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OZET

TEZiN BASLIGI: Yeni Sentezlenmis Isiga Duyarli Maddeler (Fotosensitayzirlar)

Kullanarak Uygulanan Fotodinamik Terapinin Serviks Epitelyal Karsinoma ve Mezotelyoma

Hiicrelerine Etkisi

YAZAR ADI :  Sinem TUNCER

Fotodinamik terapi (Photodynamic Therapy-PDT), secici olarak hedef dokuda biriken
1s18a duyarli maddenin (Photosensitizer-PS), PS’nin emilim spektrumu ile uyusan, uygun
dalga boyundaki goriiniir 1513a maruz birakilmasit prensibine dayanir. Molekiiler oksijen
varhginda, PS’nin 151k ile aktive olmasi sonucunda olusan serbest radikaller ve singlet
oksijen, lipit, protein ve niikleik asitler gibi bir ¢cok biyolojik molekiille etkileserek, kanser

hiicrelerini tahrip eder.

PDT’de kullanilan ilk PS’ler, hematoporfirin tiirevleri (Hematoporphyrin Derivative-
HPD)’rinin bazi1 dezavantajlari, aralarinda fitalosiyanin (Phthalocyanine-Pc)’lerin de
bulundugu ikinci nesil PS’lerin sentezlenmesine neden olmustur. Fotokimyasal ve fotofiziksel

ozellikleri nedeni ile Pc’ler, PDT de kullanilma potansiyeli olan molekiillerdir.

Tez cahismasinda, Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Kimya Boliimii’'nde sentezlenen
bes farkli Pc molekiiliiniin (PcA, PcB, PcC, PcD ve PcE) kullanildigt PDT nin, serviks
epitelyal karsinoma hiicreleri (HeLa hiicreleri) ve mezotelyoma hiicreleri (SPC111, SPC212
hiicreleri) ilizerindeki fototoksik etkisi incelenmistir. Farkli 151k enerjilerinin ve farkli Pc
konsantrasyonlarmm kullanildigt PDT uygulamalar1 ardindan yapilan hiicre canliigi
deneyleri sonucunda, kullamlan Pc’lerin karanhkta sitotoksik etki gostermedigi goriilmiistiir.
PcA, PcB ve PcC’nin kullanildigi PDT uygulamalar1 sonucunda HeLa hiicrelerinin % 90 mm
canliigmi kaybettigi tespit edilmis iken, PcD ve PcE’nin fototoksik etki olusturmadigi
belirlenmistir. Mezotelyoma hiicreleri iizerindeki hiicre canlih@i analizleri sonucunda ise,
SPC212 hiicrelerinin PDT ‘ye duyarliigmnin HeLa hiicrelerinden az, SPC111 hiicrelerinden ise

fazla oldugunu ortaya ¢ikmistir.

PDT ardindan apoptozis tayininde ise flow sitometri kullanidmugtir. Hiicre ici aktif
kaspazin tespitinin amaclandigi yontemde, yiiksek fotodinamik aktivite gosterdigi tespit
edilen PcB’nin kullamldigi PDT nin, HeLa hiicrelerinde apoptozisi tetikledigi goriilmiistiir.



SUMMARY

THESIS TITLE : Photodynamic Therapy Efficiency of Novel Photosensitizers on

Cervix Epithelial Carcinoma and Mesothelioma Cells

AUTHOR NAME : Sinem TUNCER

Photodynamic therapy (PDT) based on the activation of photosensitizer (Pc), that
have been localized in target tissues. For PDT, a combination of a photosensitizing drug and
light in the presence of molecular oxygen generate free radicals and singlet oxygen which
react with biologic molecules such as lipids, proteins and nucleic acids and cause tissue

destruction.

The first Pcs for PDT were hematoporphyrin derivatives (HPDs). Some disadvantages
of HPD photosensitizers caused to synthesis of second generation PSs such as
phthalocyanines (Pcs). Due to their photochemical and photophysical properties, Pcs are

useful molecules for PDT applications.

In this study, phototoxic effects of five different novel Pc molecules (PcA, PcB, PcC,
PcD, PcE) on cervix epithelial carcinoma cells (HeLa cells) and mesothelioma cells (SPCI111,
SPC212 cells) were investigated. The Pcs were syhthesized in Chemistry Department of
Gebze Institute of Technology. Cell viability studies demonstrated that the Pcs are not
cytotoxic in dark. Furthermore, PDT applications which were carried using different
concentrations of Pcs and different energies of light showed that PcD and PcE do not display
phototoxic ability while PcA, PcB and PcC can kill even 90 % of the HeLa cell population.
In addition, experiments shown that SPC111 mesothelioma cell lines are more resistant to
PDT applications from SPC212 cells. Between the cell lines used in this study, HeLa cells

were found more sensitive to destruction by PDT.

For apoptosis detection studies, PcB was used as photosensitizing agent depending on
its excellent photodynamic activity which were arised in in vitro cell viability studies. Flow
cytometry was used in detection of intracellular caspases which are indicators of apoptosis.
The analysis shown that apoptosis is a death mode for HeLa cells, which have been incubated

with PcB and irradiated.
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1. GIRIS

Yunanca’da yeni biiyiime anlamina gelen neoplazi (neoplasia), bir doku ya da organdaki
anormal ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasim ifade eder. Neoplazi sonucunda tiimor olarak da
adlandirilan neoplazm ortaya ¢ikar. Timorleri iic ana grupta incelemek miimkiimdiir.
Herhangibir dokuda ortaya c¢ikip bolgesel olarak biiyliyen, basing ya da tikama yoluyla
tahribata neden olan, bulunduklar1 bolgeden bagka bir bolgeye sigramayan tiimdrler, benign
timorlerdir. Genellikle epitelde ortaya c¢ikan, mezensim tabakasina yayilma gostermeyen,
sikhikla kiiciik timorler in situ timorler olarak adlandmrilir. Kanserler ise mezensimi istila
eden (local invasion) ve burada hasar meydana getiren, gelisimini tamamlamis (habis-malign)
timorlerdir [1]. Malign tiimorleri olusturan hiicreler, salgiladiklar1 kollajen dokuyu
parcalayict Ozelligi bulunan matriks metalloproteinazlar1 sayesinde hiicre disi matriksi
yikarak, kan ya da lenf yoluyla baska organlara tasmabilirler. Tiimor hiicrelerinin baska

organlarda ikincil tiimorler olusturmasi metastaz olarak adlandilir [2].

Her yasta ortaya ¢ikabilecek olan, ancak riskin yagla birlikte arttigi kanser [3], Diinya’da
ve Tirkiye’de kalp krizi, kalp yetmezligi, hipertansiyon gibi kalp ve damar hastahiklardan
sonra ikinci Olim nedenidir. Diinya’da her yil 11 milyon, Tiirkiye’de 150 bin kisinin
yiizlestigi [4] kanserin tedavisinde cerrahi yontemler, ila¢ tedavisi (kemoterapi) ve radyasyon
tedavisi uzun yillardir kullanllan yontemlerdir. Kanser tedavisinde istenen, tedavinin saglikli
dokuda tahribat olusturmamasidir. Bazen cerrahi yontemlerle bunu basarmak miimkiin olsa da
kanserin komsu dokulara ve hatta viicudun uzak bdlgelerine metastazi, tedavinin basarisin
diisiiriir. Bazen de tiimor derinde oldugundan cerrahi operasyon bir travma ile sonuglanabilir
[5]. Kemoterapide ise dogrudan DNA’da hasar olusturan ya da hiicre dongiisiinii durdurarak
mitozu Onleyen ilaclarin, saghkli dokularda da toksik etki olusturmasi s6z konusudur.
Boliinen hiicrelerin radyasyona hassas olmasi prensibine dayanan radyasyon tedavisi de
kemoterapiye benzer sekilde saglikli dokularda da tahribata neden olur [6]. Bununla birlikte
kemoterapi ve radyasyon tedavisi, bagisikhk sistemi hiicrelerini tahrip eder ve kanser
metastazina karsi bir savunma duvar1 gorevi ilistlenen bag dokuda hasara neden olduklarindan,

yeni tiimorlerin ortaya ¢ikmasim da tetikleyebilirler [2].



Geleneksel tedavi yoOntemlerinin bahsedilen dezavantajlari, yeni kanser tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine neden olmustur [12]. Bu tedavi yOntemlerinden biri olan
fotodinamik terapi (Photodynamic Therapy-PDT), cerrahi, kemoterapi ya da radyasyon
tedavisi ile birlikte veya bu tedavilerle uzlasma gerektirmeksizin tek basina uygulanabilir [8].
PDT’de prensip, tek basma toksik etki gostermeyen fotosensitayzir (photosensitizer-PS)
denen 1518a duyarli maddenin goriiniir 15132 maruz brrakilmasiyla olusan serbest radikaller ve
singlet oksijenin ('O;), yag, protein ve niikleik asitler gibi bir¢cok biyolojik molekiille etkilesip
apoptozis ya da nekrozis yoluyla kanser hiicrelerinde 6liime neden olmasidir [9]. Kullanilan
1s18a duyarhh maddenin toksisite olusturmadan secici olarak tiimor dokusunda birikmesi, 151gmn
sadece tiimor bolgesine uygulanmasi ile normal doku hasarinin engellenmesi, istenilen sonug
elde edilene kadar tekrarlanabilir olmasi ve ucuz maliyeti, PDT’ye geleneksel onkoterapi
yontemlerine goreceli bir avantaj saglamaktadr [10, 11, 12].

PDT’de kullamlan ik 1518a duyarlh maddeler hematoporfirin tiirevleridir. Kanser
tedavisinde onaylanan ilk PS ise, Hematoporfirin tiirevi (Hematoporphyrin Derivative-
HPD)’nden kismen saflastirilarak elde edilmis olan fotofrin (Photofrin®-PF)’dir. PF, porfirin
karisimi  oldugundan kimyasal anlamda kismen karakterize edilebilmektedir, aktif
bilesenlerinin belirlenmesi ve aym Ozellikteki tekrarlarmm sentezlenmesi giigtiir. PF’in 151k
emiliminin zayif olmasi, secici olarak tiimorde konsantre olma egilimlerinin diisiik olmasi, 4-
6 hafta siireyle viicuttan uzaklagsmamasi nedeni ile bu zaman iginde fototoksik etki
olusturmasi, ftalosiyanin (Phthalocyanine-Pc)’lerin de aralarinda bulundugu ikinci nesil
PS’lerin sentezlenmesine neden olmustur [8]. Kimyasal kararhliklari, yiiksek fotodinamik
aktiviteleri ve uygun 151k emilim bolgeleri sayesinde hiicreye etkili sekilde niifuz etme
ozellikleri bulunan Pc’ler, PDT de kullanmilmaya oldukga elverisli bilesiklerdir [13, 14].

Tez caligmasinda Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Kimya Boéliimii’'nde sentezlenen
yeni Pc bilesiklerinin PDT etkinliklerinin in vitro’da tespiti hedeflenmistir. Bu amacla serviks
ve mezotelyoma kanser hiicrelerinde PDT nin hiicre canlihg: iizerindeki etkisi in vitro olarak
incelenmis, kullanllan PS’lerin hiicre icine alinma potansiyelleri belirlenmis ve PDT ardindan

gerceklesen hiicre 6liim modeli tamimlanmaya ¢aligilmustir.



1.1. Kanser

Yunanca olan carcinos kelimesini Latince’ye yenge¢ anlamina gelen cancer olarak
ceviren Celsus’dur. Bugiinkii onkoloji kelimesinin kdkeni olan oncos kelimesi ise ilk kez
Galen tarafindan, biitiin tiimorleri ifade edecek sekilde kullanimustir. Hipokrat (M.O. 460-
370) ise benign tiimorler i¢in Yunanca sigme anlamina gelen oncos kelimesini, malign
timorler i¢cin de sekilce yengece benzeyen kati tiimor dokusundan esinlenerek Yunanca
yengec anlamma gelen carcinos kelimesini kullanmugtir [15]. Sonralar1 Hipokrat, carcinos
kelimesine sisme anlamma gelen —oma son ekini eklemistir [16]. Giiniimiizde epitelyal
hiicrelerden koken alan malign tiimorleri ifade etmek icin karsinoma terimi kullamlirken, bag
dokuda ortaya ¢ikan kanserler sarkoma, hemopoetik hiicrelerden koken alan kanserler 16semi,

lenfoid dokuda ortaya ¢ikan kanserler ise lenfoma olarak adlandirilmaktadir [17].

Kanserin nedenleri iizerine sorulan sorular pek c¢ok teorinin ortaya atimasma neden
olmustur. 1838 yilinda Alman patalog Johannes Miiller, kanserin hiicrelerden olustugunu
ancak kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden koken almadigimm, normal dokulardan
tomurcuklanan hiicrelerden (blastema) olustugunu belirtmistir. Miiller’in 6grencisi Rudolph
Virchow (1821-1902) ise kanser hiicreleri de dahil tiim hiicrelerin diger hiicrelerden
tiirevlendigini One siirmiistiir. Miiller ve Virchow’dan sonra calismalar, normal bir hiicreyi
kanser hiicresi yapan degisimler iizerine odaklanmistir. 1914 yilinda Boveri kanserin, normal
hiicresel islevler icin gerekli olan kromozomal dengenin bozulmasiyla ortaya cikabilcegini
belirtmistir [14, 15, 16]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda ise kanserin ortaya ¢ikmasi igin
molekiil diizeyinde ya da mikroskopik olarak kromozom diizeyinde gozlenebilen genetik
sapmalarin gerektigi anlasilmstir [18]. Somatik mutasyon teorisine gore kanser, mutasyona
ugramus tek bir hiicreden koken alir. Bu hiicre, mutasyonlarm sagladigi avantajlar ile hiicre
dongiisii kontrollerinden kacarak siirekli olarak boliinebilir ve bu siire¢ i¢inde kendine
benzeyen bir klon olusturur. Genetik olarak homojen olan klonda, klonun biiyiime
potansiyelini daha da arttiran yeni mutasyonlar olusur. Mutasyonlar, tiimor i¢inde birbirinden

farkli olan alt klonlar meydana getirir. DNA molekiilii ile etkilesime giren karsinojenler



(kimyasal karsinojenler, iyonize radyasyon ve viral ajanlar)’e maruz kalmmasi, mutasyon

olusumunu ve neoplazi insidansini arttirir [19, 20].

Somatik mutasyon teorisi ¢cogu kanser tiiriiniin sikhgindaki artisin yasla olan iligkisini de
aciklamaktadir. Somatik mutasyon tastyan hiicreler zamana bagh olarak birikmekte ve bu

hiicrelerden ortaya ¢ikan klonlar zaman i¢inde klinik bir tablo olusturmaktadir [19].

1.1.1. Kanser Olusum Siireci

Asirt bilyiime, bulundugu dokuyu istila etme ve metastaz olusturma yetenekleriyle
karakterize edilen malign bir neoplazmm olusum siireci karsinogenez olarak adlandirilir.
Karsinogenez, baslangic (initiation), yiikselme (tumor promotion) ve ilerleme (progression)

olmak iizere ii¢ asamada incelenebilir [1].

Timor gelisimininin baslangic asamasinda hiicre, genotoksik bir ajana maruz kalr.
Kimyasal karsinojenler, viriisler, radyasyon, UV 15181 gibi baslatici ajanlar ya da replikasyon
hatalar1 sonunda DNA’da 6liimciil olmayan bir mutasyon olusur ve tamir edilmeyen hasar,
DNA’nin tekrarlanan sentezleri ile kahci hale gelir. Kanser gelisiminin baslangic
asamasindaki bir hiicrede DNA diizeyinde artis olurken, hiicrenin fenotipinde bir degisiklik
s0z konusu degildir [18].

Karsinojene maruz kalinmasiyla tek bir hiicrede mutasyon olusumu, kanserin hemen
ortaya cikacagi anlamina gelmez. Mutasyona ugramis hiicre bagisiklik sistemi tarafindan yok
edilebilir ya da hiicre programh hiicre Oliimiine (apoptozis) ugrayabilir. Kanserin ortaya
cikabilmesi i¢in, karsinojen tarafindan tetiklenen baslangic asamasmi takiben bir seri

degisimin olmasi gereklidir.

Tiimoriin yiikkselme asamasi, bir karsinojen ya da tek basmna tiimor olusturamayacak olan

baska bir yiikseltici ajan (cinsiyet hormonlari, biiyiime hormonlari, biiylime faktorleri gibi)



tarafindan tetiklenebilir. Yiikseltici ajan, baslangic evresine bulunan hiicreyi biiyiimeye ve
boliinmeye tesvik eder. Bu asamada biiylimeyi inhibe edici ve biiyiimeyi tesvik edici faktorler

arasindaki denge onem kazanir [18, 5].

Ilerleme asamasinda ise, bilyiimede etkili genleri de icine alacak sekilde bir dizi
mutasyon geciren hiicre klonlar olusturur. Bu basamak kanserin ilerleme asamasidir. Bu
asamada, bulundugu dokuyu istila etme ve metastaz yapma yeteneginin ortaya c¢ikmasiyla

karakterize fenotipik degisiklikler ortaya ¢ikar [1].
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Sekil 1.1: Tiimor olusumunda asamalar [21].

Karsinogenez siireci i¢inde, normal bir hiicrenin tiimorojenik bir hiicre haline gelmesi
icin Oliimsiizlesme (immortalization), transformasyon ve metastaz olmak iizere ii¢ tip degisim
gecirmesi gerekir. Oliimsiizlesme, belirsiz biiyiime ve boliinmeyi ifade eder. Immortal bir
hiicrenin fenotipik olarak da degisiklik gostermesi sart degildir. Ikinci degisim ise oliimsiiz
hiicrenin transformasyonudur. Metastaz asamasinda ise kanser hiicreleri normal dokuya sigrar

ve orada yeni bir koloni meydana getirirler [22].

Timor hiicrelerinde kaybedilmis biiyiime ve boliinme kontroliine neden olan degisimlerin

belirlenmesi i¢in, normal ve transforme hiicrelerin biiylime karakteristiklerinin in vitro’da



karsilagtirilmas1 gerekir. Hayvan tiimorleri icin model teskil eden in vitro c¢ahsmalar,
transforme hiicre hatlarinin normal hiicrelerle karsilastirilmasi, tiimoér olusumunun genetik
temellerinin belirlenmesi ve doniisiimdeki fenotipik siireclerin anlagilmasi agisindan 6nem

tasir [22].

Omurgali bir organizmadan alman ve Kkiiltiir ortammna konan hiicreler, telomer
kisalmasina bagh olarak birka¢ bolinmeden sonra boliinmeyi siirdiiremez. Bu durumu takip
eden krizde hiicrelerin biiyiikk kismu Oliirken, boliinme kabiliyeti yiiksek olan hiicreler yasar.
Krizi asabilen hiicreler tiimorojenik olmayan, oliimsiiz hiicrelerdir ve bir hiicre hatt1 meydana

getirirler [23].

