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OZET

Farkh Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Yeni Piperazin Cevreli Silisyum

Ftalosiyaninlerin Fotodinamik Terapi (PDT) Etkinliginin Arastirilmasi

Kanser, hiicre proliferasyonu ve hiicre o6limii arasindaki dengenin bozuldugu
patolojik bir durumdur. Kadinlarda en sik goriilen kanser tiiri meme kanseridir. Meme
kanseri tedavisinde bir¢ok farkli yontemler kullanilsa da alternatif tedavi arayislar1 devam
etmektedir. Tedavi yontemlerinde, yan etkinin en az diizeyde olmasi ve saglikli hiicrelere
zarar vermeden tiimoral hiicrelerin hedeflenmesi istenilmektedir. Bu baglamda ilgi goren
alternatif yontemlerden biri fotodinamik terapi (PDT)’dir. PDT, belirli bir dalga boyundaki
151k ile aktiflesen bir fotosensitizer molekiil varliginda, reaktif oksijen tiirlerinden
yararlanarak hiicre oliimiiniin gerceklestirilesini saglar. Tezin amaci; yeni Sentezlenen
piperazin gevreli silisyum ftalosiyaninlerin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlar1 ile MCF-10A normal meme hiicrelerinde PDT uygulamasi aracilifiyla gelismesi
beklenen antiproliferatif etkinin ve apoptozun arastirilmasidir. Bu baglamda; calismada
kullanilmak {izere sentezlenmis dort adet fotosensitizer molekiil (5a, 5b, 6a ve 6b) ilk kez
MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri ve MCF-10A normal meme hiicre hatlarinda ¢alisildu.
Kullanilan hiicre hatlar1 iizerinde farkli dozlarda madde ve farkli yogunluklarda 1sik ile PDT
denemeleri gercgeklestirilip etkin dozlar bulundu. PDT uygulamasi ile hiicrelerde olusan
ROS miktar1 H2DCFDA boyama ile tespit edildi. Fotosensitizerlerin meme kanseri hiicre
hatlarindaki apoptotik etkileri akridin oranj/etidyum bromiir boyama ile mikroskobik olarak
teyit edildi. PDT uygulamasmin ardindan, Annexin V/7-AAD flow sitometrik boyama
metodu ile apoptotik hiicre popiilasyonu kantitatif olarak tespit edildi. Metastatik hiicre
hatlar1 olan MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinde PDT’nin hiicre hareketine etkisi wound
healing (yara iyilesme) deneyi ile belirlendi. Apoptotik belirtecler olan PARP1, kesilmis
PARPL1 ve kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyonlarindaki degisimler western blot yontemi ile
tespit edildi. Kullanilan fotosensitizerler ile ger¢eklestirilen PDT’nin meme kanseri hiicre
hatlarindaki, hiicre canlilik ve apoptotik analiz deneylerinde istatistiksel olarak anlamli
sonuglar elde edildi. Dort fotosensitizerden iki tanesi (5a ve 5b) kullanilan hiicre hatlarinda
kesilmis PARP1 olustururken diger iki fotosensitizer (6a ve 6b) uygulandiginda kesilmis
PARP1 protein ekspresyonu gozlenmedi. Elde edilen bulgulara gore, kullandigimiz

fotosensitizerlerin anti kanser ¢aligmalara aday olabilecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, fotoduyarlastirici, neoplazma, reaktif oksijen tiirleri, toksisite
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ABSTRACT
Investigation of Photodynamic Therapy (PDT) Effects of The New Piperazine

Substituted Silicon Phthalocyanines on Different Breast Cancer Cell Lines

Cancer is a pathological condition in which the balance between cell proliferation
and cell death is destroyed. Brest cancer is the most common type of cancer in women.
Although many methods are used in the treatment of breast cancer, alternative methods are
still in search. In treatment methods, it is desirable to minimize side effects and to target
tumor cells without damaging healthy cells. In this context, one of the alternative methods
of interest is photodynamic therapy (PDT). PDT enables reactive oxygen species in the
presence of a photosensitizer molecule activated by light of a certain wavelength, and thus
cell death. The aim of thesis; investigate the antiproliferative effect and apoptosis of new
piperazine substituted silicon phthalocyanines by way of PDT in the MCF-7, MDA-MB-231
breast cancer cell lines and MCF-10A normal breast cells. In this context; four
photosensitizer molecules (5a, 5b, 6a and 6b) which synthesized for use in this study were
first studied in MCF-7, MDA-MB-231 breast cancer and MCF-10A normal breast cell lines.
On the cell lines used, PDT experiments with different doses of substance and different
concentrations of light were performed and effective doses were found. The amount of ROS
arising from PDT in cells were determined by H.DCFDA staining. The apoptotic effects of
photosensitizers in breast cancer cell lines were microscopically confirmed by acridine
orange/ethidium bromide staining. After PDT treatment, apoptotic cell population was
quantitatively determined by Annexin V/7-AAD flow cytometric staining method. The
effect of PDT on cell movement in the metastatic cell lines MDA-MB-231 and MCF-7 cells
was determined by wound healing assay. Changes in expression of apoptotic markers
PARP1, cleaved PARPL1 and caspase-3 proteins were detected by western blot method.
Statistically significant results were obtained in cell viability and apoptotic analysis
experiments on breast cancer cell lines of PDT with the photosensitizers. Two of the four
photosensitizers (5a and 5b) used produced cleaved PARPL1 in the cell lines, while the other
two photosensitizers (6a and 6b) didn’t show cleaved PARP1 band. The result were
evalueted statisticlly and in accordance with the literature. According to our data, we believe
that the photosensitizers we use may be a potential drug candidate for anti cancer studies.

Keywords: Apoptosis, neoplasm, photosensitizers, reactive oxygen species, toxicity
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1. GIRIS ve AMAC

Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olan meme kanseri tedavisinde kullanilan
yontemlerden kemoterapi ve radyoterapinin olumlu etkilerinin yani sira bir¢ok istenmeyen
yan etkiye sebep oldugu, ayn1 zamanda saglikli hiicreleri de oldiirdiigii bilinmektedir (1).
Yeni kanser tedavisi gelistirmeye yonelik ¢aligmalarda amag, istenmeyen yan etkileri azaltip
tedavide en etkin sonucu almaktir. Bu anlamda fotodinamik terapi (PDT), yeni tedavi
arayislarinda ilgi gérmekte olan bir yaklasim olarak karsimiza ¢ikmaktadir (2). PDT, tek
basina bir kanser tedavi yontemi olarak ¢alisildigi gibi, daha hizli ve etkili sonuglar igin
kemoterapi ve radyoterapiyi destekleyici olarak da calisilmaktadir (3, 4). Bu tedavi
yaklasimi, hiicreler iizerinde tek basma zararsiz olan bir 11k ve 1s1k ile uyarilan bir
fotosensitizer molekiiliin etkilesimine dayanmaktadir. Fotosensitizerin 11k ile etkilesimi
sonucunda hiicredeki molekiiler oksijen, reaktif oksijen tiirlerine (ROS) doniiserek kanser
hiicrelerinde hasar olusmasina neden olmaktadir (5). Bugiine kadar, farkli fotosensitizer
tirleri gelistirilmis olup kanser hiicrelerine spesifik, etkili, fizyolojik sartlarda hiicre igerisine

alinan, agregasyonu zayif fotosensitizerlerin gelistirilmesine yonelik calisilmaktadir.

PDT’de, kolay modifiye edilebilen ve yiiksek absorbans giiciine sahip olan
ftalosiyaninler, uygun fotosensitizerlerdendir. ilag¢ modellerinde kullanima uygun olan N-
heterosiklik yapidaki piperazin halkalar1 ile ¢evrelenen ve merkezi boslugunda silisyum
metali barindiran fotosensitizerler ¢alismamizda kullanilmak {izere sentezlenmistir.
Caligmamizda, piperazin cevreli yeni silisyum ftalosiyaninlerin MCF-7, MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hatlarinda ve MCF-10A normal meme hiicre hatt1 hiicrelerinde ilk kez
kullanilmast, 1g1k ile ile uyarilan bu molekiillerin hiicrelerde olusturmasi beklenen apoptotik

ve anti tiimoral etkilerin incelenmesi amaglanmustir.

Calismanin amacina yonelik, ilk olarak piperazin gevreli silisyum ftalosiyaninlerin
(SiPc) MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlar1 tizerindeki canliliga olan etkileri
gosterilmistir. Molekiiler oksijenin singlet oksijene doniisiimii mikroskobik olarak tespit
edilmistir. Metastatik Ozellikte olan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde PDT
uygulamasinin ardindan, hiicrelerin hareket kabiliyeti incelenmistir. PDT uygulamasinin
neden oldugu apoptotik degisimlerin izlenmesi i¢in kaspaz-3, kesilmis PARP (Poli (ADP-

riboz) polimeraz) ve PARP proteinlerinin ekspresyonlari analiz edilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Meme Kanseri

Meme yapisi, siit lireten bezleri (lobiiller) ve kanallar1 bulunduran glandiiler dokular
ve yagli, lifli bag dokudan olusan stromal (destekleyici) dokular olmak iizere iki ana doku
tipinden olusur. Siklikla kadinlarda goriilen meme kanseri, cogunlukla siit kanallarinin ig

kisimlar1 veya kanallara siit saglayan loplardan gelisir (6).

Meme kanseri hiicreleri, bulundugu bolgeye gore, sadece kanallarla sinirli kalip diger
dokulara ge¢miyorsa non-invaziv, kanal ve lobiiler duvardan gegip memenin g¢evresindeki
yag ve bag dokularini istila ediyorsa invaziv olarak smiflandirilir. Meme kanserinin en
yaygin tipi olan duktal karsinoma in situ (DCIS) ve siit bezlerindeki hiicrelerin artisiyla
gelisen lobular karsinoma in situ (LCIS, lobular neoplasia) en sik goriilen non invaziv meme
kanseri tiirleridir. Medullar karsinoma ve tubular karsinoma ise en az goriilen invaziv meme

kanseri tiirlerindendir (6-8).
2.1.1. insidans ve Epidemiyoloji

Kanser, diinyada en sik goriilen hastaliklarin basinda gelmektedir ve 6liim sikligi
acisindan kardiyovaskiiler hastaliklarin ardindan ikinci sirada yer alan yaygin bir hastalik
olarak bilinmektedir (9, 10). Diinya saglik orgiitiiniin (World Health Organization-WHO) ve
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansinin (IACR) 2018 yilinda yayinlamis oldugu verilerine
gore, diinyanin 20 farkli cografi bolgesindeki arastirmalar sonucunda, yaklasik 18.1 milyon

yeni kanser vakasi ve buna bagli olarak 9.6 milyon 6liimiin gergeklestigi bildirilmistir (11).

2018 global kanser istatiklerine gore 36 kanser vakasi igerisinde meme kanseri 2 088
849 (%11.6) yeni tan1 sayisi ile 2. sirada yer alirken, meme kanseri nedeniyle 6len kisi sayisi
626 679 (%6.6)’dir. Meme kanseri insidansi; Avustralya, Batt Avrupa, Kuzey Avrupa,
Kuzey Amerika ve Gliney Amerika’da yiiksek, Dogu Afrika, Orta Afrika ve Gliney Asya’da
ise dusiiktiir (11-13).

2.1.2. Etiyoloji

Meme kanseri etiyolojisinde birgok faktoriin rol aldigi bilinmektedir. Bunlardan
bazilar1; menopoz gibi hormonal degisimler ya da hormonlarda goriilen bozukluklar, alkol
kullanimi, obezite, uzun siireli radyasyon maruziyetidir. Aile hikayesinde meme kanseri olan
kisilerin bu hastaliga yakalanma olasilig1 yiiksektir. BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki

anormalliklerin erken yaslarda meme kanserine yakalanma riskini %40 ile %85 arasi
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artirdig1 bilinmektedir (6, 14). Meme kanseri orant hamilelik yasiyla da iliskilendirilmistir.
[k hamileligi 35 yas iistiinde olan kisinin meme kanserine yakalanma olasihig1 30 yas
oncesine gore daha fazladir. Emzirmenin de meme kanseri riskini azalttig1 gézlemlenmistir
(15, 16). Cografi ve Kkiiltiirel varyasyonlarinda meme kanserine yakalanma olasigini
degistirdigi bilinmektedir. Ornegin, Asya ve Bat1 iilkeleri arasindaki beslenme farkinin
hormon sentezi ve metabolizmasint etkilemesi nedeniyle meme kanseri vakalarinda
farkliliklar gériilmektedir. Bunun disinda Asya ve Bati iilkeleri arasindaki genetik farkliligin

da meme kanseri teshisinde rolii vardir (6).
2.2. Fotodinamik Terapi (PDT)

Fotodinamik terapi, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta olan, 1s1k ve 151k
ile aktiflesen etkin bir madde igeren tedavi yontemidir (17). 4000 yil 6nce antik Misir’da 151k
ile gesitli hastaliklarin tedavilerinin yapildigi bilinmektedir. Misirlilar, Amni Majus bitkisi
ve 151K ile vitiligoyu tedavi etmeyi basarmiglardir (18). PDT’nin temelleri, 1960’11 yillarda
hemotoporfirin tiirevi olan bir molekiil gelistiren Lipson ve arkadaslari tarafindan atilmstir.
1978 yilinda, cilt kanseri iizerinde argon boya lazeri ile ilk PDT denemesi yapilmistir.
1980°1i y1llarin basinda Amerikan Gida ve ilag Dairesi’nin (FDA) hematoporfirin tiirevi olan
“Photofrin” isimli ilacin klinik uygulamalarina onay vermesiyle, bu yontem pek ¢ok kanser
vakasinda uygulanmaya baslanmistir. PDT’nin, 1518a maruz kalan fotoduyarlastiricinin
uyarilmastyla olusan bir fotodinamik reaksiyon ile elde edildigi olgusu ilk olarak 1990
yilinda Raab ve arkadaslari tarafindan bildirilmistir. Birinici nesil fotosensitizer olarak
isimlendirilen Photofrin’in sahip oldugu yan etkilerden Otiirli, aragtirmacilar ikinci ve

tiglincii nesil fotosensitizerler tizerine ¢aligsmalarint yogunlastirmislardir (19-21).

