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OZET

Kanser giiniimiiziin en 6nemli saglik problemlerinden biridir. Kanser, anormal hiicrelerin kontrol dist
cogalmasi ile baslar ve tedavi edilmez ise 6liime neden olabilir. Multidisipliner bir calisma gerektiren
kanser tedavileri; cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, fotodinamik terapi (PDT) gibi farkli segenekleri

icermektedir.

Kemoterapi ve radyoterapi sonucu olusan istenmeyen yan etkiler farkli kanser tedavi yontemlerinin
arastirtlip gelistirilmesini saglamistir. Fotodinamik terapi bu yontemlerden biri olarak ortaya ¢ikmistir.
Yaklagik 30 sene 6nce FDA (US Food and Drug Administration) tarafindan onaylannmis olmasma ragmen
bu yontem giiniimiizde hala etkili bir sekilde kullanilamamaktadir. Fotodinamik terapi, gelistirilen
molekiiler yapmin viicuda verilerek dagilmasmi ve kanserli bolgede birikmesini dngérmektedir. Kanserli
bolgede birikimin saglanmasinm ardmdan yiiksek dalga boylarinda segilen bolgeye 1sima yapilarak
gelistirilen molekiil uyarilir ve reaktif iirlinler ortaya cikar. Bu reaktif {irlinler de kanserli hiicrelerin

Oliimiinii saglayarak hastanm kanserden kurtulmasini saglar.

Bu ¢alismada sentezlenen Zn, Cu, Co, Ga, Mn ve In bagli metalo-ftalosiyanin bilesiklerinin farklt meme
kanseri hiicre hatlar1 (kanseri hiicre hatlart MCF-7, MDA-MB-231 ile sagliklt hiicre hatt MCF-10A)
tizerinde sitotoksisite ¢aligmalar1 yapilmustir. Yapilan XTT 6l¢timleri sonucunda 3 hiicre hatti i¢in 1Csq
degerleri bulunmustur. Bulunan ICs, degerlerine gore Ga ve Zn bagh ftalosiyanin yapilarinin MCF7 hiicre
hatt1 iizerinde en verimli sonuca gotiirdiigii gosterilmistir. Yapilan LDH-ELISA calismasinda uygulama
sonrast hiicre bazmda olusan LDH diizeyleri Olciilmiis ve hiicrelerin apoptoza yoneldigi goriilmiistiir.
Avyrica flow sitometri ile yapilan cell-cycle ve dead cell kitleri ile bu uygulama sonucu kanser hiicrelerinin
saglikl1 hiicrelere oranla daha ¢ok apoptoza gittigi goriilmiistiir. Bu arastirma sonucunda bulunan sonuglar
ile Ga-Pc ve Zn-Pc ftalosiyanin yapilarinin toksik etkileri incelenmis ve diger yapilara kiyasla meme

kanseri i¢in en uygun metalo-ftalosiyanin yapilarinin oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Ftalosiyanin, Metaloftalosiyanin, Fotodinamik Terapi, Meme kanseri
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EFFECTS OF DIFFERENT METALLOPHTHALOCYANINE PRODUCTS ON BREAST
CANCER

Hayrani Eren BOSTANCI
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Supervisors: Prof. Dr. Behzat CIMEN-Prof. Dr. Yusuf TUTAR
ABSTRACT

Cancer is one of the most important health problems of today. Cancer begins with the uncontrolled
proliferation of abnormal cells and can lead to death if left untreated. Cancer treatments that require a
multidisciplinary study; It includes different options such as surgery, radiotherapy, chemotherapy,

photodynamic therapy (PDT).

Undesirable side effects caused by chemotherapy and radiotherapy have led to the research and
development of different cancer treatment methods. Photodynamic therapy has emerged as one of these
methods. Although it was approved by the FDA (US Food and Drug Administration) about 30 years ago,
this method is still not used effectively today. Photodynamic therapy predicts that the developed molecular
structure is distributed to the body and accumulates in the cancerous area. After the accumulation in the
cancerous area is achieved, the developed molecule is stimulated by irradiating the selected area at high
wavelengths and reactive products are produced. These reactive products also enable the patient to get rid

of cancer by causing the death of cancerous cells.

In this study, cytotoxicity studies of synthesized Zn, Cu, Co, Ga, Mn and In bound metallo-phthalocyanine
compounds were performed on different breast cancer cell lines (cancer cell lines MCF-7, MDA-MB-231
and healthy cell line MCF-10A). As a result of the XTT measurements, IC50 values were found for 3 cell
lines. According to the IC50 values found, Ga and Zn bound phthalocyanine structures have been shown
to lead the most efficient result on the MCF7 cell line. In the LDH-ELISA study, LDH levels formed on
the cell basis after the application were measured and it was observed that the cells were directed towards
apoptosis. In addition, it was observed that cancer cells undergo more apoptosis than healthy cells as a
result of this application with cell-cycle and dead cell kits performed by flow cytometry. As a result of this
research, the toxic effects of Ga-Pc and Zn-Pc phthalocyanine structures were examined and it was
concluded that metallo-phthalocyanine structures were the most suitable for breast cancer compared to

other structures.

Keywords: Phthalocyanine, Metallophthalocyanine, Photodynamic Therapy, Breast cancer
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser giiniimiiziin en o©nemli saglk problemlerinden biridir. Kanser, anormal
hiicrelerin kontrol dis1 cogalmasi ile baslar ve tedavi edilmez ise 6liime neden olabilir.
Multidisipliner bir c¢aligma gerektiren kanser tedavileri; cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi, fotodinamik terapi (PDT) gibi farkli secenekleri icermektedir (Agostinis ve
ark., 2011).

Kemoterapi ve radyoterapi sonucu olusan istenmeyen yan etkiler farkli kanser tedavi
yontemlerinin  arastirilip  gelistirilmesini  saglamistir.  Fotodinamik terapi  bu
yontemlerden biri olarak ortaya ¢ikmistir. Yaklagik 30 sene 6nce FDA (US Food and
Drug Administration) tarafindan onaylanmis olmasina ragmen giiniimiizde hala etkili
bir sekilde kullanilamamaktadir (Agostinis ve ark., 2011). Fotodinamik terapi,
gelistirilen molekiiler yapmin viicuda verilerek dagilmasmi ve kanserli bolgede
birikmesini 6ngérmektedir. Kanserli bélgede birikimin saglanmasinin ardindan yiiksek
dalga boylarinda secilen bdlgeye 1s1ma yapilarak gelistirilen molekiil uyarilir ve reaktif
iirtinler ortaya ¢ikar. Bu reaktif {iriinler de kanserli hiicrelerin oliimiinii saglayarak

hastanin kanserden kurtulmasini saglar (Li ve ark., 2013).

Kanser tiirleri arasinda meme kanseri, akciger kanserinden sonra diinyada goriilme
siklig1 en yiiksek olan kanser tiiriidiir. Her sekiz kadindan birinin hayatimin belirli bir
doneminde meme kanserine yakalanabilecegi bildirilmektedir. Erkeklerde de
goriilmekle beraber kadinlarda goriilme durumu erkeklere gore 100 kat daha fazladir.
Bu yiizden arastirmacilar yeni terapotik ajan gelistirmek i¢im g¢aligmalart bu alana
kaydirmistir (Basanagouda ve ark., 2014). Bu ¢alismada yeni sentezlenen farkli metalo-
ftalosiyaninlerin  meme  kanseri  lizerinde  toksisitesinin  degerlendirilmesi

amag¢lanmaktadir.

Fotodinamik terapide yaygin olarak kullanilmakta olan photofrin, uygulama sonrasi

hastalarda 1518a hassaslik yarattigi i¢in hastalar 4-6 hafta arasi giinese ¢ikamamaktadir.



Bu yiizden deride daha az toksik etki yaratan ve daha uzun dalga boylarinda
absorbsiyon yapan fotoduyarlh yapilarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Yano ve

ark., 2011).

Bu calismada sentezlenen Zn, Cu, Co, Ga, Mn ve In metalo-ftalosiyanin bilesiklerinin
sitotoksisite caligmalart yapilmistir. Bugiine kadar bircok farkli metal atomu iceren
farkli metalo-ftalosiyaninler sentezlenmis ancak literatiir bilgileri incelendiginde bu
komplekslerin meme kanser hiicre hattina uygulanarak etkileri ya arastirilmamis yada
gelistirilmeye agik birakilmistir. Sentezlenen bilesiklerin meme kanseri hiicre hatlart ile
(MCF-7, MDA-MB-231) saglikli hiicre hattt (MCF-10A) iizerine uygulanarak
sitotoksisite testleri yapilmistir. Karanlik ortamda 24 saat siiren inkiibasyonun ardindan
yilksek dalga boyunda 1sima yapilarak kanserli hiicrelerin 6liim yolaklart (apoptoz,
nekroz vs..) arastirilmigtir. Bu arastirma sonucunda bulunan sonuglar ile biitiin
ftalosiyanin yapilarinin toksik etkileri birbiriyle karsilastirilmis ve meme kanseri i¢in en
uygun metalo-ftalosiyanin yapisimin bulunmast amaclanmistir. Bunun sonucu olarakta
fotodinamik terapi ile meme kanseri tedavi siirecinde kullanilmak tizere yeni terapotik

ajan aday(1)/larinin sunulmas1 planlanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Ftalosiyanin’in Tarihsel Kesfi

Ftalosiyaninler bir tetraisoindol tiirevidir ve sentetik olarak elde edilen en 6nemli boyar
madde gruplarmdandir. Son donemde uygulamali caligmalar ve temel bilimde
fazlasiyla iizerinde durulmakta ve cahsilmaktadirlar. Ik olarak 1907 yilinda
asetikanhidrit ve ftalimid’in o-siyanobenzamid sentezi sirasinda, Tcherniac ve Braun

isimli arastirmacilar tarafindan yan iriin olusmast sonucu yanlislikla bulunmustur

(Sekil 2-1) (Wohrle, 1993).
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Sekil 2-1 Metalli ve metalsiz ftalosiyaninlerin kimyasal yapilar1 (Wohrle, 1993)

Von Der Weid ve De Diesbach ise 1907 yilinda yaptiklar1 deneyde dibromobenzen ve
o-dibromoksilen’in bakir siyaniir ile 1sitildiginda koyu mavi bir bilesik olustugunu
gozlemlemislerdir (Braun ve Tcherniac, 1907). Drescher ve Dunsworth tarafindan
kanitlanan bagka bir olayda ise 1928 yilinda bir boya tesisinde emaye kapl bir
reaktdrde amonyak ve ftalik anhidrit’in reaksiyonu sonucu ftalimid sentezi sirasinda
reaktorde bir sizinti oldugu gozlemlenmis ve bu sizintinin mavi-yesil renkli bir
metoftalosiyanin oldugu gosterilmistir. Yapilan arastrma ve g¢aligmalar sonucunda
ftalosiyanin bilesiklerine ilk patent Dandridge, Drescher ve Thomas tarafindan 1929
yilinda alinmistir(Allen ve Allen, 1971).



2.2 Ftalosiyaninlerin Yapisi

Ftalosiyaninler, porfirin tiirevleri ile yakin olan analoglar1 tetrabenzoporfirinler ve
porfirazinlerle birlikte bircok kimyasal mekanizmada yer alirlar. Makrosiklik sentetik
bir yapist olan ftalosiyaninler dogada bulunan porfirin halkasinin analogu
niteligindedir.

Yapisal olarak 4 piroliin metil karbonlarinin #w-konjugasyonu ile olusan porfirinler
ftalosiyaninlere benzemektedirler. Ftalosiyanin molekiilii farkli olarak 4 isoindolin
grubunun azot yapilari ile bag yapmasi sonucu olusur. Mezo pozisyonundaki 4 azot
atomu ve 4 benzo iinitesi, porfirin ve ftalosiyanin arasindaki temel farklilig:
gostermektedir. Ftalosiyaninde bulunan aza kopriileri porfirinde metin gruplart ile yer
degistirmistir. Ftalosiyaninlerin bir diger adlandirma sekli 4 isoindol biriminin

kondenzasyon iiriinii olan tetra-benzo-tetra-aza-porfirin’dir (Sekil 2-2) (Wohrle, 1993).
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Sekil 2-2 a) Porfirin, b) Porfirazin, c) Tetrabenzoporfirin, d) Ftalosiyanin (Wohrle,
1993)

Ftalosiyaninler yapilarinda bulunan azonitrojenler ile oksidasyon ve 1siya karsi
porfirinlere kiyasla ¢ok daha dayaniklidirlar. Bununla birlikte n-konjugasyonu
sebebiyle halkalar1 arasindaki agregasyon fazladir, bu da ftalosiyanin yapilarinin su ve

organik ¢oziiciilerde ¢coziiniirliigiinii azaltmaktadir (Wohrle, 1993).



Ftalosiyanin molekiilleri ¢cok cesitli uygulama alanlarinda incelenmistir. Son yillarda
antimikrobiyal direncin hizla artmasi nedeniyle tibbi uygulamalarda kullanilabilecek
yeni bilesiklerin sentezlenmesi 6nemlidir. Bu alanda gelecek vaat eden molekiillerden
biri, ftalosiyaninler gibi N4-makrosiklik komplekslerdir. Bu nedenle, ftalosiyanin
molekiillerinin  iistiin  ozellikleri ve tibbi uygulamalara duyulan ihtiya¢ birlikte
diistiniildiigiinde, bunlarin sentezi ve potansiyelinin arastirtlmast énemlidir(Allen ve

Allen, 1971).

Yesil bitki yapraklarmin pigmenti olan klorofil ve kanda bulunan hem yapilar:
molekiiler olarak ftalosiyanine benzerlik gostermektedirler. Ftalosiyaninler icinde
barindirabildigi farkli metal iyonlar1 ve degisken yapilarla gaz sensoril, katalizor,

fotodinamik terapi gibi bir¢ok alanda iglevsel kullanilabilmektedirler (Reiter, 2014).

2.3 Ftalosiyaninlerin Kimyasal Ozellikleri

Ftalosiyaninler dort isoindol ¢ekirdegi icermekte olup aromatik dikarboksilli asitlerden
olusmaktadir ve bu asitlerin nitril, amid, imid tiirevleri ile olusturulan oldukc¢a gergin
bir yapiya sahiptir. Ftalosiyanin sentezi i¢in karboksil gruplart doymamis aromatik
gruba direk baglanmalidir, aksi taktirde sentezlenemezler. Bununla birlikte karboksil
gruplarini tagiyan karbon atomlarinin ¢ifte bag yapmis olmasi ftalosiyanin sentezi igin
bir bagka sarttir. Ftalosiyaninlerin merkezini olusturan isoindol kismindaki hidrojen
atomlar1 metal iyonlar1 ile rahatlikla yer degistirerek metaloftalosiyanin olusumunu

saglamaktadirlar(Denes, 1998).

Merkez atomuna bagli olarak ftalosiyaninlerin kimyasal 6zellikleri degiskenlik gosterir.
Metal iceren ftalosiyaninlerin kararliliklart merkez boliimiindeki oyuk ile metal
iyonunun o oyuga nekadar uyumlu olduguna baghdir. Ftalosiyanin molekiiliiniin i¢ ¢ap1
metal atomunun ¢api ile Ortiigmezse stabil olmayan bir yap1 olusur ve metal atomu
kolayca molekiilden ayrilabilir(Denes, 1998). Iki cesit metal bagl ftalosiyanin tiirii

bulunmaktadir. Bunlar;

2.3.1 Elektrovalent Metaloftalosiyaninler: Organik ¢oziiciilerde ¢oziinmeyen, toprak

alkali ve alkali metallerini iceren yapilardir. Metali ftalosiyaninden aywrmak icin su,



alkollii su ve anorganik asitler kullanilabilir(Gok ve ark., 2018).

Alkali-Metal ftalosiyaninlere; dipotasyum ftalosiyanin (PcK,), disodyum ftalosiyanin
(PcNa,), dilityum ftalosiyanin (PcLi,) 6rnek verilebilir.

Toprak Alkali-Metal ftalosiyaninlere ise; kalsiyum ftalosiyanin (PcCa) ve baryum
ftalosiyanin (PcBa) 6rnek verilebilir(Denes, 1998).

2.3.2 Kovalent Metaloftalosiyaninler: Daha kararli yapida olan bu ftalosiyanin tiirii
uygun kosullarda yliksek sicaklik altinda (450-550°C) siiblimleserek bozunmaz hale
gelirler.

Nitrik asit diginda hicbir asit yapisinda degisiklige sebep olamaz. Metal ve ftalosiyanin
arasinda olusan kuvvetli bag ve olusturduklar1 molekiiliin yalanci aromatik karakter

tagimast bu stabiliteye sebep olmaktadir.

Iki (+2) degerlikli metallerin iyonlar1 ftalosiyanin ile karsilanirken, iic ve yiiksek
degerlikli metal iyonlarmin ftalosiyanin kompleksleri ortamdaki uygun anyonlar

tarafindan doldurulur(Demir ve ark., 2019).

Ftalosiyaninler ~ genellikle suda  ¢Ozinmeyen  yapilardir. Elektrovalent
metaloftalosiyaninler =~ organik  coziiciillerde  c¢Oziinmezler, fakat  kovalent
metaloftalosiyaninler kinolin gibi organik coziiciilerde ¢oziinebilirler. Bununla birlikte
bazi ek gruplarin ftalosiyaninlere eklenmesi ile bu yapilarin organik coziiciideki

¢Oziiniirliikleri artirlabilir (Denes, 1998).

Hidrojen peroksit ve perklorik asit gibi kuvvetli oksitleyiciler ftalosiyaninle etkilesime
girdiginde yiikseltgenme iiriinii olarak ftalimidi olustururlar. Biinyesinde metal
bulunduran ftalosiyaninler ise oksidasyon reaksiyonlarinda katalizor olarak gorev yapar.
Benzaldehid ftalosiyanin varhginda yiikseltgenerek benzoik aside doniigebilir. Siilfit
artiklarinm yiikseltgenerek siilfata doniistiiriilmesinde Kobalt bagh ftalosiyaninler

katalizleyici olarak rol iistlenirler.

Ftalosiyaninler yapilarinda bulundurduklart benzen halkalar1 ile elektrofilik
substitiisyon reaksiyonlar1 ger¢eklestirebilmektedirler. Molekiil {izerindeki dort benzen
halkasida ayni oranda substitiisyona uygun vaziyettedir. Ftalosiyaninler n-elektronlari

bakimmdan olduk¢a zengindir ve aromatik yapidadwr. Makrosiklik halkalarma



baglanacak bir metal ve iki proton iyonu yapimnin nétralize olmasint saglar (Sekil 2-3)

(Denes, 1998).

Sekil 2-3 Ftalosiyaninlerin en diisiik enerjideki rezonans yapist (Denes, 1998)

2.4 Fiziksel Ozellikleri

Isomorfik kristal bir yapida bulunan ftalosiyaninler o ve P yapilar1 olmak iizere iki tip
yapidan olugsmaktadirlar. Bu yapilar arasinda termodinamik kararlilik ve ¢oziiniirlitk
gibi yapisal farklar bulunmaktadir. B yapist en sik karsilagilan yap1 olmakla birlikte o
yapisina gore c¢ok daha kararhdir. X 1sm1 difraksiyon yontemi ile bu yapilar

ayristirdabilirler (Andriianova ve ark., 2020).

Kararli yapida olan B formu organik coziiciiler yardimiyla sentezlenirken, o formu
polar c¢oziiciler yardimi ile sentezlenir. o formu aromatik yapidaki organik
coziiciilerle etkilegirse veya yiiksek sicakliklarda isitilirsa B formu elde edilir (Ou ve

ark., 2021).

Yar iletken 6zellik gosteren ftalosiyaninler kuvvetli vakum ve 550°C’nin {izerinde
siiblimlesirler. Bir¢ok ftalosiyanin yapismin erime noktast bulunmamaktadir.
Merkezinde simetrik ve kristal bir yapiya sahip olan ftalosiyaninler bu ozellikleri ile
sekil degistirmeksizin hidrojen atomlarint Co veya Ga, In, Zn, Cu vb.. metal atomlarini

merkezine baglayabilir. Bu yapilarin merkez bolgeye baglanmasi ile bes yada alti



koordinasyonlu piramidal yapilar olugur (Sekil 2-4) (Andriianova ve ark., 2020).

a b c

Sekil 2-4 Ftalosivanin molekiiliiniin geometrik yapisinin sematik gosterimi: a) Kare
diizlemsel, dort koordinasyonlu, b) Kare tabanli piramit, bes koordinasyonlu, c)
Tetragonal, alti koordinasyonlu (Denes, 1998)

2.5 Ftalosiyaninlerin Kullamim Alanlan

2.5.1 Boyar Madde ve Pigment

Kisitlt renk tonu araliklarina ve yalnizca mavi ile yesil renkleri arasindaki spektruma
hitap etmesine ragmen ftalosiyaninler uzun vadeli dayanma giicleri ve yogun renk

tonlarindan bircok alanda boyar madde olarak kullanilmaktadirlar(LLv ve ark., 2020).