Oliimsiiz hiicrelerden olusmus bir hiicre hattina ait hiicreler, primer kiiltiir hiicreleri ile
baz1 ortak Ozellikler gosterir: 1) Yiizeye tutunarak biiyiirler, 2) Biiylime faktorlerine ihtiyag
duyarlar, 3) Kontakt inhibisyondan dolayr belli bir hiicresel yogunluga ulastiklarinda
biiyiimeleri durur, 4) Morfolojik anlamda biiyiidiikleri yiizey lizerinde uzamis halde goriiliirler
ve aktin filamentlerinden olusan stress fiberlerine sahiptirler. Bu ozelliklerin sonucu olarak
Olimsiiz hiicreler, bulunduklar1 yiizeyde monolayer (bir hiicre kalinhginda tabaka) halinde
biiyiirler.

In vivo’daki kontroliine benzerlik gosterse de tiimorojenik olmayan 6liimsiiz hiicrelerden
kurulmus hiicre hattinin, neredeyse her zaman kromozomal anomaliler tasidigi, ¢cogunlukla da

anoploidi tagidig1 goriilmiistiir.

Transforme hiicreler ise tiimorojenik olmayan, dliimsiiz hiicrelerle ve normal hiicrelerle
karsilastirildiklarinda bazi farkliliklar gosterirler:
1) Transforme hiicrelerin seruma ihtiyaglar1 azdir, ciinkii biiyiime faktorlerini kendileri

sentezlerler ve kendi kendilerine biiyiime ve boliinme sinyali verebilirler.

2) Transforme hiicreler kontakt inhibisyon o6zelligini kaybetmislerdir. Normal hiicreler
belirli bir yogunluga ulastiginda hiicre zar1 iizerinde bulunan reseptorler DNA’ya
biiyiimeyi durdurmasi yoniinde sinyal verir. Kontakt inhibisyonu denen bu mekanizma ile
dokunun kontrolsiiz olarak biiylimesi engellenmis olur. Kontakt inhibisyon 6zelligini

kaybetmis transforme hiicreler kiiltiir ortaminda monolayer degil de, fokus denen, iist iiste



hiicrelerden olusan coklu hiicre tabakalar1 seklinde biiyiirler. /n vivo’da kontakt
inhibisyonun kaybedilmis olmasi ise, transforme hiicrelere ortaya ciktiklar1 dokuyu istila

etme kabiliyetini kazandirir.

3) Transforme hiicreler kat1 bir yiizeye tutunmadan biiyiiyebilirler. Kan hiicreleri hari¢ pek
cok viicut hiicresi biiyiimek ve farklilasmak icin hiicre dis1 matrikse tutunma ihtiyact
duyarken, kanser hiicreleri boyle bir gereksinim i¢inde olmadiklarindan kiiltiir ortaminda

yayilarak biiyimek yerine yuvarlak bir hal alirlar.

4) Oliimsiiz hiicrelerin aksine, transforme hiicreler deney hayvanma enjekte edildiginde

tiimor meydana getirir [22, 23, 24, 25].

Normal bir hiicrenin transforme olmasi i¢in ¢coklu genetik degisiklikler gereklidir.
Insanda kanser sikhig1 ve yas parametrelerine dayanarak yapilan ¢caligmalar, 6-7 genetik
degisimin 20-40 yil i¢inde kanser olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Kanser nadir
olarak, ek baska genetik degisimlerin olugsmasmi gerektirebildigi gibi Mendelien kahtim

kurallarina gore de kalitilabilir [18]

1.1.2. Kanser Olusumda Etkili Gen Gruplari

Normal hiicreden neoplastik hiicreye transforme olma siireclerinin analiz edilmesi
sonucunda, bu siirecte genetik etki mekanizmasi bakimindan iki farkhi gen grubunun rol aldig:
goriilmiistiir: proto-onkogenler ve tiimor baskilayici genler [26]. Proto-onkogenler ve timor
baskilayict genlerdeki genetik degisimlerin disinda, DNA onarim mekanizmasindan sorumlu
enzimleri kodlayan, apoptozisi diizenleyen, proteinazlar gibi dokuya hasar veren enzimleri ve
damarsal gecirgenlik faktorlerini kodlayan genlerdeki hasarlarin da karsinogenezde onemli
oldugu bilinmektedir. Tiimor hiicrelerinde, DNA metilasyonunda artig gibi bazi epigenetik
durumlar ile allel ekspresyonlarinin metilasyon degisimleri ile kontrolii de yaygm olarak

goriilmektedir [18].



1.1.2.1. Onkogenler

Onkogenler ilk olarak viriislerce tasinan ve hedef hiicrelerde transformasyona neden olan
genler olarak tanimlanmustir. 1969°da Huebner ve Tadora kanser gelisiminde onkogenlerin

roliiniin olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Viral onkogenlerin biiylik bir kismmm hiicresel karsihgr vardir. Bu genler proto-
onkogenler olarak adlandirilir ve hiicre proliferasyonu, farkhilagmasi, hiicre dongiisii ve
apoptozis kontroliinde rol oyanayan bazi proteinleri kodlar. Aktive olan proto-onkogenlere
onkogen, protein iriinlerine ise onkoprotein denir. Onkogen olusumu, hiicresel bir proto-
onkogenin uygunsuz bir sekilde aktive olmasmna neden olan bir fonksiyon kazanma
durumudur. Genin yapisal bir bolgesinde degisiklik sonucu farklh fonksiyon goren bir protein
sentezlenir. Bu tip degisiklikler sikhkla nokta mutasyonlar1 sonucunda olusur ve en sik ras
onkogen ailesinde goriilir. Bir baska mekanizma da, genin ekspresyon (hiicrede ifade
olmasi)’nunu diizenleyen bolgede olusan bir degisiklik sonucu gen iiriiniiniin fazla miktarda
tiretilmesidir. ABL onkogeninde oldugu gibi kromozom translokasyonlart da onkogen
olusumuna neden olabilir. Myc genleri ise gen amplifikasyonu (genin fazladan kopyasmm
olusmasi) ya da transkripsiyonel diizenleme mekanizmalarinin bozulmasi ile onkogen halini

alirlar [19, 28, 27].
Proto-onkogenlerdeki mutasyonlar baskin karakter tasir. Onkogenlerin aktive olan mutant

formlarinin  ekspresyonlari, hiicresel c¢ogalma mekanizmasinin proliferasyon yoniinde

bozulmasina neden olur [19].

1.1.2.2. Tiimor Baskilayic1 Genler



Timor baskilayict genler normal kosullarda hiicre proliferasyonunun  kontrol
edilmesinden sorumlu olup, inaktive olduklarinda tiimor olusumuna neden olabilmektedir.
Cekinik genler olan tiimor baskilayici genlerdeki fonksiyon kaybi, nonsens, missens
mutasyonlari, kromozomal delesyonlar, genin promotoruna yakin bdlgesinin metilasyonu
sonucu transkripsiyonun gerceklesememesi gibi nedenlerle meydana gelebilir ve hiicrenin

kontrolsiiz olarak biiyiime ve boliinmesine sebebiyet verir [22].

Retinoblastoma geni (Rb), tamimlanan ik tiimor baskilayict gendir. Rb’nin normal
fonksiyonu retina ana hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemektir. Bu genin yalnizca bir kopyasi
boliinme kontroliinii gerceklestirebilmek icin yeterli olmaktadir. Rb’nin her iki kopyasmim
kaybr ise hiicre dongiisii kontroliiniin ortadan kalkmasma neden olarak tiimor olusumunu
tetiklemektedir. DNA tamiri, hiicre dongiisiiniin duraklatilmas1 ve apoptozisin uyarilmasi gibi
bircok islevi iistlenmis cok yonlii bir protein olan p53’ii kodlayan p53 tiimor baskilayici

geninin de kanser vakalarinin % 50’sinde mutant oldugu goriilmiistiir [29].

Onkogenler Tiimor Baskilayic1 Genler
Biiyiime faktorleri ve Reseptorleri Cekirdek dis1 faktorler
EGF EGF reseptorii Hiicre zar faktorleri (TGF-B ve reseptorleri)
PDGF PDGEF reseptorii .. . .
IGF-1 ve IGF-2  IGF-1 ve 2 reseptorleri Hiicre adezyon faktorleri (Kaderinler, APC)
Heregulin erbB2 (HER-2/neu) Fosfotazlar (PTEN)
Stoplazmik faktorler
Reseptor olmayan Cekirdek faktorleri
Tirozin kinazlar ~ (abl,src) Hiicre dongiisii inhibitorleri (Rb, p53, INK4)
G proteinleri (K-ras,H-ras ve N-ras)
Cekirdek Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri  (myc, jun, fos)
Hiicre dongiisii proteinleri (siklinler, E2F)

Cizelge 1.1: Bazi onkogen ve tiimor baskilayici genler [30].

1.2. Hiicre Dongiisii ve Kontrolii

Bir hiicrenin kendine benzer iki hiicreye cogalmasi ile sonuglanan siire¢ hiicre dongiisii
olarak adlandirihr. Hiicre dongiisii, dis uyarilar sonucu biyokimyasal olarak baslatilan bir seri

fazdan olusur. Bu fazlar hem dis hem de i¢ biiyiime faktorleri tarafindan diizenlenir. Bazi



onkogenler ve hiicre siklusuna 6zgii proteinler hiicre siklusu boyunca senkronize bir sekilde

aktiflesir ve ardindan inaktiflesirler [31].

Hiicre dongiisii iki ana kisimda incelenebilir: mitoz ve interfaz. Mitoz, kardes
kromozomlarin birbirinden ayrildigi, sitokinez (hiicre boliinmesi) ile sonuglanan evredir.
Hiicre dongiisiiniin  biiyiik bir kismmi olusturan interfaz asamasmda, kromozomlar
yogunlasmus ozelliklerini kaybeder ve gekirdek goriiniir hale gelir. Interfaz evresi, molekiiler
anlamda hiicrenin boliinmeye hazirlik yaptigi (biiytidiigii) ve DNA’sm1 replike ettigi evredir
[32].

1.2.1. Hiicre Dongiisii Fazlar

Hiicrelerin ikiye boliinmesi mitoz (veya esey hiicrelerinde mayoz) ile gerceklesir.
Hiicreyi boliinmeye sevkeden sinyaller (biiyiime faktorleri, sitokinler, mitojenler gibi) cok
cesitlidir. Hiicre boliinme sinyalini aldiginda sinyal ileti mekanizmalar1 (MAP kinaz, Protein
Kinaz C, JAK/STAT yollar1 gibi) devreye girer. Bu ileti mekanizmasi transkripsiyonu, hiicre
dongiisiinii veya hiicre iskeletini kontrol eden bir substrat fosforlayabilir ya da cekirdege
ulasip (STAT’da oldugu gibi) dogrudan transkripsiyonu etkiler. Boylece hiicre dongiiye
sokularak mitoza sevk edilmis olur [34].

Interfaz olarak isimlendirilen mitoz 6ncesi hazirlik safhasinda boliinme icin gerekli olan
cesitli diizenleyici proteinler (siklinler gibi) ve makromolekiiller (deoksiriboniikleik asitler
gibi) sentezlenir. Interfaz G1, S, ve G2 alt fazlarindan olusur. G, biiyiime (Growth) ya da
boslugu (Gap) ifade etmek iizere G1 fazi, mitoz ve DNA replikasyonu arasinda gozlenir. G1
sirasinda metabolik olarak aktif olan hiicre biiyiir ancak DNA’sim replike etmez. G1°1 takiben
gerceklesen S fazi (sentez fazi), DNA replikasyonunun oldugu fazdir. S fazmin ardindan
gelen G2 fazinda ise hiicre biiylimesi devam ederken, mitoz i¢in gerekli proteinlerin sentezi

de yapihr [33].

Boliinmenin gegici, geri doniisiimlii olarak durdugu hiicreler G1 fazindan ¢ikmus, istirahat
faz1 denilen GO fazindaki hiicrelerdir. Hiicrelerin metabolik olarak aktif oldugu bu fazda DNA

replikasyonu ve protein sentezinin azaldigi goriilir. GO fazindaki hiicre, uygun hiicre disi



sinyal gelince (0rnegin bir bilylime faktorii) G1 fazindan itibaren dongiiye devam eder. Yash
hiicreler ile DNA hasarmimn birikmis oldugu hiicrelerde boliinme, geri doniisiimsiiz olarak
durdurulmustur. Boliinmeye devam etmeyip Gl fazindan ayrilan hiicreler ise farklilasma

slirecine girer [33, 34].
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Sekil 1.2: Hiicre dongiisii fazlari. Hiicre dongiisii interfaz olarak isimlendirilen G1, S, G2

fazlar1 ve mitoz ile sitokinezden olusan M fazindan meydana gelir [20].

1.2.2. Hiicre Dongiisiinde Kontrol Noktalari

Hiicre dongiisii sirasinda bir genetik hasar tespit edilmis ise, hata tamir edilmeden
dongiiye devam edilmez. Bu nedenle dongii G1’den S fazma, G2’den M fazma ve mitoz
sirasinda metafazdan anafaza geciste kontrol edilir. Radyasyon veya bir toksine maruz

kalinmasiyla olusan DNA hasari, hiicre dongiisii kontrol noktalarmi aktive eder [35].

Hiicre dongiisii kontrol noktalarinda ii¢ protein ailesi fonksiyoneldir: siklinler, siklin
bagimh kinazlar (Cyclin Dependent Kinases-CDKs) ve siklin bagimh kinaz inhibitorleri
(Cyclin-Dependent Kinase Inhibitors-CKls) [36].

Siklinler, CDK ve CDI’larin diizeyleri hiicre dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda farklihk
gosterir ve oldukca karmagsik bir diizen icinde hiicre dongiisiiniin ilerlemesini diizenlerler.
Kendi iclerinde enzimatik aktivite gostermeyen siklinler, siklin yoklugunda inaktif olan
CDK’larla birleserek hiicre dongiisiinii kontrol ederler. Siklinler bu komplekslerin diizenleyici
alt tiniteleri, CDK’lar ise katalitik alt tiniteleridir. Regiilator bir siklinin baglanmasiyla aktif

hale gecen CDK’lar, hedef proteindeki serin/trionin aminoasitlerini ATP kullanarak fosforlar



ve bu sayede proteini aktive ya da inaktive ederler. Farkh siklinler (A, B1, D ve E) hiicre
dongiistiniin cesitli fazlarinda bir taraftan sentez edilirlerken diger taraftan da yikilirlar.
Siklinlerin seviyeleri transkripsiyon diizeyinde diizenlenirken, yikimlar1 ubikutin metabolik
yoluyla saglanir. Aktif enzim kompleksi, siklin iizerindeki 6zel aminoasit zincirini farkeder ve
ubikutinin birden fazla kopyasm buraya baglar. Siklinlerin yikiminda iki ubikutin ligaz
onemlidir: Birincisi G1/S siklinlerin ubikutinasyonu ve yikimmdan sorumlu olan “SCF” adi
verilen enzim kompleksi, ikincisi ise M faz1 siklinlerinin ubikutinasyon ve proteolizinden
sorumlu olan anafaz ilerletici kompleks (Anaphase-Promoting Complex-APC)’dir. Siklinlerin
periyodik yapim ve yikimlari, iliskide bulunduklari CDK (CDK2, CDK4, CDKS, CDKG®6,
CDK7 ve CDK25)’larin aktivitelerinin diizenlenmesini saglar. CKI'lar ise CDK’lara ters
aktivite gosteren proteinlerdir. CDI’'lar (pl5, p18, pl19, p21 ve p27) CDK’larin aktivitesini
siklinlere, CDK’larin kendisine ya da siklin-CDK komplekslerine baglanarak inhibe ederler.
[34, 37].
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Sekil 1.3: Siklin-bagimh protein kinaz sistemi. CDK’lar siklinler ile aktive olurlarken,
CDr’lar ile inhibe olurlar. CDK’larin aktif formlari, substratlar: fosforilleyerek onlar1 aktif
hale getirir. Boylece substrat aktivasyon durumuna gore hiicre siklusu ya durur ya da bir

sonraki agsamaya gecer [34].

1.2.2.1. G1 Kontrol Noktasi



Yiiksek organizmalarda hiicre dongiisii kontrolii, biiyilk oranda G1 CDK’larinin sentezi
ve aktivasyonuna baghdwr. CDK’larin sentezi mitojen denilen hiicre dis1 biiylime faktorleri
tarafindan baslatihr. G1 CDK’lar1 bir kez aktive olduktan sonra mitojenler ortamda olmasa
dahi hiicre dongiisii mitoza kadar devam eder. Mitojenlerden bagimsiz olan bu ge¢ G1 fazi

donemine restriksiyon noktasi (R point) denir [36].

G1 faz1 kontrol noktasinda siklin bagimh kinazlar: inaktive eden iki ana CKI ailesi vardir:
pl5, pl6 ve pl8’den olusan INK4 (Inhibitor of Cyclin-Dependent Kinase 4) ailesi ile p21,
p27 ve pS57 proteinlerinden olusan CKI ailesi. INK4 proteinleri CDK4 ve CDK6’ya
baglanarak bu kinazlarin siklinlere baglanmasm engellerken, ikinci grup CKI, CDK-siklin
kompleksine baglanarak kompleksi inhibe eder [36, 38].

Rb (Retinoblastoma) tiimor baskilayici proteininin CDK’larca inaktivasyonu, G1 fazi
diizenlenmesine Ornek tegkil eder. CDK substratlarindan biri olan Rb, fosforlanmamis halde
E2F transkripsiyon faktoriine bagh bulunur. Bu durumda E2F inaktif haldedir. Rb
fosforlandiginda E2F den ayrilir ve E2F transkripsiyon faktorii olarak is gormeye bagslar. Rb,
bir CKI olan p16’nin transkripsiyonu negatif yonde diizenlemesi nedeniyle de hiicre dongiisii
kontroliinde 6nemlidir. Rb’nin olmadig hiicrelerde p16’nm yiiksek diizeyde eksprese edildigi
goriliir. Rb’nin siklin D tarafindan inaktivasyonu p16’nin aktivasyonuna neden olur. Aktive
olan p16 ise CDK4 ve CDKG® ile spesifik olarak etkileserek bu CDK’larin siklin D ile
etkilesimini engeller [36, 38].
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Sekil 1.4: Rb ve G1 fazi kontrolii. Biiyiime faktorlerinin yoklugunda fosforlanmamis halde
bulunan Rb, hiicre boliinmesinde gerekli proteinlere ait genler i¢in gerekli E2F transkripsiyon
faktoriinii inaktif durumda tutar. Intraseliiler bir sinyal ileti yolu olusturan biiyiime faktorleri
,G1 faz1 siklin-CDK kompleksini aktive eder. Olusan kompleksin Rb’y1 fosforlayarak
inaktive etmesiyle serbest kalan E2F, S faz genlerine baglanarak transkripsiyonlarmi saglar

[38].

p53, Gl faz1 diizenleme mekanizmasinda yer alan bir diger tiimor baskilayici gendir.
DNA hasar1 varhgmda aktif hale gecen p53 proteini, bir CIK olan p21 sentezini baslatarak
siklin D-CDK4 kompleksini inaktive eder. Kompleksin inaktive olmasiyla Rb fosforlanamaz
ve E2F aktif hale gecemez. Boylelikle biiyiimeyi tetikleyen genlerin aktivasyonu engellenir,
hiicre dongiisii G1°’de durur ve DNA hasar1 tamir edilir [36].