Fotodinamik terapi (PDT), giiniimiizde neoplastik ve vaskiiler hastaliklarin tedavisi
icin onaylanmis alternatif bir tedavi yontemidir. PDT nin Kklinikteki kullanimi, yasa bagh
maskiiler dejenerasyon (AMD) ve sedef hastaligi dahil olmak iizere mesane, yemek borusu,
solunum yolu ve jinekolojik kanserler gibi ¢esitli kanserlerin tedavilerini icermektedir (19,
22). PDT’nin islevi; topikal veya sistemik olarak uygulanan bir fotosensitizer, goriiniir
alandaki 151k ve singlet veya reaktif oksijen olusumunda etken olan molekiiler oksijene
dayanir (23). Kullanilan 1s1k ve 151k ile etkilesen fotosensitizer molekiil tek baglarina zararsiz
iken, etkilesimleri sonucu tiimor hiicrelerindeki molekiiler oksijenin reaktif oksijene
doniistimiiyle hiicre hasarna ve 6liimiine yol agmaktadir (24). PDT’nin antitimoral etkileri;

timor hiicreleri tizerinde dogrudan olusan sitotoksik etki, vaskiiler timérlere dolayli yoldan



verilen hasar ve sistemik bagisikligi aktive edebilen inflamatuar yanitin indiiksiyonu
sayesinde birbirleriyle iliskili ii¢c mekanizmadan olugsmaktadir (22). PDT nin molekiiler
diizeydeki etkisi, plazma zari, mitokondri, lizozom, golgi ve endoplazmik retikulum (ER)

zarlarinda geri dondiiriilemeyen foto-hasarin olusumuna neden olmasi seklinde goriiliir (24).
2.2.1. Fotodinamik Terapinin Etki Mekanizmasi

PDT, singlet oksijen veya diger reaktif oksijen tiirlerinin aracilig ile hiicre hasarina
neden olmaktadir (25). PDT’nin etki mekanizmasi Jablonski diagrami ile agiklanir.
Elektronik uyarimin ortak 6zellikleri ve sonug olarak ortaya ¢ikan fotokimyasal reaksiyon
ic basamak ile 6zetlenmektedir. Bu basamaklar temel hal (S0), tekli uyarilmis haller (S1,
S2, S3) ve uzun omiirli tiglii uyarilmig hal (T1) basamaklaridir (28). Sekil 1’de goriildigi
gibi bir fotonun absorbsiyonu, fotosensitizerin “uyarilmis hal” formuna gegmesine neden
olur. Sistemler aras1 bir doniisiimle bu elektronlardan bazilar1 triplet uyarilmis hale cevrilir.
Triplet halde ¢evredeki biyomolekiiller ile etkilesime girer (26). Bu etkilesim elektron
transferi ile gergeklesiyorsa tip I, enerji transferi ile gergeklesiyorsa tip Il reaksiyon olarak
adlandirilmaktadir. Molekiiler oksijen varliginda, Tip I reaksiyonlarinda siiperoksit ve
hidroksil radikalleri, Tip Il reaksiyonunda ise singlet oksijen olusur. Bu reaksiyonlar sonucu
olusan reaktif oksijen, proteinler ve lipidler gibi bir¢ok biyomolekiil tiiriine zarar verir (27).
PDT’de reaktif oksijen olusumu daha ¢ok Tip II reaksiyon iizerinden ger¢eklesmektedir
(Sekil 1) (20, 28-30).
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Sekil 1. Jablonski diyagrami ve reaktif oksijen olusumu (Abrahamse ve Hamblin’den, 30)

2.3. Fotosensitizerler

Fotodinamik terapide en Onemli Dbilesenlerden biri fotosensitizerlerdir.
Fotosensitizerler, uygun dalga boylarinda aktiflesen 1s18a duyarli molekiillerdir.
Yapilarinda, temel halde ve zit yoriingelerinde 2 elektron igerirler. Uygun absorbsiyon, bir
elektronun daha yiiksek enerji diizeyine uyarilmasini saglamaktadir. Olusan bu singlet
uyarilmis haldeki fotosensitizer kararsizdir ve enerjisini floresans veya 1s1 olarak kaybeder.
Bunun diginda, sistemler arasi doniisiime maruz kalarak triplet hale gecebilir. Bu triplet
uyartlmis haldeki molekiil daha kararlidir. Bu safhada daha uzun siire kalarak, oksijene
enerji transferinde bulunabilir. Bu enerji transferi singlet oksijen olusumuna yol agmaktadir.
(Sekil 1) (28, 29).

Kanserde kullanilan fotosensitizerler, genellikle hemoglobin yapisindaki
protoporfirin prostetik yapisina benzer olan tetropirol omurgasina dayanmaktadir.
Yapilarina bagli olarak genelde 600-800 nm aras1 dalga boyunda absorbans gosterirler (28).
Ftalosiyaninler, klorinler ve bakterioklorinler koyu kirmizi spektral bolgede yiiksek emicilik
gostermeleri sebebiyle daha yiiksek verime sahiptir ve bu acidan tercih edilen
fotosensitizerlerdir (30, 31). Calismalarda optimum fotosensitizeri bulmak igin porfirin,

purfirin, klorin ve ftalosiyanin dahil olmak {izere bir¢ok madde sentezlenmistir. Sentezlenen



bu fotosensitizerlerin amfifilik 6zellikte olmasi istenilen 6zellikler arasindadir. Yiiksek
lipofilik yapidaki fotosensitizerler, intravendz enjeksiyonda kan damarlarini gegmekte
zorluk yasar. Ote yandan yiiksek hidrofilik yapidaki fotosensitizerlerin ise hiicreye niifuzu
zordur. Bu nedenle yeni sentezlenen fotosensitizerlerde bu iki 6zellik agisindan denge

saglanmasi onemlidir (32).

Fotosensitizer molekiillerin hiicre i¢ine girerek, mitokondri, lizozom, endoplazmik
retikulum, golgi ve plazma membrani gibi ¢esitli organellere lokalize olmasi etkinlikleri
acisindan 6nemlidir (33). Bu lokalizasyonun segici olarak tiimor hiicresinde gergeklesmesi
istenilen ozelliktir. Kanser hiicrelerinde LDL reseptorlerinin ekspresyonlarinin yiiksek
olusu, daha hizli ¢ogalmalari, diisik pH ve artmis vaskiiler gegirgenlik gibi etkenler

fotosensitizlerin tiimoral hiicrelere olan segiciligini artirmaktadir (32, 34, 35).

Fotosensitizerler ii¢ ana gruba ayrilmaktadir. Birinci nesil fotosensitizerlerin
orneklerinden olan porfirinler, 1s18a duyarliligin uzun siire devam etmesi ve uzun dalga boyu
emilimi sergileyememeleri (MacDonald and Dougherty, 2001) gibi olumsuz &zelliklere
sahiptir (23). Porfirin bilesenlerinin gelistirilme galismalar1 benzoforin, klorin gibi ikinci
nesil fotosensitizerleri ortaya ¢ikarmistir. ikinci nesil fotosensitizerler daha uzun dalga
boyunu absorblama yetenegine sahiptirler (MacDonald veDougherty, 2001; Brown ve ark.,
2004) (36). Ikinci nesil fotosensitizerlerden olan klorinler ve ftalosiyaninler en sik kullanilan
fotosensitizeler arasindadir (37, 38). Son yillarda yapilan galigmalarda ise ikinci nesil
fotosensitizerlerin yerini tiimor dokusuna afinitesi olan ve normal dokuda agregasyon
gostermeyen tgiincli nesil fotosensitizerler almaya baslamigtir. (36). Cesitli hastaliklara
yonelik calisilmis, farkli dalga boyundaki 151k ile etkilesen ¢esitli fotosensitizer drnekleri
calisilmistir (Tablo 1) (2, 5, 23, 39-41).
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Tablo 1. Kirmuz1 151k ile aktiflesen fotosensitizer 6rnekleri (635-700 nm)

Fotosensitizer Absorbladigi maksimum Calisilan hedef tiimorler
dalga boyu (nm)

Porfirinler 630 Akciger, mide, uterus, meme,

(Porfimer sodium) deri

Klorinler 690 Meme, akciger

Ftalosiyaninler 680 Meme, akciger

Temoporfin 652 Beyin, bas-boyun

Hemotoporfirin tiirevleri 630 Akciger, brons, 0Ozafagus,

beyin

Laserphrin 664 Akciger, beyin, 6zafagus

Porfimer sodyum 630 Akciger, gastrointestinal

5-ALA, metil ester ALA 635 Deri, bas-boyun

2.3.1. Piperazin Halkalari

Piperazin, iki karsit azot atomu i¢eren 6 halkali bir yapiya sahip bir molekiildiir (30).
N-heterosiklik yapisindadir ve ilag caligmalarinda siklikla kullanilan molekiillerdendir (42).
Piperazin ve analoglari, antifungal, antibakteriyal, antipsikotik ve antikanser &zellikte
ilaglarin yapilarinda bulunurlar (43-45). Son 10 yilda yeni bir rekreasyonel ila¢ grubu olarak
bir dizi piperazin tiirevi ortaya ¢ikmistir. Piperazin tiirevi ilaglara, antineoplastik ajan olan
Imatinib (Ticari ismi Glivec), pulmoner arteriyel hipertansiyonun tedavisinde kullanilan
Sildenafil gibi birgok 6rnek verilebilir. Kanser ¢alismalarinda da piperazin tiirevi molekdiller
farkli kanser hiicre hatlar1 ve hayvan modellerinde siklikla denenmektedir (46, 47). Hayvan
modelleriyle yapilmig ¢aligmalarda, piperazin tiirevi 1,3-trifluorometilfenilpiperazinin’in

kiimiilatif dopamin ve serotonin salinimini uyarabilecegi gosterilmistir (48).
2.3.2. Ftalosiyaninler

Ftalosiyaninler (Pc), dort imino izoindol iinitesinden olusan diizlemsel, aromatik,
makro halkali yapilardir (49). Ik kez Braun ve Tcherniac tarafindan 1907 yilinda yapilan
bir ¢alismada yan iirlin olarak bulunmus fakat yapisi Linstead ve arkadaslari tarafindan 1929
yilinda agiga ¢ikarilmistir (42). Fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolayr giiniimiizde bu
molekiillerin ¢aligma sahas1 genislemektedir (50). Pc’ler ve tiirevleri gliglii uzak kirmizi ve
NIR (yakimn kizildtesi) 151k emilimi gosterirler. Yiiksek sonme katsayil (£>10°M™* cm™?)
uzun dalga boyu emilimi, daha derin doku goriintiileme i¢in NIR dalga boylarina yaklagan

kirmizi floresans emisyonu ve yiiksek singlet oksijen kuantum verimi gosterirler (Sekil 2)



(51, 52). Pc’lerin halkali yapisi birgok metal iyonunu merkezi boslugunda barindirabilecek
sekildedir. Bu nedenle metal igerikli Pc bilesikleri sentezlenmektedir. Pc’ler, merkezindeki
metale bagl olarak, singlet oksijen kuantum verimleri ve yiiksek triplet uyarilmis halde
kalma Omiirleri bakimindan PDT i¢in uygun fotosensitizer adaylaridir. Bunun yaninda
diizlemsel yapilart sulu ortamlarda toplanma (agrege olma) egilimi gosterirler. Bu agrege
olma durumu uyarilmis halin kendi kendilerine sondiiriilmesiyle sonuglanir (50).
Ftalosiyaninlerin tercih edilmelerindeki etkenlerden biri de halkali yapisina bagli olarak
basitce modifiye edilebilmeleridir. Bu sebeple farkli ¢alismalarda kullanilabilmek igin

hidrofiliklik, emilim ve emisyon dalga boyunda degisiklikler yapilabilmektedir.
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2.4. PDT ile Hiicre Oliimiiniin Uyarilmasi

PDT’nin antitimoral etkisi hiicrede birden fazla sekilde gercgeklesebilir. PDT de
reaktif oksijen tiirleri proteinlerin, yaglarin ve diger molekiillerin hasarina neden olmaktadir.
Bu hasarlar sonucunda apoptoz, otofaji ve nekroz gibi 6liim yolaklari aktiflesebilmektedir
(Sekil 3) (53). Apoptoz programli hiicre 6liimiidiir. Nekrotik hiicre 6liimii, apoptozun tersine
patolojik bir hiicre Olimiidiir. Nekroz; sitoplazmada sisme, hiicre organellerinin tahrip
olmasi, plazma zarinin biitiinliigliniin bozulmasi ile karakterize, hiicre igeriginin disari
salinmast ve bunun sonucu inflamatuar yanit olusumu gozlenen, siddetli ve hizli bir
dejeneratif 6liim seklidir (54). Otofaji ise hiicrede, hiicresel iirlinlerin sentezi, bozulmasi,

geri doniisiimii arasinda denge saglayan katabolik mekanizmadir. Bu islem, hiicrede besin



azlig, oksidatif stres, yaslanma, ER stresi vb. gibi durumlarda hiicrede enerji kaynaklarini
dengelemek amaciyla cesitli organel ve proteinlerin lizozomal par¢alanmasi icermektedir.
Geri dondiiriilemeyen hasarlarin gergeklestigi hiicrelerde, otofaji hiicreyi ya kendi sistemiyle
ya da apoptoz yolaklarini indiikleyerek 6liime yonlendirir (55). PDT uygulandigi hiicrelerde,
mitokondriden sitokrom-c salinimi, Bel-2 hasari veya sitoplazmada NF«B hasari ile apoptoz,
lizozomda hasar veya endoplazmik retikulumde Beclin-1, mTOR aktivasyonu ile otofaji ya

da hiicre mebrandaki biitiinliigiin kaybi nekroz olusmasina neden olabilmektedir (33, 56-58).
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2.4.1. Apoptoz

Ik kez Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan programli hiicre dliimii “apoptoz” olarak
tanimlanmistir (59). Apoptoz, gelisim ve yaslanma sirasinda gergeklestigi gibi dokulardaki
hiicre popiilasyonunu korumak amaciyla homeostatik bir mekanizma olarak da meydana
gelmektedir. Bunlarin yaninda immiin reaksiyonlarda bir savunma mekanizmasi olarak veya
hiicrelerin gesitli sebeplerle zarar gordiigii durumlarda gergeklesmektedir (60). Programli
hiicre Oliimiindeki bozulmalar, kanser ve norodejeneratif hastaliklarinda gelismesinde
onemli rol oynamaktadir. Asir1 apoptoz dejeneratif hastaliklara yol agarken, apoptozun
olmamasi da proliferasyon kontroliiniin engellenmesine ve kansere sebebiyet vermektedir
(61).



Hayvan hiicrelerinde apoptoz, ekstrinsik (6liim reseptorleri yolagi), intrinsik
(mitokondriyal yolak) ve perforin/granzim yolag: (granzim A-B) olmak iizere 3 yolak
tizerinden gerceklesmektedir. Mitokondriyal yolak, 6liim reseptorleri yolagi ve granzim B
yolaklar1 kaspaz kaskadi tizerinden ilerlerken, granzim A yolagi kaspaz bagimsiz tek zincir
DNA kirig1 olusturarak iglev goriir (61). Mitokondriyal yolakta kaspaz aktivasyonu, Bcl
ailesinin proapoptotik iiyeleri tarafindan mitokondri membran gegirgenligini artirmasi ile
yakindan iligkilidir (62). Mitokondriyal membran biitiinliigiiniin  bozulmas1 ile
mitokondrinin i¢ ve dis zarlar1 arasinda sitokrom ¢, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, AIF ve
endoniikleaz G gibi bir dizi proteinin salinimi gerceklesmektedir (63). Sitozoldeki bu
proteinler kaspazlar1 uyararak hiicre dliimiinii tetiklemektedirler (64). Oliim reseptorleri
yolaginda ise CD95 (APO-1/Fas), TNF reseptorii 1 (TNFRI), TNF ile iliskili apoptoz
indiikleyen ligand reseptorii 1 (TRAIL-R1) ve TRAIL-R2 gibi iyi bilinen 6liim reseptorleri
islev gormektedir (65). Her yolagin sonucu olarak, hiicre apoptoza girince kromatin
yogunlagir, interniikleozomal DNA par¢alanmasi gergeklesir, hiicre pargalanmaya baslar ve
apoptotik cisimcikler olusmaktadir. Olusan apoptotik cisimcikler, makrofajlar tarafindan

ortamdan uzaklastirilmaktadir (61).