Dolma kalem miirekkeplerinde, tekstil boyamalarinda, metal ve plastik yiizeylerin
boyanmasinda mavi ve yesil tonlardaki boyar maddeler arasinda ftalosiyaninler en ¢ok

tercih edilen yapilardir ve yilda binlerce ton tiretilmektedirler(Lv ve ark., 2020).

2.5.2 Baski Miirekkebi Uygulamalan

Bakir baglh ftalosiyanin yapilar1 bugiin karton miirekkepleri, etiket baskilar1 ve poster
boyalarinda kullanilir. Hem kristalize ve flokiile olmayan hafif klorlanmis a-tipi, hem
de daha yesil olan, ancak, kristalize ve flokiile olmayan B-tipi, kristalizasyona yol acan
coziiciilerle pigmentin temas halde olabilecegi ¢oziicii tipi miirekkeplerde kullanilir. -

bakir ftalosiyaninin bazi tiirleri flokiile olabilir, dolayisiyla, kullamilan sistemdeki



flokiilasyonun derecesinin tespit edilmesi gerekir(Allen ve Allen, 1971).
Ftalosiyanin yesili de, tiim baski miirekkeplerinde kullanilmaktadir. Boya, kristalize
olmayan bir boyadir ancak, bazi sistemlerde flokiile olabilir. Flokiile olamayan tipler
de gelistirilmistir.

Deterjan, sabun, asidik ve bazik tiim temizleyicilere karsi yiiksek direng gosteren

ftalosiyaninler = parafin ve  c¢oOziicilerde coOziinmezler, ayrica 1518a da
dayaniklidirlar(Allen ve Allen, 1971).

2.5.3 Reaksiyon Katalizleme

Metalli ftalosiyaninler suyun yararli bir yakit olan hidrojene indirgenmesinde foto
hissediciler olarak 6nerilmektedirler(Filipan-Litvi¢ ve ark., 2008).

Ftalosiyaninler oksidasyon reaksiyonlar1 i¢in giligli katalizorlerdir. Metaller ile
kompleks hale getirildiginde oksijen reaktifligini artirici 6zellik kazandig1 goriilmiistiir.
Kristal yapida bulunan Fe ve Co baglanmis ftalosiyaninler ham petrolde bulunan
tiyollerin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadirlar. Merox yontemi olarak bilinen bu
ayristirma iglemi metalli ftalosiyaninler ile iyilestirilerek kullanilmaktadir(Filipan-Litvi¢

ve ark., 2008).

2.5.4 Elektrofotografi

Elektrofotografi, 15181 ve elektrigi bir kopya {iretmek igin kullanan Onemli
bir teknolojidir. Ftalosiyaninler hem fotokondaktérde kopya olusum siirecinde, hem de
substrat goriinen kopya iiretiminde gorev yapan olduk¢ca Onemli kimyasal

maddelerdir(Davidenko ve ark., 2020).

2.5.5 Niikleer Kimyada Uygulamalan

Ftalosiyaninler iyonlagsma radyasyonuna karsit mitkemmel kararlilik gosterdiklerinden
niikkleer kimyada c¢ok sayida kullamima sahiptirler, metal bagl ftalosiyaninlerin
notronlarla yayilmasi ile zenginlesmis radyoniikleotidler iretilir. Elde edilen
radyoniikleotidler artik ftalosiyanin ile selat olusturmaz ve filtrasyonla reaksiyona

girmemis olan metaloftalosiyaninler ayrilir. Zenginlestirilmis radyoniikleotidler sulu
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ortamda bulunur(Xiao ve ark., 2021).
Bu teknigi kullanarak ¢ok sayida farkh niikleotidler tiretmek miimkiindiir, fakat bu
teknigin daha basarili olmast i¢in metaloftalosiyanin’in siilfiirik asit i¢inde metal

iyonunu kaybetmemesi gerekir(Xiao ve ark., 2021).

2.5.6 Diger Alanlar

Giiniimiizde metalli ya da metalsiz ftalosiyaninler kullanilarak goriiniir 15181 tutup
kizilotesi (IR) 1sinlari geciren optik filtreler yapilmaktadir. Bununla birlikte
ftalosiyaninlerin, havada bulunan istenmeyen kokular1 uzaklastirici filtrelerde,
korozyon onleyicilerde, yliksek sicaklikta c¢aligan kati yaglayicilarda, fotovoltaik
hiicrelerde yiik ayirmada, sivi kristal gostergelerde, non-lineer optik malzemelerde,
foto iletken olarak kirmiziya duyarli yeni fotokopi uygulamalarinda ve lazer

boyalarinda kullanimlar1 bilinmektedir(Olgac ve ark., 2017).

2.5.7 Calismada kullamlan ftalosiyaninler

Burada yeni ftalonitril tiirevi olarak 3- (4- (3-oksobutil) fenoksi) ftalonitril sentezlendi.
Periferik olmayan metaloftalosiyanin tiirevleri Cinko, Bakir, Kobalt, Manganez,
Galyum ve Indiyum ile hazirlandi. Elde edilen yeni bilesikler, ortak spektroskopik
olarak karakterize edildi. Yeni tip periferik olmayan metaloftalosiyanin tiirevlerinin pH
indiiklii J-tipi agregasyon davraniglar1 arastirildi. Bilesik ¢inko, kobalt ve bakir asidik
pH degerlerinde J-tipi agregasyon gosterdi.

2.6 Fotodinamik Terapinin Tarihsel Gelisimi

Isik tedavileri 3.000 yili agskin bir siiredir tedavi olarak kullanilmaktadir (Daniell ve
Hill, 1991). Ozellikle, Hint, antik Misir ve Cin uygarliklarinda cesitli hastaliklarin
(vitiligo, sedef hastaligi, rasitizm, cilt kanseri vb..) tedavisinde etkin bir sekilde
kullanilmigtir (Dolmans ve ark., 2003). Kanda bulunan, ham bir porfirin 6zii olan
hematoporfirin (HP), floresan 6zelligine sahiptir ve floresan yaklasik 100 yil once
timdr tespiti i¢in kullanilmigtir (O’Connor ve ark., 2009; Wen ve ark., 2017). Isik
enerjisini emen ve oksijen varligmda sitotoksik singlet oksijen ('O,) ve diger reaktif

oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu saglayan porfirinlerin 15183a duyarh 6zelligi
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1900'1erde tanind1 ve kapsamli bir sekilde ¢alisildi (Brown ve ark., 2004). Fotodinamik
tedavi (PDT), toksik olmayan bir ilacin veya boyanin segici olarak alinmast prensibine
dayanir. Foto duyarl yap1 (photosensitizer) olarak adlandirilan bu yap1 6zellikle timér
hiicrelerine ve/veya malign dokulara lokalize olur, daha sonra lezyon, uygun ve spesifik
dalga boyundaki diisiik enerjili 1s1ikla uyarilir ve dokuya niifuz eden 1sikla oksijen
varliginda aktiflestirilir. Aktiflesen yapilar tekli oksijen ve diger reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretilmesini ve bdylece tiimor hiicre dlimii veya doku bozulmasini

gerceklestirir.

PDT yirminci ylizyilin bagindan beri kullanilmaktadir. Eozin gibi boyalar 1g1ikla birlikte
kullanarak kutanéz bozukluklarini, 6zellikle cilt kanserini tedavi etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, endikasyonlarmn araligi son zamanlarda Onemli
Olciide genislemistir. Beyin, mesane, endobronsiyal, meme, akciger, 6zofagus ve mide

kanserleri gibi bir¢cok alanda ¢alisilmasi yapilmaktadir (Piotrowski ve ark., 2004).

1900'de, belirli dalga boylarmin infusoria ve protozoa gibi tek hiicreli canlilar icin
olimciil olabilecegi gercegi kesfedildi(Saidi ve ark., 1998). Bu donemden sonra bir¢ok
arastirmaci ¢icek hastaligi, tiiberkiiloz, kanser ve diger hastaliklarin tedavisi i¢in farkli
dalga boylarinda 151k kullanmaya c¢alisti (Daniell ve Hill, 1991). 1903 yilinda Eozin
kimyasalinin Hermann von Tappeiner ile A. Jensionek tarafindan cilt kanserinde
kullanilabilecegi kesfedildi(Castano ve ark., 2004). Porfrin, Friedrick Meyer-Bertz
tarafindan 1913 baslarinda kullanild1 ve giiniimiizde porfrin PDT’de en ¢ok kullanilan
kimyasallardan biri olarak karsimiza c¢ikmaktadir(Dolmans ve ark., 2003).
Hematoporfrin 1955 yilinda Samuel Schwartz tarafindan gelistirildi ve Lipson ile
Baldes bu maddenin tiimor dokuda 1smma ile lokalize oldugunu bildirdi. 1960'arda,
Sekil 2-5'de gosterildigi gibi, modern fotodinamik tedavi (PDT), bir hematoporfirin
tirevinin enjeksiyonu ile kanser tam1 ve tedavi edici etkilerinin kesfi ile
baslatildi(Baldes, 1960). 1993 yilinda Kanada'da porfimer sodyum'un (Photofrin) ilk
klinik onaymndan ve 1995 yilinda ilk ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) onayimndan sonra,
PDT, kanserler icin gecerli olan en siteye 6zgii ilag haline gelmistir ve cesitli kanserlerin
tedavisi icin klinik olarak onaylanmustir. Ozofagus kanseri, akciger kanseri,
endobrongiyal kanser, bas ve boyun kanseri, meme kanseri, mide kanseri, safra yollart
kanseri ve papiller mesane kanseri gibi kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilmistir(Li ve

ark., 2017). Bagka bir fototerapotik ajan olan aminolevulinik asit (Levulan), 1999
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yilinda aktinik keratoz tedavisi i¢in klinik olarak onaylandi, ve klor bazli temoporfin

(Foscan) 2001 yilinda bas ve boyun kanserinin palyatif tedavisi icin onaylandi(Hwang

ve ark., 2018). Ek olarak, aterosklerotik plaklar, romatoid artrit, arteriyel restenozun

profilaksisi ve yasa bagh maskiiler dejenerasyon (AMD) PDT ile tedavi edilmistir(Li ve

ark., 2018).

2000 yilinda FDA, koroidal neovaskiilarizasyonda (CNV) PDT' nin etkileyici terapotik

etkileri nedeniyle yashlarda korliigin ana nedeni olan AMD icin bir ¢are olarak

onayladi. Isiga duyarli bir terapotik yontem olan PDT, minimal invazivlik, uzun siireli

mortalitenin azalmasi ve topikal 1smlama ile doku seciciligi gibi bir takim avantajlar

sunar(Kim ve ark.. Bu topikal 151tk kaynakli ilac,

radyoterapiden daha iyi mekansal secicilik saglamaktadir.

Oscar Raab akndin
ve isik
kombinasyonun
sitotoksik etkilerini
gostermigtir.
(Paramecium
caudatum)

Niels Finsen

‘fototerapi’
¢alismalan
sebebiyle
Nobel odiilii
kazanmustir,

Von Tappeiner ve
A. Jodlbauer
‘FOTODINAMIK
TERAPI" terimini
kullanmuglardir.

Friedrich Meyer-
Betz, porfirin ile
insanlar iizerinde

ilk FDT denemesini

yapmustir.
Hematoporfirini
kendi elleriyle
kullanmgtir,

Richard Lipson
ve Baldes,
HPD'nin
timorlerde
akiimiilasyonunu
ve tiindrlerin
fotodedeksiyonu
nda
kullanilabilecegi
ni
tanimlamslardur.

geleneksel kemoterapi ve

Dougherty

ilk defa
Thomas insanlar
Dougherty || iizerinde
cilt kontrollii
kanserinin klinik
tedavisinde || deneyi
basanli gergeklestir
olmustur. mistir.

Niels Finsen,
¢igek ve kutanoz
tiiberkiilozu
tedavi etmek
icin 151k
kullanmistir,

Hermann von
Teppeiner ve
A. Jesionek
topikal eozin
ve ve beyaz
151k kullanarak

cilt timérini
tedavi
etmiglerdir.

W. Hausmann
hematoporfiri
nin fare
cildinde 1518a
duyarh ve
fototoksik
etkilerini
tammlamustir,

Samuel Schwartz
hematoporfrinin
redoksiyonu ve
asetilasyonu ile
hematoporfirin
derivatim (HPD)
clde etmig ve
HPD’nin
hematoporfirinden
iki kat daha toksik
oldugunu
bulmustur.

1. Diamond
hematoporfirinin
glioma iizerinde
fototoksik
etkisini in vitro
ve in vivo olarak
gostermigtir,

JF. Kelly HPD
kullanarak
mesane kanserini
tedavi etmigtir.
HPD’nin Timér
regresyonuna
neden oldugunu
ve
hematoporfirinde
n iki kat daha
fototoksik
oldugunu
gozlemlemistir.

Tlk defa

FDT nin is1ga
hassaslastirici
maddesi
Kanada'da
onaylanmstir,

Sekil 2-5 Fotodinamik terapinin tarihsel gelisimi (Osiecka ve ark., 2009)
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2.7 Fotodinamik Terapi

Fotodinamik terapi giiniimiizde birka¢ farkli iilkede uygulanmakta ve en Onemli
alternatif kanser tedavi yontemi olarak kabul edilmektedir. Birincil kanser tedavi
yontemleri olan kemoterapi ve radyasyon terapileriyle kiyaslandiginda hedefe yonelik
egilimi ve diisiik yan etkilerinden dolay1 tercih sebebidir (Mansoori ve ark., 2019).
Fotodinamik tedavi 3 elemente ihtiya¢ duyar. Bunlar, 151k, fotoduyarli yap1
(photosensitizer) ve molekiiler oksijendir. Is1gm emilimiyle birlikte foto duyarli yapilar
singlet durumdan triplet haline yiikseltgenirler. Yiikseltgenen bu yapilar iki tiirlii
reaksiyon gerceklestirebilir. Bunlardan ilki hiicre membrani veya bir molekiil gibi bir
substratla direk olarak reaksiyona girmesi ve bir hidrojen atomunu bu yapilara gecirerek
radikal olusumuyla gerceklesir. Bu radikaller daha sonra ortamdaki oksijenle etkileserek
reaktif oksijenli iiriinlerin olusumunu saglar (tip 1 reaksiyon). Ikinci olarak, triplet
haldeki substratlar direk olarak enerjilerini oksijene aktararak yiiksek derecede reaktif
oksijen iriinlerini (ROS) olustururlar (tip 2 reaksiyon). Olusan bu reaksiyonlar es
zamanlt olarak gerceklesir ve bu reaksiyonlarin birbirine orani foto duyarli yapinin
cesidine, substrat/oksijen konsantrasyonuna ve foto duyarli yapmnin substrata olan

affinitesine baghdir(Shao ve ark., 2013).

/
Tumér \

J A\
v A \.\ =] ; { )
—— \ ISk Kaynagi
X / K \. Fotoduyariiyapi 7 \ TR )VK
N\ \
AL

/7’( / LA ‘
{,,){'// U \ /;é/yJ '\\ (// ,\ ?X\‘

N W L bl
i) Foto duyarh yapinin ii) Igik kaynagiile iii) TUmorli bolgede
viicuda verilmesi uyariima apoptoz velveya

nekrozun tetiklenmesi

Sekil 2-6 Fotodinamik terapinin muamelesi (Shao ve ark., 2013)
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Tip | Reaksiyon

Elektron Transferi
Serbest Radikal Olusumu, OK, 0,

v Y

Fosforesans

.0_

i

Tip Il Reaksiyon

Enerj transferi

Taban Durumu (Ground State)

Sekil 2-7 Fotoduyarli yapilarm uyarilmasi ve Tip I/ Tip II reaksiyonlar1 (Allison ve

ark., 2004)

Isik, fotodinamik tedavide temel bilesenlerden biridir, bu yiizden kaynak secimi cok

onemlidir. Canli bir dokuya gonderilen 151k dalga boyuna gore ya absorbe edilir ya da

sacilir. Viicut tarafindan absorbe edilen 151k canli organizma ile temas ettigi andan

itibaren lipid, hemoglobin, aminoasit gibi yapilarin kromoforlar1 ile absorbe olur. Buda

15131 dokuda penetre edecegi mesafenin kisalmas: anlamia gelir. Her yapmin

kromoforu belirli dalga boyunda ki 15181 absorbe edebilmektedir. Bu yiizden 151k

kaynag1 seciminde ve dalga boyunun ayarlanmasinda dokunun ozellikleri géz ardi

edilmemelidir (Mfouo-Tynga ve Abrahamse, 2015).
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Sekil 2-8 Isik kaynagmin dokuya etki etmesi ve dagilmast (Mfouo-Tynga ve ark., 2018)

Isik kaynagimnin seciliminde iki onemli noktaya dikkat edilmelidir. Birincisi 15181in
ulagmas1 gereken derinliktir, penetrasyon derinligine bagh olacak sekilde 151k kaynagi
secimi yaptlmalidir. Kirmizi 11tk (600-700 nm) daha derin niifuz ederken, mavi 151k
(400 nm) dokuda nispeten diisiik penetrasyona sahiptir. Canli dokunun "optik
penceresi" olarak da bilinen terapotik pencere 600-1300 nm arasindir. Bu sebeple
dokuda maksimum derinliklere ulagsmak i¢in, miimkiin olan en uzun dalga boyunda
absorbans yapan fotoduyarli madde secilmelidir. Ikinci olarakta secilen 151k kaynagmin
sahip oldugu dalgaboyu, secilen fotoduyarli maddenin absorpsiyon spektrumuna
karsilik gelmesidir. En ideal dalgaboyu, maksimum derinlikte en yiiksek oranda O,
meydana gelen dalga boyudur(Mfouo-Tynga ve ark., 2018).

Literatiir bilgilerine bakildiginda fotodinamik tedavi sonucunda olusan hiicre dliimleri
bir¢ok farkli yolla olusabilmektedir (Baines, 2010; Hanahan ve Weinberg, 2011; Jain ve
ark., 2013; Giorgi, Bonora, Sorrentino, ve ark., 2015; Wen ve ark., 2017; Hwang ve
ark., 2018). Asagidaki tabloda FDT sonrast baslica olusan 6liim yolaklar1 ve 6liim

seklinin olusumunda rol oynayan yapilar listelenmistir .
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Tablo 2.1 Fotodinamik Terapi ile olugabilecek hiicre 6liim mekanizmalari (Mroz,

Yaroslavsky, Gitika B Kharkwal, ve ark., 2011)

Organel Yontemler
Mitokondri:
Sitokrom c salimmi
BCL'2 hasan Apoptoz
Sitoplazma:
Direk hiicre hasan NFxB hasan
Endoplazmik retikulum:
Beclin 1 Otofaji
mTOR aktivasyonu
Hiicre Membran disentegrasyonu Nekroz
Apoptoz
Vaskiiler hasar Bolgesel Oksijen ve Besin yetersizligi Nekroz
Otofaji
immiin sistemin aktivasyonu Sitotoksik T hicreleri Granzim Sahank
apoptoz

Giintimiizde bir¢ok fotoduyarl yap1 farkl iilkelerde etkin bir sekilde kanser tedavisinde

kullanilmaktadir. Levulan, vertiporfin, foscan, Pc-4 ve photofrin bunlara verilebilecek

orneklerdendir (Ormond ve Freeman, 2013).