DNA hasar1 [',, ) Iinaktif p53

s E‘Ep53 aktivasyonu
_—

!

s, Aktifps3

-~

l AKktif p53, p21 geninin
diizenleyici bolgesine baglamr

g
I-—
o

e 2l gene

TRANSCRIFTION §
e 7?1 mRNA
TRANSLATION 4

p21
(CDK inhibitor proteini)

S faz siklin-CDK kompleksi p21-S faz siklin-CDK kompleksi
AKTIF INAKTIF

Sekil 1.5: pS3 ve G1 kontrol noktasi: DNA hasar1 varliginda aktif hale gecen p53, bir CDK
inhibitdr proteini olan p21 transkripsiyonunu baglatir. p21 proteini S faz siklin-CDK
kompleksine baglanir ve kompleksi inaktive eder, boylelikle hiicre boliinmesi G1 fazinda

durur [38].

1.2.2.2. G2 Kontrol Noktasi



Hiicre dongiisiinde DNA replikasyonunu takiben G2 fazi baglar. Siklin B1, S fazinin geg
doneminde sentez edilir ve G2 fazindan M fazma gecerken sentezi iist diizeye erisir. Siklin B,
CDKI1 ile etkilesime girer ve bu kompleks MPF (M-phase maturation Promoting Factor)
olarak da bilinir. Siklin B’nin anafazda yikilmasiyla birlikte hiicre mitozdan ¢ikar ve Gl'e
geri doner. Siklin B/CDKI1 (MPF), cekirdek laminlerini ve niikleoporinleri fosforlayarak

cekirdek membraninin biitiinliigiiniin bozulmasma neden olur [39].

MPF aktivasyonu fosforilasyon ile gerceklesir. MPF nin CDKI1 alt iinitesinin ikinci kez
fosforilasyonu ise MPF kompleksini inaktive edecektir. Niiklear bir protein kinaz olan Weel,
CDKI’in ATP baglanan bolgesini fosforlayarak MPF’yi inaktive ederek erken mitozu Onler.
Katalitik alt tinitesinden fosforlanan MPF’nin bu hali pre-MPF olarak adlandirilir. Cdc25 (cell
division cycle 25)’in CDKI1 alt {initesini defosforlamasiyla pre-MPF aktif hale gecer ve G2
fazindan M fazna gecis saglanir [40].

1.2.2.3. Mitoz Fazi1 Kontrolii

M faz1 kontrol noktasinda, kromozomlarm ig ipliklerine tutunup tutunmadigi, sentrozom
duplikasyonunun saglanip saglanmadigr kontrol edilir. Hiicre siklusunun her asamasinda
oldugu gibi M fazinda da kontrol, CDK’larla saglanir. G2 ve S fazinda sentezlenen mitotik
CDK kompleksi, aktive olduktan sonra kromozom yogunlasmasi, cekirdek zari yikimi,
mitotik ig iplikleri olusumu, ve kromozomlarin uzamasi gibi olaylar: tetiklerler. Mitotik CDK
kompleksi, anafaz baslatict kompleksi (APC-Anaphase Promoting Factor) aktive eder. APC
multi-protein kompleksi, anafaz inhibitorlerinin ubikuitin aracili proteolizine neden olur.
Anafaz inhibitorlerinin inaktivasyonu, metafaz swrasinda kardes kromatidleri bir arada tutan
protein komplekslerinin inaktive olmasma yol agarken, kardes kromatidlerin zit kutuplara
cekilmesinin gergeklestigi anafaz evresine gecise olanak tanir. Anafazin sonlarma dogru ise
APC, mitotik siklinlerin proteolitik degredasyonunu tetikler. Mitototik CDK aktivitesindeki
diisiise bagh olarak zit kutuplardaki kromozomlar dekondanse olur, niikleer zar tekrar olusur
ve sitokinez meydana gelir. Mitotik CDK’larm inaktivasyonu ile de hiicre dongiisii sona erer

[36].

1.2.3. Hiicre Dongiisii ve Kanser



Hiicre dongiisii diizenleme mekanizmalarinda ortaya c¢ikan bozukluklar hiicrenin biiytime
diizenleyici sinyallerden bagimsiz olarak hareket etmesine neden olabilir. Pek c¢ok kanserde

artmus siklin ekspresyonu ve CKI’lerinde fonksiyon kaybi goriilmiistiir [42].

Kanserle baglantis1 en ¢ok calisilmis olan siklin, siklin D1°dir. Paratroid adenoma, mantel
hiicre lenfomasi ve bazi skuamoz hiicre karsinomasinda, siklin D1 geninde yeniden
diizenlenmeye (rearrangement) ve genin normalden fazla ekspresyonuna rastlanmistir. %
50’ye varan meme kanseri vakasinda ise siklin D1’1 kodlayan kromozomal bdlgede artis
(amplification) oldugu goriilmiistiir [42]. Baz1 tiimor ve tiimor hiicre serilerinde siklin D2 ile
D3’iin ve D tip siklinlerin katalitik partnerleri olan CDK4 ve CDK6’'nin artmig
ekspresyonlarina rastlanmistir. Mutant CDK6 ve CDK4 proteinlerinin INK4’iin negatif
regiilasyonuna direngli oldugu da belirlenmistir. Bazi melanomalarda ise CDK4’iin pl6
tarafindan inhibe edilmemesine bagh olarak G1 fazindan S fazmna gecisin gergeklesmedigi
saptanmustir [42].

G1 fazindan S fazna geciste CDK2 ile kompleks olusturdugu bilinen, ancak ne zaman ve
nasil inaktive edildigi heniiz aydmnlatiilmamis olan siklin E’nin, bazi meme karsinomlarinda
yiikksek diizeyde eksprese oldugu, bu durumun tiimor agresifligini arttirdigir goriilmiistiir.
Prostat, kolon, pankreas ve mide karsinomlarinda da artmus siklin E ekspresyonuna

rastlanmustir [22].

Hepatosit kanseri vakalarinda yapilan incelemelerde ise CDK?2 ile kompleks olusturarak
hiicrenin G1°den S fazina, cdc2 (cell division cycle 2) ile birleserek ise mitoz fazina girmesini
saglayan siklin A proteini kodlayan gene katilan hepatit B viriis genomunun, siklin A
proteinin yikiminda azalmaya, fiizyon genin ekspresyonunda ise artisa neden oldugu

goriilmiistiir [41].

Insan tiimorlerinde INK4 inhibitor ailesi iiyelerinin mutasyon, delesyon ya da metilasyon

yoluyla inaktive oldugu gosterilmistir. Ailesel melanoma sendromunda p/6 geninde inative



edici mutasyon ve pek cok sporadik tiimorde de pl5 delesyonlar1 goriilmiistiir. Meme

kanserinde de mutant p/8’in CDK6’ya baglanmadig: belirlenmistir [41, 42].

DNA hasarmin tespit edilmesiyle G1 ve G2 fazinda blok olusturarak hasarin tamirine
olanak taniyan p53 tiimOr baskilayici geni pek c¢ok insan kanserinde mutanttir. p53’iin
fonksiyon gostermedigi hiicrelerde mutasyon, gen amplifikasyonu ve kromozom

anomalilerinin arttig1 goriilmiistiir [41, 42].

Mitoz sirasinda kardes kromatidlerin ayrilmasini kontrol eden mekanizmada yer alan
molekiillerde ortaya ¢ikan mutasyonlarin ise, cogunlukla andploidi olmak tizere kromozomal
degisimler olusturdugu ve bu sayede transforme genotipi destekledigi goriilmiistiir. Son
donemde CDK2’nin Weel bagimli fosforilasyonunu arttiran Cables adi verilen yeni bir hiicre
dongiisii inhibitorii bulunmustur. Cables’in birincil kolon ve bas-boyun kanserlerinde % 50-

60 dolaylarinda inaktif oldugu goriilmiistiir [43].

1.3. Apoptozis

Hiicre oliimii apoptozis ve nekrozis olmak iizere iki sekilde gerceklesir [44]. Nekrotik
hiicre 6limii ¢ogunlukla anoksi, mekanik travma ve kimyasal hasar sonucu ortaya cikar.
Hasara ugrayan hiicre Once siser, sonra parcalanir. Hiicrelerin parcalanmasi sonucu ortaya
cikan prostoglandinler, 16kotrienler, serotonin, histamin gibi iiriinler, hasara en yakm damar
endotelini uyarirlar. Damar endoteli ise selektin yapimimni uyarir. Selektin, hiicre membranmim
dis ylizeyine yapisir ve lokositlerin damara yapismasina neden olur. Sonrasinda integrin
ligandlar1 aym hiicre parcalanma ligandlar ile uyarilir ve l6kositler hiicre hasarmm oldugu
bolgeye dogru c¢ekilmeye baslar. Bu siirecin ardindan iltihaplanma denilen, kizariklik, 6dem

ve agri ile tanimlanan enflamatuar reaksiyonlar baslar [45].

Programlanmus hiicre 6liimii ya da hiicre intihar olarak da adlandirilan apoptozis, klasik
hiicre 6lim sekli olarak bilinen nekrozisden bircok ozelligi agisindan oldukg¢a farkli olan bir
hiicre 6liim mekanizmasidir. Eski Yunanca apo (ayr1) ve ptosis (diismek) kelimelerinin
birlesmesiyle olusan apoptozis terimi ilk defa 1972 yihinda Iskogyali arastrmacilar Kerr,

Whyllie ve Currie tarafindan, canh dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu, yapisal olarak



Ozgiin bir hiicre Olim tipini tanmimlamak amaciyla kullanilmistir [45, 46]. Apoptozis,
morfolojik olarak hiicrenin biiziilmesi, kromatinin c¢ekirdek ¢evresinde toplanmasi, membran
biitlinliigli bozulmamakla birlikte iizerinde tomurcuklarin olugmast ve ge¢ asamada da
hiicrenin stoplazma ile c¢evrilmis kromatin parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere
parcalanmasi ile karakterizedir. Parcalara ayrilms cekirdek ve parcalanan hiicreye ait tiim
yapilar hiicre zan ile kaplanmustir. Apoptotik cisimcikler yiizeylerinde yeni sinyal yapilari
ortaya c¢ikarir ve bu sinyalin uyarisi ile fagositik hiicreler tarafindan sindirilirler [47, 48].
Fagositik  hiicreler enflamasyonu inhibe eden IL-10 ve TGF-f gibi sitokinleri
salgiladiklarindan, bagisikhk sistemi enflamasyon yoOniinde yoOniinde uyaridmaz [145].
Apoptozisin bir diger 0zgiin yonii, hiicre DNA’smim endoniikleozomlar tarafindan yaklasik
180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda parcalanmasidir. Apoptotik hiicrede,
normalde plazma membranmin i¢ yiiziinde bulunan fosfotidilserinin apoptozisin erken
evresinde membranin dig yiiziine yerlestigi ve boylece apoptotik hiicrelerin komsu hiicreler ve

makrofajlar tarafindan taninmasini sagladigi da bilinmektedir [47, 48].

(@) (b)

Sekil 1.6: Nekrozis ve apoptozis ile dlmiis hiicrelerin elektron mikroskobunda goriiniimii. (a)
Kiiltiir ortamimnda nekrozisle 6lmiis, parcalanmis hiicre. (b) Kiiltiir ortaminda apoptozisle

Olmiis bir hiicre [20].




Sekil 1.7: Apoptotizisde morfolojik degisim siireci. (A) Hiicresel yapilarin biiziilmesi, (B ve
C) Cekirdek kromatinin kondensasyonu ve fragmentasyonu, (D ve E) Apoptotik cisimciklerin

olusumu, (F) Apoptotik cisimciklerin fagositik hiicreler tarafindan ortadan kaldirilmasi [140].

Ozellik Nekrozis Apoptozis
Yol acan
nedenler Iskemi Biiyiime faktorii eksikligi
Hipertermi Hiicre yaslanmasi (senescence)
Hipoksi HIV
Litik viral enfeksiyon Kanser ilaglar
Toksik maddelerin yiiksek Radyasyon
konsantrasyonlar1 Yiiksek doz glukokortikoid
Siddetli oksidatif stress Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
aktivasyonu
Sitotoksik T lenfositler
Cok siddetli olmayan oksidatif stress
Morfolojik Hiicre membran: biitiinligii Hiicre membran biitiinliigii bozulmaz,
ozellikler kaybolur ancak membranda tomurcuklar olusur
Kromatin “flocculation”u Kromatinin ¢ekirdek cevresinde toplanir
ve yogunlagir
Hiicre siser Hiicre kiigiiliir
Organeller biitiinliikliiklerini Organellerin biitiinliigii bozulmaz
kaybederler Hiicre mitokondri, ribozom, ¢ekirdek
Biiyiik vakuoller olusur parcalar1 ve diger organelleri iceren
Hiicre patlar membranla kaplh apoptotik cisimciklere
parcalanir
Biyokimyasal | Iyon dengesi bozulur Kontrollii bir siirectir
ozellikler ATP gerekmez (pasif siireg) Baz1 aktivasyonlar ve enzimatik
reaksiyonlar icin ATP gereklidir
(aktif siireg)
+4 °C’de gergeklesebilir
DNA rastgele pargalanir +4 °C’ta gerceklesmez
(agaroz jel elektroforezinde DNA 180 kb ciftinin katlar1 olacak
smear goriintiisii) sekilde kirilir (agaroz jel elektroforezinde
merdiven goriiniimii)
Diger Hiicreler gruplar halinde oliir Hiicreler tek tek veya birkaci birarada oliir
ozellikler Fizyolojik olmayan (patolojik) Fizyolojik sartlarda da gergeklesebilir
etkiler sonucu gergeklesir
. . Komgu hiicreler veya
Lizozomal enzimler salinr makrofajlar tarafindan fagosite edilirler
Enflamasyona neden olur Enflamasyon goriilmez




Cizelge 1.2: Apoptozis ve nekrozisin karsilastirilmasi [34].

Apoptozis, embriyolojik gelisimde ve olusan dokularin devamhliginda anahtar rol oynar
[14, 15]. Eriskinlerde apoptozis, hiicre proliferasyonunu dengeleyici olarak gorev alarak sabit
hiicre sayisinin korunmasmi saglar. Ornegin kemik iliginden devamli olarak hiicre iiretimi
devam ederken, giinde yaklasik 5x10"" kan hiicresi apoptozis yolu ile yok edilmektedir. Ek
olarak apoptozis, hasara ugramis ya da organizma icin tehlike arz eden hiicrelerin ortadan
kaldirilmasmi sagladigindan, bir savunma mekanizmasi olarak da is goriir. Viriisle enfekte
olmus hiicreler siklikla apoptozise ugrar; boylelikle yeni viriislerin olusumu ve viriisiin konak
organizmaya Yyaylmasit engellenmis olur. DNA hasar1 da apoptozisi tetikler. Kanser
olusturabilecek mutasyonlar gibi zararh mutasyonlar1 tasiyan hiicreler, apoptozis yoluyla
ortadan kaldirihir. Doku gelisimi esnasinda istenmeyen hiicreler de apoptozis ile yok edilir.
Ornegin bocek ve amfibilerin metamorfozu esnasinda larva dokusunun yok edilmesi, el ve
ayak parmaklarm ayrilmasi apoptozis ile olur. Apoptozis, memelilerde sinir sisteminin
gelisimi esnasinda, fazla sayida {iretilen sinir hiicrelerinin % 50’den fazlasinin ortadan

kaldirilmasmdan da sorumludur [49].

Apoptozis, hiicre dis1 ve hiicre ici ¢esitli sinyaller yoluyla tetiklenebilir. Hiicresel diizeyde
etkili ana fizyolojik aktivatorler, 6liim faktorii olarak da adlandirilan Fas Ligant (FasL) ve
Tiimor Nekrozis Faktor (Tumor Necrosis Factor-TNF) isimli proteinlerin ilgili reseptorlerine
baglanmasidir. Bunun disginda viral enfeksiyonlar, bakteriyel toksinler, onkogenler,
kemoterapoétikler, radyasyon, glukokortikoid artigi, biiylime faktorlerinde azalma gibi bazi
faktorler de apoptozisi baglatalabilir. Agir DNA hasarina yanit olarak aktive olan p53 geni ve
hiicresel yapilarda tahribat olusturan reaktif oksijen radikalleri de apoptozisi
tetikleyebilmektedir. Apoptozis, sitotoksik T lenfositlerinin hedef hiicreyle etkilesimi sonunda
da gerceklesebilir [22]. Apoptozisi tetikleyen diger hiicresel diizeyde ve hiicre dis1 ajanlar
cizelge 1.3’de gosterilmistir [50]. Apoptozisin diizenlenmesi ise bazilar1 hiicre Oliimiini,
bazilar1 hiicrenin canlihgmin devamlihigimni destekleyen sinyal ileti yolaklar1 sayesinde olur

[49].



Fizyolojik Hasara Bagh Tedavi Ajanlar Toksinler
Aktivatorler Tetiklenme
-TNF ailesi; -Is1 soku; -Kemoterapotikler; -Etanol;
-Transforming Growth | -Viral enfeksiyonlar; -Elektromanyetik -Beta-amiloid
Factor B (TGF-B); -Bakteriyal toksinler; radyasyon; peptid.
-Norotransmitterler; -Onkogenler; -Ultra viyole (UV)

-Biiylime faktorii
seviyesinde diisiis;
-Kalsiyum;
-Glukokortikoidler.

-Timdr baskilayici genler;
-Sitotoksik T hiicreleri;
-Oksidanlar;

-Serbest radikaller;

-Besin eksikligi;
-Antimetabolitler.

Cizelge 1.3: Apoptozisi tetikleyen hiicre i¢i ve dis1 ajanlar [50].

1.3.1. Apoptozisin Diizenlenmesi

Apoptozis birbirini takip eden iic asamada ortaya cikar: apoptozisin tetiklenmesi,

tetikleyici sinyallerin

olusmasi. Apoptozisi tetikleyici sinyaller patolojik ya da fizyolojik olabilir (DNA hasari,
sitokin azalmasi, hipoksi,

Diizenleyici faktorler ise gelen Oliim sinyallerinin etkisinin anti-apoptotik uyaranlara kars:

arttirdmasimdan

apoptozis ka¢mnilmaz

diizenlenmesi ve sinyallerin ilgili molekiillere aktarilarak apoptozun

sorumludur. Efektorlerin diizenleyici faktorlerle aktive edilmesiyle ise

hal alir [51].
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Sekil 1.8: Apoptotik siire¢ [34]

sicaklik degisiklikleri, Oliim reseptorlerinin uyaridmas: gibi).