Programli hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesinde gorevli olan kaspazlar, zimojen (inaktif
prekiirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein
proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimlerdir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek
proteolitik bir kaskada neden olurlar (66). Kaspazlar genellikle baslatict (kaspazlar 2, 8, 9,
10) ve efektor (kaspazlar 3, 6, 7) olarak siiflandirilir. Baglatict kaspazlar apoptotik uyariyla
baglayan Oliim sinyallerini efektor kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili
proteinleri (6rnegin, hiicre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, niikleer membran proteini
lamin A ve DNA tamirinde rol alan PARP pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin
olusumuna neden olurlar. Efektor kaspazlardan biri olan kaspaz-3, bir¢ok 6nemli hiicresel
proteini katalize eden apoptozda siklikla aktif bulunan 6liim proteazidir. Kaspaz-3’iin
aktivasyonu mitokondriyal sitokrom-c salinimina ve kaspaz-9 fonksiyonuna bagli oldugu
gibi bunlardan bagimsiz da gergeklesebilmektedir (67). Kanser hiicrelerinde PDT sonrasi
ROS olusumu sonucu hiicrelerde kaspaz-3 aktivasyonu gerceklesmektedir (68). Kaspaz-3
aktivasyonunun varligi apoptoz ile sonuglanacagi igin, prokaspaz-3’iin kesilmis kaspaz-3’e

dontisiimii bir apoptoz belirteci olarak bilinmektedir (66).
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Mitokondri, apoptotik yolaklardaki, merkez organellerin basinda gelmektedir.
Hasarl1 bolgelerden veya hiicre 6liim reseptorlerinden gelen sinyaller mitokondri membran
gecirgenligi artirir. BOylece mitokondriden sitokrom-c, belirli prokaspazlar, apoptoz
indiikleyici faktor (AIF) gibi apoptotik proteinler salinmaya baslar. Salinan 6ncii kaspazlar
aktif kaspazlara doniiserek, BCL-2, ICAD/DFF45 ve PARP gibi anti apoptotik proteinleri
parcalayarak inaktive eder. Klinkte ve preklinikte kullanilan fotosensitizerlerin cogu giiglii
birer apoptotik indiikleyidir ve mitokondriye lokalize olma egilimdedirler. PDT sirasinda
olusan singlet oksijen, aminoasit yapilarin1 bozarak mitokondriyal proteinlere etki eder (69).
Sonug olarak, sitokrom c salinimi, kaspaz aktivasyonu ve PARP inaktivasyonu ile hiicre

apoptoza yonlendirilir (70, 71).

Apoptoz sirasinda kaspazlar tarafindan pargalanarak inaktive edilen Poly (ADP
Riboz) Polimeraz (PARP) proteini, toplamda 17 proteinden olusan ve 6karyotik hiicrelerde
bulunan ADPribozil transferaz ailesine aittir (72-74). PARP, bir DNA tamir mekanizmasi
olan baz ekzisyon onariminda (BER) 6nemli roller iistlenmektedir (75). PARP, DNA hasari
sinyali sonrasi kirik olusan DNA ya baglanir ve bu boélgede bulunan diger DNA onarim
proteinlerini diizenler. PARP1 proteini, DNA hasari onarimi siirecinde ATP ve NAD*
kullanir. ATP ve NAD™ nin hiicrede tiikenmeye baslamasi, apoptotik uyarima yol agmakta
ve bunun sonucunda hiicredeki ATP ve NAD™’in tiikenmemesi igin kaspazlar tarafindan
PARP kesilerek inaktive edilmektedir (Sekil 4) (76).

Apoptosis

Sekil 4. PDT uygulamasi sonrasi kaspaz-3 aktivasyonu ve PARP inaktivasyonu ile
gerceklesen apoptoz (Zhuo’dan, 77)
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2.5. MTT Testi ile Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) testi hiicre
canlilig1 ve sitotoksisite ¢alismalarinda siklikla kullanilan bir analiz yontemidir (78). Prensip
olarak, sar1 tetrazolyum tuzlarinin mitokondriyal dehidrojenazlar sayesinde ¢oziinmeyen
mor formazan kristalleri olusturmasina dayanir. Olii hiicreler bu formazan kristallerini
olusturma yetenegini kaybetmistir. Bu nedenle yanlizca canli hiicrelerde bu bahsedilen
kristallerin olusumu goriiliir. Coziinmiis formazan kristallerinin  konsantrasyonu,

spektrofotometre ile 570 nm dalga boyunda 6l¢iilmektedir (79).
2.6. Akridin Oranj/Etidyum Bromiir (AO/EB) Boyama Yontemi ile Apoptoz Tayini

AO/EB, apoptozu mikroskobik olarak belirlenmesinde en sik kullanilan
yontemlerden biri akridin oranj/etidyum bromiir yontemidir. Akridin oranj, hem canli hem
de olii hiicrelerin igine girerek hiicre ¢ekirdeklerini yesil renge boyamaktadir. Etidyum
bromiir ise sadece apoptotik ve Olii hiicreler tarafindan hiicre igine alinarak hiicre
cekirdeginin turuncu veya kirmizi renge boyanmasini saglamaktadir. Floresan emisyonu ve
boyanan c¢ekirdekte kromatin yogunlasmasinin morfolojisine gore hiicreler 4 farkli sekilde
degerlendirilir (80). Diizgiin yapida ve parlak yesil boyanmis hiicreler canli hiicrelerdir.
Erken apoptotik hiicrelerde yesil boyanir fakat perinuklear kromatin yogunlasmasindan
cekirdekte parlak yesil fragmanlar veya lekeler goriilmektedir. Geg apoptotik hiicrelerde
yogunlasmis ve par¢calanmis kromatin kirmizi ve turuncu 1s1ma verirken, nekrotik hiicreler

ise organize ve homojen halde kirmizi ve turuncu 1s1ma vermektedir.
2.7. Annexin V/7-AAD isaretleme Yontemi ile Apoptoz Tayini

Annexin V/7-AAD isaretleme yontemi, canli ve apoptotik hiicrelerin tayininde
kullanilan flow sitometrik bir yontemdir. Annexin V, apoptotik hiicrelerde plazma
membraninin dis ylizeyine taginan fosfotidilserine baglanma afinitesine sahiptir. Canl
hiicrelerde fosfotidilserin i¢ ylizeydeyken apoptozun indiiklenmesiyle dis zara aktarilir ve
annexin V baglanmasina uygun hale gelmektedir. 7-amino aktinomisin D (7-AAD) ise, canlt
hiicrelerin i¢ine giremeyen bir boyadir ve membran biitiinliiglinii kaybetmis hiicreleri canli
hiicrelerden ayirmak i¢in kullanilmaktadir (81). Bu yontem, erken ve ge¢ apoptotik hiicreler
arasinda ayrim saglayarak apoptozu Olgmeyi saglar. Canli hiicreler bu iki boyayr da
gecirmez. 7AAD’nin hiicre i¢ine alinmadigi fakat Annexin V’in membran yiizeyindeki

fosfotidilserinlere baglandigi durumda, hiicrelerin erken apoptotik siiregte oldugu kabul
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edilir. Her iki boyanin da etkisinde kalan hiicreler ise ge¢ apoptotik hiicreler olarak
degerlendirilmektedir (82).

2.8. H.DCFDA Boyasi ile Hiicre I¢i ROS Miktarinin Belirlenmesi

H>DCFDA boyasi hiicresel seviyede reaktif oksijen miktarini1 saptamada kullanilan
temel yontemlerden biridir (83). H.DCFDA, lipit membran boyunca hiicre igine yayilarak
sitozolde gergeklesen deasetilasyon ile H2DCF’ye doniisiir. DCF membrandan gegcemez ve
hiicre i¢inde tutunur. Normal sartlarda floresan 6zellikte olmayan DCF, hiicre i¢indeki ROS
ile oksitlenerek floresan 6zellikteki DCF’ye doniisiir. Floresan DCF olusumu, hiicre i¢i ROS

miktarinin belirteci olmaktadir (84).
2.9. Wound Healing (Yara Iyilesme) ile Hiicre Gogiiniin Belirlenmesi

Yara iyilesme deneyi, hiicre hareketi sirasinda hiicreleri gorsellestirme agisindan
siklikla kullanilan bir yaklagimdir. Yontem, bir bolgedeki hiicrelerin  ortamdan
uzaklagtirilmasi ve o bolgeye dogru hiicre hareketinin indiiklenmesi esasina dayanmaktadir.
Kollektif hiicre hareketinin hiicresiz bolgeye dogru yonelimi mikroskobik olarak
belirlenmektedir (85).

2.10. Western Blot Yontemi ile Protein Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Western blot, protein ekspresyonlariin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemlerden
biridir. Bu teknikte, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE)
yiiriitillen 6rneklerin, hedef proteine 6zgi birincil ve ikincil antikorlar ile isaretlenmesi ve
spektrofotometrik Olgiimler ile protein absorbanslarmin tespiti gerceklestirilir. Protein
etkilesimleri, protein ekspresyonundaki degisimler gibi calismalarda siklikla tercih
edilmektedir (86).

2.11. Cahismada Kullanilan Fotosensitizerlerin Sentezi
Calismada kullanilan fotosensitizerlerin sentezi KTU Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii
Anorganik Kimya AbD’de gergeklestirilmistir.

Calismada kullanilan piperazin ¢evreli silisyum ftalasiyaninlerin sentezi igin
baslangic maddeleri olarak kullanilan 1-(2-furoil) piperazin (1) ve 2,3-dibromopropan-1-ol
(2a) ticari olarak satin alindi. 5a, 5b, 6a ve 6b nolu bilesiklerin yapisinda kullanilacak olan
3a ve 3b nolu bilesiklerin sentezi gergeklestirildi. 3a nolu bilesigin sentezi i¢in N2 gaziyla

doldurulmus reaksiyon ortamina, dnce, belli miktar kuru asetonitrilde ¢6ziinmiis 2 mol amin
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(1) ilave edildikten sonra, tizerine 2 mol kuru K>.COs ilave edildi ve oda sicakliginda, yarim
saat karistirildi. Bu silire sonunda, ortama belli miktar kuru asetonitrilde ¢oziinmiis 1 mol
(2a) nolu madde damla damla ilave edildi ve reaksiyon 3-5 giin kaynatildi. Reaksiyonun
gidisati (stiresi), TLC kontrollii olarak takip edildi ve buna gore, reaksiyon sonlandirildi. 3b
nolu bilesigin sentezi i¢in, N2 gaziyla doldurulmus reaksiyon ortamina, 6nce belli miktar
kuru asetonitrilde ¢6ziinmiis 1 mol amin (1) konduktan sonra, tizerine 2 mol kuru K2CO3
ilave edilecek ve oda sicakliginda yarim saat karistirildi. Bu siire sonunda, ortama belli
miktar kuru asetonitrilde ¢oziinmiis 1 mol (2b) nolu madde damla damla ilave edildi ve
reaksiyon 3-5 giin kaynatildi. Reaksiyonun gidisati (siiresi), TLC kontrollii olarak takip
edildi ve buna gore, reaksiyon sonlandirildi. Nihai molekiiller (3a, 3b), saflagtirilarak
(kristallendirme veya kolon/preparatif kromatografisi) uygun spektroskopik yontemlerle
(IR, *H/*3C-NMR, kiitle ve elementel analiz) yapis1 aydinlatildi (87).

2.11.1. 5a ve 5b nolu Silisyum Ftalosiyaninlerin Sentezi

N2 gaziyla doldurulmus reaksiyon ortaminda, kuru toluen igerisinde siispanse
edilmis, 1 mol 3a ya da 3b bilesigi ve 1.05 mol NaH (%60) oda sicakliginda 15 dakika
karistirildiktan sonra, iizerine 0.5 mol SiPcClz (4) ilave edildi ve reaksiyon 1-2 giin
kaynatildi. Reaksiyonun gidisat1 (stiresi), TLC kontrollii olarak takip edildi ve buna gore
reaksiyon sonlandirildi. Nihai molekiiller (5a ve 5b), saflagtirilarak (kristallendirme veya
kolon/preparatif kromatografisi) uygun spektroskopik yontemlerle (IR, *H-NMR, UV-vis,
kiitle ve elementel analiz) yapilar1 aydinlatildi (Sekil 5) (87).

2.11.2. Kuaterner Amonyum Formundaki 6a ve 6b nolu Silisyum Ftalosyanin
Bilesiklerinin Sentezi

Yaklasik 30 mg 5a veya 5b bilesigi, 5 ml kuru kloroformda ¢oziildiikten sonra,
tizerine 2 ml CHal ilave edildi ve oda sicakliginda, TLC kontrollii olarak reaksiyon
sonlandirildi. Bu tip reaksiyonlarda, genellikle nihai madde (6a ya da 6b) ortamda
cokmektedir. Coken madde, cam krozeden siiziilerek, aseton ile yikanip kurutuldu. Yapasi,
bilinen klasik spektral yontemler (IR, UV-vis, kiitle ve elementel analiz) yardimiyla

aydinlatildi (Sekil 6) (87).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec
3.1.1. Hiicre Hatlan

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda
yiiriitiilen bu ¢aligmada, meme kanseri hiicre hatlari, MCF-7 (ATCC® HTB-22™) ve MDA-
MB231 (ATCC® HTB-26™) ve normal meme hiicre hattt MCF-10A (ATCC® CRL-
10317™) kullanilmistir. Calismada kullanilan kanserli hiicre hatlar1 tez danismaninin hiicre

koleksiyonundan, normal meme hiicre hatt1 ise Erciyes Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim

Dali’ndan Dog. Dr. Ziihal Hamurcu’dan temin edilmistir.

3.1.2. Kimyasallar

DMEM/F12

Horse serum

Fetal bovine serum
Hidrokortizon

Insiilin

Klorotoksin

Insan epidermal biiyiime faktorii (EGF)
RPMI 1640, HEPES
Penisilin/streptomisin
H.DCFDA

Metanol

L-Glutamin

Potasyum dihidrojen fosfat
[zopropanol

Sodyum dodesil stilfat
Sodyum fosfat dibazik
Sodyum floriir

Sodyum hidroksit

Sodyum Kloriir

Sodyum ortovanadat

Tripan mavisi
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Gibco, 11320033
Thermo, 16050130
Gibco, 10500064
Sigma, H 0888
Sigma, 19278

Sigma, C8052
Thermo, PHGO0313
Gibco, 52400-025
Gibco, 15140-122
Sigma, D6883

Merck, 1.06009.2500
Biological Industries, 752353
Sigma, NIST200B
Applichem, A3928,0500PE
Merck, 822050
Sigma Aldrich, S7907
Sigma Aldrich, S7920
Merck, 1.064.621.000
Merck, 1.06404.1000
Sigma Aldrich, S6508
Sigma Aldrich, T8154



Tripsin-EDTA
Tris-baz
TEMED

Tween 20
3.1.3. Antikorlar
3.1.3.1. Primer Antikorlar

Anti-PARP 1 rabbit monoclonal
Anti-Cleaved PARP1 rabbit monoclonal
Anti-kaspaz-3 rabbit monoclonal

Anti-f aktin

3.1.3.2. Sekonder Antikorlar

Anti-Rabbit-HRP
Anti-Mouse-HRP

3.1.4. Kitler, Markirlar

PE Annexin V Apoptosis Detection Kit |
Clarity TM Western ECL Substrate
Prism Protein Ladder

3.1.5. Cihazlar

Isik cihaz1 semikondiiktor lazer
CO2’li etiiv

Buzdolab1 (+4°C)

Buz makinesi

Derin dondurucu (-20°C)

Derin dondurucu (-80°C)

Dikey elektroforez ve immiinoblot sistemi

Distile su cihazi

Mikroplate okuyucu spektrofotometre

BD Accuri C6 Plus

Hassas terazi

Biological Industries, 741152
Sigma Aldrich, T1503
Applichem, A1148
J.T.Baker, 7374

Abcam, ab32138
Abcam, ab32561
Abcam, ab184787
Abcam, ab184220

Bio-Rad, 170-5045
Bio-Rad, 170-5047

BD Biosciences, 559763
BIORAD, 1705060
Abcam, ab115832

LumaCare LC 122, ABD
Heraeus, Almanya
Arcelik, Tiirkiye
Scottman, Ingiltere
Bosch, Tiirkiye