Tablo 2.2 Giiniimiizde kullanilan foto duyarli yapilar (Mroz ve ark., 2011)

Platform lla¢ Icerik Uretici Web site

Porfrin Photofrin HpD Axcan Pharma, Inc. www.axcan.com

Porfrin Levulan ALA DUSA Pharmaceuticals, Inc. ~ www.dusapharma.com
Porfrin Metvix M-ALA PhotoCure ASA www.photocure.com
Porfrin Visudyne Vertiporfin Novartis Pharmaceuticals www.visudyne.com
Teksafrin ~ Antrin Lutexaphyrin Pharmacylics www.pharmacylics.com
Klorin Foscan Temoporfin Biolitec Pharma Ltd. www.bioletcpharma.com
Klorin LSI1 Talaporfin Light Science www.lightscience.com
Boya Photosens Phthalocyanine  General Physics Institute WwWw.gpi.ru
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Photofrin giiniimiizde en ¢ok kullanilan foto duyarli yapidr. Kanada, Ingiltere,
Hollanda ve Japonya gibi iilkelerde akciger, ©zofagus, mesane ve rahim agzi
kanserlerinde klinik olarak uygulanmustir. Intravendz enjeksiyonla 2-5 mg/kg ilag
konsantrasyonuyla verilen ilagtan 24-48 saat sonra 630 nm dalga boyunda isima
yapilarak tedavi gerceklestirilmektedir. Bununla birlikte, PDT sonrasi deride
gerceklesen uzun siireli (4-12 hafta) 1518a duyarlilik ve 630 nm’de diisiikk absorbans
gerceklestirmesi photofrinin dezavantajlarindandir. Bu sorunlardan dolayr yeni ve
gelistirilmeye acik foto duyarli yapilar olusturulmaya c¢aligilmaktadr. Bu yeni
gelistirilen foto duyarli yapilarm uzun vadeli foto duyarli olmamasi ve yiiksek dalga
boylarinda absorbans yapmasi istenmektedir. Ayrica istenilen dokuya ne kadar etki
ettigi de Onemlidir. Yeni gelistirilen foto duyarli yapilar klinik kullanim icin
onaylanmadan Once belirli parametreleri yerine getirmesi gereklidir(Mroz, Yaroslavsky,
Gitika B Kharkwal, ve ark., 2011). Bu parametreler;
o Optimum doz (PS i¢in)

o Foto duyarli yapinin verilmesi ve lazer uygulanmasi arasindaki optimum
siire

o Optimum 151k dozu

o Foto duyarli yapinin belirlenen kanser iizerindeki fotodinamik etkisi

o Foto duyarli yapimnin saglikli hiicre hattindaki sitotoksik etkileri

o Eksitasyon igin gereken optimum dalga boyu gibi belirlemeleri

icermektedir(Mroz ve ark., 2011).

2.7.1 Fotodinamik Terapide Isik

PDT’de kirmiz1 ya da kizilotesi denen, gozle goriinmeyen, uzun dalga boyundaki 151k
kullanilir. Fotobiyolojik reaksiyonun gerceklesebilmesi igin 15181in fotoduyarli yap1
tarafindan absorbe edilmesi, baska bir deyisle kullanilan 15181n dalga boyunun

fotoduyarlt yapinin absorbsiyon spektrumu ile uygunluk gostermesi gereklidir.

2.7.2 Dalgaboyu (Amax)

PDT’de 151k kaynagi, kullanilan fotoduyarli yapinin in vivo’daki aktivasyon
spektrumuna uygunluk gosteren dalga boyundaki 15181 saglamalidir. Pek cok
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fotoduyarli yap1 genis bir dalga boyu araliginda aktive olabilir ancak fotoduyarl
yapinin maksimum absorbsiyonunu veren dalga boyu ile aktive edilmesi, radikal
oksijen gibi toksik foto iriinlerin daha yiiksek miktarda iiretilmesine olanak

tanir(LLongo ve ark., 2009).

Photofrin

Absorbsiyon

Dalgaboyu (nm)

Sekil 2-9 PD'T’de kullanilan bazi fotoduyarl yapilarin absorbsiyon spektrumlar: (LLongo
ve ark., 2009)

Kullanilan 15181n dalga boyu ile 15181n doku i¢inde ulasabildigi derinlik (penetrasyon)
iliskilidir ancak dalga boyuyla birlikte, 15181 hiicreler ve diger mikroyapilar tarafindan
kirilmast ve bazi molekiiller tarafindan (6zellikle hemoglobin, melanin ve su) absorbe
edilmesi de penetrasyonu etkiler. 630 nm civarinda 1518 etkili olabildigi derinlik
(penetrasyon) 2-3 mm iken, 600 nm {izerindeki dalga boylar1 s6z konusu oldugunda
hemoglobinin absorbansi diistiigiinden, 15181n dokuya penetrasyonu 5-6 mm’ye ulasir.
800 nm’nin {iizerinde ise, 151k fotonlarmin enerjisi dalga boyuyla ters iliskili
oldugundan, radikal oksijen olusumuna yetecek foton enerjisi ortaya ¢ikmaz. Bu
nedenle derinde yer alan, genis ¢apli kanser dokularinda c¢aligirken fotoduyarh
yapmin maksimum absorbsiyon degeri ile uygunluk gostermese de uzun dalga boyunda
151k uygulandiginda daha iyi sonuglar elde edildigi goriilmiistiir(Juarranz ve ark.,

2008).
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Fotoduyarli yapmin etkili absorbsiyon spektrumu soliisyon icindeki absorbsiyon
spektrumu ile ayni olmak zorunda degildir. Fotoduyarli yapinin biyomolekiillere
baglanmas ile iligkili olarak, en list diizey absorbsiyonu veren dalga boyu degerinde
(absorption peak) birka¢ nm’lik sapma olasidir. Eger lazer gibi tek bir dalga boyunda
151k veren ya da dalga boyu araliginin dar oldugu 15tk kaynaklari kullaniliyorsa,
kullanilan 15183 dalga boyu ile in vivo aktivasyon dorugunun (peak) birbiriyle
uyumlu olmasi sarttir. Bu anlamda 15181 genis bir dalga boyu araliginda veren (broad-

band sources) LED ve filtreli lambalarin kullanim: avantajhidir(Souto ve ark., 2013).

2.7.3 Isik Kaynaklan

PDT’de kullanilan 151k kaynaklarmi lazerler, 1stk yayan diodlar (Light Emitting
Diodes-LEDs) ve filtreli lambalar olmak {izere ii¢ sinifta incelemek miimkiindiir

(Wozniak ve ark., 2020).

Lazerler (Laser-Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation), 151k
1sinlarint odaklanmay1 kolaylastiran az bir sapma ile tek bir renkte (monochromacity)
ve senkronize 151k dalgalart (coherent light waves) halinde verirler. Sabit bir dalga
boyunda ve dogrusal 1sik veren lazerler, 1518in odaklanmasini sagladigmdan fiber

temelli uygulamalar i¢in avantajlidir(Yan ve ark., 2020).

Kullanilan PS’nin absorbsiyon bandina uygun dalga boyundaki 15181 bir filtre
vasitastyla  veren lamba sistemleri ise oOzellikle endoskobik olmayan PDT
uygulamalarinda tercih edilir. Lazer sistemlerine gore daha ucuzdurlar ve kullanimlart

daha kolaydr(Yan ve ark., 2020).

Genis bir dalga boyu araliginda (broad-band) kullanilabilen LED’ler (Light emitting
diodes) vyar1 iletkendir. Yiiksek 151k giicline sahip olmasalar da wucuz ve
kiiciiktiirler. Lazer 11k kaynaklarinda 11k, diisiik bir sapma ile ve odaklanarak
ilerlediginden (coherence) dogrudan retinada konsantre olabilir ve gézde kalict hasarlar
brrakabilir. Lazer olmayan 151k kaynaklar1 (lamba sistemleri ve LED’ler) kullanirken
boyle bir risk s6z konusu degildir(Wozniak ve ark., 2020).
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2.8 Fotodinamik Terapide Aksiyon Mekanizmalar

Fotodinamik terapinin tiimor doku iizerinde cesitli antitimér mekanizmalart ile etkili
olabilecegi yapilan caligmalar ile gosterilmistir(Kessel ve Reiners, 2007). Bu
mekanizmalar hiicresel, vaskiiler ve immiinolojik etki mekanizmalar1 olarak tige ayrilir.
Birinci mekanizmada fotoduyarli maddenin tiimor hiicreleri igerisinde lokalize olmasi
ve aktivasyonu ile dogrudan hiicre 6liimii gerceklestirilmektedir. Ikinci mekanizmada
tiimor doku vaskiilatiirii hasara ugratilarak, oksijen ve temel besin maddelerinin tedarik
edilmesi engellenir ve vaskiiler etki ile hiicre 6liimii gerceklestirilmektedir. Uciincii
mekanizmada immiin sistem uyarilarak, enflamatuvar ve immiin cevap olusturularak
hiicre oliimii gerceklestirilmektedir. Fotodinamik terapi uygulamalarinda ii¢ ana aksiyon
mekanizmasi birlikte veya ayri ayri etkili olabilmektedir. Bu mekanizmalar Sekil

2.10°de agiklanmistir.

FOTODINAMIK TERAPI

Singlet Oksijen ve ROS

|

Fototoksik Hasar

| | |

Dogrudan Hiicre Oliimii Vaskiiler Etki immiinolojik Etki

Lo

Apoptoz  Nekroz  Otofaji

Enflamatuvar

Fotoduyarh maddenin R
mediatorlerin salinmas:

endotelyal hiicrelerde
akiimiile olmas: l

l immiin hiicrelerinin

Endotelyal hiicre hasan infiltrasyonu

| |

Kismi olarak ya da tamamen Sistemik anti-tiimor etkisi
vaskiiler sistemin yikimi ve olarak bagisikhik sistmeinin
iskemik hiicre éliimii baskilanmasi

| —

Tiimérli Hiicrenin
Oliimii

Sekil 2-10 Fotodinamik terapinin aksiyon mekanizmalar1 (Mfouo-Tynga ve Abrahamse,
2015)
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2.9 Dogrudan Hiicre Oliimii

Dogrudan hiicre olim mekanizmasi, hiicrelerin hayati fonksiyonlarini yerine
getiremedigi zamanlarda homeostaziyi korumak i¢in meydana getirdikleri siirecin
sonucudur(Engelberg-Kulka ve ark., 2006). Hiicre oliimiiniin gergceklesmesiyle hasarls,
zarar gormiis hiicreler uzaklastirilarak organizmanimn korunmasi saglanmaktadir(Yuan
ve Kroemer, 2010).Fotodinamik terapi uygulamasi sonrast meydana gelecek hiicresel
tepkinin c¢esidi bircok faktore baghdir. Meydana gelecek tepkiyi belirleyen en énemli
faktor fotoduyarlt maddenin hiicre igerisinde akiimiile oldugu lokalizasyondur(Kessel
ve Reiners, 2007). Biyolojik ve fizikokimyasal 6zelliklerine bagli olarak fotoduyarl
maddeler genellikle mitokondri, plazma membrani, lizozom, golgi aparati, endoplazmik
retikulum gibi hiicre i¢i organellerde lokalize olurlar(Juarranz ve ark., 2008b). Hiicre
iskeleti ve hiicreyi bir arada tutan diger bilesenler de fotoduyarli maddelerin hedefleri

olarak tanimlanmuistir.

Fotodinamik reaksiyon farkli komponentleri etkilese de hiicrede meydana gelebilecek
iic ana Olim mekanizmasi vardw(Castano ve ark., 2004). Dogrudan hiicre 6liim
mekanizmalart  apoptoz, nekroz ve otofajidir(Foote, 1991). Hiicrelerin 6liim
mekanizmalari, morfoloji, enzimatik aktivite, fonksiyonel ve immiinolojik cevaplara

bagli olarak programli ya da programsiz olarak belirlenir(Oliveira ve ark., 2011).

2.9.1 Apoptoz

Hiicrenin kontrollii 6liim mekanizmasidir(Oleinick ve ark., 2002). Fotodinamik aksiyon
sonrasinda, c¢ogunlukla mitokondride ve endoplazmik retikulumda lokalize olan
fotoduyarli maddeler hiicreyi apoptoza siiriiklemektedir. Apoptozu etkileyen hiicresel
faktorler; sitokininler, hiicrede bulunan kalsiyum oranindaki yiikselme, tiimér nekroz
faktorii ve sitotoksik antikanser ilaglaridir(Kroemer ve ark., 2009). Apoptozu
diizenleyen 3 baglica gen bulunmaktadir. Bunlar; bcl-2, bax ve p53 genleridir. Bcl-2
geni protipik antiapoptoz genidir. Tek etkisinin apoptoz iizerine olmadig1 bilinmekle
beraber agir1 salinimi sonucu hiicre Oliimiintin azalmasi sonucu lenfoma gelisimine
sebep olmaktadir. Bax geni ise bcl-2 geninin aksine hiicre 6liimiinii artrmaktadir. Bu iki
genin birbirlerine gore olusan diizeyleri hiicre yasamini diizenlemektedir. P53 geni
apoptoza neden olan gen olarak bilinmektedir. DNA hasar1 onarilamadiginda hiicre

apoptozu uyarilmakta ve p53 geni, bax geninin kopyalanmasini artirmaktadir. Kanser
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tedavilerinde kullanilmakta olan kematerapotik bilesiklerin  etkinlikleri  timor
hiicrelerinde apoptozu uyarma yeteneklerine baghdir. Tiimor hiicrelerinde p53 geni
mutasyona ugramis ise apoptozu tetikleyen kemoterapotik bilesiklerin etkisi oldukca

diisebilmektedir.

Apoptoz siirecini baglatan 3 faktor bilinmektedir. Bunlar; DNA hasarmna karst genlerin
cevabi, hiicre membraninda bulunan hiicre 6liim reseptorlerinin uyarilmasi ve hiicreye

proteolitik enzimin girigiyle apoptozun uyaridmasidir.

Fotodinamik terapi uygulamalarinda fotoduyarli maddelerin niikleusta lokalize olduklar1
tespit edilmediginden direk olarak DNA hasarma yol agmadigi, bu nedenle mutajenik
bir etki olusturmadig bilinmektedir. Bcl-2 gen ailesinin proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1
(Apoptotik Proteaz Aktivasyon Faktorii-1), apoptoz siirecinde etkili ve karakteristik

morfolojik degisimlere neden olan ii¢ ana etmendir(Erental ve ark., 2012).
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Sekil 2-11 Apoptoz olayinin digsal (ekstrinsik) ve igsel (intrinsik) yolaklar: (Engelberg-
Kulka ve ark., 2006)

Apoptoz sonucu goriilen karakteristik morfolojik degisimler, cekirdek zarmin kirilmas,
mitokondriyal hasar, kromatin yogunlagsmasi, DNA fragmentasyonlart ve apoptotik

cisimlerin sekillenmesidir(Mfouo-Tynga ve Abrahamse, 2015). Bcl-2/Bax gen ailesine
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ait proteinler apoptozun regiilasyonunda Onemli rol oynarlar. Apoptotik sinyalin
alinmasi ile Bax proteinleri (proapoptotik proteinler), mitokondri membraninin iyon
permeabilitesini azaltir ve bu nedenle membran igindeki sitokrom c¢ ve apoptoz
indiikleyici faktorler sitoplazmaya gecerler. Apoptoz indiikleyici faktorler niikleusta
meydana gelecek apoptotik reaksiyonu baslatirlar. Sitokrom ¢, sitoplazma icerisinde
bulunan Apaf 1 proteinine baglanarak prokaspaz-9’u aktive eder. Olusan bu kompleks
apoptozom olarak adlandirilir. Aktive olan prokaspaz 9, aktif kaspaz 9’a doniisiir ve
efektor kaspazlardan prokaspaz 3’1 aktif hale getirir. Aktif kaspaz 3, deoksiriboniikleaz
enzimlerinin serbestligini saglar ve kromatin yogunlasmasi gibi apoptozun morfolojik
belirtilerini ortaya ¢ikartarak hiicrenin planl 6liimiinii saglar(Mroz, Yaroslavsky, Gitika
B. Kharkwal, ve ark., 2011; Nikoletopoulou ve ark., 2013). Endoplazmik retikulumda
biriken fotoduyarli maddelerin membran permeabilitesini degistirmesiyle kalsiyum
iyonlarinm endoplazmik retikulumdan mitokondriye transfer olmasi da hiicreyi
apoptoza siiriikleyen nedenler arasindadir. Kalsiyum iyonlarmin  yogunlugu
mitokondrial membranda morfolojik degisime neden olmaktadir ve bu durum hiicreyi
apoptoza siiriikler(Ouyang ve ark., 2012; Giorgi, Bonora, Missiroli, ve ark., 2015;

Giorgi, Bonora, Sorrentino, ve ark., 2015).

2.9.2 Nekroz

Rastgele meydana gelen ve gen bazinda kontrol edilemeyen diizensiz hiicre 6liim
stirecidir. Programli hiicre 6liimiine neden olan sinyal yolaklarmin olmamas: ve
enflamatuvar bir yanit olusturulmasiyla karakterize edilen bir 6liim seklidir(Lamkanfi
ve ark., 2007). Nekroz siiresince hiicrede mitokondriyal reaktif oksijen iiriinlerin tiretimi
yogunlasir, apoptotik olmayan proteazlar aktive olur, kalsiyum kanallar1 agilir ve ATP
iretim seviyesi diiser. Nekrotik hiicre 6liimiine neden olan en onemli faktor hipoksidir.
Agir metaller, enfeksiyon, toksik maddeler veya tramva gibi dig uyarilara karsi da
nekroz gelisebilmektedir. Okaryatik hiicrelerde kaspaz aktivitesinin meydana gelmedigi
durumlarda, sinyal iletimi ve katabolik aktiviteler toll benzeri reseptor araciligi ile

nekroz mekanizmasmi diizenler.

Yedi tip nekroz vardir ve her birinde birbirini takip eden agsamalar aynidir. Bunlar;

plasma membranmn gecirgenliginin bozulmasi, endoplasmik retikulum boyunca
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kalsiyum iyonlarinm hareketi, organel ve plazma mambranin sismesi, kalsiyuma baglh
kalpin aktivasyonu, lizozomal par¢alanma, hiicresel yapilarin degredasyonu, eflamasyon
ve/veya iltihaplanmanin meydana gelmesidir(Lemasters, 2005; Cho ve ark., 2011).
Nekrotik hiicresel 6liim agamalarinin ilk basamagi, disaridan gelen fiziksel ve kimyasal
uyarilara bagli olarak hiicrenin iyon dengesinin bozulmasidir. Nekrozun baslangicinin
kontrolii, reseptor etkilesimli proteinlerin (RIP1 ve RIP3) aktivitesi tarafindan olur.
RIP1 ve RIP3 serin-treonin yapili kinazlardir. Kaspazlarin etkili olmadigi nekrozda
RIP1 ve RIP3 hiicresel 6liim reseptorii olarak sinyalleme isleminde gorev almaktadir.
RIP1 ve RIP3 mitokondri aktivasyonunu saglar ve nekrozu indiikler. Nekrotik uyaricilar
kalpain aktivasyonuna neden olmaktadir. Kalpain, kalsiyum ile aktive olan bir kaspaz
proteazdir ve lizozom enzimlerinin salimimimna katkida bulunur. Bcl-2 ailesinden
proteinler, mitokondrinin i¢ ve dis zarmdaki porlar1 aktive etmektedir. Mitokondriyal
porlar, ROS ve kalsiyum iyonunun fazla iiretilmesi halinde acilan kanallardir. Bcl-2
ailesinden Nix proteini endoplazmik retikulumdan kalsiyum iyonlarmin salinmasina
neden olur ve salman mitokondri matriksine gecerek porlarin agilmasina neden olur.
RIP proteinleri de agir1 ROS iiretimine neden oldugu i¢cin mitokondriyal porlar acik
kalir. Mitokondri de bu durumda oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretemeyecek
duruma gelir ve hiicre i¢i ATP eksikligi baglar. Ayrica, DNA tamirini gerceklestiren
enzimler de NAD (Nikotinamid adenin diniikleotit) molekiiliinii parcalayarak ATP
eksikligine yol acar. Hiicre i¢i ATP eksikligi, iyon pompasinin yetersiz kalmasina neden
olur. Bu durum hiicre igine sivi alimmmi artirir. Organeller siser, plasma membranin
biitiinliigli bozulur ve osmatik basmcin bozulmasindan dolayt hiicre patlar. Hiicre
iceriginin, hiicreler arasi bogluga salinmast enflamasyon ve/veya iltihaplanmaya neden
olur. Hiicreler arasi boslukta meydana gelen yangi nedeniyle makrofaj ve nétrofiller
nekrotik dokuya gecerek, o lokasyonu fagosite eder(Wood ve ark., 1997; Christofferson
ve ark., 2012; Galluzzi ve ark., 2012; Ke ve ark., 2016).

Nekroz ile hiicre Oliimii, plazma membraninda biriken fotoduyarlh maddelerde sik
goriilmektedir. Lipozomal alimunyum kloro ftalosiyaninin in vitro ve in vivo olarak
fotodinamik etkinligi Ehrlich tiimorlerinde arastirilmistir ve bu fotoduyarli maddenin
%90 oraninda nekroz ve kismi olarak da vaskiiler etki ile tlimorii yok ettigi

kaydedilmistir(Longo ve ark., 2009; Baines, 2010; Conrad ve ark., 2016).
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2.9.3 Otofaji

Bir vakuol i¢ine alinan hiicre i¢i makro molekiillerin lizozomal olarak parcalanmasidir.
Otofaji, anabolik ve katabolik hiicre i¢i fonksiyonlarin dengelenmesini saglayan ve
hasarli hiicre i¢i yapilarm geri doniiglimiinii saglayan bir hiicre oliim seklidir.
Sitoplazmanin bir kismi ya da ilgili organeller endoplasmik retikulumun ekstraselliiler
membrant ile sardwr. Primer lizozomlar, bu yapiyla birleserek sekonder lizozomu

(otofajik vakuol=otozom=otofagozom) olusturur.