Apoptozisi kontrol eden genler hakkinda ilk bilgiler C.elegans adli solucanla yapilan
calismalar neticesinde elde edilmistir. C.elegans’da normal gelisimin bir pargasi olarak 1090
civarindaki somatik hiicrenin 131’inin apoptozis yoluyla ortadan kaldirildigi goriilmiistiir.
C.elegans’m gelisimi sirasinda goriilen programh hiicre 6liimil iizerinde yapilan ¢ahismalarla,
apoptozisin diizenlenmesinde ve gerceklesmesinde anahtar roller {istlenen {ic gen
tanimlanmistir. Bu genlerden ced-3 ve ced-4 apoptozisin gerceklesmesi icin gerekli genlerdir
ve biri inaktive oldugunda apoptozis gerceklesemez. C.elegans’da tanimlanan {i¢iincii gen
olan ced-9 ise apoptozisin negatif diizenleyicisi olarak gorev alir. ced-9 mutasyonla inaktive
oldugunda, hiicre yasamaya devam edemez. ced-9’un yiiksek diizeyde ekspresyonu

durumunda ise apoptozis olusmaz [49].

ced-3, ced-4 ve ced-9 ile ilgili genler memelilerde de bulunmus ve bu genlerin korunmus
oldugu goriilmiistiir. Ced-3, kaspaz denen bir dizi proteazin ilk Ornegini teskil eder.
Kaspazlar, aktif bolgelerinde sistein (C) tasiyan ve substrat proteinlerini aspartik asit
(Asp)’ten sonra kesen sistein proteazlardir [49]. Stoplazmada prokaspaz olarak adlandirilan,
inaktif (zimojen), formda bulunan kaspazlar, birbirlerini aktive ederek preteolitik bir kaskad
(selale tarzi reaksiyon dizisi) olustururlar. Kaspaz-2, -8, -9, -10 baslatici kaspazlar olarak
bilinirken, kaspaz-3, -6, -7 effektor kaspazlar olarak bilinir. Baslatici kaspazlar apoptotik
uyartyla baglayan o©liim sinyallerini effektor kaspazlara iletirler [34]. Efektor kaspazlarmn
substratlar1 arasinda DNase inhibitorii ve niikleer laminler de bulunur. DNase inhibitoriiniin
kaspazlar tarafindan inaktive edilmesiyle aktif hale gecen DNase, cekirdek DNA’smm
parcalanmasina neden olurken, niikleer laminlerin kaspazlarca kesilmesi ise Oncelikle
cekirdegin ve hiicre iskeleti proteinlerinin parcalanmasina, sonrasinda hiicre iskeletinin
dagilmasina, membranda tomurcuk olusumuna ve hiicrenin parcalanmasina neden olur. ced-
4’tin memelilerdeki homologu ise Apaf-1’dir. ced-4 ve Apaf-1 kaspazlara baglanarak kaspaz
aktivasyonuna neden olur. ced-9’un ise kaspaz aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.
Memelilerde Bcl-2 protein ailesi, ced-9 benzeri islev goriir. Bel-2 ailesinin bazi iiyeleri kaspaz

aktivasyonu ve dolayisiyla apoptozisi inhibe ederken, bazi tiyeleri apoptozisi destekler [49].
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Sekil 1.9: C.elegans ve insanda apoptozisin kontrolii [52].

1.3.1.1. Apoptozisi Tetikleyen Oliim Faktorleri ve Reseptorleri

Sitokinler, protein yapisinda olup hedef hiicrelerde spesifik reseptorlere baglanarak hiicre
cogalmast ve farklilasmasmi kontrol eder. Sitokinler, yapisal Ozelliklerine gore sitokin
bagiml biiyiime faktorii, TNF ve helikal sitokinler olmak tizere ii¢ alt gruba ayrilirlar. TNF,
hedef hiicredeki TNFR (Tumor Nekrozis Factor Receptor) adli reseptorleri ile baglandiginda
apoptozu aktive eder. Bu oliim reseptorleri hiicre i¢inde bulunan bir 6liim bolgesi (Death
Domain-DD) tasirlar ve ligandlarina baglandiklarinda ii¢lii yapr (trimerizasyon) olusturarak

aktif hale gecerler [52, 53].

Tip-II membran proteini gibi sentezlenen, N ucu sitoplazmada, C ucu ise hiicre dis1 alana
dogru uzanan FasL, sitotoksik T lenfositlerde (CTL) ve dogal katil hiicrelerinde (Natural
Killer cells-NK cells) bulunan TNF ailesinin bir iiyesidir. FasL, hedef hiicrede bulunan,
TNFR ailesi iiyesi olan Fas reseptorii (diger isimleriyle APO-1, CD95) ile baglandiginda
apoptozisi aktive eder [34].

Fas ve bir baska TNFR iiyesi olan TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda 6lim uyarisi
almis olurlar ve bir seri protein-protein iligkisini baglatirlar [34]. TNFR-1 ve Fas’in
sitoplazmik parcasinda bulunan yaklasik 80 aminoasitlik homolog bdlgeler, apoptotik
sinyalinin iletimini sagladiklarindan ©liim bolgeleri olarak adlandirdmiglardir.  TRADD
(TNFR-1 Associated Death Domain ), TNFR-1 ve TNFR-2’nin, FADD (Fas Associated



Death Domain) veya MORT1 ise Fas reseptoriiniin 6liim bolgesidir. Aktive olan apoptotik
sinyal, O0lim bdlgelerine baglanan kaspaz-8’e iletilir. Kaspaz-8’in aktive olmasi ile birlikte
diger kaspazlar swrasiyla aktive olarak Oliim sinyalini ¢ekirdege kadar iletirler ve sonucta

kromozomal DNA’nin yikimina neden olurlar [53, 54].

TNF, TNFR-1 ile baglandiktan sonra apoptotik sinyal iki ayri yol iizerinden iletilir.
Birinci yolda, TRADD, 6liim sinyalini kaspaz-8’e FADD iizerinden, ikinci yolda ise TRADD,
RIP (Reseptor Interacting Protein) denilen ayri bir protein iizerinden iletir. RIP, bir
serin/treonin kinaz olup, Oliim sinyalinin iletilmesinden sorumlu olan olim bolgeleri
icermektedir. RIP, TRADD’ye o6liim bolgeleri ile yaptigi etkilesim ile baglanir ve yiiksek
diizeyde eksprese edilmesi durumunda apoptozisi indiikler. Her iki apoptotik yolun sonunda
da kromozomal DNA yikmu ile hiicre o6limii meydana gelmektedir. Bu sonucglar Fas ve

TNFR1’in 6liim sinyalini iletmede FADD’yi ortak bir yol olarak kullandiginm gosterir. [53]

TNFR-1’in, TNF ile iliskili apoptozu tetiklemesinden ayri olarak, bir transkripsiyon
faktorii olan NF-kB’yi de aktive ettigi bilinmektedir. NFkB, TNF reseptor iligkili faktor
(TRAF- TNF receptor—associated factor) ailesindendir. NFxB ise aktive oldugunda aralarinda
TP53, RB1, TNF, TRAF1 ve TRAF2’nin de bulundugu apoptozis diizenleyici genlerin
ekspresyonunu baslatir [52].
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Sekil 1.10: Oliim reseptorleri ile apoptozisin diizenlenmesi [52].



1.3.1.2. Kaspazlarin Aktivasyonu

Inaktif (zimojen) formdaki kaspazlar kirilarak aktiflesirler ve dimerize olurlar. Kaspaz
aktivasyonu (dimerizasyonu) ya hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin aktivasyonu ya da kaspaz-9
baglayici protein olan Apaf-1 (Apoptotic protease-activating factor-1)’in oligomerize olmak
tizere tetiklenmesi ile gerceklesir. Apaf-1’in tetiklenmesi ise mitokondriden sitozole sitokrom
¢ (cyt-c) salmm ile gerceklesir. Apaf-1’in oligomerizasyonu kaspaz-9 monomerlerinin
biraraya getirilmesini saglar. Boylece aktiflesen kaspaz-9, prokaspaz-3’ii aktive eder. Aktif
kaspaz-3, kaspaz ile aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD-inhibitor of caspase-
activated deoxyribonuclease) inaktiflestirir, boylece ICAD’iiniin bagladig1 kaspazla-aktiflesen
deoksiriboniikleaz (CAD-caspase-activated deoxyribonuclease) serbestlesir ve kromatin

yogunlasmasi ve DNA fragmentasyonuna neden olur [34].

Kaspaz-bagimsiz apoptozis ise  mitokondriden saliman AIF (Apoptosis Inducing
Factor)’iin  etkisiyle gerceklestirilir. Mitokondriden salman AIF, baz1 niikleazlar
aktiflestirerek DNA’nin parcalanmasma yol acar [34]. C.elegans ile yapilan calismalarda,
AIF’nin endoniikleaz G ile birlikteb 15 gorererek DNA degredasyonuna yol actigl
gosterilmigtir [142].

Grenzimler, patojenle enfekte edilmis hiicrelerin veya tiimor hiicrelerinin kaspaz bagimh
apoptozis ile ortadan kaldirilmasinda etkin rol alirlar. Perforinler ve grenzimler normal olarak
CTL’lerin ve NK hiicrelerinin sitoplazmik graniillerinde bulunurlar. CTL’lerinin hedef
hiicreye baglanmasiyla salgilanan perforinler, hedef hiicrenin membranina baglanarak
membranda porlar meydana getirir. Perforin porlar sitozolik kalsiyum diizeylerinin hizla
artmasma yol acar. Beraberinde salgilanan ve bir serin proteaz olan granzimin de bu porlar
araciligiyla hiicreye girmesiyle hiicre icinde prokaspaz-8 aktive olur, dolayisiyla hedef

hiicreyi apoptozise gotiirecek kaspaz yolagim baslatilir [34].



IAP (inhibitor of apoptosis) proteinleri ya prokaspazlara baglanarak aktive olmalarmi ya
da kaspazlara baglanarak aktivite gostermelerini engellerler. IAP’ler, mitokondride iiretilen ve

sitozole salinan proteinler tarafindan inaktive edilirler [20].

1.3.1.3. Bcl-2 Protein Ailesi

Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki grupdan olusur. Bu gruplardan biri apoptozisi
indiikleyici (pro-apoptotik) etkiye sahipken digeri ise apoptozisi baskilayici (anti-apoptotik)
etkiye sahiptir. Insanda Bcl-2 ailesine ait olan 26 gen bulunmustur. Bunlar arasinda Bcl-2,
Bcl-X;, Mcl-1, Bfl-1, Bcl-W ve Bcl-B anti-apoptotik, Bax, Bak, Bok, Bad, Bid, Bim, Bik,
Hrk, Bcl-XS, APR, PUMA, p193, Bcl-GS, Bcl-rambo, Nip3 ve Nix (BNIP) ise pro-apoptotik
proteinlerdir.  Pro-apoptotik olanlar, cyt-c’nin mitokondriden sitoplazmaya salimim
indiiklerken, anti-apoptotikler cyt-c sahmi baskilar. Bu iki zit etkili grubun isleyisi
yapilarinda bulunan BH1, BH2 ve BH3 bolgelerinden olusan hidrofobik cep ve BH3
bolgesinde yer alan amfipatik o-heliks bolgeleri ile iligkilidir. Bcl-2 proteinleri, hidrofobik

cep sayesinde bir diger Bcl-2 ailesi tiyesinin BH3 bolgesine baglanirlar.

Bcl-2 ailesinde yer alan proteinler, BH1, BH2, BH3 ve bazen de BH4 domainlerinde
yer alan aminoasitlerin gosterdigi homolojiye gore iki gruba ayrilir. Bir grup Bcl-2 proteini
BH domainlerinde yiiksek homoloji gosterirler. Bu grup icerisinde hem anti-apoptotik (Bcl-2,
Bcl-Xi, Mcl-1, Bfl-1, Bcl-W ve Bcel-B) hem de pro-apoptotik proteinler (Bax, Bak, Bok, Bid)
yer alir ve aralarinda homo ya da heterodimer meydana getirebilirler. Ornegin, apoptotik
sinyaller, Bax’in sitozolden mitokondrinin dig membranina hareketine neden olur iken, Bcl-2
ailesinin Bcl-2 ve Bcl-X;, gibi antiapoptotik iiyeleri Bax ile heterodimer meydana getirerek
Bax’in pro-apoptotik etkisini engeller. Diger taraftan, Bad ve Bid gibi baska pro-apoptotik
Bcl-2 proteinleri, Bcl-2 ve Bcl-Xp ile baglanarak onlarin anti-apoptotik fonksiyonlarmi
engelleyebilir. Sadece BH3 domainlerinde homolojinin s6z konusu oldugu ikinci grup Bcl-2
proteinleri (Bad, Bik, Bim, Hrk, Bcl-Gs, p193, APR, PUMA) ise pro-apoptotiktir ve “BH3
only proteins” olarak adlandirihrlar. Bu proteinlerin bir kismi apoptotik 6zelliklerini bir anti-
apoptotik proteinle dimerize olarak gosterirken bazilari ise pro-apoptotik proteinlerle dimerize

olarak antogonist fonksiyon gosterirler. Ornegin Bid’in Bax’a ya da Bak’a baglanmasiyla,



Bax ya da Bak mitokondriyal membranda oligomerize olur ve membranda biiyiik porlar

olusur. Olusan bu porlardan cyt-c, SMAC, ve Omi gibi molekiiller sitozole ¢ikar [5, 52].
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Sekil 1.11: Anti-apoptotik ve pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri. Apoptozisi engelleyen (beyaz)
ve tetikleyen (siyah) Bcl-2 proteinleri arasindaki olast iligkiler [52].

Sadece BH3 domainlerinde homoloji tasiyan apoptotik Bcl-2 proteinleri, apoptozisi
tetiklemek iizere disaridan pek ¢ok sinyal alir. Ornegin p53, APR (Apoptosis Related Protein)
ve PUMA (p53—up-regulated modulator of apoptosis)’nin eksprese olmasmna neden olur.
Diger bir 6rnek de baska bir BH3 only protein olan BFM’dir. Hiicre iskeletinin tehdit edildigi
durumlarda BFM, mitokondri yiizeyinde yer alan anti-apoptotik proteinlerle dimerize olur ve
apoptozu tetikler. Bu nedenle BFM’nin metafazi engelledigi diisiiniilmektedir. Bir diger BH3
only protein ailesi iiyesi olan Bid’in N ucunda yer alan 52 aminoasitlik par¢a, TNF ailesinden
reseptorlerin uyarilmasiyla aktiflesen kaspaz-8 tarafindan kesilir ve Bid bu sayede
mitokondriyal membrana yerlesir. Bim ise mikrotiibiillere bagh olarak bulunmaktadir ve DLC
(Dynein Light Chain) arasindaki iliski koptugunda serbest kalarak, mitokondri ylizeyinde yer
alan bir anti-apoptotik protein ile BH3 domaini sayesinde dimerize olur. Bad’nin hiicredeki
yerlesimi ise fosforilasyona baghdir. Normal kosullarda Bad, yasam (survival) faktorlerinin
etkisiyle serin-treonin kinaz Akt/PKB yolu aracihgiyla fosforile durumda tutulur. Fosforile
durumda iken anti-apoptotik iiyelerle kompleks olusturamadigindan onlar1 etkisizlestiremez;
diger bir deyisle cyt-c tutucu etkilerini antagonize edemez. Yasam faktorlerinin eksikligi gibi
bir nedenle defosforile oldugunda ise anti-apoptotik iiyelerle kompleks olusturarak anti-

apoptotik etkilerini ortadan kaldirir. Boylece cyt-c salinmasi gerceklesir [5, 52].
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Sekil 1.12: Mitokondriyal yol ile apoptozis aktivasyonu [52].

1.3.1.4. p53 Tumor Baskilayicisi

Bir tiimor baskilayict protein olan p53, DNA hasarmnin tespiti, DNA tamiri, hiicre
dongiistiniin  diizenlenmesi ve genetik hasarin ardindan apoptozisin tetiklenmesinden

sorumludur. Pek ¢ok tiimor tipinde p53°tin mutant oldugu goriilmiistiir.

Mdm2 adh protein, p53’e baglanarak p53’ii yikim icin hedef molekiil haline getirir. p53
ise Mdm?2 ekspresyonunu tetikleyerek negatif bir geri besleme dongiisii (feedback loop)

ARF
4

olusturur.  Proliferasyonu tetikleyici sinyaller ile pl aracih@ ile p53 kararliigim

destekleyen onkogenler, p53’iin Mdm?2 tarafindan yikimini 6nler.

Sitokinler, sitokin miktarinda azalma, hipoksi, 1s1 soku ve DNA hasar1 da p53’iin
kararhligmm saglanmasmnda ve aktivasyonunda Onemlidir. Aktive olan p53, CDK
fonksiyonunu inhibe ederek hiicre dongiisiinde duraklama yaratan p21WAF-1 ekspresyonunu

baglatir. Hiicre dongiisiiniin kesintiye ugramasiyla mitoz Oncesi genetik hasarin tamiri i¢in



gerekli siire kazanilmus olur. p53, aralarinda Fas ve Bax’m da bulundugu bir dizi pro-

apoptotik genin transkripsiyonunu da tetikler.

pS3’iin transkripsiyonel aktivitesi, transkripsiyon sonrasi degisimler (post transcriptional
modifications) ile diizenlenir. Bu degisimler p53 hedef genlerini belirler ve p53’tin farkl
hiicresel gorevler (hiicre dongiisiiniin kesintiye ugramasi, apoptozis gibi) iistlenmesine yol

acar [29, 34].

1.3.2. Kanser ve Apoptozis Iliskisi

Kanser ile apoptozis iligkisi 1973 yilinda apoptozis ile ilgili ilk calismalarda belirtilse de,
konuya olan ilgi 1992 yilindan baslayarak artmustir [45].

Kanser yapici1 bazi viriislerin hiicrenin apoptozise ugramasmi engelledigi gosterilmistir.
Ornegin serviks kanseri ile ilintili olan insan papilloma viriisii (Human Papilloma Viruse-
HPV) iirettigi E6 proteini ile pS3’ii inaktive eder. Bazi lenfomalarda goriilen Epstein-Barr
virus (EBV), Bcl-2’ye benzer bir protein ile Bcl-2 ekspresyonunu arttirict bir protein eksprese
ederek bulundugu hiicreyi apoptozise dayanikh hale getirir; boylelikle hiicre prolifere olmaya
devam eder [55].

Viriisle enfekte olmamus kanser hiicreleri de apoptozise dayanikli olabilir. Ornegin bazi
B-hiicre 10semilerinde ve lenfomalarda, Bcl-2 translokasyonuna bagh olarak Bcl-2
ekspresyonunda artis oldugu gosterilmistir. Melanomada ise Apaf-1’i1 kodlayan genin
ekspresyonunun inhibe edildigi bilinmektedir. Akciger ve kolon kanseri hiicreleri ise yiiksek
diizeyde Fas sentezlediklerinden, CTL tarafindan gerceklestirilecek ©liim reseptoriine bagh
apoptozisden kacabilirler. Baz1 kanser hiicrelerinde ise yiiksek diizeyde FasL eksprese edilir.
FasL, CTL yiizeyinde bulunan Fas’a baglanarak CTL hiicrelerinin 6liimiine neden olur [55].

1.3.3. Apoptozis Tayininde Kullamlan Yontemler



Apoptozisi saptamak i¢in morfolojik goriintiileme yontemleri, biyokimyasal yontemler,

immunolojik yontemler ve molekiiler biyoloji yontemleri kullanilmaktadir [34].