Thermo, ABD
BIORAD- ABD

GFL 2004, Almanya

Molecular Devices Versemax,

ABD
BD Biosciences, Kanada
Ahaus, ABD



Invert mikroskop

Lamin air flow hood

Chemidoc MP goériintiileme sistemi
Manyetik karistirici
Mikrosantrifiij

Otoklav

Otomatik pipet seti

pH metre

Pipet aid

Sogutmal1 yiiksek devirli santrifiij
Su banyosu

Termocycler

Termomikser

Vorteks

Sonikator

Yiiksek devirli santrifiij
3.1.6. Sarf Malzemeler

Pipet uglar1 (10, 200, 1000 pul)

Kiiltiir flasklart (25 cm? T25 ve 75 cm? T75)
Mikrohacimli kapakl tiipler (1.5 ml)

Pastor pipetleri

Whatmann kagidi 3 MM

Pleyt (6 ve 96 kuyucuklu)

Serolojik pipetler (5, 10 ve 25 ml)

Thoma lami1

Falkon tiipler (15 ve 50 ml)

Enjektor (5 ve 10 ml)
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Nikon, Japonya

Heraeus, Almanya
BIO-RAD, ABD

IKA, ABD

Thermo | EC, ABD
Tutnauer 3150 ELV, italya
Gilson, ABD

Hanna, Portekiz
Drummond Scientific, ABD
Eppendorf 5804, Almanya
Memmert, Almanya
GeneAmp 9700, ABI, ABD
Eppendorf, Almanya
Labinco L-46, Hollanda
Sonics-Vibracell vex500, ABD
Eppendorf 5810, Almanya

Axygene, Almanya
Greiner, Almanya
Greiner, Almanya

Isolab, Almanya
GE-Healthcares, 3030-861
Greiner, Almanya
Greiner, Almanya
Marienfeld, Almanya
Greiner, Almanya

Ayset, Tiirkiye



3.1.7. Soliisyon, Tampon ve Besiyerleri

3.1.7.1. Hiicre Kiiltiirii Besiyerleri

50 ml %10 FBS %1 Pen-Strep iceren RPMI 1640 Besiyeri
Hazirlanisi:

45.5 ml RPMI 1640 besiyeri icerisine 5 ml FBS ve 0.5 ml pen-strep eklenerek

hazirlandi ve +4°C’de muhafaza edildi.
MCF-10A Hiicrelerinde Kullanilan Besiyeri icerigi
Hazirlans:

50 ml besiyeri i¢in 46.410 ml DMEM/F12 besiyeri igerisine, 2.5 ml horse serum, 10
ul EGF (100 pg/ml stok), 25 pl hidrokortizon(1 mg/ml stok), 5 ul klorotoksin (1 mg/ml

stok), 50 ul insiilin, 0.5 ml pen-strep eklenerek hazirlandi ve +4°C’de muhafaza edildi.
EGF Human
Hazirlanisi:

100 pg/ml stok hazirlamak i¢in 1 ml PBS igerisinde 100 mg toz EGF ¢ozdiirtilerek

hazirland1 ve +4°C’de muhafaza edildi.

Hidrokortizon
Hazirlanisi:

1 g toz halindeki hidrokortizondan 1 mg tartilip 1 ml absolut alkolde ¢oziildii.
Hazirlanan ¢6zelti 19 ml besiyerine eklenerek 50 pg/ml hidrokortizon hazirlandi ve +4°C’de

muhafaza edildi.
Klorotoksin
Hazirlanmis:

Ticari olarak satin alinan liyofilize haldeki 1 mg klorotoksin 1 ml steril suda ¢oziildii

ve +4°C’de muhafaza edildi.
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3.1.7.2. Fotosensitizer Maddeler

Calismada kullanilan fotosensitizerlerin molekiiler agirliklar ve miligramlar Tablo 2’de

verildi.

Tablo 2. Fotonsensitizerlerin (ImM/11ml) , molekiiler agirliklar1 ve miligramlari

Kullanilan Molekiiler Agirhk mg
Molekiil (g/mol)
S5a 1371.534 15.0865
5b 1075.210 11.8272
6a 2507.046 27.577
6b 1642.966 18.0719

5a Soliisyonu (Stok)
Hazirlanisi:

1371.534 g/mol molekiiler agirliga sahip 5a toz haldeki madde hassas terazide
15,0865 mg tartilarak 11 ml DMF’de ¢6ziildii. Stok soliisyon 1 mM olacak sekilde hazirlandi

ve karanlikta, oda 1sisinda muhafaza edildi.
5b Soliisyonu (Stok)
Hazirlanisi:

1075.210 g/mol molekiiler agirhiga sahip 5b toz haldeki madde hassas terazide
11.8272 mg tartilarak 11 ml DMF’de ¢6ziildii. Stok soliisyon 1 mM olacak sekilde hazirlandi

ve karanlikta, oda 1s1sinda muhafaza edildi.
6a Soliisyonu (Stok)
Hazirlanisi:

2507.046 g/mol molekiiler agirliga sahip 6a toz haldeki madde hassas terazide 27.577
mg tartilarak 11 ml DMF’de ¢oziildii. Stok soliisyon 1 mM olacak sekilde hazirland1 ve

karanlikta, oda 1s1sinda muhafaza edildi.
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6b Soliisyonu (Stok)
Hazirlanisi:

1642.966 g/mol molekiiler agirhia sahip 6b toz haldeki madde hassas terazide
18.0719 mg tartilarak 11 ml DMF’de ¢6ziildii. Stok soliisyon 1 mM olacak sekilde hazirland1

ve karanlikta, oda 1s1sinda muhafaza edildi.
3.1.7.3. Hiicre Canhiik Analizi Soliisyonlari
MTT Soliisyonu

Hazirlanisi:

Ticari olarak temin edilen toz haldeki MTT den 0.1 g tartilip 20 ml PBS’te ¢oziildii.
Filtre edildi ve 1 ml ependorflara alikot yapildi. -20° C’de karanlikta muhafaza edildi.

3.1.7.4. Akridin Oranj/Etidyum Bromiir Boyama Soliisyonlari
Akridin Oranj Soliisyonu (Stok)
Hazirlanisi:
5 mg akridin oranj, 1 ml PBS igerisinde ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi.
Etidyum Bromiir Soliisyonu (Stok)
Hazirlanisi:
3 mg etidyum bromiir, 1 ml PBS igerisinde ¢6ziilerek stok soliisyon hazirlandi.
Akridin Oranj/Etidyum Bromiir Calisma Soliisyonu
Hazirlanisi:

AOI/EB stok soliisyonlarindan 1’er ul alinarak, 1 ml PBS igerisine eklendi ve galigma

soliisyonu hazirlandi. Oda sicakliginda ve karanlikta muhafaza edildi.
3.1.7.5. H2DCFDA soliisyonu (Stok)
Hazirlanisi:

Ticari olarak satin alinan toz halindeki H.DCFDA boyasinin molekiil agirlig1 487.29
g/mol olacak sekilde toz madde 5.8 mg tartilip 3000 ul DMSO da ¢oziildii. 4000 pM olacak
sekilde stok hazirlandi ve +4 ° C’de muhafaza edildi.
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3.1.7.6. Western Blot Soliisyonlar:
Ayirma Jel Tamponu (1.5 M, Tris-HCI pH 8.8)
Hazirlanisi:

36.33 g tris (Ma: 121.14 g/mol) 180 ml deiyonize suda ¢oziilerek, HCI ile pH 8.8’e
ayarlandi. Toplam hacim deiyonize su ile 200 ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda

muhafaza edildi.
Yiikleme Jel Tamponu (0.5 M, Tris-HCI pH 6.8)
Hazirlanisi:

6.057 g tris 90 ml deiyonize su igerisinde ¢oziilerek, HCI ile pH 6.8’e ayarlandi ve

toplam hacim deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edildi.
%10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Hazirlanisi:

10 g SDS (Ma: 288.372 g/mol) 100 ml deiyonize suda ¢oziilerek oda sicakliginda
muhafaza edildi.

Tris Glisin Tamponu (10X)
Hazirlanisi:

30.3 g tris ve 144 g glisin (Ma: 75.07 g/mol), 1 litre deiyonize suda ¢oziilerek oda
sicakliginda muhafaza edildi.

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (1X)
Hazirlanisi:

10X tris glisin tamponu 1X olacak sekilde seyreltildi ve 10 ml %10’luk SDS ilave

edilerek son hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.
SDS-PAGE Transfer Tamponu (10X)
Hazirlanisi:

10X tris glisin tamponu 1X olacak sekilde seyreltildi ve 200 ml metanol ilave

edilerek son hacim distile su ile 1 litreye tamamland.
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Amonyum Persiilfat (%10 APS)
Hazirlanisi:

100 mg APS (Ma: 228.18 g/mol), 1 ml deiyonize suda ¢oziilerek +4°C’de muhafaza
edildi.

SDS-PAGE Yiikleme Tamponu
Hazirlanisi:

Toplam hacim 10 ml olacak sekilde 0.25 M tris-HCI pH 6.8, %10 SDS, %50 Gliserol,
%00.01 Bromofenolmavisi hazirlandi ve -20°C’de muhafaza edildi. Kullanimdan 6nce son

konsantrasyonu 0.5 M olmak iizere DTT eklendi.
Fosfat Buffer Saline (PBS), 10X Stok, pH:7.4
Hazirlanisi:

1 litre distile su igerisinde, 2 g 2.7 mM KCL (Ma: 74.56 g/mol), 80 g 1.37 M NacCl
(Ma: 58.44 g/mol), 2 g 1.4 mM KH2PO4 (Ma: 136.09 g/mol), 11 g 4.3 mM NaxHPO4 (Ma:
141.96 g/mol) hazirlanarak 1N HCI ile pH: 7.4’¢ ayarlandi.

10X TBS Stogu
Hazirlanisi:

800 ml distile su igerisinde 24g tris HCL, 5.6 g tris-baz, 88 g NaCl (Mw: 58.44 g/mol)
hazirland1 ve pH 1N HCl ile 7.6’ya ayarlandi.

IX TBST
Hazirlanisi:

10X TBS’ten 50 ml alinarak 450 ml dH20 ile 1X TBS hazirlandi. %20’lik Tween 20
soliisyonundan son konsantrasyon %0.05 olacak sekilde eklendi ve oda sicakliginda

saklandi.
PBS, %60.05 Tween 20
Hazirlanisi:

10X PBS stogundan 10 ml ve %20’lik Tween 20 soliisyonundan 250 pl alinarak son

hacim deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlandi ve oda sicakliginda muhafaza edildi.
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%20 Triton-X 100
Hazirlanisi:

10 ml Triton-X 100 deterjaninin tizerine 40 ml deiyonize su eklenerek son hacim 50
ml’ye tamamlandi. Triton-X 100°lin tamaminin ¢oziilebilmesi igin ¢ozelti bir miiddet 1s1tild1

ve ardindan +4°C’de muhafaza edildi.
RIPA Hiicre Patlatma Tamponu (10X Stok)
Hazirlanisi:

Son konsantrasyonlari, 150 mM sodyum kloriir, 1 mM EDTA, 50 mM tris-HCI
pH:8.0, %1 triton-X 100, %0.5 sodyum deoksikolat ve %0.1 SDS olacak sekilde soliisyonlar

ilave edildi ve son hacim 50 ml’ye tamamlandi.
RIPA Hiicre Patlatma Tamponu (1X)
Hazirlanisi:

Son konsantrasyonlari 1X RIPA, 1X PI, 1X NaPPi, 10X NaVan, 5X NaF ve 20X
PMSF olacak sekilde soliisyonlar ilave edildi ve deiyonize su ile son hacim 1 ml’ye

tamamlandi.
Proteaz Inhibitor Kokteyli
Hazirlanisi:

1 adet Complete Mini Tablet (Roche), 1 ml ¢ift distile su i¢inde ¢oziildii ve -20°C’de
muhafaza edildi.

Fosfataz Inhibitorleri
20X Sodyum Pirifosfat (NaPPi-100 mM)
Hazirlanisi:
4.44 ¢ NaPPi, 100 ml ¢ift distile suda ¢oziildii ve +4°C’de muhafaza edildi.
100X Sodyum Ortovanadat (NaVan-200 mM)
Hazirlanisi:

3.68 g NasVVO4 90 ml cift distile su igerisinde ¢oziildii. 1 N NaOH kullanilarak pH

10.0’a ayarland1 ve sar1 renkli soliisyon renksiz olana kadar kaynatildi. Oda sicakligina
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gelene kadar beklendikten sonra pH tekrar dlciilerek 10.0’a ayarlandi ve hacim 100 ml’ye
tamamlandi. Alikotlanarak -20°C’de muhafaza edildi.

50X Sodyum Floriir (NaF-1 mM)
Hazirlanisi:

4.2 g NaF, 100 ml ¢ift distile su igerisinde ¢oziildii ve alikotlanarak -20°C’de
muhafaza edildi.

100X PMSF (100 mM)
Hazirlanisi:

0.174 g PMSF, 10 ml etil alkol icerisinde sulandirild1 ve alikotlanarak -20°C’de
muhafaza edildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri %10 FBS ve %1 pen-strep iceren
RPMI 1640 besiyeri ile 37°C’de %5 CO; igeren etiivde kiiltiire edildi.

MCF-10A normal meme hiicreleri, %5 horse serum, 20 ng/ml EGF, 0.5 ng/ml
hidrokortizon, 100 ng/ml klorotoksin, 10 pg/ml insiilin, %1 pen-strep igeren DMEM/F12
besiyeri ile 37°C’de %5 CO: igeren etiivde kiiltiire edildi.

Hiicreler mikroskobik olarak kontrol edilip yogunluklar1 gézlendi. Flaskta %70-80
yogunluga ulastiklarinda pasajlama islemleri gergeklestirildi. Pasajlama isleminde, flaskta
tutanan hiicrelerin ylizeyinde bulunan besiyeri dokiilerek flask Sml PBS ile yikandi.
Hiicreleri tutunduklari yiizeyden uaklagtirabilmek i¢in, yiizeyi kaplayacak kadar Tripsin-
EDTA soliisyonu (T75 flask icin ortalama 2 ml) hiicreler lizerine eklenerek 37°C’de 3-4
dakika (dk) inkiibe edildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi invert mikroskopta kontrol edildi
ve tripsini durdurmak i¢in ortama %10 FBS igeren besiyeri ilave edildi. Flasklardan toplanan
hiicreler 15 ml falkon tiiplere alinarak 1200 rpm’de 5 dk santrifiijle ¢oktiiriildii ve besiyeri
ile tekrar siispanse edilerek yeni flasklara aktarildi. Pasajlama islemi tamamlanan hiicreler,

37°C %5 COz igeren etiivde kiiltiire edildi.
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3.2.2. Hiicrelerin ikilenme Zamaninin (Doubling Time) Belirlenmesi

Hiicrelerin ikilenme zamaninin belirlenmesi c¢alismalarda kullanilacak hiicre
sayisinin ayarlanmasi, PDT uygulanan hiicrelerin canlilik deneyleri 6ncesi inkiibasyonlari
gibi etmenleri belirlemek agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu ve benzeri durumlar igin
hiicrelerin ikilenme zamanlar belirlendi. Ikilenme zamanini belitlemede izlenen yol belli

sayida hiicre ekimi ve hiicrelerin giinliik sayimi ile yapildu.
3.2.2.1. Tripan Mavisi ile Hiicre Sayim

Hiicrelerin ikilenme zamanlarinin belirlenmesi i¢in oncelikle hiicreler tripan mavisi
ile boyanarak sayildi. Hiicre siispansiyonundan ve tripan mavisinden 1:1 oraninda alinip bir
ependorf tiip iginde pipetaj ile karistirildi. Thoma lamina lamel yerlestirildi ve hiicre boya
karisimi kareler igeren bodlgeye yayildi. Invert mikroskop altinda inceleme yapildi. Parlak

goriinen hiicreler canli; mavi boya almis olan hiicreler ise 6lii hiicre olarak degerlendirildi.