Otozomlar cift membranli yapilardir. Otozom hidrolitik enzimlerle pargalanarak,
niikleusta yogunlasmaya neden olur. Otofajik hiicre oOliimiinde apoptotik hiicre
Olimiinden farkli olarak, karakteristik niikleus yogunlagsmasi ¢ok daha uzun siirede
gerceklesir. Fakat DNA kiriklar1 ve apoptotik cisimcikler gdzlenmez(Tsujimoto ve
Shimizu, 2005; Yu ve ark., 2006; Gozuacik ve Kimchi, 2007; Mizushima ve Klionsky,
2007; Xie ve Klionsky, 2007; Di ve ark., 2013; Jain ve ark., 2013; Michaud ve ark.,
2014).

Otofaji, hiicre koruyucu bir mekanizmadir ve fotodinamik aksiyon olarak gelisen
hiicresel 6liim mekanizmalarindandir. Apoptotik 6liim mekanizmas: bozuldugunda,
hiicrenin otofajiye yonlendigi gézlenmistir. Bu durum FDT uygulamalarinda fotoduyarl

maddenin dozuna ve uygulanan 11k yogunluguna bagli olarak gelismektedir.

Otofaji, diisik doz FDT uygulamalarinda koruyucu bir mekanizma olarak islev
goriirken, yiiksek doz uygulamalarda hiicreyi 6liime siiriikler. Fotoduyarli maddenin
mitokondriyal ve/veya endoplazmik retikulumda biriktigi durumlarda otofajik hiicre
olumii gerceklesebilmektedir(Xue ve ark., 2010; Separovic ve ark., 2011; Garg ve ark.,
2015).

Genel olarak, PDT uygulamalarinda hiicresel olarak meydana gelecek cevabin
belirlenmesi karmasik bir siiregtir. Fakat genel olarak apoptoz, nekroz ve otofaji
yolaklar1 gerceklesmektedir. Apoptoz, nekroz ve otofajinin morfolojik Ozellikleri,
diizenleyici faktorleri, yol agan nedenler, biyokimyasal ve diger 6zellikleri Tablo 2.3’de

verilmistir.
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Tablo 2.3 Dogrudan hiicre 6liim sekillerinin ayirt edici karakteristik 6zellikleri(Mroz ve

ark.,2011)
Karakteristik Hiicre Oliim
Ozellikleri Mekanizmalan
Apoptoz Nekroz Otofaji
Morfolojik Ozellikler Hiicresel membran Hiicre membran: Hiicre boyutunun
kiiciiliir,
saglamdur, biitiinliigtinii kaybeder,
Cift membranlh vezikiiller
Hiicre kiiciiliir, Kromatin | Hiicre siser,
yogunlagmasi olusgur,
Organel siger ve
meydana gelir, Organellerde bozunum
parcalanir,
Blebler olusur, gerceklesir.
Biiytik vakuoller olusur,
Niikleer par¢amalanma
Organeller parcalanir,
olur,
Hiicre lizisi gerceklesir,
Organeller saglamdir,
DNA merdiveni olugmaz,
Erken evrede
Fosfatidil serin
fosfatidilserin
translokasyonu yoktur.
translokasyonu gozlenir,
Apoptotik cisimler.
Diizenleyiciler Oliim Reseptorleri, Kalsiyum iyonlart, Memelilerde rapamisin

Bcl-2 ailesi,

Beklin 1,

Kaspazlar,

Apoptozu inhibe edici
proteinler,

Adaptor proteinler,
Kinazlar,

Fosfotazlar,
Kalsiyum iyonlari,

Kalpainler,

Iyon kanallar,
Metabolik hatalar,

Poli(ADP-riboz)
(PARB),

Kalsiyum iyonlarin
diizenleyici proteinler,
RIP kinaz,

Oliim Reseptorleri,

Keramitler.

inhibe edici (mTOR),
Fosfoinositid-3 kinaz
(P13

kinaz),

Otofaji baglantii  gen
ailesi

(ATG ailesi),

UPR stres sensorleri,

Beklinl,

Kinaz,
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BCNIL

Bcl-2 ailesi,

IP3 Reseptorii.

Yol Acan Nedenler

ROS ve DNA hasari,
Oliim reseptor ligantlart,
Hiicre yaglanmas,

Biiyiime faktorii

eksikligi,
Organellerde meydana

gelen stresler,

Iskemi,

Hipertermi,

Hipoksi,

Litik viral enfeksiyon,
Siddetli oksidatif stres,

Kalsiyum iyonlarimin

Protein agregasyonu
ER stresi
Geligimsel program
Hipoksi

Iskemi

Hasarli organeller

yogunlugu, Proteaz bozuklugu
Anti-Kanser ilaglari,
Toksik maddeler, Besin yoklugu
Endoplasmik
Agir metaller.
retikulumdan
kalsiyum salinimi.
Biyokimyasal ve Programlidir, ATP ATP gerekmez, Hayatta kalabilir.

Diger Ozellikler gereklidir. Iyon dengesi bozulur. Fizyolojik hiicre oliimii
Fizyolojik hiicre | Patolojik hiicre 6limii gergeklesir.
olimiidiir.

gerceklesir.
DNA kiriklari jel
DNA rastgele parcalanir.
elektroforezde merdiven
Hiicreler gruplar seklinde
seklini alir. olir ve enflamasyon
goriiliir.
Enflamasyon goriilmez.
Hiicreler makrofajlar
taratindan fagosite
edilerek tek tek ya da
kisim kisim oliirler.
2.10 Vaskiiler Etki

Yeni kan damarlarinin olusumu ve gelisimi olarak isimlendirilen anjiyogenez, kanser

hiicrelerine oksijen ve besin kaynagi saglayarak hiicrelerin proliferasyonu ve metastatik
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durumlarinda anahtar bir rol oynamaktadir(Hanahan ve Weinberg, 2000). Kan
damarlarinm yeterli gelisim gostermedigi tiimorlerde oksijen yogunlugunun diisiik
oldugu nekrotik bdlgelerin varligi, timor vaskiilatiiriiniin 6nemini gostermektedir.
Tiimorlerin mevcut vaskiilatiiriine hasar veren ve anjiyogenezi inhibe eden anti-
anjiyogenik teropatikler, tiimor proliferasyonunu durdurmaya yonelik ve klinik olarak
onayli kanser tedavi yontemlerindendir(Al-Husein ve ark., 2012). Secici olarak vaskiiler
hasar olusturulmasi ve anti-anjiyogenik etkinin meydana gelmesi fotodinamik tedavi
uygulamalarmnin etkinligini arttrmaktadir. Ornegin, hematoporfirin tiirevi (HPD),
timdrlerin vaskiiler yapisinda hasara yol acarak kan akiginda problemler meydana
getirerek terapotik etki olusturmaktadir(Peng ve ark., 2020). PDT uygulamalarinda
fotoduyarli madde uygulamasi ile 1s1ik aktivasyonu arasindaki siirenin kisa olmasinin
hedef vaskiiler sistemde hasar olusmasina etki ettigi kaydedilmistir. Fotoduyarlt madde
olarak Verteporfin kullanilarak sican kondrosarkomlarina PDT uygulamalarimin
yapildig1 bir ¢alismada, ilag-151k uygulamalar1 arasindaki siire kisaltildiginda vaskiiler

hasarm arttig1 kaydedilmistir (Fingar ve ark., 1999).

Vaskiiler etki gosteren fotoduyarlr maddeler ile gergeklestirilen PDT uygulamalarinda
endotelyal ve subendotelyal hiicreler hasar gormektedir. Endotelyal hiicreler
yuvarlaklasir ve hiicreler arasindaki baglantilart genisler(Ben-Hur ve ark., 1988). Bu
durum endotelyal hiicrelerin altindaki dokunun agiga ¢ikmasina neden olur. Hasar géren
endotelyal hiicreler Von Willebrand faktorii gibi pihtilagma faktorlerinin, trombositlerin
aktive edilmesine neden olur. Aktive olan trombositler subendotelyal dokuya gecerler
ve trombosit agregasyonuna, trombiis olusumuna ve damar tikanmasina neden olurlar.
Aktif trombositler ayrica, PDT sonrasi vazokonstriiksiyona neden olarak kan akisini
daha da azaltmaktadir(Ewenstein ve ark., 1987).Boylece, fotodinamik terapi uygulama
esnasmda ve uygulama sonrasinda hedef dokuda damar daralmasi, damar gegirgenligi
ve lokosit adezyonu gibi tahribatlar meydana gelmektedir. Tedavinin ardindan
damarlardan makromolekiil ve sivi sizintilar1 olmakta ve hedef bolgede doku odemi
goriilmektedir (Nelson ve ark., 1987; Fingar ve ark., 1997). Bu durum tiimor dokuya
kan akigini yavaslatarak bolgesel hipoksiye neden olmaktadir. Hipoksi ve besin
maddelerinin yoksunlugu, tiimér hiicrelerinin yikimini tetiklemektedir. Vaskiiler etki,
fotodinamik terapinin anti-tiimor etkisinin en 6nemli bilesenlerindendir (Kurohane ve

ark., 2001; Chen ve ark., 2005; Krzykawska-Serda ve ark., 2014).
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2.11 Immiinolojik Etki

Immiinolojik etki, fotodinamik terapinin indiikledigi {iciincii tiimér yikim
mekanizmasidir ve enflamatik bir yanmitin olusturulmasina dayanir (Castano ve ark.,
2004). Enflamasyon siirecinin temel Ozelligi, tedavi edilen bolgede enflamatuvar
faktorlerin salinmasidir (Stott ve Korbelik, 2007). Fotodinamik terapiden kaynaklanan
oksidatif stres, 1s1 sok proteinlerinin transkripsiyon faktorlerinin salmmasma ve
enflamatuvar sitokininlerinin salinmasini diizenlemektedir (Gollnick ve ark., 2003).
Proteinlerin salinmasi ve hasarla iligkili molekiiler yapilarin (DAMP) salinmasi
enflamatuvar yanitin olugsmasina katkida bulunur (Matroule ve ark., 2006; Garg ve ark..,

2010).

Yapilan caligmalar, PDT uygulamalarindan sonra 1s1 sok proteinlerinin ekpresyonuna ve
salnimina neden oldugunu gostermektedir (De Vree ve ark., 1996; Reginato, 2014). Is1
sok proteinleri, tiimor antijenlerine baglanarak Toll benzeri reseptorleriyle etkilesime
girerler (Beg, 2002; Vabulas ve ark., 2002; Castano ve ark., 2006). Bu etkilesimler
enflamatuvar ve immiin cevap genlerinin ekspresyonunu diizenlemektedir. Is1 sok
proteinlerinin ve hasarla iligskili molekiiler yapilarin kaynagi PDT nin hiicresel etkisine
bagli olarak degisiklik gosterebilmektedirler (Cecic ve Korbelik, 2002; Brackett ve ark.,
2011). Sonug olarak, PDT ile indiiklenen tiimor dokuda enflamatik bir cevap meydana
getirmektedir (Castanov ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2009; Garg ve ark., 2010; Mroz
ve ark., 2011).

2.12 Fotodinamik Terapi Sonrasi Sitokrom C Salimmm

Apoptotik basamaklarda mitokondrinin {iretim ve salinim kisminda kritik 6nemi vardir.
Bu basamaklar icerisinde sitokrom c onemli bir rol oynar. Apoptoz siiresince sitokrom c
mitokondri araciligiyla sitozole salinir. Mitokondriden salinan sitokrom c’nin kontrolii
BCL-2 protein ailesi tarafindan yapilir. Sitozole salman sitokrom c’ler kaspazlar
(0ldiiriici proteaz ailesi) ile etkilesime girerek Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktivasyon
faktorii-1), prokaspaz-9 ve ATP gibi kompleks yapilart olustururlar. Mitokondriyal
membran potansiyelinin dagilmasiyla sonuglanan mitokondriyal membran gecirgenligi
gecis gozeneklerinin agilmasi, sitokrom c¢'nin salimimi i¢in ana mekanizma olarak
onerilmistir (Mroz ve ark., 2011). Chiu ve Olenick (Chlu ve Olelnick, 2001) yaptiklar1

calismada ftalosiyanin ile fotodinamik terapi uygulanmis LY-R hiicre hatlarinda 15
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dakika sonunda immiino histokimyasal sonuclar ile sitokrom c¢ salmimi oldugunu
gozlemlemislerdir. Aynit zamanda membran potansiyalindeki diislisiin PDT dozuna ve
uygulama siiresine bagli oldugunu goézlemlemislerdir. Ayrica bu potansiyel diisiisiin

sadece yliksek dozda PDT’ye maruz kalan hiicrelerde olustugu belirtilmistir.

2.13 Fotoduyarh Yapilar

Fotoduyarli yapmm fizikokimyasal nitelikleri, PDT’nin etkinligi konusunda
belirleyicidir. Ideal bir fotoduyarli yapi, kimyasal anlamda saf olmalidir, secici olarak
neoplastik dokuda yogunlagmalidir, kisa siire i¢inde dokudaki en yiiksek
konsantrasyonuna ulasabilmelidir, normal dokudan kisa siirede uzaklasabilmelidir,
optimal doku gecirgenligi saglayan dalga boyunda aktive olmalidir, 'O2 olusumu
icin yliksek kuantum verimine sahip olmalidw ve karanlikta toksik etki

gostermemelidir(Allen ve ark., 2001; Ormond ve Freeman, 2013).

Kanser tedavisinde onaylanan ilk PS, yutak, akciger, mesane, mide ve servikal
kanserlerin  tedavisinde  kullanilmis  olan  Photofrin  (PF)’dir. HPD’den
kismen saflastirilarak elde edilmis olan PF, bir porfirin karigimi oldugundan kimyasal
anlamda kismen karakterize edilebilmektedir, aktif bilesenlerinin belirlenmesi
gictir ve aym Ozellikteki tekrarlarmin  sentezlenmesi konusu siiphelidir.
Absorpsiyonun en yiiksek oldugu 630 nm i¢in molar absorpsiyon kat sayisinin diisiik
olmasi, PF’nin yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasini gerektirir. Bununla birlikte,
630 nm’lik dalga boyundaki 151k, doku icinde ancak birkagc mm derinlige kadar etki
edebilir. PF en az 4-6 hafta kadar viicuttan uzaklagmaz, bagka bir deyisle bu zaman
icinde fototoksiktir. Secici olarak tiimorde konsantre olma egilimi de diisiik olan
PF, bahsedilen nedenlerden dolay1 PDT uygulamalar: i¢in kullanimi sinirhidir(Allison

ve Sibata, 2010).

PF’in bahsedilen dezavantajlari, ikinci nesil fotoduyarli yapilarin sentezlenmesine
neden olmustur. Ikinci ve tigiincii nesil fotoduyarl yapilarin hedeflenen dokuya (timor
dokusu vb) karsi secici olmasi, yiiksek dalga boyunda absorpsiyona sahip olmasi;
boylelikle daha derinlere ulagabilmesi, yiiksek dalga boyunda molar absorpsiyonunun
yiiksek olmas1 dzellikleri ile PDT uygulamalar: icin kullaniglt olmasi beklenmektedir.
Sentetik, porfirin yapida boyalar olan, ticari anlamda pek c¢ok alanda kullanilan

ftalosiyaninlerin (Pc), ikinci nesil fotoduyarh yapilar olarak PDT’de kullanilmak tizere
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gelistirilmesi olduk¢a yenidir(Yano ve ark., 2011).

Pc’lerde benzen halkalar: ile konjuge haldeki pirol gruplari, aza nitrojenlerle birbirine
baglanmustir. Bu kimyasal yapi, absorpsiyon spektrumunun daha uzun dalga boylarina
kaymasma (genellikle 680 nm civart) neden olur. Bu nedenle Pc’leri uyarmak
icin dokuda derinlere niifuz edebilen uzun dalga boylar1 kullanilir(Mfouo-Tynga ve

ark., 2018).

Pc’ler, uzun dalga boylarinda (660—700 nm) yiiksek molar absorpsiyon katsayisina
sahiptirler, kararhdirlar, karanlhkta toksik &zellik gostermezler ve tiimor dokusunda

secici olarak birikirler(Mfouo-Tynga ve ark., 2018).

Potansiyel bir fotoduyarli yapinin t¢li fazdaki omrii uzun olmahdir. Bu kosul
Pc’lerde, Zn ya da Al gibi bir diamagnetik atomun Pc makromolekiiliine dahil
edilmesiyle saglanir. Metalsiz bilesikler ve paramagnetik Pc’ler yapilarina katilan pek
¢cok metalle oldukca kararli yapilar meydana getirebilirler. Katilan bir merkezi
metal iyonu ayrica Pc’nin fotofiziksel ozelliklerini de degistirir. Metal icermeyen
Pc’ler ile Cu, Co ve Fe gibi paramagnetik metaller iceren Pc’lerin triplet haldeki
omiirleri cok kisadir ve diisiikk diizeyde fototoksisite olustururlar(Longo ve ark.,

2009; Olgac ve ark., 2017).

Pc’ler genellikle hidrofobik yapidadirlar ancak suda ¢oziinebilenleri de sentezlenmistir.
Suda ¢oziinebilen ftalosiyaninler Pc halkasina siilfonik asit, karboksilik asit ve amino

gruplarmin siibstitiie edilmesi miimkiin olabilir(Osiecka ve ark., 2009).

2.14 Kanser

2.14.1 Kanser Nedir?

Bugiine dek yapilan biitiin ¢aligmalar gostermistir ki kanser temel olarak DNA’da
meydana gelen degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Meydana gelen bu mutasyonlar
kanser hiicrelerinin, normal hiicrelerin diizenli bir sekilde biiylime ve cogalmasini

saglayan mekanizmalardan kacarak kendi hayatta kalma sistemlerinin olugmasini
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saglamaktadir. Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden aywrt edecek belirli dzellikler

vardr (Brennan, 2002). Bunlar;

Biiyiime Faktorlerine Bagli Olmadan Biiyliyebilme
Sinirsiz Béliinme Potansiyeli

Apoptotik Sinyallerden Ka¢cma

Biiyiimeyi Baskilayan Sinyallerden Kagma
Anjiyogenez

Invazyon Ve Metastaz

Bagisiklik Sisteminden Kagma

Kanserlesmeyi Destekleyen Inflamasyon

Genetik Mutasyonlar

Y V.V V ¥V V V VYV VYV VY

Enerji Metabolizmasimi Degistirmek olarak basliklar halinde toplanabilir.

‘Kanser’ terimi 200’den farkli hastalig1 kapsayan, temel olarak ise kontrolsiiz béliinme

ve metastatik potansiyeli kasteden, i¢erigi ¢ok genis bir terimdir(Brennan, 2002).

Bir¢cok kanser tiiriiniin genetik ve cevresel faktorler arasindaki bir dizi kompleks
etkilesim sonucu meydana geldigi bilinmektedir. Bu etkilesimler bireye 0zgii, cinsiyete
0zgii veya etnisiteye 0zgii olarak farklilik gosterebilmektedir. Bu farkliliklar aslinda
neden ayni gevresel faktorlere maruz kalan her kisinin kanser gelistirmedigi sorusunu da
cevaplamaktadir. Kanserlerin % 95°nin ¢evresel ve genetik faktorlerin birlikte
etkilesiminden kaynaklandigr diisiiniilmektedir. Kanserin meydana gelmesinde
(karsinogenez) etkili oldugu bilinen bircok ¢evresel ve genetik faktor olmakla birlikte,
her birinin bagimsiz olarak kanser gelisimine etkilerini belirlemek oldukca zordur

(Milne ve ark., 2009; Hyndman, 2016).

2.15 Karsinogenezin asamalar

2.15.1 Dogal Secilim

Karsinogenez esnasinda hiicreler, bir seri mutasyon kazanmaktadir. Hiicreler mutasyon
kazanarak boliinme ve hayatta kalma kapasiteleriniarttirmakta ve bu yeteneklere sahip
olanlar secilerek hayatta kalabilmektedir. Yeterince mutasyon kazanan hiicreler malign

tiimorler olusturmak iizere cogalmaya devam etmektedir. Bununla birlikte zamanla daha
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az sayida mutasyona sahip olan hiicreler ise benign tiimor olusturmaktadir. Bir hiicrenin
timOr olusturabilme kapasitesi, zamanla kazandig1 mutasyon sayisiyla dogru oranti
gostermektedir. Neoplazm olusturmus bazi hiicre tiplerinde, daha fazla mutasyon
oldugu belirlenmistir. Bu tip, dnceden mutasyona sahip olan hiicreler, baska genetik
degisikliklere daha agik olduklarindan, tiimor olusturabilme kapasiteleri de diger
dokulara gore artig gostermektedir (Stratton ve ark., 2009).