1.3.3.1. Morfolojik Goriintilleme Yontemleri

Morfolojik anlamda apoptozis tespitinde 151k mikroskobu, floresan mikroskobu, elektron
mikroskobu ya da faz kontrast mikroskobu kullanilabilir. Apoptotik hiicreler 151k mikroskobu
ile tespit edilecek ise, kromatini boyayarak apoptotik hiicrelerin ¢ekirdek morfolojilerine gore
ayrrt edilmesini saglayan hematoksilen ya da giemsa gibi boyalar kullanilir. Floresan
mikroskobu ile apoptozis tayininde ise floresan boyalara ihtiya¢ vardir. Hoechst boyasi,
DAPI, propidyum iyodiir gibi floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden, hiicrenin
kromatini, dolayis: ile ¢ekirdegi goriiniir hale gelebilir. Apoptotik hiicrelerin belirlenmesinde
faz kontrast mikroskobu da kullaniabilir. Olen hiicreler yapistiklar1 yiizeyden ayrilacaklari
icin besiyeri i¢inde yiizmeye baslarlar ve faz kontrast mikroskobu ile gozlenebilirler; ancak
cogu kez apoptotik hiicrelerin erken evredeki goriintiileri mitoza giden hiicreler ile karistirlir.
Apoptozisde morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlenebildigi mikroskop ise elektron
mikroskobudur [34].

1.3.3.2. Histokimyasal Yontemler

Anneksin V Yontemi, TUNEL Yontemi, M30 Yontemi ve kaspaz-3 yontemi en c¢ok

kullanilan histokimyasal yontemlerdir.

Anneksin V yontemi, apoptozise giden hiicrelerde hiicre zarmn dis yiiziine tasinan
fosfoditil serin molekiillerinin, FITC gibi floresan bir madde ile isaretlenmis Anneksin V
kullanilarak goriiniir hale getirilmesi prensibine dayanir. TUNEL yoOntemi ise DNA
kiriklarmin  in  sifu olarak tanmmasm saglar. Bu yontemde terminal deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) enzimi kullamlarak, kirilmis DNA’nin 3’ hidroksil uclar1 biyotinlenmis
dUTP tarafindan doldurulur ve bu sekilde isaretlenmis DNA floresan mikroskobunda tespit



edilebilir [138]. Sadece epitelyal kaynakli olan, sitokeratin 18’1 eksprese eden dokularda
kullanilabilen M30 yonteminde de apoptotik hiicreler, sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle
kirilmasi sonucu ortaya ¢ikan antijenik bolgesinin immunohistokimyasal yontemle boyanmasi
prensibine gore belirlenir. Kaspaz-3 eksprese ettigi ya da apoptozise yol acan ajanin kaspaz-
3’ii kirdig bilinen hiicre tiplerinde ise apoptotik hiicre tayini, aktif kaspaz-3’iin IHC yontemi
ile boyanmasi ile yapilabilir [34].

1.3.3.3. Molekiiler Biyoloji Yontemleri

Agaroz jel elektroforezi, Western blot ve mikroarray, apoptozis tespitinde kullanilan

molekiiler biyoloji yontemleri arasindadir [34].

Apoptozisde DNA, 180 baz cifti ve bunun katlarina karsilik gelen noktalardan kirildig:
icin agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisii olusur. Merdiven goriintiisii apoptozis
varhig icin bir belirte¢ olsa da, agaroz jel elektroforezi ile calisilan hiicre populasyonu

icerisinde apoptozise ugrayan hiicrelerin kantitatif analizinin yapilmas: miimkiin degildir.

Western blot yardimu ile apoptozise 6zgii bazi proteinlerin eksprese olup olmadiklarinin
ya da kirihp kirlmadiklarinin saptanmasi miimkiindiir. Ozellikle pek ¢ok kaspaz i¢in mevcut
olan antikorlar aktif ve aktif olmayan kaspazlarin tayininde kullanilir. Hiicre ic¢i protein
substratlar1 iizerinden de kaspaz aktivitelerinin belirlenmesi miimkiindiir. Ornegin, Poli
(ADP-riboz) polimeraz (PARP)’in kirilmasi kaspaz-3, lamin B’nin kirilmas: ise kaspaz-7
aktivitesine isaret eder [56].

Mikroaarray teknolojisi kullanilarak da ayni anda ve kisa bir siire i¢inde yiizlerce hatta
binlerce genin ekspresyon derecelerinin tespiti miimkiin olmaktadir. Boylelikle, apoptozisde

etkili genlerin ekspresyon durumlar1 hakkinda genis bilgi edinme olanagi dogmaktadir [34].

1.3.3.4. Flow Sitometri



Flow sitometri apoptozisin morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler anlamda tayininde

siklikla kullanilan bir diger yontemdir [57].

Flow sitometri cihazi, bir akis kanalindan gecen siispanse haldeki parcaciklarin,
genellikle hiicrelerin, tek tek tespitini ve/veya ayrisimim saglar. Flow sitometri sistemi,
heterojen hiicre populasyonlarinin tanimlanmasi, immunfenotipleme, DNA, RNA, hiicre
proteini ve enzim aktivitesi analizleri, hiicre proliferasyonu ve hiicre Oliimiiniin incelenmesi,
membran gecirgenligi ve potansiyellerinin degerlendirilmesi, ilaglarin hiicre igine almma
oranlarmm belirlenmesi, mikroorganizma tayini, hiicre ic¢i kalsiyum iyon analizleri, pH
Olctimleri, glutatyon analizi, viriis ile viral {iriin tayinleri, reaktif oksijen tiirlerinin olusum

oranlarmin tespiti gibi bir¢cok alanda kullanilmaktadir [58, 59, 62].

Bir flow sitometri genel olarak, siispansiyon halindeki hiicrelerin cihazdan gegisini ve
151k ile kesisimini saglayan bir akis kanali, 151k kaynagi ile 1sik sinyallerinin toplanmasini
saglayan boliimleri iceren optik sistem ve 11k sinyallerinin Ol¢iilebilir elektrik sinyallerine
doniistiiren, elektrik sinyallerini arttiran ve sayisal veriler haline getirerek bilgisayar sistemine
ileten elektronik sistemden olusur [60]. Siispansiyon seklindeki, 0.2-150 um boyutundaki

herhangibir parcacik ya da hiicre flow sitometri analizi i¢in uygundur [61].
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Sekil 1.13: Flow sitometri. Genel olarak bir flow sitometri akis kanali, optik sitem ve

elektronik sistem olmak iizere ii¢ boliimden olusur [60].

Flow sitometride 151k kaynagi olarak genellikle lazer kullamlir. Belirli bir dalga
boyundaki lazer 1smm akis kanalma yoneltilmistir. Siispansiyondaki hiicreler lazer isiiyla



karsilastiginda, 151k hiicreler tarafindan kirilir ya da hiicreler flokrom ile isaretlenmis ise
floresan yayar. Kirillan 151k ya da yayilan floresan hiicrenin 6zellikleri konusunda bilgi verir.
Lazer 1smmin akiskandan gectigi noktada detektorler bulunur. Detektorlerden biri hiicreden
ileri dogru sacilan 15181 (FSC-Forward Scatter) Olcer. Hiicreden daha genis agilarla kirillan 151k
ise yandan sacilim (SSC-Side Scatter) olarak adlandirihr ve bir bagka detektor tarafindan
toplanir. FSC, hiicre hacmi konusunda bilgi verirken SSC hiicre i¢i yap1r (¢ekirdegin sekli,
sitoplazmik graniillerin tipi, sitoplazmik vakuoller vb.) konusunda bilgi verir. FSC/SSC
histogramu ile hiicre siispansiyonundaki farkli popiilasyonlar birbirinden ayrilabilir [62].

kirilan 151k

Lazer I

Floresan yayilhimm

v
7
Genis acilarla

Kiiciik acilarla kirilan 151k

Sekil 1.14: Flow sitometride 15181n sacilimu [60].

Hiicre ylizey reseptorleri ya da hiicre i¢i yapilar, hiicrelerin izolasyonundan ve saf
eldesinden sonra hiicre yiizey reseptorleri ya da hiicre ici yapilar, bir veya daha fazla floresan

baglh monoklonal antikor veya diger kromoforlar ile konjuge edilebilir. Bu floresan bagh



monoklonal antikorlar veya kromorforlar prob olarak adlandirihir. Prob, i1sikla uyarildiginda
15181 daha yiiksek dalga boyunda yayar ve yayilan floresan farkli floresan kanalarinda (FL-)
toplanir, foton sayisini cogaltan tiipler (Photo Multiply Tubes) ile elektrik sinyaline c¢evrilerek
arttirdir (amplification) ve sonuglar bilgisayara iletilir [62].

Hiicre sayisa

Floresan yogunlugu (logaritmik dlcelkte)

Sekil 1.15: Flow sitometride floresan sacilimi. Flow sitometride sagilan floresan, probun

baglandig1 bolge sayisina gore degisir [60].
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Sekil 1.16: Flow sitometri verilerinin gosterim bigimleri. (a) Histogram: Rélatif floresan ya da
sacilan 151k, hiicre sayis1 (counts-number of events) ile iliskili olarak gosterilir (b) Dot plot:
Her bir nokta bir hiicreyi gostermek iizere noktanin konumu X ve Y parametreleri ile
iligkilidir (c) Density plot: Dot blot’in hiicre sayis1 parametresini de iceren ii¢ boyutlu
gosterimidir (d) Contour plot: Cizgilerin, X ve Y parametrelerine bagl olarak hiicre

sayisindaki degisimi ifade ettigi iki boyutlu gosterimdir [141].

Flow sitometride hiicrelerin igaretlenmesi, dogrudan veya dolayh yapilabilir. Dogrudan
isaretlemede antikorla konjuge edilmis, FITC (Fluorescein Isothiocyanate), Rhodamin, PE
gibi flokrom maddeler kullamlir. Dogrudan isaretleme yoOnteminin spesifikligi yiiksektir
ancak tespit edilmek istenen yiizey antijeni yogunlugu az ise basar1 elde edilemez. Dolayl
yoldan immunofloresan teknikte ise siispansiyon halindeki hiicrelere ilk olarak isaretsiz
monoklonal antikor baglanir. Floresan isaretli ikinci antikorun ilk antikora baglanmasiyla
flow sitometri analizi yapilabilir. Yontem, diisiik yogunluktaki yiizey antijenlerinin tespit
edilebilmesine olanak tanir. Siklikla spesifik olmayan baglanmalarin meydana gelmesi ise
dolayh olarak isaretleme yonteminin dezavantajidir. Cok parametreli analizlerde iki veya daha
fazla renkli immiinfloresan kullanilir. Farkh floresan isaretli antikorlarmn kullanilmasi iki

farkli parametrenin tayinine olanak saglar [62].

Flow sitometri, kolay uygulanabilir olmasi, uzun zaman almamasi ve kantitatif sonug
verebilmesi agisindan apoptozis tayininde kullamsh bir yontemdir [63]. Tez caligmasinda
apoptozis tayini hiicre icine girerek aktif kaspaz enzimlerine baglanan, FITC ile konjuge
halde bulunan pan-kaspaz inhibitorii, RD Systems, kullanilarak yapilmstir. PDT
uygulamalarinda kullanilan PS’lerin hiicre i¢cine alinma potansiyellerinin belirlenmesinde de

flow sitometrinden faydalanilmustir.

1.4. Fotodinamik Terapi

Ultraviyole (UV), goriiniir ya da goriiniire yakin bolgedeki 1s18in tedavi edici olarak
kullanildig1 tiim uygulamalar fototerapi olarak adlandirilir. Isiga duyarh bir fotokemoterapotik
ajanin kullanildig1 fototerapi uygulamalar: i¢in fotokemoterapi terimi kullanilmaktadir. PDT

ise fotokemoterapinin bir alt dahdir [64].

Fototerapi

Fotodinamik




Sekil 1.17: Isik ile tedavi uygulamalar1 [64].

Giines 1s131min saghk iizerindeki etkisi uzun zamandir bilinmektedir. Herodotus (M.O. 6.
yy.) giines 1s18mm kemik gelisimi iizerindeki etkisinden bahsederken, Hippocrates (M.O.
460-370) giines 15183min kronik hastaliklar iizerinde iyilestirici etkisi oldugunu savunmustur.
Fototerapiyi bilimsel bir yontem olarak ilk kez kullanan ise Niels Finsen olmustur. 19.
yiizyllin sonlarinda Finsen, kirmizi 11k kullanilarak cicek hasathgimm tedavi etmeyi basarmus,
ayrica kirmizi 1s181in sivilcelerin cerahat toplamasii engelledigini gostermistir. Giinesten elde
ettigi UV 15181 kullanarak lupus vulgaris (deri tiiberkiilozu)’i tedavi etmeyi bagaran Finsen, bu

cahsmastyla Nobel Odiilii almustir.

Giiniimiizden 100 yil 6nce 151k ile baz1 kimyasalarm birlikte kullanimin hiicre 6liimiinii
tetikledigi goriilmiistiir. 1900 yilinda Oscar Raab, akridinin uygun dalga boyunda 1s1gmn
maruz birakilms terliksi hayvanlarda lethal etki yarattigimi gormiistiir. 1903 yilinda ise
Herman von Tappeiner ve A. Jesionek cilt tiimorlerini topikal olarak uygulanmis eosin ve
beyaz 151k kullanarak tedavi etmeyi basarmuslardir. Isik, 1s18a duyarh bir madde ve oksijen
varhginda gerceklesen kimyasal reaksiyonlar1 ifade etmek {izere fotodinamik etki

(photodynamic action) terimini ilk defa kullanan da von Tappeiner olmustur [65].

Richard Lipson ve
Baldes, HPD'nin timorde
insan biriktigini ve timorlerin
tizerindeki  tespitinde
ik kullanilabilecegini
Neils Finsen PDT calismi - ggsterdi. Dougherty
Oscar Raab fototerapi von Friedrich insanlarda
alanindaki Tappeiner ve Meyer- J.F. Kelly iizerinde ilk
akridin ve 151§in caligmalari ile AJodb Betz HPD'yi kontrollii
terliksi hayvanda Nobel Odiili Jodbauer tarafindan mesane Klinik PDT
sitotoksik aldr. fotodinamik yapildi. kanserinin |
terimini tedavisinde ¢a |5nI1(TS|rt\_| i
etki kulland ilk kulland.. gereeidestrat
yarattigini gosterdi. kez kullandi

1900

1901

1903 1907

1911 1913

1955

1960 1972

1975

1978 1999




Sekil 1.18: 1900’den giiniimiize PDT nin tarihi [66].

Giintimiizde neoplastik ve neoplastik olmayan hastaliklarin tedavisinde kullanilan PDT,
genel bir tammlamayla secici olarak hedef hiicrede biriken 1s13a duyarhh maddenin
(fotosensitayzir-PS) goriiniir 1518a maruz brrakilmasiyla, oksijen varhgmda hedeflenen
dokunun tahribat1 prensibine dayanir. PDT yasa bagh makular dejenerasyondan, pre-malign
dermatolojik bir hastalik olan aktinik kerotozisin tedavisine kadar farkh hastaliklar i¢cin kabul
gormiis bir tedavi sekli olmakla birlikte deneysel caligmalar, PDT nin kanser tedavisinde

kullanimu tizerine odaklanmustir [67, 68].



PS’win Kimyasal Adr | PS’in Uriin Ady | PS’in Kabul Edilme | Kullamildigr Hastaliklar
Tarihi ve Kabul
Gordiigii Ulkeler

Hematoporfirin tiirevi, | Porfimer 1995; 40’dan fazla iilke | [lerlemis ve baslangs
polihematoporfirin sodyum asamasindaki akciger
kanseri, yiizeysel mide
kanseri, ozofagal
adenokarsinoma, servikal
kanser, mesane kanseri

Metil- Temoporfin 2001; A.B., Norveg, | Basg ve boyun kanserleri
tetrahidroksifenilklorin Izlanda
5-Aminolevulinik asit | Aminolevulinik | 1999; USA Aktinik keratozis
asit
Metil 5-aminolevulinat | Metil 2001; Avrupa iilkeleri Aktinik  keratozis, bazal
aminolevulinat hiicre karsinomasi

Cizelge 1.4: Kabul gérmiis PS’lar ve onkolojide kullanim alanlar1 [69].

1.4.1. Fotodinamik Terapide Fotokimyasal Olaylar

PDT, toksik olmayan ii¢ ajanin kombine etkisine dayanir: PS, 151k ve oksijen. PDT nin
temeli uygun dalga boyundaki isikla uyarilan PS tarafindan baslatilan bazi fotokimyasal
reaksiyonlardir. PDT sonucunda etkili bir biyolojik cevabin olusabilmesi igin serbest
radikaller ve "O;’ye, dolayisiyla da oksijen (O)’e ihtiya¢ duyulur [67].

Bir molekiil elekronlar tarafindan uyariddiginda (uygun dalga boyundaki bir fotonu
sogurdugunda), farkh yollarla temel hal (ground state)’e geri donebilir. Bu yollardan biri,
fotonun geri verilmesidir (emission). Floresan denen bu olay sirasinda molekiil, yiiksek

enerijli pozisyondan diisiik enerjili pozisyona gecer [70].

Molekiiliin 1s1 veya floresan olusumu ile temel hale donmesi, nanosaniyeler ile ifade
edilebilecek kisa zamanli bir olaydir. Potansiyel bir PS ise absorbe ettigi enerjiyi daha uzun
bir siire (mikro ya da milisaniye diizeyinde) korumahdir. Boyle bir molekiilde uyarilmisg
elektron, doniis yoniinii (spin) degistirir. Elektronun doniis yoniinii degistirmesi sistemler

arasi gecis (intersystem crossing) olarak adlandirihr. Uyarilmis haldeki PS i¢in ise {i¢lii durum



(triplet state) halindedir denir. Uclii durumdaki PS, enerjisini bir substrat molekiile transfer
edebilir ve boylelikle temel hale donebilir. Kuantum mekanigine gore, dogrudan isik
enerjisiyle uyarilamayacak olan substrat molekiil (genellikle oksijen), PS tarafindan aktarilan
enerji ile elektronik olarak uyarilmig hale gelir. Bagka bir deyisle PS, 151k enerjisini oksijene
transfer eder ve sonunda yag ve protein gibi hiicre i¢i yapilara hasar veren ROS olusumuna
neden olan bir katalizor gibi ¢alisir. Bu olaylar sonunda temel hale donen PS, yeni bir fotonu
absorbe etmeye hazirdir ancak ¢ogunlukla ROS tarafindan degisime ya da yikima ugrar. PS
ve ROS etkilesimi sonucu bazi fotokimyasal iiriinler olusabilecegi gibi PS’in 1518a karsi

hassashigini kaybetmesi ya da floresansta azalma (photobleaching) miimkiindiir [70].

ROS olusumu elektron transferi reaksiyonlar: (Tip I reaksiyonlar1 ) ya da enerji transfer
reaksiyonlar1 (Tip II reaksiyonlar1) ile gergeklesebilir. Tip I reaksiyonlarinda, uyarimis
haldeki PS’nin sahip oldugu hidrojen atomunu, hiicresel bir molekiile aktarmasiyla ortaya
cikan yiiksek reaktif 6zelligi olan radikaller, 6zellikle hidroksi ve hidrojen peroksit radikalleri,
molekiiler oksijenle reaksiyona girerek oksijenlenmis {iiriinler olusturur. PDT’de kullanilan
pek cok PS ise etkisini ¢ogunlukla bir ROS olan "O, iizerinden, Tip II reaksiyonlar1 ile
gosterir. Tip II reaksiyonlarinda uyaridmis haldeki PS enerjisini dogrudan molekiiler oksijene
(Oy) verir ve ‘O, olugmasma neden olur. O;’nin elektronik olarak uyarilmis hali olan O,

biyomolekiilleri oksitleyerek hiicresel hasara neden olur [70].