Thoma laminda sayim yapildiktan sonra total canli hiicre sayis1 “(Hiicre sayis1/2) x

diliisyon faktérii x 10* x siispansiyon hacmi”formiilii ile hesaplandi.

3.2.2.2. ikilenme Zamaninin Belirlenmesi

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicreleri ayr1 ayr1 sayildi ve hiicre sayisi
formiilii ile hesaplandi. Her bir hiicre hatti i¢in 24, 48, 72 ve 96. saatler i¢in 4 adet T75 flask
hazirlandi. Sayisi belirlenen hiicreler flaska ekildi ve 0. saat olarak kabul edildi. Diger saatler
icin hiicreler tripsinize edildi ve tekrar sayildi. 96. saat flaskindaki hiicrelerde sayildiktan
sonra hiicre sayilar1 ve sayildiklar1 saatler kullanilarak biiyiime egrileri ¢izildi ve ikilenme

zamanlari bu egriye gore belirlendi.
3.2.3. Fotodinamik Terapi Yontemi

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicreleri deneye bagli olarak 96 kuyucuklu
pleytlere 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde veya 6 kuyucuklu pleytlere ortalama 4x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde ekilip 18 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi hiicreler PBS ile

yikandi. Farkli dozlarda piperazin ¢evreli silisyum ftalosyanin igeren besiyeri;
M1xV1=M2xV> (Esitlik 1)

(M1=stogun mikromolari, VI1=alinacak miktar, M2=istenilen mikromolar, V2=istenilen

miktar) “Esitlik 1" denklemi kullanilarak ayarlandi.
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Istenilen dozlarda fotosensitizerler ile hiicreler muamele ettirildi ve 4 saat siireyle
37°C’de karanlikta %5 CO: igeren etiivde inkiibe edildi. Bu prosediirleri takiben, 1sik
verilecek pleytin 4 kenarina ve ortasina diisen 151k miktar1 sensor ile olgtildiikten sonra,
istenilen 151k dozu istenilen J =Wxs formiilii ile siire bulunarak PDT uygulamasi
gerceklestirildi. Hiicreler semikondiiktor lazer (LumaCare LC 122) araciligi ile her bir saat
icin 10 j/cm? enerji yogunlugunda 680 nm dalga boyuna sahip kirmiz1 LED 15182 maruz
birakildi. Bunun ardindan yaklasik 18 saat 37°C'de karanlik ortamda etiivde inkiibe edildi.

3.2.4. MTT Yontemi

Fotosensitizer muamelesi sonrasi bir gecelik inkiibasyonun ardindan hem 1s18a
maruz birakilan hem de karanlikta tutulan kontrol hiicre pleytlerinin her kuyucuguna 10 ul
MTT boyasi eklendi ve pleytler 37°C’de yaklasik 3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
pleytlerin her bir kuyucuguna 100 pl DMSO ilave edilerek pleytler etiivde 30 dk inkiibe
edildi. Sar1 renkli tetrazolium tuzlarinin, yalnizca canli hiicrelerde mor renkli formazan
kristallerine donlismesiyle olusan mor renk siddetinin absorbansi, 570 nm’de

spektrofotometrik olarak ol¢iildii.
3.2.5. Akridin Oranj/ Etidyum Bromiir (AO/EB) Boyama

6 kuyucuklu pleytlerde bulunan PDT uygulanmis ve kontrol grubu hiicreleri PBS ile
yikand1 ve tripsinize edildi. 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edilip silipernatant uzaklastirildi.
Pellette bulunan hiicreler 1 ml PBS ile siispanse edildi. Alkolle temizlenmis lamlarin
tizerinde 10 pl boya ¢ozeltisi ve 10 pl hiicre siispansiyonu karistirilarak floresan mikroskopta
analiz edildi. Niikleusu yesil boyanan hiicreler canli olarak degerlendirildi. Niikleusu
turuncu boyanan ve apoptotik morfolojiye 6zgii sitoplazmik baloncuklarin gozlendigi
hiicreler apoptotik ve niikleusu tamamen turuncu ve/veya kirmizi boyanan hiicreler ise

nekrotik olarak degerlendirildi.
3.2.6. Annexin V/7TAAD isaretleme Yontemi ile Apoptoz Tayini

6 kuyucuklu pleytlere ekilen ve PDT islemine maruz birakilan 5a, 5b, 6a ve 6b
muameleli, muamelesiz ve karanlik kontrol seklinde hazirlanan MCF-7, MDA-MB-231 ve
MCF-10A hiicrelerindeki apoptotik degisimi flow sitometrik olarak gdstermek i¢in annexin
V/ TAAD isaretleme yapildi. Hiicreler PDT’den sonra 1 gece 37°C etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra hiicreler tripsinize edilip 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi ve pellet 2 kez soguk PBS ile yikandi. Yikamalardan sonra 1200
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rpm 5 dk santrifiij tekrarlandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra annexinV kitinde
bulunan 10X binding buffer steril su ile 1X hale getirildi. Hiicre pelleti 1X binding bufferda
siispanse edildikten sonra her 6rnek i¢in hazirlanan ependorflara 100 pl 6rnek alindi.
Ependorflara alinan hiicrelere 2 ul annexin 2 pl 7AAD boyasi eklenip pipetaj yapildi. Boya
eklenen hiicreler karanlikta ve oda sicakliginda hiicreler 15 dk inkiibe edildikten sonra flow

sitometri cihazindan analiz gergeklestirildi.
3.2.7. Hiicre Icinde Olusan ROS Miktarmin Tayini

Lamellerin yikanmasi: 24x24 mm lameller 6nce musluk suyundan gegirilip sonra
yiizeylerini otoklavlanmis distile su kaplayacak sekilde 1 gece inkiibe edildi. Su
bosaltildiktan sonra lameller 0.1N HCl ile 1 saat ¢alkalanarak inkiibe edildi. 1 saatin sonunda
HCI dokiildii ve lameller 4 kez distile su ile yikandiktan sonra bir kere daha su koyulup 1
saat calkalanarak yikama yapildi. Su tekrar uzaklastirtlip %70 alkol ile son yikama
gerceklestirildi. Lameller steril kabine koyuldu ve kuruyana kadar bekletildi. Yiizeyine

parafilm serilmis genis pleytlere yerlestirildi. Bu sekilde 2-3 saat UV 1s181na maruz birakildu.

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicreleri tripsinize edildi. 1200 rpm de 5 dk
santrifiij edildikten sonra siipernatant dokiiliip pellet 5 ml besiyeri ile resilispanse edildi. 20
ul hiicredeki hiicre miktari sayildi. Yikanan lameller 6 kuyucuklu pleyt igerisine yerlestirildi.
2 ml besiyerinde 450 000 hiicre/kuyu olacak sekilde kuyulara ekildi. Hiicrelere fotosensitizer
muamelesi ve 151k uygulamasi gerceklestirildi. Hiicreler 1 gece etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra hazirlanmis stok H.DCFDA boyasindan PBS icerisinde 4 uM olacak
sekilde ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Hiicrelerden besiyeri pipetaj ile uzaklastirildi. 3 kere
PBS ile yikandi. 1 ml ROS boyasi igeren PBS hiicrelere eklendi. 30 dakika 37°C’de
karanlikta %5 CO igeren etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra PBS uzaklastirilip taze
PBS ile 3 kez yikandi. Lameller alkol ile yikanis lam {izerine yerlestirildi. Floresan
mikroskopta 490-520 nm dalga boyu 1sikta goriintiileme yapildi.

3.2.8. Wound Healing (Yara lyilesme) Yontemi ile Hiicre Hareketinin Belirlenmesi

MCEF-7 ve MDA-MB-231 metastatik hiicre hatlarinda SiPc’lerin metastaza etkilerini
incelemek icin yara iyilesme deneyi gerceklestirildi. Deneyde 70 bin hiicre/ml 1518a maruz
birakildi ve karanlik kontrol grubu olacak sekilde 24 kuyucuklu pleytlere ekildi. %80
yogunluga ulasan hiicreler etkin dozdaki fotosensitizerler uygulanarak 4 saat inkiibe edildi.
Daha sonra hiicreler 10 j/cm? 1s13a maruz birakildilar. Karanlik kontrol grubu hiicreleri ve

151k alan hiicrelerde 200 pl pipet ucuyla diiz bir ¢izik olusturuldu. Cizik olusturuldaktan
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sonra ortamdaki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Ortama serumsuz
besiyeri eklenerek 0. saat goriintiileri invert mikroskopta fotograflandirildi. Etiive kaldirilan
hiicreler 24, 48 ve 72. saatte tekrar fotograflandirilirak go¢ etme oranlari ImageJ programi
ile belirlendi. Belirlenen degerler dogrultusunda, yaranin iyilesme yiizdeleri Microsoft Excel

programinda;

Yara iyilesme (%) = [1—(24. saatteki ¢izigin agiklig1)/(0. saatteki ¢izigin aciklig1)]*x100%
formiiliiyle hesaplandi (88, 89).

3.2.9. Western Blot Yontemi
3.2.9.1. Hiicrelerden Protein Izolasyonu

6 kuyucuklu pleytlere ekilen muamelesiz, muameleli, karanlik ve 1s1k uygulanmig
hiicreler tripsinize edilerek ependorflara toplandi. 2 kez soguk PBS ile yikandi ve 4°C
sogutmal1 santrifiijde 1200 rpm hizda 5 dk santrifiij ettirildi siipernatant pipet yardim ile
uzaklastirildi. Hazirlanan RIPA patlatma tamponu (Tablo 3) hiicre pelletine 200 ul eklendi
ve pipetaj yapildi. Ependorflar buz icerisine yerlestirilerek 30 dk orbital ¢alkalayicida
salland1. 30 dk sonra sonikatorde hiicreler 5 s uygulama 25 s ara vermek iizere 5 kere sonike
edildi. Islem tamamlandiktan sonra sogutmali santrifiijde maksimum hizda 10 dk santrifiij
edildi. Stipernatant hazirlanan yeni tiiplere aktarildi. Hazirlanan 6rnekler -20 °C de muhafaza
edildi.

Tablo 3. RIPA patlatma tamponunun igerigi

Icerik Konstantrasyon Son Karisimin

(mM /X) konsantrasyon icerigi
RIPA buffer 10X 1X 0.400 ml
EDTA 500 mM 2 mM 0.016 ml
Plwo 10 mM EDTA 10X 1X 0.400 ml
NaPPi 10X 1X 0.400 ml
NaF 50X 1X 0.080 ml
NaVan 100X 1X 0.040 ml
PMSF 100X 1X 0.040 ml
ddH20 2.624 ml
Toplam 4 mi

29



3.2.9.2. BCA Kiti ile Protein Konsantrasyonunun Olgiilmesi

Protein lizatinin konsantrasyonunn o&lgiilmesi i¢in BCA protein konsantrasyonu
olgiim kiti kullanildi. Firmanm 6nerdigi sekilde dlgiim yapildi. ilk olarak konsantrasyonu
bilinen BSA (2 mg/ml) standartindan 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 pg/ml’lik
diliisyonlar hazirlandi. Hazirlanan standart ile konsantrasyonu olgiilecek protein lizatindan
96 kuyucuklu pleyte 25 ul/kuyucuk olacak sekilde koyuldu. Kitte bulunan soliisyon A’dan
50 kat ve soliisyon B’den 1 kat eklenerek ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyondan
protein lizati ve BSA standart1 bulunan kuyulara 200 ul eklendi. Yesil renk olan ¢alisma
sollisyonu protein yogunlugu ile mor renge doniisti. Bu renk degisimi 562 nm dalga
boyunda pleyt okuyucuda olgiildi. Standart kullanilarak OD degeri ve protein
konsantrasyonuna dayali standart egrisi Excel programinda olusturuldu. Protein

konsantrasyonlari bu standart egri kullanilarak hesaplandi.
3.2.9.3. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi
Ayirma Jeli

Protein diizeyinde incelenecek apoptotik belirte¢ proteinleri olan 35 kDa molekiiler
agirligindaki kaspaz-3, 89 kD molekiiler agirligindaki PARP1 ve 116 kD molekiiler
agirligindaki kesilmis PARP1 proteinlerinin molekiiler agirliklarina gore %10 ve %7.5
konsantrasyonlarda jeller hazirlandi. Jel hazirlanamada kullanilan kisa ve uzun camlar
temizlenip jel hazirlama standina yerlestirildi. Tablo 4’deki ajanlar ve miktarlari ile birlikte
jeller hazirlandi. Hazirlanan jel dikey sekilde yerlestirilmis camlara dokiilerek kalan kismi

dolduracak kadar izopropanol ile hava temasi engellendi.

Tablo 4. %10’luk ve %7.5’luk ayirma jelinin igerigi

Icerik %10 (1 mm) %7.5
ddH20 2.43 ml 2.73 ml
Acrylamid (%40 acrylamid mix) 1.25 ml 0.94 ml
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1.25 ml 1.25 ml
%10 SDS 0.05 ml 0.05ml
%10 APS 0.05ml 0.05ml
TEMED 5ul 5ul

Toplam 5mi 5ml
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Yiikleme Jeli

45 dk sonra ayirma jelinin polimerlestigi kontrol edildi ve polimerlesen jelden
izopropanol uzaklastirilarak distile su ile temizlendi. Yiikleme jeli Tablo 5’de belirtilen
ajanlar ile hazirlanarak ayirma jelinin iistiindeki boluga dokiildii. Camlar aras1 1 cm bosluga
uygun 15 kuyucuklu taraklar yiikleme jeli dokiildiikten sonra camlar arasina tam oturacak

sekilde yerlestirildi. 45 dk polimerlesme i¢in beklendi.

Tablo 5. %5°lik yiikleme jeli igerigi

Icerik %5, 1X (Imm)
ddH20 3.14 ml
Acrylamid (%40 acrylamid mix) 0.50 ml

1.5 M Tris-HCI pH 6.8 1.25 ml
%10 SDS 0.05 ml
%10 APS 0.05 ml
TEMED 3ul
Toplam 5ml

3.2.9.4. Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Hazirlanan 6rnekler 5X yilikleme boyasi ilave edilerek son hacim 1X olacak sekilde
20 pl boya 5 pul 6rnek yeni tiiplere koyuldu. Boya ihtiva eden yeni tiipler 95°C de 6 dk
kaynatildi. Onceden hazirlanmis 15 kuyucuklu %10’luk ve %35’lik jellere belirlenen
hacimlerde yiikleme yapildi. Yiiriitme buffer: i¢ine yerlestirilen protein yiiklii jeller 6nce 75

voltta 15 dk, sonra 100 voltta 60-90 dk yiritiildi.
3.2.9.5. Islak Blotlama

Yiriitiilme islemi biten SDS-PAGE jellerinin goriintiileme i¢in PVDF (Poli-viniliden
florlir) membrana sandvi¢ modeli olusturularak aktarimi gerceklestirildi. Bu amacla 2 adet
slinger yatak, 4 adet whatman kagidi transfer mebraninda 1slatildi. PVDF membran 6nce
metanolde sonra transfer tamponunda 1slatildi. 2 cam arasinda bulunan jel bir spatula yardimi
ile ayirilip diiz ylizey yukarda kalacak sekilde islatilmis whatman kagidina koyuldu.
Blotlama kasedi iizerine yerlestirilmis 1 siinger yatak ve 2 whatman kagidi {izerine

yerlestirilen jelin istiine hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek PVDF membran
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yerlestirildi. Tekrar transfer tamponu ile 1slatilarak iist tarafada 2 adet whatman 1 adet stinger
yerlestirlip sandvi¢ modeli olusturuldu. Blotlama kasedi, anot siyah tarafta ve katot kirmizi
tarafta olacak sekilde transfer tamponu igeren tanka yerlestirildi. Tank buz haznesi igerisinde
ve magnetik karistirici bulunduracak sekilde hazirlandi. Transfer +4°C’de 100 voltta bir saat
yapildi. Blotlama islemi ger¢eklestikten sonra membran TBST ile yikandi. Bloklama igin
%S5 siit tozu/TBST ile 1 saat orbital karistiricida inkiibe edildi.