2.15.2 Tiimériin Meydana Gelmesi ve Tlerlemesi

Tiimoriin ortaya ¢ikmasi ve ilerlemesi, farkli zaman araliklarin1 kapsayan ve asamali
olarak gerceklesen bir siirectir. Tiimoriin meydana gelisindeki ilk asamalar: ‘Baslama’
ve ‘llerleme’dir. Ik asama olan Baslama aniden gerceklesebilecegi gibi, endojen
(reaktif oksijen tiirevleri gibi) veya ekzojen (sigara dumani gibi) bir mutajen etkisi ile de
ortaya c¢ikabilmektedir. Baslatict ajanlar, DNA’da hasar olusturarak proto-onkogenleri
aktive etmekte ve tiimor baskilayici genleri de baskilamaktadirlar. Ancak bu ilk etkiler
tiimor olusumunda tek basina yeterli olmamakta ve hiicreler tiimor olusturabilmek i¢in
bir destekleyici ajanin varligina da ihtiya¢ duymaktadirlar. Destekleyici ajan, aslinda tek
basina karsinogenik etkisi ¢cok az olan baglatict bir ajanin varhiginda, kanser gelisiminde

etki gosteren ajanlardir(Aziz, 1998).

2.15.3 Tiimoriin gelismesi ve metastaz

Tiimoriin daha da gelismesi ve metastaz yapmast, gen ekspresyonlariin degismesi gibi
daha ileri genetik degisiklikler sonucu meydana gelmektedir. Viicutta kanser
hiicrelerinin ilk bulundugu yerden daha farkli bélgelere gitmesiyle sonuglanan siirec
metastaz olarak adlandirilmaktadir. Bu siire¢ hiicrelerin ¢ogalmasi, anjiyogenez, lokal
inovazyon, hiicrelerin dolagim sistemine girisi, dahil olusu ve ¢ikist ve hiicrelerin yeni
bolgeye yerlesmesi asamalarindan olugmaktadir. Bir hiicrenin invazyona baglayip sonra
da metastaz gerceklestirmesi icin daha oncesinden invazif bir fenotip kazanmig olmasi
gerekektedir. Bu invazif potansiyelin kazanilmasi i¢in de hiicrelerde; proteazlarin
ekspresyon seviyeleri artirilmakta ve hiicreye daha fazla hareket kabiliyeti kazandirmak
amact ile hiicre-hiicre adhezyon molekiilleri baskilanmaktadir. Metastazin goreceli
olarak daha az siklikla goriilmesi veya tiimoriin genelde ileriki asamalarinda meydana
gelmesi, tiimor populasyonunda bulunan az sayidaki hiicrelerin metastatik potansiyele
sahip olduklarina isaret etmektedir. Bu kavram “metastatik yetersizlik” olarak

adlandirilmakta ve giiniimiizde de hala hiicrelerin metastatik potansiyelleriyle iliskili
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genlerin prensibini anlamaya yonelik calismalar devam etmektedir. Ote yandan bilim
diinyasinda metastaz siirecinde farkli genlerin gorevli almadigmi, sadece tiimér
baskilayict genler ve onkogenlerdeki mutasyonlar sonucu bu yetenegin kazamldigini
savunan gorislerde mevcuttur. Farkli kanser tiirleri veya ayni kanser tiirii olmasina
ragmen bireylerin gosterdigi farkliliklar her iki teorinin de dogru olabilecegini

diisiindiirmektedir(Powell ve ark., 1999).

2.16 Meme Kanseri

Diinyada en sik goriilen ve malign tiimor olan meme kanseri tiim kanserlerin yaklagik
olarak % 30’unu olusturmaktadir. Giiniimiizde bilinen en etkili tedavisi tiimor ile
timorden koparilan hiicrelerden yayilan lenf nodlarinin cerrahi yollarla alinmasidir.
Radyoterapi, kemoterapi ve anti kanser ilaclar1 ile de bu tiimoriin ilerlemesinin

durdurulmasina yonelik tedaviler uygulanir(Li ve ark., 2021).

Meme kanserinde uygulanacak olan tedavinin se¢imi bircok etmenle belirlenir. Bunlar
hastanin yasi, tiimoriin 6zellikleri, dstrojen reseptor pozitifligi, menapozal durumlar gibi
etkenlerdir. Lobuler ve duktal hiicrelerin luminal bolgelerinde bulunan progesteron ve
ostrojen reseptorlii hiicreler MCEF-7 meme hiicre hatti olarak adlandirilir. Meme
timdérlerinin % 60-70 oraninda bu hiicrelerde olustugu bilinmektedir. Bununla birlikte
bu reseptorlerin bulunmadigt meme hiicreleri MDA-MB-231 hiicre hatlar1 olarak
adlandirilmaktadir. Meme kanserinin endokrin tedavisinde 6nemli bir rol oynayan
progesteron reseptorlerinin ekspresyonu, Ostrojen reseptorii ve hormonun kendisi ile
diizenlenmektedir. Progesteron reseptorlerin pozitif oldugu kanser hiicreleri hormonal
tedavide % 70 oraninda cevap verirken, bu reseptorlerin bulunmadigt kanser hiicreleri

9% 25-30 oraninda cevap vermistir(Liu ve ark., 2021).
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Lobiiler Karsinoma in Situ (LCIS)
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%a dokuss hicreler

Sekil 2-12 Meme kanseri olusum bolgeleri (Dai ve ark., 2017)

Ostrojen reseptorliic meme kanseri hiicrelerinde, tiimor hiicresinin dstrojenden yoksun
birakilarak biiyiimeyi uyarict etkisinin yitirilmesi amaglanmaktadr. Saglikli meme
hiicresinin biiyiime ve ¢ogalmasi prolaktin ve Ostrojen hormonlari ile diizenlenir. Bu
yiizden memede olusan tiimoriin biiyiiylip cogalmasi, hiicreye giren 0strojen seviyesi
diisiiriilerek engellenmeye calisilir. Projemiz kapsaminda MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlarma uygulanacak olan metalli ftalosiyaninlerin yiiksek dalga boyunda 1sima
yapmasinin ardindan kanserli hiicrelerin i¢ yapilarinin olusturulan reaktif oksijen
triinleri ile bozulmasmin yam sira membranda da yikim olusturulmas: ve tiimorlii
hiicrelerin besin yolaklarinin kesilmesi amag¢lanmistir. Ayni uygulama saghkli meme
hiicre hatt1 olan MCF-10a hiicre hattina da uygulanarak bu hiicrelerde olabildigince az
hasar goriilmesi ve olusturulan bu sentezlerin karsilagtirilmasinin  yapilmasi

hedeflenmistir(Dai ve ark., 2017).

2.17 Serbest Radikaller

2.17.1 Singlet Oksijen

02 molekiilli UV, goriiniir bolge ve IR’de bir seri absorbsiyon bantlar1 gosterir.
Molekiiler 1Oz’in veya oksijenli organik molekiiliin direk 1sikla uyarminda singlet 'O,
olusur fakat diigsiik verimli oldugundan uygulamaya yonelik kullanimi zordur.

Uyarmanin dolayli bir yolu da 1518a duyarh bir madde (fotoduyarl yapilar) ile yapilan
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reaksiyondur. Isiga duyarh 1O2 reaksiyonlar1 sondiirmenin dogasina bagl olarak Tip 1
ve Tip 2 olarak ayrilir. Uyarilmis fotoduyarli yapilarin molekiiler oksijen ile

sondiiriilmesi (Tip 2 reaksiyonlar1) ya enerji transferi yolu olan singlet 1O2 olusumu ile

ya da elektron transferi yoluyla anyonik siiperoksit radikali olusumu (Tip 1

reaksiyonlarn) ile ilerler(Wang ve ark., 2021).

Tip I Reaksiyonlan [s1k Tip IT Reaksiyonlan
Uyanlmg haldeki PS
Radikaller

Radifeel iyontars b 0,
7

— o
C ) AQZ C )
0, - N q,

Substrat

Substrat

Oksidasyon Grinlert Oksidasyon Granlert

Sekil 2-13 Singlet oksijen reaksiyonlar1 (Hippeli ve ark., 1999)

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya icerdigi enerjiyi transfer eder, ya da
kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon cift baglari singlet oksijenin

tepkimeye girdigi baglardir. Doymamig yag asitleri ile de dogrudan tepkimeye girerek

peroksi  radikalini  olusturur ve °"OH kadar etkin bir sekilde lipid
peroksidasyonunu baslatabilir. Bu 6zelliklerinden dolayr son zamanlarda singlet
oksijen, hava ve su kirlenmesine neden olan kimyasal maddelerin fotobozunmasinda ve

PDT uygulamalarinda genis kullanim alan1 bulmustur(Rui ve Liu, 2020).
Singlet oksijen iki yolla tiiketilebilir:
% Oksijenin bir sondiriicii tarafindan fiziksel sondirilmesi. Bu ya

sondiiriictiniin  elektronik olarak uyarilmas: (bimolekiiler) ya da c¢oziicii

molekiillerinin titresimsel deaktivasyonu ile olusur (monomolekiiler).
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< Bir molekiilin singlet oksijen ('02) tarafindan yiikseltgenmesi

(kimyasal reaksiyon)

2.18 Serbest radikallerin etkileri
2.18.1 Genel etkileri

-Hiicrelerin igerisinde bulunan yapilarmin (DNA, golgi cisimcigi vb..) yan sira lipid,

karbonhidrat, protein, enzim gibi biitiin onemli bilesiklere etkide bulunur.

-Mitokondrideki kapiler permeabiliteyi bozar ve aerobik solunumu durdurucu etki

gosterir.
-Hiicrenin potsayum kaybmi artirir ve trombosit agregasyonunu tetikler.

-Litik olarak bilinen proteaz, oksidaz, elastaz, siklooksijenaz gibi enzimleri
aktifle[Jtirirken, antitripsin ve alfa-1 gibi savunma sistemlerini inaktive edici 0zellik

gosterir.

Pek c¢ok hastaligin patogenezinde (DM, KAH, HT, psoriazis, RA, Behcet, kanser,
yashilik vb.) serbest radikal olusumunun arttigt ve antioksidan savunma
mekanizmalarmin yetersiz kaldigr gosterilmistir. Ancak bu hastaliklarda serbest
radikallerin hastaligin sebebi olarakmi1 olustugu yada sonucu olarakmi ortaya ¢iktigi tam

bilinmemektedir(Poprac ve ark., 2017).
2.18.2 Membran lipidlerine etkileri (Lipid Peroksidasyonu)
-Lipidler serbest radikallere en duyarli yapilardir. Membranda bulunan kolesterol ve

doymamis yag asitleri ortamda bulunan serbest radikallerle etkileserek peroksidasyon

iriinlerini olustururlar.

-PUFA (poli-ansatiire yag asidi)'nin oksidasyonu "lipid peroksidasyonu" olarak bilinir

ve meydana gelen membran hasart geri doniisiimsiizdiir.

-Membrana bagli olan lipidler hidrofobik yapida bulunduklarindan radikellerin ¢ogu

burda reaksiyona girerler ve membran yipratici etki gosterirler.
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-Membran gecirgenligi ve mikro akiskanligi bozulur.

-Peroksidasyonla ~ olusan  malondialdehid, = polimerizasyona ~ ve = membran
komponentlerinin capraz baglanmasina sebep olur. Bu durumda enzim aktivitesi,
deformasyon, hiicre yiizey bilesiklerinin agregasyonu ve iyon transport gibi intrensek
membran  Ozelliklerinin  degismesine  sebep olur  (Mutajenik, genotoksik,

karsinojenik)(Niki, 2014).
2.18.3 Proteinlere Etkileri:

-Doymamis bagi bulunan ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle etkilegimi
daha fazladir (fenil alanin, triptofan, metionin, tirozin, sistein, histidin  vb..).

Reaksiyonlart sonucunda karbon merkezli radikaller ve siilfiir radikalleri meydana gelir.

- Albiimin ve immunglobulin gibi fazla disiilfid bagt bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu

yapilarinda bozulma olusur(Gebicki, 2016).
2.18.4 Niikleik Asitler ve DNA’ya EtKkisi:

-Serbest radikaller, DNA'y1 etkileyerek bozunmaya sebep olurlar, bu durumda hiicrede

Oliime ve mutasyona sebep olur.

-Olusan sitotoksisite, niikleik asitlerin baz modifikasyonlarindan olusan kromozom

farkliliklarina veya DNA’daki diger bozunmalara baghdir(Gebicki, 2016).
2.18.5 Karbonhidratlara Etkisi:

-Monosakkaridlerin otooksidasvonu sonucu hidrojen peroksit (H,O,), okzaldehidler ve
peroksid yapilart olusur. Bu yapilar diyabet, asiim gibi hastaliklarm patogenezinde

onemli rol oynarlar(Gebicki, 2016).



3. GEREC VE YONTEM
3.1 Kullamilan cihazlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar gerecleri ve malzemeler Tablo

3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler

Kullanilan Cihaz, Alet ve Marka / Model
Malzemeler

Derin dondurucu, -80° Niive

Derin dondurucu, -20° Bosch

Dalga boyu ayarlanabilir microplate okuyucu ~ SPECTROstar nano
Hiicre sayimi Olympus R1

Etiiv Binder

Calkalayici New Brunswick Scientific

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler
Mikro santrifiij
pH-metre

Hiicre kiiltiirii kabini

ACCUMAX

Thermo IEC Micromax
Hanna Instruments
Heraeus KS-12 Air Flow

Invert mikroskop ZEISS

CO, inkiibatér NUVE EC-160
Standart T-25 ve T-75 hiicre kiiltiir flasklar NestBiotechnology
Santrifiij Allegra X-15R
Cam malzemeler (beher, erlen, balon joje) Isolab

Flow sitometri MUSE

Hassas analitik terazi Shimadzu

Vorteks IKA vortex genius 3
Steril 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytleri Biologix

Cesitli hacimlerde steril Pipet uglar Axygen

Otoklav Biobase




3.2 Kullanilan kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalar1 Tablo 3.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 3.2 Caliymada kullanilan kimyasal maddelerin adlari, yapilart ve iiretici firmalar

Kullanilan maddeler

Uretici firma

Etanol (C,HsOH)
Metanol (CH;0H)
DMEM besi yeri
Penisilin/Streptomisin
PBS tablet
Tripsin/EDTA c¢ozeltisi
Fetal bovine serum (FBS)
Dimetil siilfoksit (DMSO)
Tripan blue ¢ozeltisi
Horse Serum

EGF

Hidrokortizon

Kolera Toxin

Insulin (for cell culture)

LDH kiti

Merck
Merck
Capricorn
Capricorn
Medicano
Capricorn
Capricorn
Sigma
Sigma
Invitrogen
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

SunRed
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3.3 Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

3.3.1 Sentezlenen Organik Bilesiklerin Anti-Kanser Etkilerinin Arastirilmasi Icin
Yapilacak in-vitro Calismalar

Insan kanserlerinden iiretilmis devaml hiicre hatlari, laboratuvar calismalarmda ve in-
vitro kanser arastirmalarinda model olarak siklikla kullanilmaktadir. Yiiksek oranda
homojenite gostermeleri, donmus stoklardan kolaylikla iretilebilmeleri, smirl
kosullarda bile neredeyse sinirsiz iireme yetenegine sahip olmalar1 nedeniyle hiicre

hatlar1 tercih edilmektedir.
3.3.2 Hiicre Kiiltiiria

(aligmalarda meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231, MCF-7 ve sagliklt MCF-
10A hiicreleri kullanilmigstir. Insan epitel meme adenokarsinom (MDA-MB-231)
(ATCC® HTB-26™), insan epitel meme adenokarsinom (MCF-7) (ATCC® HTB-22™)
ve saglikli insan meme epitel (MCEF-10A) (ATCC®CRL—10317TM) hiicreleri ATCC den

ticari olarak temin edilmistir.

3.3.3 Hiicrelerin Biiyiitiiliip Cogaltilmasi

MDA-MB-231 ve MCF7 hiicreleri 25cm*’lik flasklara ekilmistir. Hiicre kiiltiirii ortami
olarak %10 FBS, Penicilin-Streptomycin (100 {iinite), L-Glutamine ve NaHCO3 igeren
DMEM besiyeri kullanilmistir. Hiicreler 37 °C’de, %5 CO2 ve %95 nem igeren
ortamda inkiibasyona brrakilip c¢ogaltilmigtr. MCF-10A hiicre hatt1 diger hiicre
hatlarindan farkli olarak besiyerine ekstra bilesenler katilarak biiyiitiilmiistiir. Daha 6nce
hazirlanmig olan 500 mL besiyeri i¢erisine 25 mL horse serum eklendi, ardindan 100 pl
EGF, 250 ul hidrokortizon, 50 ul kolera toksin ve 500 ul insiilin eklenerek hiicre hatti
biiyiitiilebilmistir.

Hiicreler biiyiidiiklerinde farkli ortama gecirilmek icin pasajlandi. Pasajlamada, &nce
DMEM ortamdan uzaklastirildi, FBS’yide uzaklastirmak i¢in DPBS ile flasklar yikandi.
Hiicreleri flasktan kaldirmak igin flaska Tripsin-EDTA c¢ozeltisi eklendi. Flask CO,
etiiviinde yaklasik 1 dakika tutuldu. Tripsin-EDTA’nin aktivitesini durdurmak igin
flaska FBS iceren medyum konuldu. Hiicreler falkon tiipe toplanip oda sicakliginda 800
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rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz atilip ¢oken pellet medyumda siispanse edilip

yapilacak isleme gore hiicre kiiltiir platelerine ekim yapildi.

3.3.4 Hiicrelerin Acilmasi, Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

1) -80°C’ de kriyotiipler icerisinde bulunan % 10 DMSO + % 90 FBS ile dondurulmug
hiicre hatlar1 37°C’ ye alind1.

2) Kriyotiip icerisine hizli bir sekilde besi ortamu ilave edildi. Pasteur pipeti yardimiyla

karigtirilarak hiicreler 15 ml’ lik falkon tiip igerisine alind1.

3) Falkon tiip icerisine yaklasik 10 ml daha besiyeri ilave edilerek 1400 rpm’de 7
dakika santrifiij edilerek yikama yapild1.

4) Santrifiij sonrast siipernatant uzaklastirildi ve ¢oken hiicrelerin iizerine 5 ml besiyeri

eklenerek 25 cm?’ lik flasklara alindi.

5) Flasklar, 37°C’ deki % 95 nem ve % 5 CO, iceren etiive alinarak inkiibasyona
birakildi. 48 saatte bir besi ortamlart tazelendi. Hiicreler biitiin flask yiizeyini

kapladiginda pasaj yapild1.

6) Flasklarda bulunan ortam dokiildii ve flasklar bir kez serumsuz ortam kullanilarak

yikand.

7) Daha sonra hiicrelerin {izerine 1 ml tripsin ilave edildi. Bir siire bekletildikten sonra

tripsin uzaklastirilarak flasklar 5-10 dakika boyunca inkiibatorde bekletildi.

8) Inkiibatérden ¢ikan flasklar inverted mikroskopla incelendi ve tiim hiicrelerin kalkip

kalkmadig1 kontrol edildi.
9) Flaskda bulunan tiim hiicreler kalktiktan sonra, 10 ml FBS’li ortam ilave edildi.

10) Flask icerisinde bulunan hiicre-ortam karigtmmm 5 ml’ si bagka bir flaska

aktarilarak pasajlama islemi tamamlanmis oldu.

11) Hicrelerin ylizeye yapisarak iliremeye devam etmeleri i¢in flasklar inkiibatore

kaldirdarak inkiibasyona birakildi ve cogalmalar1 saglandi.
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3.3.5 Hiicrelerin Sayilmasi / Canhiligimin Tespit Edilmesi

Hiicreler flask yilizeyinin %70-80’lik kismin1 kapladiktan sonra hiicre pasajlamasi

yapildi.

1.
2.

Ik olarak flasklardaki besiyeri uzaklagtirildu.

Flasklar 8’er ml PBS ile yikandiktan sonra her bir flaska 4 ml tripsin-EDTA
cozeltisi eklendi. Flasklar 3 dakika inkiibatorde bekletildi.

Inkiibasyon sonrast 9 ml %10 FBS iceren, hiicre i¢in uygun olan DMEM veya
EMEM ile hiicreler falkon tiip igerisinde toplandi. Hiicre siispansiyonu 130 g’de 6
dakika boyunca santrifiijlendi.