Uyarilmg Doku
haldeki PS oksijeni
¢ f serbest radikaller,
singlet oksijen

Temel
@ I haldeki PS ¢

Hiicresel
TOKSISITE

Sekil 1.19: PDT’de meydana gelen olaylarin sematik gosterimi. PS uygun dalga boyundaki
isikla uyarildiginda, temel halden uyaridmus hale gecer. Uyarilmis haldeki PS’mn temel hale



donerken sahip oldugu enerjiyi molekiiler oksijene vermesiyle, ‘O, ve serbest radikaller gibi

reaktif oksijen tiirleri olugur. Bu reaktif oksijen tiirleri ise hiicresel toksisiteye neden olur [66].

Tip I Reaksiyonlar: Isik Tip I Reaksiyonlan

Uyarilrs haldeki PS

Radikaller
Radikal ivonlart
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Okeidasyon irinlert Olkstdasyon irinlert

Sekil 1.20: PDT de Tip I ve Tip II reaksiyonlar1 [66].

1.4.2. Fotodinamik Terapide Isik

PDT’de kirmuzi ya da kizilotesi denen, gozle goriinmeyen, uzun dalga boyundaki 11k
kullamilir. Fotobiyolojik reaksiyonun gerceklesebilmesi icin 151gm PS tarafindan absorbe
edilmesi, baska bir deyis ile kullanilan 15181n dalga boyunun PS’in absorbsiyon spektrumu ile
uygunluk gostermesi gereklidir [71].

1.4.2.1. Dalga Boyu

PDT’de 151k kaynagi, kullanllan PS’nin in vivo’daki aktivasyon spektrumuna uygunluk
gosteren dalga boyundaki 15181 saglamalidir. Sekil 1.21°de klinikte kullanilan cesitli PS’lere
ait absorbsiyon spektrumlar1 goriilmektedir. Pek cok PS genis bir dalga boyu araliginda aktive
olabilir ancak PS’nin maksimum absorbsiyonu veren dalga boyu ile aktive edilmesi, ‘O, gibi
toksik fotoiiriinlerin daha yiiksek miktarda iiretilmesine olanak tanir.
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Sekil 1.21: PDT’de kullanilan bazi PS’lerin absorbsiyon spektrumlari. Ikinci nesil PS’ler olan
meta-Tetra hidrosifenil klorin (m-THPC) ve siilfiirlii aliminyum Pc (AIPcS4) nin maksimum
absorbsiyon (Y ekseni)’u verdikleri dalga boyu (X ekseni) 650 nm’nin iizerinde iken, birinci
nesil PS’lardan olan PF, 630 nm civarinda, ancak kiiciik bir absorbsiyon degeri

olusturmaktadir [72].

Kullanilan 1518in dalga boyu ile 1s18in doku icinde ulasabildigi derinlik (penetrasyon)
iligkilidir ancak dalga boyuyla birlikte, 1s18in hiicreler ve diger mikroyapilar tarafindan
kirilmasi1 ve bazi molekiiller tarafindan (6zellikle hemoglobin, melanin ve su) absorbe
edilmesi de penetrasyonu etkiler. 630 nm civarinda 1s18in etkili olabildigi derinlik
(penetrasyon) 2-3 mm iken, 600 nm iizerindeki dalga boylar1 s6z konusu oldugunda
hemoglobinin absorbansi diistiigiinden, 1518in dokuya penetrasyonu 5-6 mm’ye ulasir. 800
nm’nin {izerinde ise, 151k fotonlarmin enerjisi dalga boyuyla ters iligkili oldugundan, O,
olusumuna yetecek foton enerjisi ortaya ¢ikmaz. Bu nedenle derinde yer alan, genis capli
kanser dokularinda ¢alisirken, PS’nin maksimum absorbsiyon degeri ile uygunluk gostermese

de uzun dalga boyundaki 151k uygulandiginda daha iyi sonuglar elde edilmistir [72].
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Sekil 1.22: Isigin dokuya niifuz etme derinliginin dalga boyu ile iliskisi. Beyin ya da kas gibi
pigmentasyonun diisiik oldugu dokularda 1s1gin niifuz etme derinligi yiiksek iken, karaciger

gibi dokularda 15181 penetrasyonu derinligi diisiiktiir [72].

PS’nin etkili absorbsiyon spektrumu soliisyon i¢indeki absorbsiyon spektrumu ile aynm
olmak zorunda degildir. PS’nin biyomolekiillere baglanmasi ile iligkili olarak, en iist diizey
absorbsiyonu veren dalga boyu degerinde (absorption peak) birka¢ nm’lik sapma olasidir.
Eger lazer gibi tek bir dalga boyunda 151k veren ya da dalga boyu araligmin dar oldugu 151k
kaynaklar1 kullaniliyorsa, kullanilan 15181 dalga boyu ile in vivo aktivasyon dorugunun (peak)
birbiriyle uyumlu olmasi sarttir. Bu anlamda 15181 genis bir dalga boyu arahginda veren

(broad-band sources) LED ve filtreli lambalarin kullanimi avantajhdir.

Broad-band 151k kaynaklar1 kullanildiginda kaynak ve PS arasinda % 100 olmayan bir
cakigsma vardir. Isik kaynagmm etkili giicti (effective power, P(1)), A(A) PS’nin absorbsiyon
spektrumu olmak iizere A’ya bagl integral (dA);

P eff= [P(L) AQL) dA (1.1)



olarak formiile edilir. Burada ifade edilen, effektif giiciin, kaynagin giic spektrumu ve PS’nin
absorbsiyon spektrumunun kesistigi bolgede, enerjinin her dalga boyu i¢in hesaplanmasi ve
sonuclarin toplanmasiyla elde edildigidir. Lazerler icin gii¢ spektrumu tek bir dalga boyu
oldugundan effektif giic, kaynagin giicii (actual power) ile aymdir. LED’ler ve filtreli
lambalar i¢in ise effektif giic, kaynagin giiciinden diisiik olacaktir. Baska deyisle, PDT etkisi
ve ‘O, olusumu yoniinden degerlendirildiginde, LED ya da filterli lambalar kullanildiginda
uygulanmasi gereken gii¢, lazer kullanlldiginda uygulanacak giicten fazla olmahdir [72].

1.4.2.2. Isik Kaynaklari

PDT’de kullanilan 151k kaynaklarini lazerler, 151k yayan diodlar (Light Emitting Diodes-

LEDs) ve filtreli lambalar olmak iizere ii¢ smifta incelemek miimkiiniidiir:

Lazerler (Laser-Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation), 151k
isilarm  fokusu kolaylagtiran az bir sapma ile, tek bir renkte (monochromacity) ve
senkronize 151k dalgalar1 (coherent light waves) halinde verirler. Sabit bir dalga boyunda ve
dogrusal 151k veren lazerler, 15181in fokuslanmasinm sagladigindan fiber temelli uygulamalar

icin avantajhdir.

Kullanilan PS’nin absorbsiyon bandma uygun dalga boyundaki 1181 bir filtre
vasitasiyla veren lamba sistemleri ise Ozellikle endoskobik olmayan PDT uygulamalarinda

tercih edilir. Lazer sistemlerine gore daha ucuzdurlar ve kullanimlar1 daha kolaydir.

Genis bir dalga boyu araliginda (broad-band) kullanilabilen LED’ler (Light emitting
diodes) yart iletkendir. Yiiksek 151k giiciine sahip olmasalar da ucuz ve kiigiiktiirler [70].

Lazer 151k kaynaklarinda 1s1k, diisik bir sapma ile ve fokuslanarak ilerlediginden
(coherence) dogrudan retinada konsantre olabilir ve gozde kalici hasarlar birakabilir. Lazer
olmayan 151k kaynaklar1 (lamba sistemleri ve LED’ler) kullanirken bodyle bir risk s6z konusu
degildir [73].



1.4.3. Fotosensitayzir

PS’nin fiziko-kimyasal nitelikleri, PDT’nin etkinligi konusunda belirleyicidir. Ideal bir
PS, kimyasal anlamda saf olmahdir, secici olarak neoplastik dokuda yogunlasmahdir, kisa
siire icinde dokudaki en yiiksek konsantrasyonuna ulasabilmelidir, normal dokudan kisa
siirede uzaklasabilmelidir, optimal doku gecirgenligi saglayan dalga boyunda aktive
olmahdir, ‘O, olusumu i¢in yiiksek kuantum verimine sahip olmahdir ve karanlikta toksik etki

gostermemelidir [68].

1.4.3.1. Birinci Nesil Fotosensitayzirlar

Kanser tedavisinde onaylanan ilk PS, ©zofagal, akciger, mesane, mide ve servikal
kanserlerin tedavisinde kullanilmis olan PF’dir. HPD’den kismen saflastirilarak elde edilmis
olan PF, bir porfirin karigim: oldugundan kimyasal anlamda kismen karakterize
edilebilmektedir, aktif bilesenlerinin belirlenmesi giictiir ve aym Ozellikteki tekrarlarmm
sentezlenmesi konusu siiphelidir. Absorbsiyonun en yiiksek oldugu 630 nm i¢in molar
absorbsiyon kat sayisinin diisiik olmasi, PF’nin yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasimi
gerektirir. Bununla birlikte, 630 nm’lik dalga boyundaki 151k, doku i¢inde ancak birka¢ mm
derinlige kadar etki edebilir. En az 4-6 hafta kadar viicuttan uzaklasmaz, baska bir deyisle bu
zaman i¢inde fototoksiktir. Secici olarak tiimorde konsantre olma egilimi de diisiik olan PF,
bahsedilen nedenlerden dolayr PDT uygulamalari i¢in kullanigsizdir [64, 74].

PF’in bahsedilen dezavantajlari, ikinci nesil PS’larm sentezlenmesine neden olmustur.
Ikinci ve iiciincii nesil PS’lar ile hedeflenen (a) hedeflenen dokuya (tiimér dokusu vb) karst
secici olmasi (b) yliksek dalga boyunda absorbsiyona sahip olmasi; bdylelikle daha derinlere
ulagabilmesi (c) yiiksek dalga boyunda molar absorbsiyonunun yiiksek olmasidir [75].

1.4.3.2. Ftalosiyaninler

Sentetik, porfirin yapida boyalar olan, ticari anlamda pek ¢ok alanda kullanilan Pc’lerin,

ikinci nesil PS’ler olarak PDT’de kullanilmak iizere gelistirilmesi olduk¢a yenidir. Pc’lerde



benzen halkalar1 ile konjuge haldeki pirol gruplari, aza nitrojenlerle birbirine baglanmstir. Bu
kimyasal yapi, absorpsiyon spektrumunun daha uzun dalga boylarina kaymasma (genellikle
680 nm civar1) neden olur. Bu nedenle Pc’leri uyarmak i¢in dokuda derinlere niifuz edebilen
uzun dalga boylar1 kullanilir. Pc’ler, uzun dalga boylarinda (660-700 nm) yiiksek molar

-1

absorpsiyon katsayisma (>10° M cm™) sahiptirler, kararhdirlar, karanlkta toksik 6zellik

gostermezler ve tiimor dokusunda segici olarak birikirler [76].

Potansiyel bir PS’nin iiclii fazdaki dmrii uzun olmalidir. Bu kosul Pc’lerde, Zn ya da Al
gibi bir diamagnetik atomun Pc makromolekiiline dahil edilmesiyle saglanir. Metalsiz
bilesikler ve paramagnetik Pc’ler yapilarmna katilan pek ¢ok metalle oldukca kararli yapilar
meydana getirebilirler. Katilan bir merkezi metal iyonu ayrica Pc’nin fotofiziksel 6zelliklerini
de degistirir. Metal icermeyen Pc’ler ile Cu, Co ve Fe gibi paramagnetik metaller igeren

Pc’lerin tiglii haldeki dmiirleri ¢ok kisadir ve diisiik diizeyde fototoksisite olustururlar.

Pc’ler genellikle hidrofobik yapidadirlar ancak suda coziinebilenleri de sentezlenmistir.
Suda coziinebilen Pc’ler yapiya siilfonik asit, karboksilik asit ve amino grubu gibi yapilarin

eklenmesiyle miimkiin olabilir [77].

Sekil 1.23: Ftalosiyanin molekiili. M: Metalin eklenebilecegi bolge, L: Farkli aksiyal
ligandlarin baglanabilecegi bolge, S ve X: Farkli yan gruplarin (yagda ¢6ziinen, suda ¢oziinen

gibi) baglanabilecegi bolgedir [8].



1.4.4. Fotodinamik Terapide Oksijen

Pek cok calisma PDT etkisinin oksijenle ilgili oldugunu gostermistir. Oksijene
bagimlilik, oksijenin PDT ile ‘O, olusturmasindan dolayidir. ‘O,‘den baska diger ROS’ler
(hidroksil radikalleri ve siiperoksit anyonlar1 gibi) de hiicresel hasar i¢in onemlidir. Olusan
yeni damarlarin yeterli olmadig1 hipoksik tiimor bolgelerinde, yetersiz oksijenden dolayr PDT
etkinliginin diistiigii bilinmektedir [65].

In vivo’da, oksijen miktarindaki azalma, PDT ardindan hipoksik hiicre fraksiyonun
kantitatif olarak analiz edilmesiyle ya da dogrudan doku oksijen basincini belirleyen oksijen
elektrodlarinin kullanilmasiyla belirlenebilir [65].

PDT etkisinin oksijen bagmmhhgmn diizeyi kullamlan PS’ye bagldir. Ornegin, PF nin
kullamldigr PDT’de 5 kPa’lik oksijen basmcmda PDT etkisi iist diizeyde iken, basing¢ 1 kPa’a
diisiiriildiigiinde etkinin % 50 azaldigr goriilmiistiir. Diger taraftan kloroaliminyum Pc
(CASPc) ile uygulanan PDT’de, PDT etkinligini % 50 azaltmak icin oksijen basmcim 0,33
kPa’a diistirmek gerektigi gosterilmis; buradan yola c¢ikilarak CASPc’in etkisini gostermesi
icin oksijene olan bagmmlihgin diisiik oldugu sonucuna varilmstir. [n vivo’da anoksik

kosullarda ise PF’in kullanildigi PDT nin basarisiz oldugu goriilmiistiir [65].

Radyasyon terapisine benzer sekilde PDT’de de uygulanan isigm cm”ye diisen giicii
arttikca, oksijene bagimhligin azaldigr gosterilmistir. Klinik PDT’de kullanilan dozun (100-
200 mW/cm?), diisiik dozlarla karsilastirildiginda, daha az timér yikim olusturdugu
belirlenmis; nedeninin ise 151 uygulanmasi sirasinda yiiksek miktarda oksijen tiikketimi ve
yetersiz reperflizyon olabilecegi diisiiniilmiistiir. Yiiksek 151k giiciinde, PDT etkinliginin
arttrmak icin 11k, belirli zaman araliklariyla gonderilmistir. Ortotopik sican mesanesi tiimor
modelinde, PS olarak BPD-MA’nin kullanildig1 ¢alismada, 690 nm dalga boyundaki, 100
mW/cm™ giiciindeki 151m 60 saniyelik araliklarla verildigi PDT’nin, siirekli 15132 maruz
birakilan PDT uygulamasindan 1000 kat daha fazla etkili oldugu goriilmiistiir. Isigin giicii 30

mW/ cm™ye diisiiriildiigiinde ise tiimor hiicre sitotoksisitesinin daha da arttigi ortaya



cikmustir. cm®’ye diisen 151k giicii ile oksijen basinci arasmndaki iliskinin in vivo’da incelendigi
bir calismada ise, PDT uygulanmadan 6nce 2.9-5.2 mmHg olan oksijen basinci (pO;)’nin,
1sikla muameleden bir dakika sonra 0.7-1.1 mmHg’ya diistiigiinii gosterilmistir [65].

Klinik 6ncesi PDT uygulamalari, PDT’nin basarisinda oksijenin 6nemini gostermistir. Bu
calismalar aym1 zamanda, PDT’de 1sik giicliniin de Onemini ortaya koymustur. Deneysel
uygulamalarla karsilastirildiginda, klinik uygulamalarda kullanilan 1s1k giicti yiiksektir. Diger
taraftan 151k giiciiniin diisiiriilmesi, uygulama siiresini arttiracagindan pratikte uygun degildir.
Fraksiyonal uygulama soz konusu oldugunda ise, sublethal hasarlarn tamiri, PS’nin 151k
etkisiyle parcalanmasi ve tiimor oksijenlenmesi gbz Oniine almmali; buna gore, her model ve

her PS icin optimal fraksiyon araliklar1 ve sayis1 belirlenmelidir [65].

1.4.5. Fotodinamik Terapinin Tiimor Seciciligi

PS’nin tiimor bolgesinde lokalizasyonu ve dokunun belirli bir boliimiiniin 1sinlanmasi
nedeniyle PDT, tiimor spesifik bir terapidir [78]. PS’nin hedef dokuda lokalizasyonu, PS’nin
biyokimyasal o6zelliklerine bagh olmakla birlikte, bazi tasima sistemlerinin kullanilmasiyla
seciciligin arttirilmas1 miimkiindiir [79]. Ilk hiicresel hasarin meydana geldigi yer olmasmndan
dolayr PS lokalizasyonu, PDT sonucu ortaya ¢ikan hiicre 6liim modeli i¢in de belirleyicidir
[78].

1.4.5.1. Fotosensitayzirin Tiimor Hiicrelerine Ahm ve Hiicre Ici

Lokalizasyonu

Tiimor dokusu ve normal doku arasindaki fizyolojik farklarm, Ps’nin secici olarak timor
dokusunda birikmesine neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu fizyolojik farklihklar 1) Timor
dokusunun normal dokudan daha biiyiik bir interstitial hacme sahip olmasi; 2) Tiimorlii
dokuda normal dokudan daha fazla sayida makrofajn bulunmasi (hidrofobik PS’lerin bu
bolgede toplanmasin kolaylastirir); 3) Tiimoér dokusundaki mikrodamarlarda catlaklarmn
bulunmasi; 4) Timorde lenfatik drenajin diisiik olmasi; 5) Tiimor dokusunda hiicre disi
pH’nin diisiik olmasi (diisik pH da PS’m hiicre i¢cine alinmasi kolaylasir); 6) Tiimoriin

normalden fazla miktarda kollajen icermesi (porfirinler kollejene baglanir); 7) Timor



dokusunda yer alan hiicrelerin normal hiicrelerden daha fazla sayida lipoprotein reseptoriine

sahip olmasidir [42, 80].