3 adet primer antikor ve uygun sekonder antikor triin katologundaki bilgiler
dogrultusunda diliisyonlar hazirlandi. Bloklama islemi tamamlanandiktan sonra proteinlerin
immiinoblot islemlerinde membranlar hazirlanan primer antikorlar ile 1 saat yikandiktan
sonra yarim saat TBST ile yikandi. Ayni islem sekonder antikorlada gercgeklestirildi.
Yikamalar tamamlandiktan sonra membranlar iizerine Clarity™ Western ECL Substrate

eklendi ve ChemiDoc MP goriintiileme sisteminde goriintiilendi.

3.2.10. istatistiksel Analizler

Calismadaki deneylerin istatistiksel analizleri GraphPad Prism programu ile yapildi.
Programda her grup i¢in p degeri, t test (nonparametric test) ile hesaplandi ve 0.05’ten kii¢iik

olan istatistiksel degerler anlamli, 0.05’ten biiyiik olanlar ise anlamsiz olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu caligmada, piperazin ¢evreli SiPc’nin 680 nm dalga boyundaki 11k ile etkilesimi
sonucu meme kanseri hiicre hatlarinda ROS olusumu ve bunu takiben hiicrelerin apoptoza
yonlendirilmesi amag¢lanmistir. Yeni sentezlenmis SiPc’lerin normal meme hiicrelerini
etkilemeden kanser hiicreleri {izerinde olusturdugu sitotoksik etkinin incelendigi bu
calismada, karanlik kontrol grubu (SiPc ile muamele edilen ve 1s18a maruz birakilmayan),
muamelesiz grup (SiPc ile muamele edilmeyen ve 1s1ga maruz birakilan), muameleli grup
(SiPc ile muamele edilen ve 680 nm dalga boyundaki 1s1ga maruz birakilan) ve higbir
uygulama yapilmayan hiicre gruplart olmak iizere dort farkli ¢aligma grubu kullanild:.
SiPc¢’lerin etkin doz degerleri, MTT canlilik testiyle belirlendi. Belirlenen etkin dozlardaki
SiPc molekiillerinin, 680 nm dalga boyunda ve 10j/cm? enerji yogunlugundaki 1sik
varhiginda hiicrelere uygulanmasinin ardindan apoptotik hiicre yiizdeleri Annexin V/7AAD
testi ile belirlendi. Hiicrelerde olusan ROS, H.DCFDA boyasi ile floresan mikroskopta tespit
edildi. PDT’nin hiicre hareketi tizerindeki etkisi, metastatik hiicre hatlar1 olan MDA-MB-
231 ile MCF-7 hiicrelerinde ve kontrol olarak kullanilan MCF-10A normal meme
hiicrelerinde wound healing (yara iyilesme) yontemiyle incelendi. Calismada ayrica pro-
apoptotik bir protein olan kaspaz-3 ile apoptoz indikatorii PARP1 ve kesilmis PARP1

proteinlerinin ekspresyonlarindaki degisim western blot yontemiyle incelendi.
4.1. Hiicrelerin Morfolojik ve Fenotipik Ozellikleri

Calismada, meme kanseri 6zelligi tasiyan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 ile
kontrol olarak kullanilan MCF-10A normal meme hiicre hatt1 olmak iizere ii¢ farkli hiicre

hatt1 kullanildi. Bu hiicre hatlar1 epitel kokenli olup adheren hiicre 6zelligi gostermektedir.
4.2. Hiicre Kiiltiirii

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 ile kontrol olarak kullanilan
MCF-10A normal meme hiicre hatti, ATCC tarafindan 6nerilen besiyerleri ile kiiltiire edildi.
Hiicrelerin yogunluk ve canliliklart her giin mikroskobik olarak kontrol edildi. Flask
yiizeyinde yogunlasmanin yaklasik %70-80 diizeyine ulastig1 durumlarda hiicreler yikanip
tripsinize edilerek pasajlandi. Calismaya, hiicrelerin biiyiime karakteristiklerini belirlemek
i¢in sayilarmi iki katina ¢ikardiklari zamanin (doubling time) tespiti ile baslandi. Hiicrelerin
ikilenme zamanlarinin tespiti i¢in 0, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde hiicre sayimi yapilarak

biiyiime egrileri ¢izildi. ikilenme zamanlar;, MCF-10A hiicre hattinda; 23.85 saat, MCF-7
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hiicre hattinda; 27.98 saat ve MDA-MB-231 hiicre hattinda; 29.75 saat olarak belirlendi

(Resim 1).

Doubling Time = 23.85=in(2)0.0261

Growth Rate = 0.0291

Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time
Equation : amount=714500,067"¢ 0291tme

At t=0, calculated cell concentration = 714500.0967

Exponential Curve Fitting

Doubling Time = 27.98s=in(2)0.0248
Growth Rate = 0.0248
Growth Rate = numbe
Equation : amount=95

Att=0, calculated cell concentration = 958765.9557

Exponential Curve Fitting

Doubling Time = 29.75=in(2)0.0233

Growth Rate = 0.0233

Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time
Equation : amount=683756.2265'¢ %233"me

At t=0, calculated cell concentration = 683756.2265

Exponential Curve Fitting

40 60 80 100 2

B) ) b Time C) ‘ ,"mcz‘ ‘

Mesured N
® Mesu e Computed @ Mesured - Computed @ Mesured

== Computed

A

Resim 1. Calismada kullanilan hiicre hatlarinin bityiime egrileri. A) MCF-10A, B) MCF-7,
C) MDA-MB-231

4.3. Canlilik Analizleri

4.3.1. Piperazin Cevreli Silisyum Ftalosiyaninlerin Hiicre Canlihg Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi
4.3.1.1. 5a ve 5b’nin Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

5a ve 5b fotosensitizer bilesiklerinin, MCF-10A, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre
hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkilerinin tespiti MTT hiicre canlilik testi ile gergeklestirildi.
5a i¢in 0.10-0.60 uM, 5b i¢in ise 0.03-0.20 uM arasinda degisen dozlar kullanildi. PDT
uygulamalarinda, 10 j/cm? enerji yogunlugunda ve 680 nm dalga boyunda 151k kullanildi.
Kullanilan ii¢ hiicre hattinda da, 5a ve 5b muamelesi yapild1 fakat 1518a maruz birakilmayan

karanlik kontrol gruplarinda yiiksek oranlarda (%95) canlilik goriildii (Resim 2-3).

5a maddesinin etkin dozu olarak belirlenen 0.30 uM dozu uygulandiginda, MCF-
10A, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarindaki canlilik yilizdeleri sirasiyla %80.9, %59.4
ve %54.5 olarak belirlenmistir. 5a muamelesi yapilan fakat 151k uygulanmayan karanlik
kontroller ve 5a muamelesi yapilmayip sadece 151k uygulanmis kontrol hiicrelerinde ise

genel olarak ortalama %95 canlilik verileri elde edilmistir (Resim 2).
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5b maddesinin etkin dozu ise 0.075 uM olarak belirlenmis ve bu dozun 1s1k esliginde
uygulandigt MCF-10A, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda belirlenen canlilik
yiizdeleri sirastyla %80, %54 ve %58.6 olarak bulunmustur. 5b muamelesi yapilan fakat 151k
uygulanmayan karanlik kontroller ile 5b muamelesi yapilmayip sadece 11k uygulanmis

kontrol hiicrelerinde ise ortalama %95 canlilik verileri elde edilmistir (Resim 3).

Hom?2
A) Karanhk B) 10j/em
150 B MCF-10A 50 mm MCF-10A

m MDA-MB-231 m MDA-MB-231
= MCF-7 B MCF-7

x 100 x 1004 "

: r% *

g 3 .

® 5 X 504

0o 0,0 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60

0 0410 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60
5a

5a

Resim 2. Farkli dozlardaki 5a bilesiginin hiicre canliligina etkisi. A) Karanlik kontrol grubu
hiicreleri, B) PDT grubu hiicreleri, #p<0.05, *p<0.001

A B
) Karanlk ) 10j/cm?
150~ B MCF-10A
B MDAMB231 1507 o MCE-10A
= MCF-7 mm MDA-MB-231
' m MCF-7
100+ J
E x 100 "
[ —
= 50 S
0_
0 0,03 0,050,075 0,0 0,15 0,20 0 0,03 0050075 01 015 0,2
5b 5b

Resim 3. Farkli dozlardaki 5b bilesiginin hiicre canliligina etkisi. A) Karanlik kontrol grubu
hiicreleri, B) PDT grubu hiicreleri, #p<0.05, *p<0.001
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4.3.1.2. 6a ve 6b’nin Hiicre Canlihg Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

6a ve 6b fotosensitizerlerinin, MCF-10A, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar
tizerindeki sitotoksik etkilerinin tespiti MTT hiicre canlilik testi ile gergeklestirildi. 6a ve 6b
maddesi i¢in 0.075- 0.20 pM aras1 degisen dozlar kullanildi. PDT uygulamalarinda, 10 j/cm?
enerji yogunlugunda ve 680 nm dalga boyunda 151k kullanildi.

6a maddesi i¢in 0.15 pM etkin doz fotosensitizer uygulandiginda MCF-10A hiicre
hattinda %91.6 canlilik belirlenirken, MDA-MB-231 hiicre hattinda %55.5, MCF-7 hiicre
hattinda %57.6 canlilik belirlenmistir. Karanlik kontroller, muamelesiz hiicreler ve sadece

151k uygulanmig hiicrelerde canlilik ortalama %95 canlilik sonuglar1 elde edilmistir (Resim
4).

A) Karanlik B) 10j/cm?
mm VICF-10A y
150 = MDA-MB-231 = MCF-10A
= MCF-7 B MDA-MB-231
< 0] . 10 = MCF-7
= = =
S 8
2 504 X 50
u_
0 0075 04 0425 045 0,175 0,20 0 0075 01 0125 0,15 0475 0.2

6a 6a

Resim 4. Farkli dozlardaki 6a bilesiginin hiicre canliligina etkisi. A) Karanlik kontrol grubu
hiicreleri, B) PDT grubu hiicreleri, *p<0.001

6b maddesi igin belirlenen etkin doz olan 0.15 puM fotosensitizer ile hiicreler
muamele ettirilerek PDT gerceklestirilmigtir. MTT sonucu, MCF-10A, MDA-MB-231 ve
MCF-7 hiicre hatlarinda PDT sonrasi canlilik ylizdeleri sirastyla %93.8, %61.6 ve %58.6
olarak belirlenmistir. Karanlik kontroller, muamelesiz hiicreler ve sadece 151k uygulanmig

hiicrelerde canlilik ortalama %95 sonuglar vermistir (Resim 5).
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A) Karanhk B)
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Resim 5. Farkli dozlardaki 6b bilesiginin hiicre canliligina etkisi. A) Karanlik kontrol grubu
hiicreleri, B) PDT grubu hiicreleri, *p<0.001

4.4. Apoptotik analizler
4.4.1. AO/EB boyama ile PDT’nin apoptozu indiiklediginin belirlenmesi

6 kuyucuklu pleytlere ekilen MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarina,
5a, 5b, 6a ve 6b maddeleri belirlenen etkin dozlarda uygulandi. PDT sonrasi etiivde 1 gece
inkiibe edilen hiicreler, 1 ml PBS igerisinde siispanse edildi. 20 pl hiicre ve 10 ul AO/EB
boyasindan lam {izerine yayildi, pipetajdan sonra lamelle kapatilip 40x objektif giiciinde
floresan mikroskopta goriintiilendi. 10 jlcm? 151k ve 5a, 5b, 6a ve 6b fotosensitizer
muameleli, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin AO/EB boyamasinda
mikroskobik goriintiilerinde; turuncu renkte goriilen apoptotik hiicreler ile yesil renkte
goriilen saglikli hiicrelerin MTT sonuglartyla uyumlu yiizdelerde oldugu belirlendi. Fakat
fotosensitizer muamelesiz hiicrelerde ve 1sik uygulanmayan muameleli karanlik kontrol
grubunda yesil renkte goériinen hiicrelerin ise fazla oranda oldugu saptandi. MCF-10A
hiicrelerinde ise 10 j/cm? 1s1k uygulanan 5a, 5b muameleli gruplarda az sayida turuncu
boyanan hiicreler gdzlendi. 10 j/cm? 1s1k uygulanan 6a ve 6b muameleli gruplar ile
muameleli olup 1s18a maruz birakilmayan karanlik kontrol grubunda yesil renkte goriilen

hiicrelerin sayica fazla oldugu belirlendi (Resim 6).
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MCF-10A MDA-MB-231 MCF-7

Resim 6. PDT ve kontrol gruplarinin, AO/EB boyama ile elde edilen floresan mikroskobu
gortintiileri. MCF-10A, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda fotosensitizer
muameleli+10 j/cm? 151k uygulanmis, muamelesiz+10 j/cm? 151k uygulanmis ve
muameleli- muamelesiz karanlik kontrollerinin AO/EB boyama sonucu floresan
mikroskop 40X objektif giiclinde goriintiilenen goriintiileri.
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4.4.2. Annexin V/7-AAD Testi ile Saghkh ve Apoptotik Hiicre Popiilasyonunun

Belirlenmesi

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde 5a, 5b, 6a ve 6b bilesiklerinin

10j/lcm? 1sik ile olusturduklar1 apoptotik hiicre 6liimii ve 1s13a maruz birakilmamis

fotosensitizer muameleli kontrollerin canlilik oranlarit Annexin V/7-AAD testi ile belirlendi.