Stipernatant kisimlar: 1 ml kalacak sekilde uzaklastirildi. Hiicre siispansiyonlarindan
10 ul’si 0.5 ml hacimli kapakh tiipe alinarak 10 pl tripan blue ile karistirildr ve
karigim 3 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Pipetaj yapilarak karigimdan 10 pl alindi ve neubauer hematositometre lamina
aktarldi. Invert mikroskop ile incelenen hematosimetre lami iizerinde 16’ya
boliinmiis dort ayr1 kare oldugu goriilmektedir. Capraz iki kare icerisinde bulunan
canli hiicreler sayildi ve mililitredeki canli hiicre sayisi; ‘‘sayilan hiicre sayis1 x
seyreltme orant x 10" ** formiilii kullanilarak hesaplandu.

Hiicre sayimi yapildiktan sonra, icerisinde 15 ml besiyeri bulunan 75 cm®lik
flasklara 2000-10000 hiicre/cm” olacak sekilde tekrar hiicre ekimi yapildi. Bdylece

kiiltiirleme siirecine devam edildi.

3.3.6 Hiicre Sayim

Platelere ekim yapilmadan once her kuyucuga belli sayida hiicre ekebilmek icin

hiicreler pasajlandiktan sonra Tripan Mavisi ile boyayip Olympus R1 cihaziyla hiicre

sayimt1 yapild1.
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OLYMPUS

Sekil 3-1 Olympus R1 hiicre sayim cihazi

Sekil 3-2 Olympus R1 hiicre sayium icin slayt

Karigtirilip oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra slayta 10 pL yliklenerek
cihazda sayim yapilir. Bu durumda 6lii hiicreler metilen mavisi ile boyanir, canl
hiicreler boyanmaz. Yalnizca boyanmamig hiicreler sayilarak canli hiicre sayimi
gerceklestirilebilir. Seyrelme faktorii de dikkate alinarak mL bagma diisen hiicre sayisi

hesaplanarak her bir kuyucuga ekilecek olan hiicre miktar1 belirlenir.
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3.4 Metaloftalosiyaninlerin sentezi

Bu calismada ilk olarak yeni ftalonitril tiirevi 3- (4- (3-oksobiitil) fenoksi) ftalonitril
sentezlenmis, ardindan yeni tip periferik olmayan metaloftalosiyanin tiirevleri, Cinko,
Bakir, Kobalt, Manganez, Galyum ve Indiyurn ile hazirlandi. Sentezlenen yeni
bilesikler, FTIR, 1H-NMR, UV-Vis ve floresans gibi yaygin spektroskopik yontemlerle
karakterize edildi. Yeni tip metaloftalosiyaninlerin agregasyon davraniglart UV-Vis
spektroskopisi ile incelenmis ve pH degisiminin ftalosiyaninlerin optik ozelliklerine
etkisi yapilmistir. Yeni tip Cinko, Bakir ve Kobalt metaloftalosiyaninler asidik pH
degerlerinde J-tipi agregasyon sergilemislerdir.

Yeni ftalosiyaninlerin elektronik spektrumlari, Agilent Model 8453 diyot dizili
spektrofotometre ile kaydedildi. Yeni sentezlenen bilesiklerin titresim spektrumlari
Perkin-Elmer spektrum iki FT-IR spektrofotometre ile alinmistr. TH NMR ve 13C
NMR spektrumlar1 Bruker 300 spektrometre cihazi ile elde edildi. Bilesiklerin floresans

spektrumlar1 Hitachi S-7000 floresans spektrofotometresi ile alinmustir.

3.4.1 3-(4-(3-oxobutyl)phenoxy)phthalonitrile sentezi

4- (4-hidroksifenil) biitan-2-bir (1.04 g, 6.35 mmol) kuru DMF (15 mL) icinde c¢oziildii
ve cozelti susuz K,CO;3 (5.36 g, 38.88 mmol) oldu. Elde edilen karigim N, atmosferi
altinda yaklasik 30 dakika karistirddi. Daha sonra DMF (1 g, 5.78 mmol) icerisinde
¢cOziindiiriilmiis 3-nitroftalonitril, ¢ozeltiye damla damla ilave edildi. Bu karigim, N,
altinda 45°C'de 3 giin etkili bir sekilde karistirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra,
elde edilen reaksiyon karigimi buzlu su (250 mL) igerisine dokiildii. Kat1 iiriin stiziildii
ve su ve dietil eterle birka¢ kez yikandi. Mobil faz olarak CH,CI, kullanilarak kolon

kromatografisi ile daha fazla saflagtirma yapilmistir.

3.4.2 Ftalosiyanin sentezinin genel prosediirii

3- (4- (3-oksobutil) fenoksi) ftalonitril (0.10 g, 0.34 mmol) ve susuz metal tuzlart
(Zn(CH3COO0), veya CuCl, veya CoCl, veya MnCl, veya GaCl; veya InCls) karigimi
n-heksanol (2 ml) ve DBU ortaminda 150°C'de N, atmosferi altinda 8 saat siireyle
sitildl. Reaksiyon tamamlandiktan sonra reaksiyon tiipii, oda sicakliginda sogutuldu ve
koyu yesil bilesik, MeOH ile cokeltildi ve siiziildii. Elde edilen yesil sar1 ftalosiyanin
tirevleri, MeOH, EtOH, heksan ve dietileter ile birka¢ kez yikandi Daha fazla
saflagtirma i¢in kolon kromatografisi kullanildi. Kloroform, kromatografik saflagtirma

islemlerinde mobil faz olarak kullamilmistir. Sentezlenen yeni tip metaloftalosiyanin
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tirevleri, CHCls, CH,Cl,, THF, DMF, DMSO gibi yaygm organik c¢d6ziiciilerde

¢Oziinmektedir.

3.4.3 Floresans kuantum verimleri

Cinko, galyum ve indiyum metaloftalosiyaninin floresan ozellikleri oda sicakliginda
THEF soliisyonunda belirlendi. Yeni metaloftalosiyaninlerin floresans kuantum verimleri
(®F), oda sicakliginda THF (Giinsel ve ark., 2019; Bilgicli ve ark., 2020) icinde Sekil
3.3’deki denklem ile hesaplandi.

F.Agpq.n?
Op = Op (Std) —

F 2
Std A. ngeq

Sekil 3.3 Floresans kuantum veri hesabi (Giinsel ve ark., 2019)

Bu denklemde, ®F, yeni sentezlenmis bilesiklerin kuantum verimleri, ®F (Std), referans
bilesigin kuantum verimi, F ve Fgyq4, yeni metaloftalosiyaninlerin ve standart olarak
ikame edilmemis ¢inko ftalosiyaninin floresan emisyon egrilerinin altindaki alanlardir.
Sirastyla referans ve numune bilesiklerinin absorbanst AStd ve A'dwr. n’ ve ngd’,
srrastyla numune ve standart i¢in kullanilan c¢oziiciilerin kirilma indisleridir. Referans
bilesigin (ikame edilmemis ¢inko ftalosiyanin) kuantum verimi, literatiire gore (Saka ve

ark., 2011) THF'de ®F = 0.23 olarak kullanildi.

3.5 Sitotoksisite Testleri

3.5.1 Ftalosiyanin bilesiklerinin hiicre hatlarindaki ICsy dozunun belirlenmesi

ICsp dozu, bir inhibitoriin hedefinin %50’sini 6ldiirmek i¢in gerekli olan konsantrasyonu
belirtmektedir. Bilesiklerin ICsy dozu ‘‘Cell Proliferation Kit’’ kullanarak XTT testi ile
belirlendi. XTT kit icersinde, XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) ajani ve aktivasyon ajani yer
almaktadir. Reaktifler 50/1 XTT ajam (Labelling reagent) /aktivasyon ajani (electron
coupling reagent) olacak sekilde karistirillarak XTT soliisyonu hazirlandi. XTT bir
tetrazolium tuzu olmakla beraber metabolik olarak aktif olan hiicrelerde mitokondride
bulunan dehidrogenaz enzimiyle parcalanarak suda c¢oziinebilen formazana

doniismektedir. Formazandan kaynaklanan turuncu rengin yogunlugu canli hiicre sayisi
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ile orantilidir. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan turuncu renk yogunluguna bagli
olarak, mikroplak okuyucuda 450 nm dalga boyunda ve 630 nm referans araliginda

okunarak hiicre canliligin1 belirlendi.

Yeni sentez ftalosiyanin iiriinlerinin ICsy degerlerinin belirlenmesi agamasinda her bir
kuyucukta 10x10* sayida hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Saglikli (MCE-10a) ve
kanser hiicre hatlart (MCF-7 ve MDA-MB-231) 24 kuyucuklu plaklara farkli
konsantrasyonlarda (2-100 pg/ml) Zn, Cu, Co, Ga ve In metalli ftalosiyanin bilesikleri
uygulanarak 2 saat inkiibe edildi. 2 saatin ardindan kirmizi diot lazer ile her kuyucuga
(670-750nm) 1s1ma yapildi. 90mW giiciinde ve lem yart ¢apli 151k kaynagiyla her
kuyucuga 4.5 Jlem® olacak sekilde 1gik dozu verilmistir. Biitin bu islemler oda
sicakhiginda karanlik bir ortamda gerceklestirilmistir(Maduray ve Odhav, 2013).
Belirlenen inkiibasyon siireleri sonunda bilesikler kuyucuklardan uzaklastirildi ve XTT
kiti uygulandi. Deney sonunda her kuyucuk icin absorbans degerleri 6lgiildii ve 3
tekrarli calisilan sonuglarin ortalama absorbans degerleri alinarak hiicre canliliklar:

hesaplandi. Bulunan sonuglar grafikler halinde “Sonu¢” kisminda gosterilmistir.

3.6 Antiproliferatif Ozelliklerinin incelenmesi

3.6.1 Flow sitometri (Anneksin V)

MCF-7 ve MCF-10A hiicre hattinda segici toksisite gdsterdigi belirlenen Zn-PC ve Ga-
PC’nin hiicrede roliiniin arastirmasi amacityla MUSE-Annexin-V (dead cell) ve MUSE
(cell cycle) ticari kitleri kullanilarak flow sitometrik 6l¢iim yapildi. Steril 6 kuyucuklu
plaklar kullanildi. Hiicre serileri icin; ekstrakt uygun dozlar olacak sekilde 24 saat
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda plate igerigi uzaklastirildi. PBS ile yikanan
hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldmrilarak 5 dk 800 rpm’de santrifiijlendi. Elde edilen
hiicreler tripan blue ile sayildiktan sonra 5 pl. Annexin V ve 5 puL PI eklendi. Oda
sicakhiginda karanlik ortamda 15 dk bekletildi. Inkiibasyon sonrasi, 400uL binding
buffer buz iizerinde ilave edilerek flow sitometride (emisyon;530 nm, ekzitasyon;488

nm) Ol¢tim yapildi.

3.6.2 Hiicre Dongiisii ve Apoptozun Flow Sitometrik Olarak Belirlenmesi

Flow sitometri, c¢esitli hiicrelerin bir siispansiyon halinde akis kanali boyunca tek tek

gecmesi ve bu sirada hiicre biiylikliigli ve graniilaritesine gore siiflandirilmas: esasina
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dayanan bir tekniktir (Mfouo-Tynga ve ark., 2018). MCF-7 hiicre serisinde segici
toksisite gosterdigi belirlenen Zn-Pc ve Ga-Pc’nin bu etkisinin hangi ana yolaklar
tizerinden gerceklestigini ortaya koyabilmek adina flow sitometrik anneksin-V
(apoptoz), DNA icerik (hiicre dongiisii) analizleri ticari kitler kullanilarak SCU Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuvart’nda bulunan flow sitometri cihazi kullanilarak

yapildi

3.6.3 Hiicre Dongiisii Analizi Reaktiflerin Hazirlanmasi

Uretici firmadan gerekli kosullar altinda temin edilen ve -20 °C’de saklanan tiim kit
bilesenlerinin calisma oncesi oda sicakliginda bekletilerek ¢oziinmeleri saglandi. Tiim
reaktifler iiretici firma tarafindan kullanima hazir sekilde tasarlanmisti. Hiicre dongiisii

analiz asamalar1 sirasiyla;

1. MCF-7 hiicreleri 750 000 hiicre/flask olacak sekilde T-25 flasklara ekildi ve son

hacim zenginlestirilmis DMEM besi yeri ile 4’er mL’ ye tamamlandi.

2. Hiicrelerin flasklara yapigsmasi i¢in 24 saat beklendi. 24 saat sonrasinda flask

icerikleri uzaklastirildi. Her bir flaska 4’er mL taze DMEM besi yeri ilave edildi.

3. Deney gruplar1 sitotoksite verileri de gz Oniine alinarak flasklardaki son
konsantrasyonlar 25, 50, 75, 100 pg/mL olacak sekilde Zn-Pc ve Ga-Pc ekstraktlari
ilave edilip flasklar 24 saat inkiibasyona birakild1.

4. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelere 630 nm dalga boyunda 4,5 J/cm®
giiclinde 151n verildi ve tekrar 24 saatlik inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyon sonrast flask igerikleri uzaklastirild: ve flasklar 5’er mL PBS ile yikandi.
Flasklara 1’er mL tripsin-EDTA c¢ozeltisi eklendi. Flasklar 5 dakika inkiibatorde
bekletildi.

6. Siire sonunda 4’er mL zenginlestirilmis DMEM besi yeri ile hiicreler falkon tiipler

icerisinde topland1 ve hiicre siispansiyonlar1 300 g’de 5 dakika santrifiijlendi.

7. Sitipernatantlar tiipiin dibinde 50 pL. swv1 kalincaya dek atilarak hiicre pelletleri 1’er
ml. yikama tamponu (DMSO icinde ¢oziilmiis siikroz-sodyum sitrat) ile pipetajlanarak

stispanse hale getirildi.
8. Karisim 300 g’de 5 dakika santrifiijlendi ve bu yikama islemi 2 kez daha tekrarlandi.

9. Ugiincii yitkama sonrasi pelletler 1’er mL yikama tamponu ile ¢oziildii.
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10. Hiicre siispansiyonlarindan 10’ar pL. alinarak 10’ar pL. tripan blue ile karistirilip
neubauer laminda hiicre sayimlari yapildi. Her tiipteki hiicre sayist 10° olacak sekilde

ayarlandi. Hiicre sayilar1 esitlenen tiipler 400 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

11. Tim siipernatantlar dikkatlice uzaklastirildi. Her tiipe 250’ser uL A (spermin
tetrahidrokloriir icinde tripsin icerendeterjan tamponu) soliisyonundan ilave edilerek

tiipler hatifce alt tist edildi ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona brrakildi.

12. Siire sonunda her tiipe 200’er uLL B (riboniikleaz A and tripsin inhibitorii iceren
spermin tamponu) soliisyonundan ilave edilerek tiipler hafifce alt iist edildi ve 10 dakika

oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

13. Inkiibasyon sonras1 tiipler buz iizerine alindi. Her tiipe 200’er uL C (propidyum
iyodiir iceren spermin tamponu) soliisyonundan ilave edilerek tiipler hafifce alt iist
edildi ve 10 dakika buz iizerinde inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin hiicre dongiisii
analizleri SCU Tibbi Farmakoloji Anabilim Dah Laboratuvarinda bulunan flow
sitometri cihazinda gerceklestirildi, her tiip icin 10000 hiicre saydirildi ve her deneme 3

kez tekrarland1 (n=3). Sonuglar % hiicre olarak verildi.

3.6.4 Anneksin V Analizi Reaktiflerin Hazirlanmasi Anneksin V

Analiz kit bilesenlerinin deney Oncesi oda sicakliginda bekletilerek coziinmeleri
saglandi. 10X Anneksin V baglama tamponu (0.1 M HEPES/NaOH (pH 7.4), 1.4 M
NaCl, 25 mM CaCl,) distile su ile 1:9 oraninda seyreltilerek 1X Anneksin V caligma
taponu hazirlandi. Diger reaktifler iiretici firma tarafindan kullanima hazir sekilde

tasarlanmistir. Anneksin V analiz agsamalari sirasiyla;

1. MCF-7 hiicreleri 750 000 hiicre/flask olacak sekilde T-25 flasklara ekildi ve son
hacim zenginlestirilmis DMEM besi yeri ile 4’er mL’ ye tamamlandi.

2. Hiicrelerin flasklara yapigsmasi igin 24 saat beklendi. 24 saat sonrasinda flask

icerikleri uzaklastirildi. Her bir flaska 4’er mL taze DMEM besi yeri ilave edildi.

3. Deney gruplar1 sitotoksite verileri de gz Oniine alinarak flasklardaki son
konsantrasyonlar 25, 50, 75, 100 ug/mL olacak sekilde Zn-Pc ve Ga-PC ilave edilip
flasklar 24 saat inkiibasyona birakildi.

4. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelere 630nm dalga boyunda 4,5 J/cm® giiciinde
1510 verildi ve tekrar 24 saatlik inkiibasyona birakildi.
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5. Inkiibasyon sonrast flask igerikleri uzaklastirild: ve flasklar 5’er mL PBS ile yikandi.
Flasklara 2’er mL tripsin-EDTA c¢ozeltisi eklendi. Flasklar 3 dakika inkiibatorde
bekletildi.

6. Siire sonunda 4’er mL zenginlestirilmis DMEM besi yeri ile hiicreler falkon tiipler

icerisinde topland1 ve hiicre siispansiyonlar1 300 g’de 5 dakika santrifiijlendi.

7. Sitipernatantlar tiipiin dibinde 50 pL. swv1 kalincaya dek atilarak hiicre pelletleri 1’er
mL soguk PBS ile pipetajlanarak siispanse hale getirildi ve tiipler icindeki hiicre
stispansiyonlar1 300 g’de 5 dakika santrifiijlend.i.

8. Siipernatantlar tiipiin dibinde 50 pl. sivi kalincaya dek atilarak hiicre pelletleri 1’er

ml. 1x Anneksin V calisma taponu ile pipetajlanarak siispanse hale getirildi.

9. Hiicre sitispansiyonlarindan 10’ar pul. alinarak 10’ar pl. tripan blue ile karistiriip

neubauer laminda hiicre sayimlar: yapild.

10. Her tiipteki hiicre sayisi 100 pL de 10° olacak sekilde ayarlandi. 100’er pL hiicre
stispansiyonlart tizerine S’er ul. FITC ve 5’er puLL PI ilave edilerek elde edilen
karigimlar yavasca vortekslendi, oda sicakliginda karanhikta 15 dakika inkiibe
edildi.

11. Inkiibasyon sonunda her bir tiipe 400’er uL 1x Anneksin baglama tamponu ilave
edildi. Hiicrelerin Anneksin V analizleri Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda bulunan flow sitometri cihazinda gergeklestirildi, her tiip i¢in 5000

hiicre saydirddi ve her deneme 3 kez tekrarlandi (n=3).

3.7 LDH aktivite tayini

Glikoliz swasinda laktatin piriivata doniisimiinic  saglayan LDH molekiilii tiim
hiicrelerde bulunan stabil bir enzimdir. Hiicre zarinin hasar gormesiyle birlikte hizli bir
sekilde besiyerine salmir. Olii veya hiicre zar1 hasarh olan hiicrelerin miktarindaki
artig besiyerindeki LDH aktivitesinin artmast ile sonuclanmaktadw. LDH
aktivitesindeki bu artis da deney sonunda olusan renkli formazan kristalinin miktarinin
artmasina dolayist ile elde edilen absorbansin yiiksek olmasma neden olmaktadir
(George ve ark., 2017). Kit prosediirinde yer alan adimlar izlenerek hiicrelerin

olusturdugu LDH miktarlart bulunmustur. Prosediirde yer alan adimlar su sekildedir;

1. Biitiin kit igerigi onceden buzdolabindan ¢ikarilarak 30 dakika boyunca oda
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sicaklhiginda bekletilmistir. Kullanilan kit SunRed Human (ILDH) kitidir (Cat. No:
201-12-0748). Serum, plazma, doku ornekleri ve hiicre kiiltiirlinde LDH 6l¢iimleri
icin uygundur.

2. Kit prosediiriine gore islem goren hiicrelerimiz steril ependorflara kaldirilarak 20
dakika boyunca 2500 rpm’de santrifiijlendi ve siipernatan atildi. Ardindan PBS ile
diliie edildi ve hiicre konsantrasyonlar1 10%/mL seklinde ayarlandu.

3. Standart ornekler sirasi ile diliie edildi ve ayr1 ependorflarda hazir hale getirildi.
Standart konsantrasyonlar1 640, 320, 160, 80 ve 40 U/L seklinde belirlendi.

4. Biitiin standartlar, hiicre 6rnekleri ve blank kuyucugu 3 tekrarli caligild1.

5. Blank kuyucuguna herhangi bir 6rnek ve biyotin baglanmig LDH-antibody
eklenmedi; Standart kuyucuklarina onceden hazirlanmus olan 50 pl standart
cozeltileri ve 50 pl Streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklendi; Ornek kuyucuklarina ise
40 ul ornek cozeltisi, 10 ul LDH-antibody ve 50 ul Streptavidin-HRP cozeltileri
eklendi; Bu eklemelerden sonra plak agzi kapatilarak 60 dakika boyunca 37°C’de
karigtirilarak inkiibasyona birakildi.