Klinik olarak kabul edilmis bir PS olan PF, lipofilik 6zellikleri farkh, cesitli porfirin
bilesenleri igerdiginden hiicre igerisinde farkli yapilarda lokalize olabilir. Ancak sentezlenen
ikinci nesil PS’ler daha saftir ve lokalizasyonun tanimlanmasi genellikle kolaydir. PDT nin
timor hiicrelerindeki potansiyel hedefleri mitokondri, lizozomlar, plazma membran1 ve
endoplazmik retikulum (E.R.)’dur. Birikme 0zelligi ve lokalizasyon, PS’nin lipofilik 6zelligi
ve yigmlasma kapasitesine baghdir. Yiiksek ve diisiilk yogunluktaki lipoproteinlerle giiclii bag
yapabilen hidrofobik PS’ler, intraventz yolla dolasgima verildiginde malign dokuya yiiksek
secicilikle transport olur. Lipofilik PS’lern neoplastik hiicrelerde konsantre olmalarinin
nedeni, bu hiicrelerin yiiksek sayida diisilk yogunluklu yag (Low Density Lipid-LDL)
membran reseptorlerine sahip olmalaridir. Reseptor aracili endositoz yoluyla hiicreye giren
lipofilik PS, tiimor hiicrelerinin lipofilik karakterdeki plazma, mitokondri, E.R., ¢ekirdek ve
lizozom membranlarinda birikir. Bahsedilenlerden baska, tiimér pH’sinin diisiik olmasi gibi
bagka faktorler, PS’nin hiicre i¢ine almim kolaylastirir. Pek cok tiimorde, diisiik oksijen
miktar1 ve yiiksek glikolitik aktiviteden dolayr pH diisiiktiir. Hidrofilik PS’ler ise intravendz
yolla enjeksiyonun ardindan basta alblimin olmak {izere diger serum proteinlerince tasiirlar.
Hidrofilik karakterlerinden otiirii stoplazmaya gecis oranlart diisiik olan PS’ler, interstitial

bosluk ve tiimor dokudaki vaskular stromada birikme egilimindedirler [68, 80].

Hidrofobik PS’lar genellikle tiimor hiicrelerini dogrudan etkilerler. Hidrofilik PS’lar ise
kan damarlarim tahrip etmek suretiyle, hiperproliferatif hiicrelere giden oksijeni ya da besin

kaynagim azaltarak dolayl yoldan hiicre 6liimiine neden olurlar [68].

1.4.5.2. Tasiyic1 Sistemler

Ilaglar icin kullamlan hedefe spesifik (drug targetting) tasima sistemlerinin PS’ler icin de
kullanilabilecegi  diisiiniilmiistiir. Tasima sistemlerinin  kullanilmasi1 ile PS’nin tiimor
dokusuna spesifikligi saglanabilecegi gibi, hedef dokudaki konsantrasyonu arttirilabilir ve
boylelikle diisiikk konsantrasyonlarda da etkinlik saglanabilir. Biiyiikk molekiiller karmasik



sentez islemleri gerektirdiginden ve PS’ye konjuge haldeki bu molekiiler cogu kez transport

bariyerlerini gecemediginden, tasiyici sistem olarak tercih edilmez [79].

Lipid temelli tasima sistemleri, lipozomlar ve yag emiilsiyonlar1 gibi, suda ¢dziinmeyen
PS’lerin kullanimina olanak tanir; boylelikle PS’nin hiicre icine alinmasi saglanir. Ancak
PDT’de spesifikligi arttrmak isterken amaclanan PS’nin tercihen ya da secici olarak timor

hiicrelerinde birikmesidir. LDL ve monoklonal antikorlar bu amacla gelistirilmistir [78].

Boliinme kabiliyeti yiiksek hiicrelerde membran sentezi icin yiiksek miktarda kolestrole
ihtiya¢ duyuldugundan LDL reseptorii sentezinde artig goriiliir. Bu nedenle LDL, anti-kanser
ilaglar i¢in kullamigh bir tastyict sistemdir. Hidrofobik PS’ler LDL nin lipid bdlgesiyle birlesir
ve olusan kompleks endositoz yoluyla etkin bir sekilde hiicre i¢ine alinir [80, 81].

Lipozomlar da PS’nin tiimore spesifik olarak tasinmasinda kullanilmaktadir. Timér
spesifik tagmmuin, PS’nin lipozomdan lipopreteine transfer edilmesiyle gerceklestigi
diistiniilmektedir [80].

PS’nin spesifik tiimoOr antijenlerine, spesifik monoklonal antikor (monoclonal antibody-
Mab) ile konjuge edilmesi, PS’nin tiimor spesifikligini arttrmaya yoOnelik baska bir
uygulamadir. Bu antijenler sadece tiimor hiicrelerinde eksprese edilen antijenler olabilecegi
gibi tiimor hiicrelerinde normal hiicrelerden daha fazla eksprese olan antijenler de olabilir.
Mab ile PS’nin tiimore spesifik olarak konjuge halde kullanilmasina “fotoimmuno-targeting”
denir. Mab-PS konjugantlar iki sekilde sentezlenebir: (a) PS Mab’ye dogrudan baglanabilir,
(b) Konjugant oranmi arttrmak icin PS, Mab’ye bir polimer aracihigi ile baglanabilir [78].
Burada kullanilan polimerler dextranlar, poliglutamik asit (PGA), polivinil alkoller (PVAs),
poli [N-(2-hidroksipropil) metakrilamit] ve poli-L-lizinler olabilir [80].

Sonu¢ olarak PS’nin hedeflenen dokuda lokalizasyonu, PDT’nin spesifikligi icin
belirleyicidir. Olusacak hiicresel yaniti belirleyici olmast nedeniyle PS’nin hiicre ici
lokalizasyonu da onemlidir. Hem tiimor spesifik hem de hiicre i¢i hedeflenen kompartmana

spesifik tasiyict molekiillerin gelistirilmesi, daha iyi karakterize edilmis, yliksek saflikta,



timor hiicresinden gececek bilyiikliikte, uygun molekiiler yiikte konjugantlarin olusturulmast,

PDT nin basaris1 i¢in dnemlidir [80].

1.4.5.3. Isik

Isigin tiimorlii bolgeye uygulanmasi, PDT’de seciciligi destekler. PDT’de kullanilan
PS’ler karanlkta toksik Ozellik gostermezler. Boylelikle terapi ile sadece 151ga maruz kalan
bolgede tahribat olusur. Lazerle kombine haldeki fiber-optik sistemler, 15181n sadece lezyonun
bulundugu bolgeye uygulanabilmesini ve abdominal bosluk gibi viicudun zor ulasilabilir
bolgelerine ulagsmasi saglamistir. PS’nin dagilimi zamana bagh bir siire¢ oldugundan, 151k
uygulamasindan once gecen siire de PDT’nin spesifikligininde belirleyici faktorlerden biridir

[78].

1.5. Fotodinamik Terapi ve Hiicre Oliimii

PDT nin anti-timor etkisi, dogrudan hiicre 6liimii, damar yapisinin hasara ugramasi ve
spesifik olmayan bagisiklik sisteminin aktivasyonundan kaynaklanir. PS’nin  timor
dokusunda lokalizasyon kabiliyeti, PS’nin verilmesi ve 1smlama arasindaki zaman, tiimor
dokusunun oOzellikleri (damar sayis1 ve bolgedeki bagisiklik sistemi hiicrelerinin sayisi gibi),

tiimOr yikimimnin hangi yol ya da yollarla gerceklesecegini belirler [80].

PDT’ye hiicresel diizeyde verilecek yamit i¢ ve dig parametrelere baghdir [82]. PS
konsantrasyonu, 1s1k dozu, inkiibasyon kosullar1 gibi faktorler dis parametreleri, hiicrenin
metabolik Ozellikleri, dokudaki oksijen diizeyi, hiicrenin genotipi, hiicre dongiisii faz1 gibi
faktorler ise i¢ parametreleri olusturur. PDT’nin etki mekanizmasi PS’nin hiicre ici
lokalizasyonuyla da dogrudan ilgilidir [83]. Bunun nedeni PDT’de en etkin foto-iiriin olan -
O>‘nin Omriiniin 0,05 ps’den daha kisa olmasidir. Yiiksek reaktif ozelliginden dolayr O,
aciga ciktig1 bolgeden itibaren sadece 0.02 um kadar difiiz edebilir. Bu nedenle PS’nin hiicre

icerisindeki lokalizasyonu, hangi organelin Oncelikli olarak hasar gorecegini belirler. PS’lerm



cogunun cekirdek disinda lokalize olmasi ve "O;’nin kisa yasam omriinden dolayi, PDT nin

mutajenik etkisi olduk¢a diisiiktiir [80].

PDT ardindan hiicre 6liimii apoptozis, nekrozis ya da kombinasyonu seklinde ortaya ¢ikar

[82].
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Sekil 1.24: PDT tarafindan tetiklenen hiicre 6limii icin ongoriilen model. PDT, Bcl-2 gibi
molekiiler hedeflerde hasar olusturur. ROS tutuculart gibi faktorler foto-iiriinlerin miktar ve
dagihmim degistirirler ve boylelikle meydana gelecek hiicresel hasarin siddetini belirlerler.
Eger hasar fazla ise, hiicre Olime gider. Bununla birlikte cesitli yolaklar ve hasar tamir
mekanizmalart sayesinde hasarlarin tamir edilebildigi hiicreler yasamaya devam eder. PDT
ardindan hiicre 0liimii meydana gelen hasara bagh olarak apoptozis ya da nekrozis seklinde

ortaya c¢ikabilir [56].

1.5.1. Fotodinamik Terapide Nekrozis Yolu ile Hiicre Oliimii

Pasif hiicre Olimii olarak da adlandirilan nekrozis, hipoksi, fiziksel hasar, yiiksek
sicaklik, yiiksek basing gibi ekstrem ¢evresel kosullar ve UV gibi hiicre dis1 uyaranlar sonucu
ortaya cikabilir. Nekrozisde hiicre siser ve ardindan hiicre membraninin yikilmasi sonucunda

sitoplazmik icerik doku araligina salinir. Hiicrenin nekrotik artiklari enflamatuar hiicreleri



dokuya ¢ekerek dokunun pargcalanmasina ve enflamasyona neden olur [83, 50].

PDT uygulamalarmda yiiksek enerjili 151k, yiiksek konsantrasyonda PS ya da mitokondri
disinda lokalize olma egilimi gosteren PS’ler kullanildiginda ve glukoz yetersizliginde hiicre
Oliimiiniin cogunlukla nekrozis seklinde oldugu goriilmiistiir [71].

Mitokondri, diger organeller ya da stoplazmada lokalize olan PS’lerin aksine, plazma
membraninda lokalize olan PS’lerin kullanildigi PDT uygulamalarinda, nekrozisin baskm
Olim modelinin oldugu goriilmiistiir. Membran sisteminde lokalize olan anyonik, lipofilik
PS’ler membrandaki kolestrol ve baska doymamis fosfolipidlerin peroksidasyonuna yol agar.
Bu durumda membran gecirgenligi ve akigkanhgi bozulur, aminolipid ve polipeptidler
arasinda capraz baglar meydana gelir ve membranla ilgili enzim ve reseptorler inaktive olur.
Bu olaylar1 takiben membran transport sisteminin bozulmasi ve plazma membraninin
depolarazisyonu, mitokondriyal, sitozolik ve lizozomal enzimlerin inaktivasyonuna neden

olur ve sonucta hiicresel hemostazin bozulmasiyla nekrozis ortaya ¢ikar [83].

1.5.2. Fotodinamik Terapide Apoptozis

Hiicre ici ve hiicre dis1 sinyaleller tarafindan diizenlenen ve kontrol edilen apoptozis, bir
dizi morfolojik ve biyokimyasal degisimin ardindan ortaya c¢ikan apoptotik cisimciklerin
makrofajlar ya da cevre hiicreler tarafindan sindirilir. Apoptozis diizenleme mekanizmlarinin
bozulmasi, kanserin de i¢inde bulundugu pek ¢ok hastaliga neden olur. Apoptozis diizenleme
mekanizmalarmim bozuldugu pek c¢ok kanser hiicresi normal apoptotik sinyalere ya da

terapotik muamelelere cevap vermez [8].

PDT apoptozu mitokondri ya da hiicre 6lim reseptorleri (death receptors) aracihigi ile
tetikleyebilir. ~ Bazi  proteinlerin ~ karbonilasyonunun,  bahsedilen =~ mekanizmalarmn

tetiklenmesinde Oncii rol oynadig1 diistiniilmektedir [8].



1.5.2.1. Mitokondri Aracihigi ile Apoptozis

PS mitokondride lokalize oldugunda ya da mitokondri digindaki hiicre i¢i yapilar PDT
etkisine dogrudan maruz kaldiginda, hiicre mitokondriyal yolla apoptoza gider [84].
Mitokondriyal yolla apoptozda ilk asama, mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi
ve sitozole cyt-c salmmasidir. cyt-c salmmin ardindan olusan apoptozom kompleksi
kaspazlarin aktivasyonuna sebep olur. Bu olaylarda Bcl-2 ailesi proteinlerinin 6nemli etkisi

vardir [56].

Mitokondri ya da stoplazmada olusgan ROS’nin, PDT sonrasi ortaya ¢ikan apoptozisin
tetikleyicisi oldugu bilinmektedir. [42]. ROS ile pro-apoptotik proteinlerin salimina neden
olan mitokondriyal porlarin ac¢ilmasi ve apoptozis arasindaki iliski lizerine pek ¢ok teori
ortaya atimustir. Bazi deneysel sonuclar, mitokondriyal membran iizerinde yer alan,
“Permeability Transition Pore Complex (PTPC)” denen, gecirgenlik Ozelligine sahip biiyiik
kanallarin, mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasinda ve sitozole cyt-c salminda
etkili oldugunu gostermistir. PDT’nin PTPC acilmasinda dogrudan etkisi tam olarak
bilinmemekle birlikte bir PTPC alt iinitesi olan “Adenin Nucleotid Translocator (ANT)”m
hedef oldugu diisiiniilmektedir. -SH gruplarmin oksidasyonu, Ozellikle de sistein
aminoasitinin oksidasyonu ile olusan disiilfit kopriileri, ANT’ nin 1500 daltondan kiiciik olan
soliitler icin gecirgenlik spesikligini kaybetmesine neden olur. Porun gecirgenlik seciciligini
kaybetmesi sonucu mitokondriyal matriks siser, i¢ membran gerilir ve diizlesir, dis

membranda kirllmalar meydana gelir ve sonunda sitozole cyt-c salimi gerceklesir.

Mitokondriyal membran yapsindaki lipidlerin oksidasyonu, membranda hasara neden
olur ve mitokondriyal membran potansiyeli diiser. Mitokondriyal membran potansiyelindeki
azalmanin, bir bagka PTPC alt iinitesi olan voltaj bagimli anyon kanallar1 (Voltage Dependent
Anion Channel-VDAC) nin ag¢ilmasina neden oldugu ve sonucunda da cyt-c salimnimn

gerceklestigi goriilmiistiir [83, 84].

Mitokondriden sitozole saliman cyt-c, sitozolde Apaf-1 ve prokaspaz-9’a baglanarak

“apoptozom” denen protein kompleksini meydana getirir. Bu kompleks icerisinde prokaspaz-



9, kendi kendini keser ve aktif kaspaz-9 olusur. Aktif kaspaz-9, prokaspaz-3’ii keserek aktive
eder. Pek cok deneysel PDT uygulamasinda bir seri kaspazin (kaspaz-2,-3,-6,-7) aktive
oldugu gosterilmistir. Bu hidrolitik enzimlerin aktivasyonu pek cok hiicresel proteinin

kesilmesine, DNA’nin par¢alanmasina ve sonunda hiicre 6liimiine neden olur [71].
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Sekil 1.25: PDT tarafindan tetiklendigi ongoriilen apoptozis mekanizmasi. PDT tarafindan
olusturulan ROS, mitokondriyal membranda bulunan porlarm ac¢ilmasina neden olur. Osmotik
etkiye bagl olarak mitokondriye su girisi, mitokondriyal matriksin sismesi, dis mitokondriyal
membran yapisinin bozulmasi ve cyt-c, AIF ve prokaspazlar gibi apoptotik molekiillerin

stoplazmaya salinmasina neden olur [83].

1.5.2.2. Fotodinamik Terapi ve Endoplazmik Retikulum Hasar1

PDT’nin ardindan, hiicre i¢ci Ca* konsantrasyonunda artis gozlenmistir. Hiicre ici
Ca™nin miktarmdaki artijin E.R. ya da mitokondride bulunan Ca**nin hiicre icine
verilmesinden veya disaridan hiicreye Ca**nin girisinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.
Bir hipoteze gére PDT, E.R.’nin membran yapisiu bozarak, depo edilmis Ca**’nin
stoplazmaya akmasma neden olur. Bir ikinci mesajc1 olarak Ca*™ | bir¢ok diizenleyici siirecle
ilgili oldugu gibi, hiicreyi apoptozize gotiiren sinyal iletim mekanizmasi i¢in de gereklidir

[83].



1.5.2.3. Fotodinamik Terapi ve Lizozom Hasar1

Kullanilan PS hidrofilik 0zellikteyse, tercihen lizozomlarda birikir. Hasara ugrams
lizozomlardan salinan katepsinler, ya dogrudan kaspazlar1 aktive ederek ya da Bcl-2

ailesinden pro-apoptotik bir protein olan Bid’i parcalayarak apoptozise neden olurlar [83].

1.5.2.4. Fotodinamik Terapi ve Hiicre Oliim Reseptorleri Aracihg
ile Apoptozis

PDT’de kullanmilan PS hiicre membranma baglaniyorsa hiicre, Oliim reseptorleri
vasitasiyla apoptoza gider. Bu mekanizma TNF reseptor ailesine ait membran reseptorlerinin
multimerizasyonu ile baglar. TNF ailesinden Fas reseptorleri, PDT ardindan gerceklesen
apoptozda en Onemli rolii iistlenir. FasL’nin, Fas reseptoriine baglanmasiyla, Fas, FADD
adaptor proteini ve prokaspaz-8 den meydana gelen kompleks (Death Induced Signalling
Complex), prokaspaz-8’in kendini aktive etmesini saglar. Aktif kaspaz-8, apoptotik yolda

gorevli diger kaspazlarin proteolitik yolla aktivasyonunu baglatir.

PDT’de bu tip apoptoz modeli, ¢ok c¢esitli hiicre hatlarmmda c¢ahsilmistir. A431
hiicrelerinde, PDT uygulamasindan bes dakika sonra, Fas-FADD kompleksi ve kaspaz-8
aktivasyonunda artis gosterilmistir. Kaspaz-8’in inhibe edildigi bagka bir caligmada, kaspaz-3
aktivasyonunun ve sitozole cyt-c salimmm distiigliniin goriilmesi, hiicre membranma

baglanan PS’lerin, mitokondriyal apoptozisi de tetikleyebilecegini diisiindiirmiistiir.

PDT ardindan hiicrelerin TNF aracihgiyla da apoptozise ugradigi bilinmekle beraber,

PDT’nin bu yolag nasil tetikledigi bilinmemektedir [71].



Hiicre yiizey
dliim reseptiirleri

Lizozom

Sekil 1.26: Hiicre ylizey olim reseptdleri, mitokondri, lizozomlar ve ER, kaspazlar ve Bcl-2
ailesi proteinlerini iceren PDT’ye bagh apoptotik yolak [56].