5a maddesinin MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hattinlarinin Annexin

V/7-AAD sonuglarinda, karanlik kontrollerinde ortalama %89 canlilik gériiliirken, 10 j/cm?
151k uygulandiginda MCF-7 %60.9, MDA-MB-231 %59.2 canlilik ve MCF-10A’da %82.2

canlilik belirlendi (Resim 7).
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Resim 7. Hiicre hatlarinda 5a bilesiginin gerceklestirdigi apoptotik oranlar. A) MCF-10A
normal hiicre hatti, B) MDA-MB-231, C) MCF-7 kanser hiicre hatlar1
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5b fotosensitizeri kullanilan ii¢ hiicre hattina etkin dozlarla muamele edildi.
Muameleli karanlik kontrollerinde ortalama %88 canlilik saptandi. Karanlik kontrollerde
canlilik degerleri MCF-7’de %85.2 ve MDA-MB-231 hiicresinde %86.5 olarak belirlendi.
10 j/lcm?1s1k uygulanan hiicrelerde ise canliligin azaldig1 apoptotik ve 6lii hiicrelerinin arttig1
belirlendi. Apoptotik ve 6lii hiicre oranlart MCF-7 hiicre hattinda %49.3, MDA-MB-231
hiicre hattinda %40.8 olarak sonuglandirildi. MCF-10A hiicre hatt1 igin karanlik kontroller
%92.7, 10 jlcm? 151k uygulanmis fotosensitizer muameleli gruplarda ise canlilik ise %82.2

olarak belirlendi (Resim 8).
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Resim 8. Hiicre hatlarinda 5b bilesiginin gergeklestirdigi apoptotik oranlar. A) MCF-10A
normal meme hiicre hatti, B) MDA-MB-231, C) MCF-7 kanser hiicre hatlari
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6a fotosensitizeri muameleli 10 j/cm? 1s1k uygulanmis PDT nin indiikledigi apoptoz
oranlar1 Annexi V/7-AAD testine gére, MCF-7 hiicre hattinda %43.6, MDA-MB-231 hiicre
hattinda ise %45.4 belirlendi. Bu hiicre hatlarinin karanlik kontrollerinde sirastyla %88.1 ve
%89.8 canlilik ol¢iildii. Saglikli hiicre hatti MCF-10A’da ise apoptotik hiicre Sliimi
gozlenmeyip karanlik kontrolde ve 1s1kli muamele ortalama %92 canlilik saptandi (Resim
9).
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Resim 9. Hiicre hatlarinda 6a bilesiginin gergeklestirdigi apoptotik oranlar. A) MCF-10A
normal meme hiicre hatti, B) MDA-MB-231, C) MCF-7 kanser hiicre hatlar
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6b fotosensitizeri muameleli 10 j/cm? 151k uygulanmis MCF-10A, MDA-MB-231 ve
MCEF-7 hiicre hatlarindaki apoptoz oranlarina bakildiginda, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatlarinda apoptotik oran sirasiyla %43.3 ve %46.4 olarak belirlendi. Karanlik
kontroller ortalama %87 ve MCF-10A hiicre hatt1 gruplarinda ortalama %92.2 iistii canlilik,
ortalama %7.8 apoptoz orani belirlenmistir (Resim 10).
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Resim 10. Hiicre hatlarinda 6b bilesiginin gergeklestirdigi apoptotik oranlar A) MCF-10A
meme hiicre hatti, B) MDA-MB-231, C) MCF-7meme kanser hiicre hatlari
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4.5. Reaktif Oksijen Miktarinin H2DCFDA Boyasi ile Belirlenmesi

Calismada kullanilan fotosensitizer maddelerin hiicre iginde molekiiler oksijenden
reaktif oksijen olusturmalar1 floresan mikroskopta H2DCFDA boyasi kullanilarak
goriintiilendi. Lamellerin iizerine ekilen MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinin
fotosensitizer muameleli ve muamelesiz gruplarina 10j/cm? 151k uygulandi. Hazirlanan
H>DCFDA boyasi 3 uM konsantrasyonda PDT uygulanmis hiicre gruplarina uygulandi ve
floresan mikroskopta 20x objektif biiyiitme giiciinde goriintiilendi. Incelenen PDT
uygulanmis MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin bulundugu lamellerin karanlik
kontrollerinde 1s1ma gozlenmezken, fotosensitizer muameleli hiicre gruplarinda ROS
olusumunu gosteren yesil 1sima alindi. MCF-10A hiicrelerinin 5a, 5b maddeleriyle muamele
ettirilip 10 j/cm?1s18a maruz birakildiginda ROS olusumunu gdsteren yesil 1s1ma az miktarda
goriintiilendi. MCF-10A hiicrelerine uygulanan 6a ve 6b maddelerinde ve fotosensitizer
muamalesiz sadece 1s1ga maruz birakilmis kontrollerde ise herhangi bir ROS igimalar

goriilmedi (Resim 11).

MCF-10A

MCF-7

MDA-MB-231

KONTROL 5
. a
MUAMELESIZ 5b 6a 6b

Resim 11. Hiicre hatlarinda PDT sonrast ROS olusumunun floresan mikroskop goriintiileri

4.6. PDT’nin MCF-10A, MDA-MB-231 Ve MCF-7 Uzerinde Hiicre Hareketine
Etkisinin Wound Healing (Yara Iyilesme) Yontemi ile Belirlenmesi

Calismada kullanilan metastatik meme kanseri hiicre hatlart MCF-7, MDA-MB-231
ve kontrol olarak MCF-10A meme hatt1 tizerinde PDT nin hiicre hareketine etkisine analiz
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edildi. PDT uygulanan ve karanlik kontrol hiicrelerinin bulundugu pleytte 200 ul pipet ile

¢izik olusturuldu ve hiicrelerin bulundugu kuyucuklara serumsuz besiyeri eklendi. flk ¢izim

0. saat olarak fotograflandirildi. 24, 48 ve 72. saatlerde fotograflandirilarak olusturulan

yaranin iyilesme oranlar1 degerlendirildi. SiPc ve 151k uygulanan hiicrelerde kapanma yok

veya ¢ok az iken, kontrol grubu metastatik meme kanseri hiicrelerinde proliferasyon ve hiicre

gocii gozlendi. MCF-10A hiicre hattinda ise karanlik ve PDT uygulamasi ile bir etki

gozlenmemis ve proliferasyon devam edip 48 saat iginde ¢izik kapanmistir (Resim 12 ve

13).
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karanlik
6b
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Resim 12. MCF-10A hiicre hattinda olusturulan ¢izigin kapanma gériintiileri
804 708 e . " g4 746 - 686 ..
- 65.5 636 mm Karanlkkontol = 60.1 656 [ kontrol
2 612 595 < ) = 53+10 jlem?
E 60 mm 5a karanlik E 60 69
H B 5b karanlik G : B 5b+10 jlem?
© ©
E 40 B 6a Karanlk E 40 B 6a+10 jlom?
H mm 6b karanlik § B Gb+10 jlem?
< 20+ = 3704
g g
N >

=}
I

R R P P AP
MCF-10A Karanhk

PR g PR xR g
MCF-10A (10 jicm?)

Resim 13. MCF-10A hiicre hattinda yara iyilesme yiizdeleri **p<0.001
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SiPc uygulanmis ve 10 j/cm? 1s13a maruz birakilmis MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
olusturulan yarada 72 saate kadar kapanma goriilmemistir. SiPc uygulanmis karanlik kontrol
gruplar1, fotosensitizer uygulanmamis 1513a maruz birakilmis kontrol gruplar1 ve higbir
uygulamaya maruz kalmamis kontrol gruplarinda ise 72 saat sonunda ortalama %350 yara

kapanma saptanmistir (Resim 14 ve 15).

0h. 24 h. 48 h. 72h.

Kontrol Kontrol
5a 5a
karanlik +10 j/em?
5h 5b
karanlik +10 j/em? |
6a 6a
karanlik +10 j/em?
6b 6b ‘
karanlik s +10 j/cm? ‘

MDA-MB-231 MDA-MB-231

Resim 14. MDA-MB-231 hiicre hattinda olusturulan ¢izigin kapanma gorintiileri
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Resim 15. MDA-MB-231 hiicre hattinda yara iyilesme yiizdeleri **p<0.001
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SiPc uygulanmis ve 10 j/cm? 1s13a maruz birakilmis MCF-7 hiicre hatlarinda
olusturulan yarada diger meme kanseri hiicre hattina benzer sekilde 72 saate kadar kapanma
ortalama %3 oraninda goriilmiistir. SiPc uygulanmis karanlik kontrol gruplari,
fotosensitizer uygulanmamis 1518a maruz birakilmis kontrol gruplar1 ve hi¢bir uygulamaya
maruz kalmamis kontrol gruplarinda ise 72 saat sonunda ortalama %35 yara kapanma
saptanmistir (Resim 16 ve 17).

Kontrol

5a 5a
karanlik +10 j/cm?
5h 5b
karanlik +10jfem?
6a 6a
karanlik +10j/em?
b 6b
karanlik +0j/em®

Resim 16. MCF-7 hiicre hattinda olusturulan ¢izigin kapanma goriintiileri
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Resim 17. MCF-7 hiicre hattinda yara iyilesme yiizdeleri **p<0.001
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4.7. Apoptotik Protein Ekspresyonlarin Western Blot Analizi fle Analizi

Apoptotik belirtegler olan PARP, kesilmis PARP ve kaspaz-3 proteinlerinin PDT
uygulamasi sonucu ekspresyonlarindaki degisimler western blot yontemi ile analiz
edilmistir. MCF-10A, MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda, muamelesiz kontrol
gurbu, 0.30 uM 5a, 0.075 uM 5b, 0.15 uM 6a ve 0.15 uM 6b fotosensitizer muamelesi ve
10 jlem? 151k uygulanmis PDT grubu olacak sekilde calisildi. Ug hiicre hattindaki farkli
gruplar toplanip protein izolasyonlar1 gerceklestirildi. Izole edilen proteinlerle western blot
yapilarak, uygun antikorlari ile isaretlendi ve analiz edilen proteinlerin ekspresyonlarindaki
degisimler image Lab programi kullanilarak goriintiilendi. Total PARP1 ve total kaspaz-3
bantlar1 kullanilan tiim hiicre hatlarinda ve tiim gruplarda goriildi. Kesilmis PARP1 bandi
ise 5a ve 5b muamelesiyle yapilan PDT sonucunda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hattinda
goriintiilenirken MCF-10A hiicre hattinda da daha az yogunlukta gériintiilenmistir. Kesilmis
PARP1 proteini seviyelerinde, 5b muameleli PDT grubu hiicrelerinde artis goriiliirken,
kaspaz-3 ve total PARP1 bantlarinda diger gruplardaki ekspresyonlara oranla azalma
goriilmiistiir. 6a ve 6b bilesenleri gerceklestirilen PDT uygulanmis hiicre hatlarinda ise total
PARP1 ve kaspaz-3 ekspresyonlar1 goriintiilenmis fakat kesilmis PARP1 bantlar

goriilmemistir (Resim 18).
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Resim 18. PDT’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda apoptotik
proteinlerin ekspresyonlart iizerine etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilme insidansina sahip olmasi ve yiiksek 6lim
oranlarinin goriilmesi nedeniyle erken teshisin 6nemli oldugu bir kanser tiiriidiir.
Tedavisinde kullanilan kemoterapi ve radyoterapide istenmeyen yan etkiler goriilmekte ve
hastalarin yasam kalitesi olumsuz etkilenmektedir. Bu nedenle PDT, alternatif tedavi
arayislarinda ilgi goren yaklasimlardan biri olmustur. PDT’de, zararsiz goriiniir dalga
boyundaki 1s1k ve 151k ile aktiflesmedigi siirece etkisi olmayan molekiillerin kullanilmasi yan
etki riskini en aza indirmektedir. Buradaki en o6nemli unsurlardan biri kullanilan
fotosensitizerlerdir. Literatiirde farkli fotosensitizerler ile yapilmis pek ¢ok calisma
mevcuttur. Bu calismalara meme kanseri hiicre hatlarinda ¢alisilmis, Miller ve ark.
tarafindan Pc4 olarak adlandirdiklar ftalosiyanin tiirevi, Santos ve ark. metilen blue tiirevi,
Wyss ve ark. klorin tiirevi fotosensitizerleri gibi bir¢ok ¢alisma 6rnek verilebilir (90-92).
Fotosensitizerler etki ve gelistirilme durumlarina gore ii¢ sinifa ayrilmislardir. Bu li¢ siniftan
ilki olan birinci nesil fotosensitizerler zamanla gelistirilerek ikinci ve {iglincii nesil
fotosensitizerler ortaya ¢ikmustir (93). Fotosensitizerler gelistirilirken kanser hiicrelerini
secici olarak hedeflemesi gibi 6zelliklere sahip olmalar1 beklenmektedir (94). Bunun yani
sira kimyasal yapilar1 son derece Oonem arz etmektedir. Fotosensitizerlerin lipofilik,
hidrofilik veya amfifilik tiirleri sentezlenmektedir. Sentezlenen bu fotosensitizerler, farkli
yapilarindan dolay1r hiicre membranini gegebilme kabiliyetleri, hiicre igindeki lokalizasyon
bolgeleri ve agrege olup olmamalari gibi farkli davraniglar sergilemektedir. Bunlarin diginda
fotosensitizerlerin absorbans degerleri, reaktif oksijen tiirlerini olusturma kabiliyetleri,
istenilen dokuda yeterli siirede kalmalari ve viicuttan atilma siireleri gibi farkli durumlar s6z
konusudur (31, 95). PDT’deki diger unsurlar ise kullanilan 1s18in goriiniir dalga boyunda
zararsiz olmasi ve saglikli dokuda olusacak harabiyetin minimum diizeye indirilebilmesidir
(29).

Calismamizda, piperazin cevreli silisyum ftalosiyaninlerin meme kanseri hiicre
hatlarindaki PDT etkinligi arastirilmistir. Piperazin molekiiliniin klinikteki bazi kanser
ilaglarinin yapisinda bulundugu bilinmektedir (43). Kullandigimiz fotosensitizerlerin
omurgasi olan ftalosiyaninler, yapis1 bakimindan bilesik olusturmaya elverigli olusunun
yaninda yiikksek kirmizi 1sik emilimi ve reaktif oksijen tiirleri olusturma verimliligi

bakimindan PDT’de kullanilmaya elverislidir (38, 44).
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Calismanin ilk asamasinda, dort adet piperazin gevreli fotosensitizer molekiiliin (5a,
5b, 6a ve 6b) MDA-MB-231, MCF-7 meme kanseri ve MCF-10A normal meme hiicre
hatlarinda 10 j/lcm? 1s1k giiciindeki hiicre canliligina etkileri ve etkin dozlar1t MTT testi ile
belirlenmistir. Bu etkin dozlar hiicrelere uygulandiginda, SiPc¢ kullanilmadan yalnizca 151k
uygulanan kontrol hiicrelerinde ve hem SiPc hem de 151k uygulanan (PDT grubu) normal
meme hiicrelerinde %80’in lizerinde canlilik degerleri elde edilmistir. PDT uygulanan MCF-
7 ve MDA-MB-231 kanser hiicrelerinde ise ortalama %50 oraninda 6liim gorilmiistiir.
Calismamiz icin ilk kez sentezlenen fotosensitizerlerle elde ettigimiz PDT sonuglari
literatiirle kiyaslandiginda, kullandigimiz fotosensitizerlerin karanlik toksisitesinin
olmamasi ve timor dokusunu saglikli dokuya kiyasla daha c¢ok etkilemesi optimal bir

fotosensitizerde olmasi gereken 6zellikler ile uyum gostermektedir (23, 96).

Hidrofobik yapida olan 5a molekiiliiniin kanserli hiicreler tizerindeki etkin dozu 0.30
uM, 5b molekiiliniin ise 0.075 uM olarak belirlenmistir. 5b bilesiginin etkin dozu 5a
bilesiginden daha diisiik konsantrasyonda olmasina ragmen, canlilik analizinde her iki
fotosensitizer de kanser hiicrelerinde ortalama %45 oliime neden olmustur. 5a ve 5b
molekiilleri saglikli meme hiicrelerinde de diisiik diizeyde (ortalama %15) oliime sebep
olmuslardir. Bu molekiiller piperazin g¢evreli hidrofobik yapida olmalarina ragmen, 5b
molekiiliiniin 5a’ya gore daha yiiksek sitotoksik etki gostermesinin; hidrofobik 6zelliginin
daha kuvvetli olmasina, molekiiler geometrisine, daha fazla ROS {iretimine ve daha ¢ok
agrege olmasma bagli oldugu disiiniilmektedir. Fotosensitizerlerin hiicre ortamindaki
seciciligi ve kanser hiicrelerine afinitesinin artisi, kanser hiicrelerindeki yiiksek
proliferasyon hizi ve vaskiiler gecirgenlikteki artisa baghdir. Diger etken ise, normal
hiicredeki pH aralig1 (7.2-7.5) ile kanser hiicrelerindeki pH araliginin (yaklasik 6.5) farkli
olusudur (32, 34).