6. Inkiibasyon swrasnda yikama tampon 30x seyreltilerek hazirland1  ve
inkiibasyonun ardindan ¢oklu pipet yardimiyla plak 5 kez yikand1.

7. Yikamanm ardindan her kuyucuga 50 ul kromojen c¢ozeltisi A ve 50 ul kromojen
cozeltisi B eklendi. Ardindan plak agzi kapatilarak 37°C’de 1siktan korunakl bir
sekilde 10 dakika inkiibasyona birakildi.

8. Inkiibasyon sonrast her kuyucuga 50 ul durdurma soliisyonu eklenerek
kuyucuklardaki reaksiyon sonlandirildi.

9. Blank kuyucugu “0” absorbans kabul edilerek 450 nm’de kuyucuklarin absorbans
Olciimleri gercgeklestirildi ve excelde standart grafigi cizilerek Orneklerin
absorbans degerlerinden konsantrasyonlar: hesaplandi.

3.8 istatistiksel Analizler

Veriler, ortalama ve standart sapma (x £ SD) seklinde ifade edildi. Gruplar arasindaki
iligkileri ortaya ¢ikarmak icin Anova ve Tukey istatistik analizleri kullanildi. Kullanilan
istatistik programlarma gore gruplar arasindaki farklar p <0.0001 icin anlamlhi kabul
edildi. Grafiklerin ¢iziminde Graph Pad 8.0 programi kullanildi. Deneyde en az {i¢

bagimsiz veri alind1.



4. BULGULAR

4.1 Sentez ve spektroskopik karakterizasyon

Baslangic malzemesi 3- (4- (3-oksobutil) fenoksi) ftalonitril, aromatik yer degistirme
reaksiyonu ile 4- (4-hidroksifenil) biitan-2-on ve 3-nitroftalonitrilden sentezlendi. Yeni
metaloftalosiyaninlerin  sentezi, yeni ftalonitril tiirevinin siklotetramerizasyon
reaksiyonu ile elde edildi. Reaksiyon, baz olarak DBU ve ilgili susuz metal tuzlari
kullanilarak 8 saatte 150°C'de kuru n-heksanol icinde sitilarak gerceklestirildi (Ek-1).
Yeni sentezlenen 3-(4-(3-oksobutil)fenoksi) ftalonitril ve metaloftalosiyanin tiirevleri,

eliient olarak CH,Cl, ile kolon kromatografisi ile saflastirild.

4- (4-hidroksifenil) biitan-2-bir ve 3-nitroftalonitril arasindaki aromatik yer degistirme
reaksiyonundan sonra, 1536 cm™ ve 1348 cm™'deki nitro grubu zirveleri kayboldu ve
C=N titresimi ile 2234 cm™ ila 2227 cm™. 3200-3000 cm™ arasinda aromatik pikler ve
3000-2800 cm’ arasinda alifatik pikler gdzlenmistir (Ek-2). Siklotetramerizasyon
reaksiyonu ile yeni tip metaloftalosiyaninlerin sentezinden sonra, 2227 cm’'de C=N
titresim zirvesi kayboldu. Tiim metaloftalosiyanin tiirevlerinin FTIR spektrumlari,

kiigiik germe kaymalar1 haricinde ¢ok benzerdir (Ek-3).

UV-Vis spektroskopisi, genisletilmis konjuge =-sistemi nedeniyle ftalosiyaninlerin
karakterizasyonu i¢in basit ve cok yararli bir tekniktir. Ftalosiyaninlerin elektronik
spektrumlarda karakteristik piklere sahip oldugu iyi bilinmektedir. Bunlar Q-band1 ve
B-bandi olarak adlandirtlirlar. Q-bandi, m-m * gecisi nedeniyle 650-700 nm'de
goriiniirken, B-band1 daha derin n-nt * gecisi nedeniyle 300-400 nm'de goriiniir. Ayrica
Q bandmin tek veya ¢ift olmasi da ftalosiyaninlerin metal igerip icermedigi konusunda
ipuglart vermektedir. Yeni metaloftalosiyaninlerin elektronik spektrumlari, Agilent
Model 8453 diyot dizili spektrofotometre kullanilarak oda sicakliginda THF'de
kaydedildi. Yeni tip periferik olmayan metaloftalosiyanin tiirevlerinin Q-band1
absorpsiyon degerleri sirastyla 692 nm, 691 nm, 696 nm, 745 nm, 711 nm ve 714 nm'de

goriildii (Tablo 4.1 ve Ek-4). Bu degerler, ¢evresel konumlarindan ikame edilmis



53

ftalosiyaninlerle karsilastirildiginda, beklendigi gibi yaklasik 20 nm kirmizi kaymis
olarak bulunur (Bilgicli ve ark., 2012; Giinsel ve ark., 2017). Elektronik spektrumlarda
periferik olmayan metaloftalosiyanin tiirevlerinin B bandi degerleri sirasiyla 326 nm,

330 nm, 342 nm, 353 nm, 334 nm ve 377 nm'de gdzlendi (Tablo 4.1 ve Ek-4)

Tablo 4.1 THF'de yeni sentezlenmis metaloftalosiyaninlerin spektral parametreleri ve

fotofiziksel 6zellikleri (®F).

Absorbans Floresans
Mgy (nm) - 2358 (nm) - AgES (nm)| Afe (nm) ARG (nm) A2 (nm) Dr, %
e esikler (Excitation) .
(Q-band)  (B-band) (n-m*) | (Emission) (Stokes Shift)  (Quantum yield)
Zn-Pc 692 326 624 708 693 16 0,18
Cu-Pc 691 330 620 - - - -
Co-Pc 696 342 631 - - - -
Mn-Pc 745 353 668 - - - -
Ga-Pc 711 334 641 728 708 17 0,09
In-Pc 714 377 648 732 715 14 0,11
ZnPc” 666 342 673 666 7 0,23

4.1.1 Agregasyon calismalan

Ftalosiyaninlerin yiiksek hidrofobik ozellikleri, topaklasma davranisi sergilemelerine
neden olur. Topaklasma olusumu yalnizca c¢oziiniirliigii azaltmakla kalmaz, ayni
zamanda bir 1518a duyarhlastiric1 olarak etkinligini de azaltir. Bu nedenle, agregasyon
biyolojik 0zellikleri iizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Ftalosiyaninlerin
toplanmasinin ana nedeni, yiiksek m-konjugasyon sistemleridir. Bununla birlikte,
hacimli fonksiyonel gruplarin ¢evresel veya cevresel olmayan konumlarina eklenmesi,
toplanma egilimini dnleyebilir veya azaltabilir. Bu bilgilere dayanarak, ¢oziicli ortamda
periferik olmayan konumlardan ikame edilen yeni ftalosiyaninin topaklagma davranigi

arastirildi. Bu amacla, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ftalosiyanin bilesiklerinin
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elektronik spektrumlar1 UV-Vis spektroskopisi ile kaydedildi. Konsantrasyon arttikca,
Q bantlarinin yogunlugu Zn-Pc i¢in 692 nm, Cu-Pc icin 691 nm, Co-Pc icin 696 nm,
Mn-Pc i¢cin 745 nm, In-Pc i¢in 711 nm bulunmustur kiimelenme nedeniyle yeni bant
olusumu gozlenmemistir. Q-bandinin konsantrasyonla artist Lambert-Beer yasasina

gore davranmistir (Ek-6 — Ek-11).

4.1.2 Floresans Ozellikleri

Yeni sentezlenmis ZnPc, GaPc ve InPc metaloftalosiyaninlerin floresans 6zellikleri oda
sicakhiginda THF'de incelenmis ve elde edilen sonuglar Tablo 4.1'de 6zetlenmistir.
ZnPc icin 708 nm'de, GaPc i¢in 728 nm'de ve InPc i¢in 732 nm'de gozlemlenmistir. Ek-
12 - Ek-14 incelendiginde, sogurma ve uyarma spektrumlarinin benzer oldugu
goriilecektir.

Bilesik ZnPc, GaPc ve InPc icin dalga boyunun absorpsiyon ve uyarma
spektrumlarindaki  benzerlik, uyaridmig durum ve temel durumun niikleer
konfigiirasyonlarmin THEF'de uyarilma nedeniyle etkilenmedigini gosterir. Ayrica yeni
metaloftalosiyaninlerin ~ emisyon  spektrumlari, uyarma  spektrumunun ayna
goriintiistidiir. Bu bilesiklerin Stokes Shift degerlerinin bilesik ZnPc i¢cin 16 nm, bilesik
GaPc i¢in 17 nm ve 14 nm bilesik InPc oldugu bulundu (Tablo 4.1). ZnPc, GaPc ve
InPc metaloftalosiyaninler i¢in floresans kuantum verimleri (®F) swrastyla 0.18, 0.09 ve
0.11 olarak bulundu (Tablo 4.1). ZnPc'nin floresan kuantum verimi, THF'deki ikame
edilmemis ¢inko ftalosiyaninden daha diisiiktiir (Kirbag ve Erdogmus, 2020). Bu deger,
ftalosiyaninin, 4- (4-hidroksifenil) biitan-2-on gruplar1 ile periferik olmayan ikamesinin
sondiiriilmesine neden oldugunu gostermektedir. Ayrica GaPc ve InPc icin floresans
kuantum verimleri, bu ftalosiyanin tiirevlerindeki daha agir atom etkisinden dolay1 ZnPc
ve ikame edilmemis galyum veya indiyum ftalosiyaninden daha diisiiktiir. Agwr atomlar,
sistemler arasi gecigin artmasi nedeniyle kuantum veriminin azalmasma neden olur
(Chauke ve ark., 2007).

4.1.3 Ftalosiyaninlerdeki pH degisiminin UV-vis ve Floresans spektrumlarn
iizerindeki etkisi

Sentezlenen ftalosiyanin bilesiklerinin UV-Vis ve floresan spektrumlar1 farkli pH
degerlerine sahip THF'de arastirildi. Yeni sentezlenmis ftalosiyanin tiirevlerinin,
elektronik spektrumlarda beklendigi gibi karakteristik Q ve B bantlarina sahip oldugu
goriildii. Ancak pH'mm 7-8'den l'e degismesi, ZnPc, CuPc ve CoPc ig¢in J-tipi



55

agregasyona neden olmustur (Ek 15-18). Aymi durum MnPc, GaPc ve InPc igin
goriilmemistir (Ek 18-20). ZnPc, CuPc ve CoPc'iin 692, 691 ve 696 nm'deki maksimum
absorpsiyon pikleri, asidik degerlere dogru artan pH ile kademeli olarak azalmis ve J
tipi kiimelenmelerin olusumundan dolay1 kirmiziya kaymis olarak 741, 745 ve 756
nm'de yeni pikler olusturmustur. Bu durum, ZnPc, CuPc ve CoPc'iin pH indiiklii J-tipi
agregasyon sergiledigini ve birikmelerin asidik pH degerlerinde kademeli olarak
biriktigini gosterir. Ozellikle ZnPc, diger ftalosiyaninlere gore pH degisimine kars1 ¢ok
yikksek bir duyarliliga sahiptir. PH'daki kiigiik degisiklik, ZnPc i¢in siddetli J tipi
agregasyona neden olmaktadir. Bu nedenle pH sensorii olarak kullanilma potansiyeline
sahiptir. PH'daki degisiklik ayrica ZnPc'nin floresan emisyon spektrumunda onemli
degisikliklere neden olmustur. PH'm asidik degerlere yaklasimi, emisyon pikinin 721
nm'de sondiiriilmesine ve 744 nm'ye dogru kaymasina neden olmustur (Ek 12). GaPc ve
InPc emisyon spektrumlari, pH degisiminden 6nemli 6l¢iide etkilenmemistir. PH'1 7-
8'den asidik degerlere getirerek GaPc i¢cin 728 nm'de ve InPc i¢in 732 nm'de emisyon

yogunlugunda sadece bir miktar azalma gozlemlenmistir.
4.2 I1Csy dozunun belirlenmesi

XTT ile yapilan ¢aligmalar sonucu biitiin yeni sentez yapilarin 1Csy dozlart Graph Pad 8
yardimt ile bulunmustur. Bu dogrultuda Graphpad 8 programinda ICsy degerlerinin
istatistiksel iligkleri Tukey’s multiple comparison test ile degerlendirilmis ve
yorumlanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda saglikli ve kanser hiicre hatlarinda

denenmis olan yeni sentez yapilarinin ICsy dozlar1 Tablo 4.2°deki gibi bulumustur.

Tablo 4.2 Hiicre hatlarinin yeni sentez yapilar icerisindeki ICsy degerleri

MCF 7 MDA-MB-
Hiicre MCF7 / (ug/mL) MDA-MB-231/ MCF-10a/ va. MSSF 7 231
MDA-MB- ; .
Hatt (ug/mL) (nug/mL) oy MCF 102 | ok ioa
p dederleri

Co-Pc | 1,492 +0,98 1,866 + 1,03 49,49 + 1,18 0.9 | 0<0,001 | 0<0,001

Ga-Pc | 1,721 +0,4 1,485 + 0,37 14,77 1,09 | 092 [ 0<0001} 0<0,001

Zn-Pc | 7,406 + 0,32 1,976 £ 0,12 48,90 + 0,69 | 0<0:001 | 0<0,001 | 0<0,001

Mn-Pc | 1,486 +0,18 1,489 + 0,58 6,846 + 0,77 0,9 | 0<0,001 | 0<0,001

Cu-Pc | 2,793 +0,46 1,491 + 0,68 >100 0.9 | 0<0,001 | 0<0,001

In-Pc | 12,82 +0.,74 1,480 + 0,61 12,55 +0,91 | 0<0.001 | 0.5 | 0<0,001
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Sekil 4-1 Hiicrelerin belirlenen ICsy degerleri (* : p<0,0001)
g

Istatistiksel veriler incelendiginde Zn-Pc verilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlarindaki degerler kendi arasinda anlamli ¢ikmamistir (p=0,0943). Bununla birlikte
MCF-10a ve MCF-7 arasmdaki veriler ile MCF-10a ve MDA-MB-231 arasindaki
veriler, Zn-Pc verilen hatlarda anlamli bulunmustur (p<0,0001). Ga-Pc verilen hiicre
hatlarmin birbiri ile kargilastirilmasi ile bulunan sonuglarda MCF-7 ve MDA-MB-231
degerleri birbirleri arasinda anlamli ¢ikmamustir. Bununla birlikte MCF-10a ve MCF-7
ile MCF-10a ve MDA-MB-231 kendi i¢lerinde GaPc verilen hiicre hatlarinda anlaml1
sonu¢ vermistir (p<0,0001). Co-Pc verilen hiicrelerin istatistigi incelendiginde MCF-
10a ile MCF-7 ve MCF-10a ile MDA-MB-231 hiicrelerinin ICsq dozlari arasinda
anlamli iliski bulunurken, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin dozlar1 arasinda
anlaml iligki bulunmamistir. Bir diger sentez olan Cu-Pc’de ise MCF-10a ile MCF-7 ve
MCF-10a ile MDA-MB-231 hiicrelerinin ICsy dozlar1 arasinda anlamh iligki
bulunurken, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin dozlar1 arasinda anlamli iliski
bulunmamigtir. Mn-Pc ve In-Pc verilen hiicre hatlarmin ise birbirleri arasinda anlamli
bir iliski bulunamamigtir. Olusan absorbans dalgalanmalar1 sonucu elde edilen bazi R?
degerleri cok diisiik ¢tkmustir (R?<0,75). Bu yiizden sadece R* degerleri 0,95 ve iizeri
cikan ve birbirleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunan hiicrelerin ¢aligilmasina

karar verilmistir. Bu durumu takiben ¢alismanin sonraki asamalarina Zn-Pc ve Ga-Pc
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sentezlerinin  MCF-10a ve MCF-7 hicre hatlar1 iizerinde devam edilmesi

kararlagtirilmistir.

4.2 LDH aktivite sonuclan

LDH enzim aktivite standart grafigi

2,500
2,000
o 1,500
N
<
()]
O 1,000
y = 0,0033x + 0,1244
R? = 0,9923
0,500
0,000
0 100 200 300 400 500 600 700

mU/mLenzim aktivitesi

Sekil 4-2 Calisilan kit sonucu elde edilen standart egri grafigi

Tablo 4.3 MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde 5 tekrarli calisilan LDH enzim aktivite degerleri

MCF7 hiicre hatti LDH diizeyleri

Enzim Aktivitesi (mU/mL)
Zn-Pc 440,485 + 17,589
Ga-Pc 435,030 + 22,358
5-FU 442,606 + 17,228
Canli 134,424 + 67,121

Bulunan aktivite sonuclart incelendiginde hicbirsey uygulanmayan MCF-7 hiicre
hattindaki LDH diizeyine kiyasla Zn-Pc ve Ga-Pc verilen hiicre hatlarinda belirgin bir
artig goriilmiistiir. Istatistiksel olarak incelendiginde canli hiicrelere kiyasla yeni sentez
yapilarin verildigi hiicre hatlarinda anlamli bir artis s6z konusudur (p<0,0001). Bununla
birlikte kanser tedavisinde kullanilan 5-FU ilac1 pozitif kontrol olarak kullanmilmistir ve
bu ilacm uygulandigi MCF-7 hiicre hatlarindaki LLDH diizeyi ile yeni sentez yapilarin
uygulandigt hiicre hatlarindaki LDH diizeyi paralellik gostermektedir.



4.3 Flow Sitometri Sonuclan

4.3.1 Annexin V
A APOPTOSIS PROFILE
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13.59 % 1.08 %
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Sekil 4-3 MCF-10a kontrol hiicrelerinin éliim hiicre tablosu
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Sekil 4-4 MCF-10a hiicrelerinin Zn-PC ile etkilesime girmesi sonucu olusan oliim
hiicre tablosu
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4 APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 4-5 MCF-10a hiicrelerinin Ga-PC ile etkilesime girmesi sonucu olusan oliim
hiicre tablosu
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Sekil 4-6 MCF-7 kontrol hiicrelerinin éliim hiicre tablosu
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Sekil 4-7 MCF-7 hiicrelerinin Zn-PC ile etkilesime girmesi sonucu olusan oliim hiicre

tablosu
i APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 4-8 MCF-7 hiicrelerinin Ga-PC ile etkilesime girmesi sonucu olusan éliim hiicre
tablosu
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Normal hiicrelerde hiicre zarinm sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri olan
fosfatidilserin (PS) bulunmaktadwr. Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢ yiizde
yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarmin dig yiiziine transloke olurlar. Bu yer
degistirme hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin erken
donemlerinde meydana gelir. Anneksin V, hiicrenin dig ylizeyine transloke olan
fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde (6rn. FITC) ile
isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir (Bratton ve ark., 1997) Etkili
kanser ilaglarinda Ilac hiicreyi apoptoza gétiirerek oldiiriir (Baines, 2010). Bu nedenle
apoptoz/nekroz oranmin biiylimesi ilacin etkinliginin arttigint gosterir. Bu ¢aligmada
calistlan molekiillerden elde edilen sonuglara bakildiginda oranin yiiksek oldugu
goriilmektedir. Saglikl: hiicre hatlarinda yapilan caligmada sentezlenen maddelerin canli
hiicrelere toksik etki yapmamasi beklenmektedir. Sentezlenen ilaclarin da burada toksik

etkisi olmadig1 gdzlemlenmistir.

4.3.2 Hiicre dongiisii

100 DNA CONTENT PROFILE
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S 24.0
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L

$ 294 5 6 1 8 10
DNA CONTENT INDEX

Count
(8]
o

Sekil 4-9 MCF-7 hiicrelerinin Zn-PC ile etkilesime girmeden once olusan hiicre dongii
grafigi
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Sekil 4-10 MCF-7 hiicrelerinin Zn-PC ile etkilesime girmesi sonucu olusan hiicre

dongii grafigi
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Sekil 4-11 MCF-7 hiicrelerinin Ga-PC ile etkilesime girmeden dnce olusan hiicre
dongii grafigi
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Sekil 4-12 MCF-7 hiicrelerinin Ga-PC ile etkilesime girmesi sonucu olusan hiicre
dongii grafigi
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Sekil 4-13 Cinko bagl ftalosiyanin verilerek isuma yapilan ve verilmeden bulunan MCF-
7 hiicre hattindaki dongiilerin karsilastirilmast
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Sekil 4-14 Galyum bagh ftalosiyanin verilerek isuma yapilan ve verilmeden bulunan
MCF-7 hiicre hattindaki dongiilerin karsitlastiriimast
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Elde edilen hiicre dongiisii analiz sonuglarma gore; Ga-PC ve Zn-PC verilerek yiiksek
dalga boyunda uyarilan MCF-7 hiicre hattinda G0/G1 fazinda anlaml bir sekilde hiicre

dongiisiiniin durduruldugu gézlemlenmistir (p<0,0001).



