
bromik asit ile 5’e g¢evrildi. Bir sonraki basamak 5’in i¢in 6 ile DMF igerisinde oda
sicakliginda etkilestirismesiyle 7’nin sentezini gerceklestirildi. 7’nin metil iyodiir ile
reaksiyonu ile 8’e doniistiiriildi. 8’in 9 ile reaksiyonuyla 10’un sentezi gergeklestirildi.
10 ve 11’in sodyum asetat katalizorliigiinde etanol igerisinde 78 °C derecede 1sitilarak
hedef bilesik 1 sentezi gergeklestirilmistir ve ortaya koyulmus ve yapi ¢esitli

spektroskopik yontemlerle karakterize edilmistir.

Bilesik 1’in sentezi gerceklestikten sonra fotofiziksel Ozellikleri incelenmistir.
Fizyolojik ortamda ¢dzlinmesini saglamak i¢in bovin serum albiimin ile etkilestirerek

1’in biyo uyumlulugu arttirilmistir.

Hedef bilesik 1’in sogurma ve floresans ozellikleri incelendiginde kloroform ve
tetrahidrofuran gibi organik ¢6ziiciilerde sogurma degeri 800 nm floresans degeri 820
nm, BSA ile etkilestirildiginde sogurma degeri 822 nm gozlenmistir.

Bir sonraki asamada bilesik 1 ile in vitro ¢alismalar gergeklestirilmistir. Hep-2 hiicre
hatt1 alinarak floresans goriintiileme i¢in segilen konsantrasyonlarda bilesik 1@BSA
ile inkiibe edildi. 1@BSA i¢in floresans goriintiileme etkinligininin etkin bir sekilde
yapabildigi tespit edilmistir. Yapinin potansiyel olarak ameliyat esliginde floresans

goriintliileme ajan1 olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Ayni hiicre hatt1 {izerinde yapilan fotoduyarlastici testlerinde 1@BSA kirmizi 1s1kla
ve 30 dakika siire ile 1sinlamanmis ve neticede hiicre canliliginda %87-88 oraninda

azalma gozlenmistir.
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Siyanin ve karboran {initelerini i¢ceren molekiiler yapida, yakin kizilotesi bolgede
sogurma, emisyon ve fotodinamik terapi yapabilen malzeme literatiirde
bilinmemektedir. Bu amagla yapilan g¢alismalarda polimerik yapida malzemeler
kullanilmistir.  Polimerik malzemelerin; boyutunun biiyiilk olmasi, polimerlerin
sentezinde ve saflagtirma asamasinda yasanan zorluklar ve maliyetlerinin yiiksek
olmasi, uzun siire kan dolasiminda kalmasi, fizyolojik bariyerlere takilabilmeleri ve
uzun vadede yan etkilerinin bilinememesi gibi 6nemli dezavantajlari mevcuttur.
Yapilan diger ¢alismalarda ise sentezlenen bilesikler porfirin tiirevlidir. Porfirin tiirevli
bilesikler hiicreden atilmasinin 2-4 hafta arasinda viicuttan atilmasi, tiimorlii hiicrelere
bu ajanlarin dozajlarmin 10 kat fazlas1 gerekmektedir, suda ¢oziiniirliikleri diisiiktiir,

topaklanma potansiyellerinin yiiksek olmas1 gibi dezavantajlart mevcuttur (Konan vd.,
2002; Master vd., 2013; Ogawara ve Higaki, 2017; Tada ve Baptista, 2015).

Yukarida belirtilen dezavantajlar g6z Oniine alinarak bu tez ¢alismasinda yakin
kizil6tesi bolgede sogurma ve emisyon yapabilen yeni bir boya tasarlanmis ve sentezi
gerceklestirilmistir. S6z konusu boya tiimdr hiicrelerine kolayca internalize olmak
suretiyle kanserli hiicrelerin tespit edilmesi maksadiyla kullanilabilecek nitelikte
dizayn edilmistir. Nitekim tez kapsaminda yapilan in vitro ¢aligmalar sonucunda
kanser hiicrelerinin floresans goriintiillemesi gerceklestirilmistir.  Gelistirilen
malzemenin floresans goriintiileme esliginde ameliyat islemlerinde kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda gelistirilen malzemenin fotoduyarlastirict 6zelligiyle
in vitro olarak incelenmis ve basarali sonuglar alinmustir. Ustelik gelistirilen malzeme
yiiksek oranda bor icermesi miinasebeti ile bor ndtron yakalama terapisinde (BNYT)

ajan olarak kullanilabilecek potansiyele sahiptir.
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