Amfifilik yapida olan 6a ve 6b molekiillerinin agregasyon olusturmamasi ve hiicre
membranindan girisinin kolay olmasi gibi bir¢ok avantaji vardir. Ayrica katyonik olusu,
asidik hiicre ortamina afiniteyi artirarak saglikli hiicrelere etki etmeden kanserli hiicreler
tizerinde secici aktivite gostermesini kolaylastirir (28, 97, 98). 6a ve 6b fotosensitizerleri
kullanildiginda, 1518a maruz birakilmayan kontrol gruplarinda ve hem SiPc hem 151k
uygulanan (PDT grubu) normal meme hiicrelerinde anlamli bir sitotoksik etki
gbzlenmemesine ragmen kanser hiicrelerinde yiiksek oranlarda (ortalama %45 6liim) etki

gostermislerdir.
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PDT ile uyarilan hiicrelerde nekroz, apoptoz, otofaji gibi 6liim yolaklar1 bildirilmistir
(28, 30). Bu 6liim yolaklarindan, iizerinde en ¢ok calisilan apoptozdur. Dort fotosensitizer
ile yapilan PDT sonucunda hiicrelerdeki apoptotik olusum, akridin oranj/etidyum bromiir

boyama teknigi ile mikroskobik olarak teyit edilmistir.

Hiicre olimi kantitatif olarak Annexin V/7-AAD boyama yontemi de analiz
edilmistir. PDT sonrasinda, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda %50’ye yakin hiicre
oumii tespit edilmistir. MCF-10A hiicre hattinda ise 5a ve 5b molekiilleri %15’e yakin hiicre
Olumiine neden olurken, 6a ve 6b molekiilleri hem karanlik kontrollerde hem de PDT
grubunda anlamli diizeyde 6liime neden olmamustir. Vittar ve ark. tarafindan gerceklestirilen
PDT caligmasinda, 10 j/cm? 1sik giiciinde c¢alisilan ftalosiyanin yapidaki farkli bir
fotosensitizerin, MCF-7c3 meme kanseri hiicre hattindaki apoptotik etkileri Annexin
VITAAD testi ile incelenmis benzer sonuglar elde edilmistir (24). Annexin V/7-AAD
analizleri ve akridin oranj/etidyum bromiir boyama neticesinde elde edilen sonuglar, MTT
hiicre canlilik testi sonuglarimizi dogrulamistir. Annexin V/7-AAD ve MTT hiicre canlilik
deneylerinde, 5a ve 5b bilesiklerinin 6a ve 6b bilesiklerinden daha farkli sonuglar ortaya
koymasinin, aralarindaki amfifilik-hidrofobik farktan kaynakli oldugu diistiniilmektedir.
Literatiire gore, hidrofobik fotosensitizerlerin hiicreye niifuz etme 6zelligi daha yiiksek olsa
da sulu ortamlarda topaklanma egilimi ve hasta viicudunda daha uzun siire kalma, hizli
atilamama gibi istenmeyen Ozellikler gosterebilirler (23, 34, 58). Genellikle amfifilik
fotosensitizerler hidrofilik ve hidrofobik fotosensitizerlere oranla daha etkili sonuglar
gosterirler. Bu sebeple amfifilik fotosensitizerler PDT calismalarinda daha fazla tercih

edilirler (99, 100).

PDT’nin ¢alisma prensibine gore, fotosensitizer molekiiller uygun dalga boyundaki
151k ile uyarildiginda molekiiler oksijen reaktif oksijene c¢evrilir. ROS ile etkilesimi
neticesinde yesil floresan 1s1ma yapan H.DCFDA boyasi, MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-
10A hiicre hatlarma uygulanmis ve ROS olusumu mikroskobik olarak teyit edilmistir.
Yapilan bu boyamada, kullanilan tiim hiicre hatlarinin fotosensitizer muamelesiz 151k
uygulanmig kontrollerinde 1s1ma goriilmezken, saglikli meme hiicrelerinin muameleli PDT
gruplarinda ¢ok az da olsa 1sima tespit edilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin
PDT uygulanan gruplarinda ise yogun 1simalar gézlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz
bu veri literatiirle uyumlu olup kullanilan fotosensitizerlerin, 6zellikle kanser hiicrelerinde

olusturdugu sitotoksik etkilerin ROS diizeyindeki teyidi niteligindedir (38, 51).
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MDA-MB-231 hiicrelerinin, MCF-7 hiicrelerine kiyasla hiicre hareketi kabilitiyeti
acisindan daha agresif oldugu bilinmektedir (101, 102). Calismamizda, PDT’nin hiicre
hareketine etkisini belirlemek amaciyla yara iyilesme deneyi gerceklestirilmistir. PDT
uygulanmayan, karanlik ve muamelesiz kontrollerde 72. saat sonunda, MDA-MB-231
hiicrelerinde olusturulan yara bolgesi yiiksek oranda kapanirken, MCF-7 hiicrelerinde
kapanmanin daha az oldugu saptanmigtir. MCF-10A hiicrelerinde ise, yara bolgesinin 48
saat i¢inde kapandigi gbzlenmistir. Bologna ve ark. MCF-10A ve MDA-MB-231 hiicre
hatlar1 tizerinde, potansiyel antitiimor ajan olan platin ftalosiyaninleri kullanmis ve yara
iyilesme deneyi gergeklestirmislerdir. MDA-MB-231 hiicrelerinin  kontrol grubunda
kapanma gerceklesirken, ftalosiyanin uygulanan grupta olusturulan yara bolgesi
kapanmamistir. MCF-10A hiicre hattinda ise, her iki durumda da 24 saat igerisinde bu
bolgede kapanma ger¢eklesmistir. Bu sonug¢ ftalosiyaninlerin normal hiicre hattinin
proliferasyonuna higbir etkisi olmadig1 seklinde agiklanmistir (103). Metastatik 6zellikte
olmayan bu hiicrelerde olusturdugumuz yara bdlgesinin kapanmasi, hem hiicrelerin prolifere
olmalar1 hem de ftalosiyaninlerin saglikli hiicreler {izerindeki etki kabiliyetinin son derece
sinirl olmasindan kaynaklanmaktadir (51, 104).

Arastirmamizda kullandigimiz yeni sentezlenen SiPc’lerin PDT uygulamasi sonrasi
hiicre canliligina ve apoptoza etkisi, spektrofotometrik, mikroskobik ve flow sitometrik
olarak tayin edilmistir. Farkli gruplar tarafindan gerceklestirilen ¢alismalarda, hiicrelerin
farkli 6lim yolaklarindan hangisini tercih ettigi ¢alisilan konular arasindadir. Bunun yani
sira, apoptotik hiicre Oliimiiniin kaspaz bagimli veya bagimsiz sekilde siirdiiriilmesi de
caligmalara konu olan bir diger sorudur (24, 91). Elde ettigimiz veriler, piperazin ¢evreli
SiPc molekiillerinin, kanser hiicre hatlari iizerinde PDT araciligiyla olusturdugu etkinin
apoptotik hiicre 6liimiine yol actigin1 géstermektedir. Apoptotik hiicre 6liimiinii tanimlamak
icin, PARP1, kesilmis PARP1 ve kaspaz-3 proteinleri gibi ¢esitli apoptotik belirteglere
bakilmaktadir. Bu proteinlerin PDT uygulamalari sonrasindaki ekspresyon farkliliklarinin
incelendigi ¢alismalarda elde edilen sonuglar, kullanilan fotosensitizerlere gore degiskenlik
gostermektedir. Arastirmamizda; MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda
belirlenen etkin dozlardaki fotosensitizerler ve 10 j/cm2 kirmizi 151k uygulamasi
gerceklestirilerek western blot yontemi ile bu proteinlerin ekspresyonlari analiz edilmistir.
Sonuglara bakildiginda, ti¢ hiicre hattinda da total PARP1 ve total Kaspaz-3 bantlari
goriilmiistiir. Apoptotik kaskadda gorevli bir protein olan kaspaz-3 iin aktif formunun, DNA

kirigin1 onarmada gorevli PARP1 proteinini keserek etkisiz hale getirdigi bilinmektedir
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(105, 106). Kaspazlar tizerinden gerceklesen apoptoz sonucunda, kesilmis PARP1
miktarinda artig, total PARP1 ve total kaspaz-3 miktarlarinda ise azalis beklenmektedir.
Western blot ¢alismamiz sonucunda, 5a ve 5b fotosensitizerlerinin kullanildigi hiicre
gruplarinda kesilmis PARP1 band1 gozlenirken, 6a ve 6b fotosensitizerlerinin uygulandig
gruplarda ise kesilmis PARP1 bandi gozlenmemistir. 5a ve 5b fotosensitizerlerinin
hidrofobik olusu, 6a ve 6b fotosensitizerlerinin ise amfifilik olusu bu iki yap1 arasindaki en
biiyiik farktir. Bu fark, kullanilan fotosensitizerlerin hiicreler tizerinde farkli sonuglar
olusturmasi, hiicre igine alimlarmin ve lokalizasyon bolgelerinin  farklilign ile
iliskilendirilebilir (24, 28, 91). Ayrica, otofaji gibi farkli bir 6lim mekanizmasinin
kullanilmasi da literatiirde kesilmis PARP1’in olusmama nedeni olarak 6ne siiriilmektedir.
Santos ve ark. tarafindan gergeklestirilen metilen blue ile MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-
10A hiicre hatlarindaki PDT ¢alismalarinda, PDT sonrasi kaspaz-3, -7, -8 ve -9 aktiviteleri
analiz edilmis ve anlaml bir farklilik saptanmamistir. Bu sonuglar dogrultusunda otofajik
yolagin aktiflesebilecegi diistintilmiistiir (91). Baska bir ¢alismada ise Furre ve ark., 5-
aminolevulinik asit (ALA) ile gerceklestiridikleri PDT calismasinda PDT’nin kaspaz
bagimli apoptozun yaninda AIF’lar1 uyararak kaspaz bagimsiz apoptozu da
indiikleyebilecegini belirtmiglerdir (107). Calismamizda kullandigimiz 6a ve 6b
bilesiklerinin Annexin V/7-AAD sonuglarinda hiicrelerde apoptozun indiiklendigi net bir
sekilde goriilmiistiir. Bu nedenle, 5a ve 5b fotosensitizerlerinin PDT araciligiyla hiicreler
tizerinde olusturdugu etkinin kaspaz bagimli, 6a ve 6b fotosensitizerlerin olusturdugu etkinin

ise kaspaz bagimsiz apoptoz oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizda, yeni sentezlenen piperazin ¢evreli siliyum ftalosiyaninlerin (5a, 5b,
6a ve 6b) meme kanseri hiicre hatlar1 olan MCF-7, MDA-MB-231 ve saglikli meme hiicre
hattt olan MCF-10A iizerindeki PDT etkinligi ilk kez gosterilmistir. PDT esliginde
uygulanan fotosensitizerlerin saglikli hiicreler iizerindeki tahrip edici etkisinin, kanserle
hiicrelere kiyasla ¢ok daha az oldugu, kanser hiicrelerini fizyolojik bir 6lim sekli olan
apoptoza yonlendirdigi, bu hiicrelerde ROS olusumunu arttirdigi ve yara iyilesmesi
modellerinde ise hiicre hareketini kisitladigr gosterilmistir. Bu durum, kullanilan
fotosensitizerlerin anti kanser ilag c¢alismalarinda potansiyel terapotik aday olabilecegine

dair umut vaat etmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. Piperazin gevreli yeni silisyum ftalosiyaninlerin (SiPc) meme kanseri ve normal meme
hiicre hatlarindaki PDT uygulamasi araciligiyla gelismesi beklenen antiproliferatif
etkinin ve apoptozun arastirilmasi amaclanan bu c¢aligmada, ilk olarak hiicre canlilig1
tizerine etkiler incelenmistir. Yeni SiPc’lerin PDT etkinliginin hiicre kiiltiiriindeki
etkileri kontrollii deneyler yapilarak belirlenmistir. Calismanin devaminda bu
molekiillerin etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi amaciyla 3 boyutlu kiiltiirler veya in
Vivo ¢alismalarin gergeklestirilmesiyle PDT mekanizmasinin daha iyi anlasilabilecektir.

2. PDT’nin, hiicrelerin hareketlerine etkisini tespit etmek amaciyla wound healing (yara
iyilesme) deneyi gerceklestirilmistir. Yara iyilesme deneyinden elde edilen sonuglari
desteklemek amaciyla hiicre hareket ve gégiinii analiz etmek igin invazyon-migrasyon
assay calismalar1 planlanmistir.

3. PDT’nin olusturdugu apoptozun, protein ekspresyon diizeyindeki etkileri i¢in apoptotik
belirtegler olan kaspaz-3, PARP1 ve kesilmis PARP1 proteinlerin ekspresyonlarindaki
degisimler analiz edilmistir. PARP1 proteininin kaspazlar tarafindan kesilmesi yalnizca
5a ve 5b fotosensitizerlerinin uygulandigi gruplarda goriilmistiir. Kaspaz bagiml
apoptoz gerceklestiginin belirteci olan kesilmis PARP1 bantlarnin 6a ve 6b
fotosensitizeri uygulanmis gruplarda goriilmeyisi, kaspaz bagimsiz apoptoz yolaginin
aktif olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle kesilmis PARP1 olusumlarinda gériilen
farkin daha iyi agiklanabilmesi i¢in, kaspaz bagimsiz apoptozda gorevli proteinler
tizerinden daha genis calismalar yapilmalidir.

4. Kullanilan tiim fotosensitizerlerin  hiicre i¢i  lokalizasyonlarinda  farklilik
goriilebilmektedir. Fotosensitizerler, lokalize olduklar1 organele gore (endoplazmik
retikulum, mitokondri, lizozom) farkli 6lim yolaklarini indiikleyebilirler. Kullandigimiz
fotosensitizerlerin hiicre i¢i lizozomal veya mitokondriyal lokalizasyonlari, bu bolgelere
ozel floresan isaretgiler kullanilarak mikroskobik olarak tespit edilebilir.

5. PDT c¢alismalarimizda farkli sonuglarin elde edilmesi, hidrofobik-amfifilik olarak
yapisal farklilikta olan fotosensitizerler ile iliskilendirebilir. Fotosensitizerlerin
molekiiler yapist ve hidofobik-amfifilik Ozellikleri hiicre membranini geg¢me
potansiyelini etkileyebilmektedir. Fotosensitizerlerin hiicre i¢ine alim yiizdelerini tespit
edebilmek i¢in, muameleden sonra hiicre lizisini takiben, kullanilan fotosensitizerlere

uygun dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iimler yapilmasi ongoriilmektedir.
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6. Piperazin c¢evreli silisyum ftalosiyaninlerle gergeklestirilmis PDT’nin, klinikte
kullanilmakta olan kemoterapik ajanlar ile calisilmas1 meme kanseri hiicre hatlarinda
yeni SiP¢’lerin etkinliginin daha net anlasilabilmesine imkan saglayacaktir. Calismalar
bu yonde genisletilirse yeni sentezlene SiPc molekiilleriyle gerceklestirilen PDT
mekanizmas1 daha detaylandirilabilecek ve literatiire kazandirabilecek daha net veriler

elde edilecektir.
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