5. TARTISMA ve SONUC

Giintimiizde PDT alaninda dokuya derinlemesine etkilerinden ve yiiksek dalga boyunda
absorbans oOzelliklerinden ftalosiyaninler, naftalosiyaninler ve bunlarin metal
komplekslerinin ~ gelistirilmesine  yonelik ¢aligsmalar  yapilmaktadwr. Fotoduyarl
yapilarda istenilen en Snemli 6zellik yiiksek dalga boylarinda (650-750 nm) giiclii
absorbans yapabilmesidir. Boylelikle dokuya derinlemesine etki ederek PDT ile biitiin
kanser hiicrelerine ulagilabilmesi amaglanmaktadir. Ayrica fotoduyarli yapilarin stabil
ozellik gostermesi istenir. Naftalosiyaninler 740-780nm gibi yiiksek dalga boylarinda
absorbans gosterirler fakat stabil degildirler. Metal yapili ftalosiyanin kompleksleri
naftalosiyaninlere gore daha stabildirler. Bu yiizden bizde bu calismada metal yapili
ftalosiyaninlere agiwlik verilmistir. Cinko, aliminyum, galyum, ve silikon bagli
ftalosiyanin komplekslerinin yiiksek triplet kuantum {iiriinleri olusturdugu ve uzun triplet

Omiirleri oldugu bilinmektedir ki bu PDT icin istenilen bir 6zelliktir.

Ogbodu ve arkadaslar1 (Ogbodu ve ark., 2015) yaptiklar1 caligmada ¢inko bagl 3 farkli
ftalosiyanin komplekslerinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 {izerindeki
sitotoksitelerini incelemisler ve fotodinamik aktivitelerini gozlemlemislerdir. Bu
caligmanin in-vitro sitotoksisite testleri sonucu 3 kompleksinde 151k yoklugunda MCF-7
kanser hiicre hattinda toksik olmadig1 gozlemlenmistir. Ayrica fotodinamik aktiviteleri

incelendiginde yiiksek reaktif oksijen iiriinlerinin olusturdugu gozlemlenmistir.

Kimani ve caligma arkadaglar1 (Kimani ve ark., 2013) ise cinko bagh ftalosiyaninlerin
glikozilasyon ile MCF-7 kanser hiicre hattina alimlarini, birikim kinetiklerini, hiicre alt1
yerlesimlerini, in vitro fotositotoksisitelerini ve olusturduklar1 reaktif oksijen iiriinlerini
incelemiglerdir. Sonug olarak fotoduyarl yapilarin hiicre i¢i alimlarinda glikozilasyonun
ne kadar onemli oldugunu gostermisler ve ¢inko baglh ftalosiyoninlerin fotodinamik

terapideki gii¢lii reaktif olusturma &zelliklerini ortaya ¢ikarmiglardir.
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Souto ve digerleri (Souto ve ark., 2013) fotobiyolojik aktivitesi yiiksek bir foto duyarlt
yapt gelistirmek i¢in Indiyum bagh ftalosiyanin olusturmus ve bu metalo-ftalosiyaninin
MCEF-7 kanser hiicreleri iizerindeki etkisini incelemiglerdir. Enkapsiile edilmis ve
edilmemis In-ftalosiyanin’in MCF-7 hiicreleri iizerinde olusturduklar: reaktif oksijen
triinleri karsilastirildiginda enkapsiile yapilarin daha rahat ¢oziindiigii ve daha ¢ok

hiicre igerisine etki ederek fazla reaktif iriin olusturdugu gozlemlenmistir.

Young ve calisma arkadaslar1 da (Young ve ark., 2016) ¢inko ve aliminyum bagl
ftalosiyanin yapilarinin serbest ve lipozomal sekilde kanserli hiicre hatlarina (HSC-3,
Hel.a) uygulandiklarmda ( 0,1 - 1 pM konsantrasyon araliginda verildiklerinde)
karanlik ortamda toksik olmadiklarini gostermislerdir. Yiiksek dalga boyunda i1sima
yapildiktan sonra ise serbest ve lipozomal olarak verilen ftalosiyanin yapilarinin
fototoksik oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte ¢inko bagli ftalosiyaninin HSC-3
(insan dil skuamoz hiicresi) hiicre hattinda, aliiminyum bagh ftalosiyaninin ise Hel.a
(insan apitel adenokarsinom hiicre hatt1) hiicre hattinda daha hassas oldugu
gozlemlenmistir. Buda bize farkli kanser hiicre hatlarimda farkli metalo-ftalosiyanin

yapilarinin etkilerinin degisebilecegini gostermistir.

Muehlmann (Muehlmann ve ark., 2015) ve arkadaslari yaptiklart calisma ile
Aliiminyum bagl ftalosiyanin bilesiklerinin in vitro ortamda MCF-7 kanser hiicrelerine
karst etkili olmadigmi gdstermislerdir. Bununla birlikte metal bagli ftalosiyanin
molekiilleri gibi yapilarin hidrofobik olduklarini ve genellikle bunlarin ilag tasiyici
sistemlere ihtiyac duyduklarmi belirtmislerdir. Bu dogrultuda bir nanoemiilsiyon
gelistirerek aliiminyum baglt ftalosiyanin yapilarinin  MCF-7 kanser hiicreleri
izerindeki etkilerini gozlemlemislerdir. Sonucunda ise hedefe yonlendirilmis Al-Pc
yapilarinin giiclii sitotoksik etkileri ile kanser hiicrelerini fotodinamik terapi yontemi
sonucu etkisiz hale getirdigi gozlemlenmistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak ayni yontemin
uygulanmasi ile Galyum ve Cinko bagh ftalosiyanin yapilarmin ilac tastyict sistemler

ile meme kanseri hiicre hatlar1 izerindeki etkisi fotodinamik terapi ile aragtirilabilir.

Maduray ve Odhav (Maduray ve Odhav, 2013) fotodinamik terapi uygulamak iizere
akciger kanserini se¢misler (A549) ve bu hiicre hattina galyum, indium, demir bagl
ftalosiyanin yapilarint uygulamiglardir. Ayni zamanda farkli 1sin dozlarindaki (2,5
Jem?®, 4,5 J/em® ve 8,5 J/em®) etkilerininde incelendigi caligmada 40ug/mL Fe-Pc

verilerek 4,5 J/em® 151k dozu uygulanan akciger kanseri hiicrelerinin hicbirinin canlt
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kalmadig: belirtilmigtir. Ayn1 sekilde Ga ve In bagh ftalosiyanin yapilarininda bu kanser
hiicre hattinin dldiiriilmesinde etkili oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma dogrultusunda
meme kanseri hiicre hatlarina 4,5 J/em® 151k dozu altinda ICsy dozlart uygulandi ve

etkileri gbzlemlendi.

George ve arkadaglar1 (George ve ark., 2017) meme kanseri hiicre hatlar1 iizerinde
Rubus ekstraktint ve ftalosiyanin yapilarint birlikte kullanmiglar ve Maduray’dan farkl
olarak yiiksek dozda (5 Jem?® 10 J/em® ve 15 Jiem®) kizil Stesi 1sm (680nm)
kullanmiglardir. Sonu¢ olarak kanserli hiicrelerde apoptotik hiicre  Oliimii
gozlemlemisler ayrica, ATP proliferasyonunun disiisii, LDH enziminin artis1 da
gosterilmistir. Bulunan bu bulgular1 da Annexin V/PI flow sitometri sonuclart ile
“sitokrom ¢” miktarinin arttigini gosteren verileriyle desteklemislerdir. Yapilan bu
caligmada benzer yol izlenerek ICsy dozlarmin belirlenmesinden sonra LDH kiti
araciligl ile enzim degerleri dl¢iildii. Ardindan yeni sentez olarak olusturulan 5 sentez
arasindan en verimli sonu¢ alinan Cinko ve Galyum baglh ftalosiyaninlerin flow

sitometrisinde hiicre 6liim yolaklarma ve hiicre dongiilerine bakildi.

Karaciger kanser hiicre hatti olan HepG2 iizerine yapilan bir calismada Shao ve
arkadaslar1 (Shao ve ark., 2012) 6ncii foto duyarli yap1 olan fotosiyanin ile caligmis ve
verimli sonuglar elde etmistir. Bu sonuglara gore yiiksek dalga boyunda i1sima
yapildiktan sonra fotosiyanin verilmis olan karaciger kanser hiicrelerinde mitokondri

membran potansiyalinin zayifladig: ve kaspaz 3 aktivitesinin arttig1 gézlemlenmistir.

Avsar ve arkadaslart (Avsar ve ark., 2016) yaptiklari ¢alismada Zn (¢inko) bagl
ftalosiyanin yapilarinin farkli kanser hiicre hatlarinin hiicre icine alinma diizeylerini
incelemiglerdir. Bu g¢alisma sonucu ZnPc’e niikleer bir yapi olan I-131 yapismi
baglamiglar ve hiicre hatlar1 tizerinde goriintilleme yapmiglardir. Ayrica hiicrelerin
olusturduklar1 singlet oksijen miktarm1 UV/vis absorbsiyon spektroskopi ile
gostermiglerdir. Sonu¢ olarak MCF-7 hiicre hatlarinin yiiksek oranda ZnPc’i hiicre
icerisine aldiklart ve bu alman ftalosiyanin sonucunda yiiksek dalga boyunda

uyarilmasiyla reaktif oksijen iirlinlerinin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir.

Calavia ve arkadaslar1 (Garcia Calavia ve ark., 2018) meme kanseri hiicre hatlar1
izerinde yaptiklar1 ¢calismada bu hiicrelere daha hizli ve hedefe yonelik etki edebilmek
icin altin nanopartikiillerini kullanmiglardir. Bir laktoz tirevi ile c¢oziinebilir hale

getirilmig ve altin nano partikiilleri ile stabillestirilmis ¢inkolu ftalosiyanin yapilarini
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MDA-MB-231 ve SK-BR-3 meme kanseri hiicre hatlarina uygulayarak sitotoksisite
Olciimii gerceklestirmislerdir. Kullanilan laktoz sayesinde sentezlenen yapilar kolaylikla
hiicrelerin membraninda bulunan galaktin-1 reseptoriine baglanmis ve hiicre icerisine
alimi kolaylastirmistir. Dube ve arkadaglar1 (Dube ve ark., 2018) ise altin nano
partikiillerini glikozlastirilmig ftalosiyanin ile birlestirerek farki nano boyutlarda (kiire
ve cubuk seklinde) stabil hale getirerek MCF-7 hiicre hattina uygulayarak PDT
caligmast yapmuslardir. Sonucunda altin nano partikiil ile konjuge edilmis ftalosiyanin
yapilarinin sade ftalosiyanine kiyasla daha ¢ok triplet ve singlet oksijen iiriinii iirettikleri
sonucuna varmuglar. Bununla beraber stabil hale getirilen yapilardan ¢ubuk yapili altin
nano partikiillii ftalosiyanin, kiiresel yapiliya gore daha etkili oldugu belirtilmis.
Yapilan bu ¢aligmalar ile calisilan bu proje kiyasladigimizda ilerideki ¢aligmalarda
denenmek {iizere ftalosiyanin yapilarinin farkli nanopartikiillerle kaplanarak hedefe

yonelik olmas1 saglanabilir.

Bir diger altin nano partikiillerin kullanildigi calismayr Mfouo-Tyanga ve arkadaslari
(Mfouo-Tynga ve ark., 2018) yapmustir. Altin nano partikiilleri ile kapsiile edilen
ZnPc’ler MCF-7 hiicre hattina uygulanarak hiicre gecirgenliklerindeki degisimler,
kaspaz aktiviteleri, hiicre 6liim yolaklar1 ve mitokondriyal membran potansiyelindeki
degisim gozlemlenmistir. Ayrica ELISA yontemiyle sitokrom ¢ miktarlar1 dlciilmiis ve
RT-PCR yontemi ile gen ekpresyonlarindaki degisim arasturilmistir. 680nm ve 10 J/cm?
151k siddeti altinda yapilan PDT sonucu hiicresel hasara sebep olan sitotoksik bulgular
edinilmistir. Kaspaz aktivitesinin arttigi, apoptotik hiicresel aktivitelerin oldugu ve
apoptotik yolu tetikleyen genlerde upregulasyon oldugu gézlemlenmistir. Bu ¢aligmada

da goriildiigii tizere yapilan bu ¢aligma gelistirilmelere acik ve umut vaat edicidir.

Matlou ve calisma arkadaslarida (Matlou ve ark., 2018) MCF-7 hiicre hatt1 {izerine
farkl tiirde ¢inko bagl ftalosiyanin yapilar1 uygulamiglar ve gozlem yapmuslardir. Bu
yapilardan birincisi folik aside baglanmis, digeri ise amin ile islevsellestirilerek
manyetik nano partikiil haline getirilmistir. Fotoduyarli yapiya baglanan folik asit
sayesinde suda ¢oziniir hale gelen ZnPc’nin aynm1 miktarda singlet oksijen iirettigi
gosterilmigstir. Manyetik hale getirilen ftalosiyanin iiriiniiniin de suda ¢oziiniir oldugu
gosterilmis. Iki kompleks yapmin ayn1 anda MCF-7 hiicre hattma uygulandigida kara
toksisiteyi diisiirdiigii gdzlemlenmis. Fakat ayr1 ayr1 uygulandigindan 151ma sonra folik

asit baglh yapilarin manyetik etkili yapilara kiyasla daha fazla singlet oksijen iirettigi
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gozlemlenmis. Bu calisma 1s1ginda ileride yapilacak gelistirme ¢aligmalarinda etkin
olarak buldugumuz Zn ve Ga bagl ftalosiyaninlerin folik asitle baglanmasi sonucu

DMSO yerine suda ¢oziiniir hale getirilebilir ve uygulamalar: bu sekilde yapilabilir.

Fotodinamik terapide fotoduyarh yapilarin kullanilmasi kadar bunlarin diginda farkl
yapilar kullanilarakta bu tedavi siireci yonetilmeye c¢aligiliyor. Santos ve arkadasglari
(dos Santos ve ark., 2017) yaptiklar1 ¢calismada metilen mavisini kullanarak saglikli ve
meme kanseri hiicre hatlarinda fotodinamik terapi uygulamiglardir. 640 nm dalga boyu
ve 4.5 J/em® 1s1ma sonrasinda saglikli hiicrelere kiyasla meme kanseri hiicre hattinda

hiicrelerin apoptoza ve otofajiye daha cok gittikleri gozlemlenmistir.

Kiew ve digerlerinin (Kiew ve ark., 2017) yaptg: bir bagska calismada suda ¢coziinmiis
fotoduyarli yapilarin fotodinamik etkilerinin diisiikliiglinden bahsedilmis ve bu durumu
gidermek i¢in ftalosiyanin ile glutamik asit konjuge edilerek yeni bir sentez
olusturulmus. Olusturulan bu sentezde sade ftalosiyanin kullanilan bir baska ornekle
karsilastirilmig. Yeni sentez iiriin kiyaslandiginda yiiksek hiicre oranda hiicre igerisine
alimi, yiiksek oranda singlet oksijen olusturmasiyla fotodinamik terapi ig¢in ¢ok daha
yiiksek verimli bir yap1 oldugunu gostermistir. Ayrica ZnPc ile kiyaslandiginda konjuge
yapinin ¢ok daha diisiik karanlik toksisite yarattig1 ve bunun sonucunda istenmeyen yan

etkilerin azaltilabilecegi ongoriilmiistiir.

Etkin sonug elde ettigimiz galyum bagl ftalosiyaninler (GaPc), Mayahi ve arkadaslar1
(Mayahi ve ark., 2020) tarafindan benzer bir yontem kullanilarak calisiimistir. Bu
caligmada galyum ftalosiyanin kloriir (GaPcCl) bilesiklerinin MCF-7 hiicre hattinda
fotodinamik terapideki roliine ve ekstra radyoterapi ile etkisi incelenmistir. Farkli
dozlarda yapilan denemeler sonucu 100pg/ml. GaPcCl verilen MCF-7 hiicre hattinda
yilksek dalga boyunda aktive edilmeden %15 gibi bir hiicre 6liimii olusturdugu
gorilmiigtiir. Aktive edildikten sonra ise %355 civarinda hiicreyi apoptoza gotiirdiigii
goriilmiistiir. Radyoterapi ile kombine edilen PDT’nin ise ¢cok daha etkili oldugu

gosterilmistir.

Cinko ve kobalt bagli ftalosiyaninlerin sentezi {izerine calisan Sener ve arkadaslari
(Sener ve ark., 2019) yaptiklar1 sitotoksik calismada ICsp dozlarinin bulunmasinin
ardindan MCF-7 hiicre hatlarma bu yeni sentezleri uygulayarak PDT aktivitelerini

gozlemlemisglerdir. Bu gozlem sonucu iki sentezinde meme kanseri iizerinde etkili
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oldugu fakat ZnPc’nin kiyaslandigindan CoPc’ye gore 17.3 kat daha fazla sitotoksik

etki gosterdigi gozlemlenmigtir.

Yapilan bu caligmalar 15181nda yeni sentez elde edilen Zn-Pc, Cu-Pc, Co-Pc, Ga-Pc, In-
Pc ve Mn-Pc sentez agsamalarinda verimli sonuglar gostermis, meme kanseri hiicre hatti
caligmalarinda ise MCF-7 hiicre hatt1 izerinde fotodinamik terapi ile ZnPc ve GaPc
yapilarmin etkin oldugu ortaya konulmustur. Bahsedilen c¢aligmalardaki ornekler
uygulanarak bu yapilar farkli kaplama yontemleri uygulanarak hedef kanser dokuya
daha kolay ulasilabilir hale getirilebilme ve etkili bir kanser tedavi yontemi olarak

meme kanserinde kullanilabilme potansiyelinin yiiksek oldugu 6ngoriilmiistiir.
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Ek-4 THF'de yeni sentezlenmis ftalosiyaninlerin UV-Vis spektrumlar: (ek: 600 nm ile
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Ek-6 THF de farkli konsantrasyon degerlerinde ZnPc'nin elektronik spektrumlart (ek:
konsantrasyona kars1 Q-band1 absorbanst).
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Ek-7 THF'de farkli konsantrasyon degerlerinde CuPc'nin elektronik spektrumlari (ek:
konsantrasyona kars1 Q-band1 absorbansi).
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Ek-8 THF de farkli konsantrasyon degerlerinde CoPc'nin elektronik spektrumlar (ek:
konsantrasyona karst Q-band1 absorbanst).
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Ek-9 THF'de farkli konsantrasyon degerlerinde MnPc'nin elektronik spektrumlari (ek:
konsantrasyona kars1 Q-band1 absorbansi).
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Ek-10 THF de farkli konsantrasyon degerlerinde GaPc'nin elektronik spektrumlart (ek:
konsantrasyona karst Q-band1 absorbansi)
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Ek-11 THFde farkli konsantrasyon degerlerinde InPc'nin elektronik spektrumlar1 (ek:
konsantrasyona kars1 Q-band1 absorbansi).
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Ek-12 ZnPc'nin sogurma, uyarilma ve emisyon spektrumlari ve asit ilavesinden sonra
emisyon spektrumlarinin degisimi.
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Ek-13 GaPc'nin sogurma, uyarilma ve emisyon spektrumlari ve asit ilavesinden sonra
emisyon spektrumlarinin degisimi.
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Ek-14 InPc'nin sogurma, uyarilma ve emisyon spektrumlar1 ve asit ilavesinden sonra
emisyon spektrumlarinin degisimi.
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Ek-15 ZnPc'nin farkl pH degerlerinde UV-Vis spektrumlar: (ek: pH degerine kars1 Q-
band1 ve J-band1 absorbansmin degisimi).
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Ek-16 CuPc'in farkli pH degerlerinde UV-Vis spektrumlari (ek: Q-band1 ve J-band1
absorbansmin pH degerine gore degisimi).
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Ek-17 CoPc'in farkli pH degerlerinde UV-Vis spektrumlart (ek: Q-band1 ve J-bandi
absorbansmin pH degerine kars1 degisimi).
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Ek-18 MnPc'in farkli pH degerlerinde UV-Vis spektrumlart.
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Ek-19 GaPc'nin farkli pH degerlerinde UV-Vis spektrumlari (ek: Q-band1 ve J-band1
absorbansmin pH degerine gore degisimi).
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Ek-20 InPc'nin farkli pH degerlerinde UV-Vis spektrumlart
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