1.6. Servikal Adenokarsinoma ve Mezotelyoma

Tez c¢ahsmasinda Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Kimya Boliimii tarafindan
sentezlenen, yeni Pc bilesiklerinin PDT etkinligi HelLa, SPC111 ve SPC212 hiicre serileri
izerinde denenmistir. HeLLa hiicreleri servikal adenokarsinoma, SPC111 ve SPC212 hiicreleri
ise malign plevral mezotelyoma (Malignant Pleural Mesothelioma-MPM) kokenli, 6liimsiiz

hiicrelerdir.

1.6.1. Servikal Adenokarsinomada Karsinogenez Nedenleri ve Tedavi

Yontemleri

Disi lireme sisteminin bir parcasi olan uterus, abdomenin alt kisminda, mesane ve rektum
arasinda yer alan, ici bos, armut sekilli bir organdir. Uterusun vajinanin iist kismu ile birlestigi
bolge serviks (rahim agzi) olarak adlandirilmaktadir [85]. Serviksin dis yiizeyi (ektoserviks),
bu dokuyu bakteriler, viriisler, cinsel iliskinin asindirict etkileri gibi ¢esitli dis etkenlere karsi

korumakla gorevli ¢cok kath yass1 epitel (skuamdz) ile, serviksin i¢ yiizeyi ise (endoserviks)



salg1 yapict (glanduler) epitel hiicreleri ile dosenmistir. Skuamodz epitelden koken alan
servikal kanserler (rahim agzi kanseri) skuamoz hiicre kanserleri olarak adlandirilir ve serviks
kanserlerinin % 85’ini olusturur. Adenokarsinomalar ise glanduler epitel hiicrelerinden ortaya

cikan serviks kanserleridir [86].

Servikal kanser, Ozellikle az gelismis iilkelerde kadmn kanserleri arasinda en cok o6liime
neden olanlar arasindadir. Ulkemizde en sik goriilen kanserler arasinda yedinci sirada yer alan
servikal kanser [87], yumurtalik ve rahim kanserinin ardindan en sik goriilen {ig¢iincii
jinekolojik kanserdir [88]. Tiirkiye’de sekiz ilde yapilan ¢ok yeni bir calismada servikal
kanserin goriilme sikligi 100.000°de 3.96 olarak bildirilmistir [89]. Servikal kanserde erken
donemde ortaya cikan semptomlar postkoital kanama, asiklik kanama, kanh ve koétii kokulu
akimti; ge¢ donemde ortaya c¢ikan semptomlar ise bacak ve kasik agrilari, fistiiller (serviko-
vaginal, veziko-vajinal, serviko-rektal, rekto-vajinal), hidronefroz ve bdbrek fonksiyon
bozukluklari, alt ekstremite 6dem, anemi, kilo kaybidir [91]. Servikal displazi veya karsinoma
in situ durumunda iken teshis edilen kanserlerde tedavi basarisi ylizde ylize yakindir [92].
Bununla birlikte metastaz durumunda tedavi giiclesir. Serviks etrafinda bulunan genis kan ve
lenf damarlar1 ag1 ve bobreklerden idrar torbasma ilerleyerek rahim agzma ¢ok yakindan
gecen idrar yollari, serviks kanseri hiicrelerinin rahim agzinda yerlestikten sonra derinlere
dogru ilerleyerek komsu doku ve organlara yayimasm kolaylastirir. Ilerlemis olgularda
yayllan kanser hiicreleri, bobrek ve idrar kanallarinda tikamalar meydana getirerek,
bobreklerde anormal genislemeler (hidronefroz)’e, idrar kanallarinda sisme ve genislemeler

(hidroureter)’e neden olur [86].

Servikal kanser gelisiminin pek ¢ok genetik degisikligi gerektirdigi bilinmek ile birlikte,
karsinogenez siirecinde insan papilloma viriis (Human Papilloma Virus-HPV)’iin en 6nemli
risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir [94]. Kuslardan insanlara kadar c¢ok sayida yiiksek
omurgali canl tiiriinde varhgi saptanan papilloma viruslar i¢inde yer alan HPV’nin, 100’den
fazla tipi bulundugunu [95] ve bunlar icerisinde 40’dan fazlasinin genital bolgede enfeksiyona
yol actig1 bilinmektedir. HPV tip 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 45, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 58, 59, 66 ve 68’in servikal epiteli enfekte ettigi ve genital sigillere neden oldugu
belirlenmistir. Gerek hiicresel, gerekse molekiiler biyolojik calismalarla HPV tip 16, 18, 26,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 54, 55, 56, 58, 59 ve 68’in servikal karsinogenez ile ilgili



olabilecegi, ozellikle HPV tip 16, 18, 31 ve 45’in yiiksek riskli viruslar oldugu gosterilmistir
[94].

Risk HPV Genotipleri
Yiiksek risk 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82
Olas1 yiiksek risk 26, 53, 66
Diisiik risk 6, 11, 40, 42, 44, 54, 61, 70, 72, 81

Cizelge 1.5: Insan papilloma viriislerinin servikal kanserdeki risk derecelerine gore

siniflandirilmasi [95].

Servikal skuamoz hiicre kanserlerinin % 99.7°de HPV’ye rastlanmustir. Servikal
adenokarsinomalarda da HPV’ye rastlanmak ile birlikte, kanserin ortaya ¢ikmasinin yas ile de
baglantili oldugu goriilmiistiir. 40 yasinin altinda olup adenokarsinoma tasiyan kadinlar
arasindan % 89’unun HPV tasidigi, 60 yas ve lizerindeki kadinlarda ise bu oranin % 43’e

diistiigii belirlenmistir [96].

1.6.1.1. insan Papilloma Viriis

Papovaviridae ailesinden olan HPV, 55 nm capinda, zarfsiz bir viriistiir. 6.500-8.000 baz
ciftinden olusan ve sekiz acik okuma cercevesi (Open Reading Frame-ORF) igeren HPV
genomu halkasal yapili, cift zincirli DNA’dan olusmaktadir. HPV genomu fonksiyonel
anlamda ii¢c bolgede incelenebilir. ik bolge kodlanmayan bolge, uzun kontrol bolgesi (Long
Control Region-LCR) veya iist diizenleyici bolge (upper regulatory region) olarak adlandirilir
ve 400-1000 bp uzunlugundadir. Yiiksek diizeyde cesitlilik (variance) gosteren bu bolge DNA
replikasyonunu ORF’lerin transkripsiyonunu kontrol ederek diizenleyen p97 promotdriinii
icerir. Ikinci bolge replikasyon ve onkogenez igin gerekli E1, E2, E4, ES, E6 ve E7 ORF leri
yer alir. Bu genler erken genler olarak isimlendirilir ve DNA replikasyonu, transkrisiyonun
regiilasyonu ve hiicresel transformasyon ile ilgili proteinleri kodlar. Virusun bulundugu ancak
tam yasam dongiisiinii tamamlayamadigi durumlarda yalmizca erken genlerin transkribe
oldugu gozlenmektedir. Ugiincii bolge ise viral kapsiil proteinleri olan, yalnizca
farklhilagmasmi tamamlanmis konak hiicrede eksprese edilen L1 ve L2 proteinlerini kodlar [94,
96].



Sekil 1.27: Insan papilloma viriis genomunu. L1, major kapsid proteinini; L2, mindr kapsid
proteinini; E1, helikaz ve ATPazi; E2, transkripsiyon diizenleyici proteini; E4, sitokeratini
tahrip eden proteini; ES, membrana transforme edici proteini; E6, p53’ii degrade eden ve
telemorazlar1 aktive eden transforme edici proteinleri; E7, Rb’ye baglanan ve
transformasyona yol acan proteini kodlar. LCR bdlgesi uzun kontrol bolgesi olup viral

replikasyon ve transkripsiyonu kontrol eden diizenleyici (regiilator) elementleri tasir [96].

HPV’nin replikasyon dongiisiine epitelin bazal tabakasindan girisinden itibaren basladigi
var sayllmaktadir. Epidermisin bazal tabakasindaki asmmalarmn ya da travmalarin HPV ile
enfekte olmay1 kolaylastirdigi diisiiniilmektedir. os-Integrin epitel hiicre reseptoriiniin HPV
6’nim, hiicre ylizeyinde bulunan heparan siilfatin ise HPV 16 ve HPV 33’lin hiicre yiizeyine
tutunmasm sagladigir bilinmektedir. HPV genomunun erken servikal lezyonlarda hiicresel
genoma entegre olmamis formda (epizomal), servikal kanserlerde ise hiicresel genoma
entegre formda bulundugu belirlenmistir. HPV’nin epitel hiicreleri icindeki iireme dongiisii

donemlere ayrilir ve bu donemler epitel hiicrenin farklilagsma basamaklarina bagimhdir.
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Sekil 1.28: Insan papilloma viriis enfeksiyonu. HPV nin replikasyonu enfekte ettigi hiicrenin
farklilasma diizeyi ile iliskilidir. HPV, bazal epitel hiicrelerinin enfekte eder ve enfeksiyon
erken viriis genlerinin replikasyonuna neden olur. Konak hiicre bazal tabakayi terk edip
farklilasma siirecine girdiginde DNA replikasyonu artar ve ge¢ viriis genleri eksprese
edilmeye baslar. Siire¢ sonunda olgunlasan viriis parcalar1 epitelyal yiizeyden disar1 sacilir
[97].

Epiteldeki bazal hiicrelerde hiicresel DNA sentezi ve hiicre bdliinmesinin
tamamlanabilmesi i¢in gerekli kosullar vardir. Bu kosullar HPV icin de uygun oldugundan,
bazal hiicrelerde kalici bir viral enfeksiyon olusabilir. Ancak, bazal hiicrelerde viriis kendini
konak replikasyon sisteminin kullanarak diisilk kopya sayilarinda replike eder. HPV
enfeksiyonu olan bir hiicre bazal tabakadan farklilasmis epitel hiicrelerinin oldugu tabakaya
dogru go¢ ederse, HPV DNA’sim yiilksek kopya sayisinda replike etmeye ve kapsid
proteinlerini sentezlemeye baglar. Konagin transkripsiyon faktorleri HPV genomunun LCR
bolgesine baglanir ve E6 ve E7 gen iiriinlerinin transkripsiyonunu baglatir. E6 ve E7
proteinleri konaga ait tiimor baskilayic1 proteinlere, siklinlere ve CDK'’lara baglanarak hiicre

dongiisiinii bozar.

E6, serviks kanserlerinde genellikle mutant olmadigi bilinen p53’e baglanir ve pS53’i
ubikutin ligaz tarafindan parcalanacak hedef molekiil haline getirir. Bu degradasyona bagh
olarak p53’iin G1 fazi, apoptozis ve DNA tamirindeki etkisi ortadan kalkmus olur. In vitro’da
diisik riskli HPV viriislerinin, p53 kararhihgm etkilemedigi belirlenmistir. E7 ise Rb’ye
baglanarak E2F ile kompleks olusturmasmi engeller. Yiiksek riskli HPV alt tipleri olan HPV



16 ve 18’de, E7/pRB baglanmasi, HPV 6 ve 11°de gerceklesen E7/RB baglanmasima kiyasla
5-10 kat daha etkin olarak gerceklesmektedir ve bu durumun karsinogenezde 6nemli oldugu
diisiiniilmektedir. E7’in Rb’nin yam swra siklin E’ye de baglandigi da bilinmektedir. Bu
protein iliskileri sonucunda ise konakta DNA sentezi ve proliferasyon uyarimis olur. ES
proteini ise mitojenle aktive olan protein kinaz aktivitesini arttirarak hiicrenin biiylime

faktorlerine karsi olan hassasiyetini arttirir.

El’in HPV’nin LCR boélgesinde yer alan replikasyon baslangicina (origin of replication)
baglanmasim saglar ve boylelikle viriis kendisini ekstrakromozomal olarak replike etmeye
baglar. Bu asamada transkripsiyon diizeyi diisiiktiir. E2’ye bagh olarak azalan E6 ve E7
transkripsiyonu sonucunda ise serbest kalan p53 ve Rb proteinleri normal fonksiyonlarmi
gerceklestirebilir ve konak hiicre farkhlagsma siirecine devam edebilir. L1 ve L2 kapsid
proteinlerinin sentezlenmesinin ardindan, E4 proteininin vironlarm hiicreden sitolitik 6zellik
olusturmayan bir siirecle salimma neden oldugu gosterilmistir. Bazi HPV tiplerinde E4’iin
siklin D-CDK?2 kompleksinin cekirdekte birikimini engelledigi, boylelikle hiicre dongiisiiniin
G2 fazinda blok olusturdugu, konak hiicrenin mitoza girmesini engelledigi de belirlenmistir.
HPV 16 ile enfekte hiicrelerde ise E4’iin siklin B-CDK1 kompleksini etkileyerek mitozu

onledigi goriilmiistiir.

Mikroarray analizleri sonucunda HPV 31 ile enfekte olmus hiicrelerde 178 genin
ekspresyonunun arttigr, 150 genin ekspresyonunun ise azaldigir goriilmiistiir. Ekspresyonun
artti@1 genler hiicre biiylimesini diizenleyen genler, keratinosit genleri ve interferona cevap
veren genler (interferon-responsive genes) olarak belirlenmistir. HPV’lerin olusturdugu
benign lezyonlarda HPV DNA’s1 konak kromozomuna entegre olmaz iken (epizomal form)
neoplazi ve kanserde HPV’nin genelde konak genomuna katildigi goriilmiistiir. Konak hiicre
HPV’nin hem genoma entegre hem de ekstrakromozomal formunu ayni anda tasiyabildigi de
belirlenmistir. HPV konak genomuna katilirken E2 geninde delesyon olusur ve E2 eksprese
edilemez. E2’nin yoklugunda E6 ve E7 ekspresyonu artar. Yiiksek risk olusturan HPV
tiplerinde E6 ve E7 sirasiyla p53 ve Rb proteinlerine baglandigindan, konak hiicrede artmug
proliferasyona ve genom kararsizhgma neden olurlar. Artan proliferasyonla birlikte DNA
hasar1 birikir ve sonugta aktive olmus onkogenler, kromozomal kararsizlik, viral ve hiicresel

DNA’nin metilasyonu, telomeraz aktivasyonu, hormonal ve immunogenetik faktorler,



transforme olmus hiicreleri olusturur. Serviks kanserinde olusum siireci 10-20 yildir; bununla

birlikte bazi lezyonlarin bir kag yil icerisinde kanser olusturdugu goriilmiistiir [96, 98, 94].
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Sekil 1.29: insan papilloma viriisiiniin patogenezi. E6 ve E7 proteinleri p53 ve Rb
proteinlerine baglamir bu proteinlerin hiicresel fonksiyonlari engeller, hiicre dongiisii

diizenleme mekanizmlar1 bozulur ve transforme karakter ortaya cikar [96].

1.6.1.2. Servikal Karsinogenezde Diger Etkenler ve Genetik Degisimler

Nud (timusu olmayan, bagisikhk sistemi olusmamig) ve transgenik farelerde yapilan
caligmalar HPV enfeksiyonlarmm tek basmma servikal karsinogenez igin yeterli olmadigim
gostermistir. HPV ile enfekte kisilerin ancak bir boliimiinde kanser gelismesi ve viral
enfeksiyon ile invazif karsinoma gelisimi arasindaki siirenin uzunlugu, kanser gelisimi igin
virusun tek basina yeterli olmadigi goriisiinii destekler niteliktedir. Bu nedenle HPV
enfeksiyonunun serviks kanserinin en erken basamaklarindan birisi oldugu ve serviks kanseri

gelisiminde ek genetik degisikliklerin de 6nemli oldugu diisiiniilmektedir [94].



HPV ile sigara kullanommm sinerjistik etkili oldugu, tiitiin metabolitlerinin servikal
kanser gelisiminde risk faktorii olusturdugu goriilmiistiir [98]. Herpes virus (6zellikle HSV-2)
enfeksiyonlarinin da papilloma viruslar ile sinerjistik rol oynayarak servikal karsinom
olusumunu tetikledigi dusiiniilmektedir. HPV 1ile enfekte serviks epitelinin  malign
transformasyonunda bagisiklik sistemi yanitinin da 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. HIV
enfeksiyonu gibi bagisiklik sistemin baskilandigi durumlarda servikal displazi ve invazif
kanser riski, bagisiklik sisteminin baskilanma derecesi ile iligkili olarak arttigi belirlenmistir.
Insan l6kosit antijen (Human Leukocyte Antigen-HLA) genlerindeki polimorfizmlerin de
HPYV ile iligkili servikal neoplazi olusumunda risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir [99, 94].

Skuamdoz hiicreli servikal kanserlerde p53 mutasyonlar1 nadir olarak goriilmiistiir. Bunun
yaninda Ozellikle ileri evrelerdeki serviks karsinomlarinda myc onkogeninin amplifikasyonu
ve yiiksek diizeydeki ekspresyonlar1 ilizerinde durulmaktadir. HPV negatif tiimorlerde c-
myc’nin yliksek diizeyde eksprese olmasimin metastaz riskini artirdigi belirlenmistir. Servikal
kanserlerde HPYV ile ilintili olmayan baz1 molekiiler diizensizlikler oldugu da bildirilmistir.
Bcl-1 ve Bcl-2 gen ekspresyonlart ile ilgili cahsmalarda, Bcl-1’in yiiksek diizeyde
ekspresyonu ve amplifikasyonu saptanirken, Bcl-2’de yiiksek diizeyde ekspresyonun daha ¢ok
erken evredeki displazilerde  gOriilmiistiir Artan Bcl-2  ekspresyonunun  malign

transformasyonun erken doneminde etkili olabilecegi diistiniilmektedir [94].

1.6.1.3. Servikal Kanser Tedavisi

Servikal kanser tedavisinde cerrahi, radyasyon tedavisi ve kemoterapi kullanilmaktadir.
Kullanilan tedavi yontemlerinin pek ¢ok dezavantaji vardir. Cerrahi uygulamalarin ardindan
kanamalar ve kramplar gozlenmektedir. Uterusun kaybedildigi durumlarda ise hastalarda
psikolojik travmalar ortaya ¢ikabilmektedir. Radyasyon terapisi ise yogun bir yorgunluk hissi
olusturmakla beraber sa¢c dokiilmesi, ciltte kizarma, kuruma, kasinma ve gevsemeye neden
olur. Siddetli ve uzun siireli diare ile idrara ¢ikma sirasinda act hissedilmesi, radyasyon
tedavisinin diger yan etkileridir. Kemoterapi ise kan hiicreleri, kil kokii ve sindirim sistemi
hiicreleri gibi sikhkla boliinen hiicreleri de etkilediginden bazi yan etkiler olusturur.
Kemoterapiden etkilenen kan hiicreleri, hastanin enfeksiyonlara yatkinlagmasina, halsizlik

hissetmesine ve yaralarinda kanama siiresinin uzamasina neden olurken, sa¢c kokii



hiicrelerinin hasar goérmesiyle saglarin kaybedilmesi de psikolojik problemler yaratabilir.
Sindirim sistemi hiicrelerinin kematerapotiklerce etkilenmesi sonucunda ise kusma, mide

bulantisi ve istahsizlik bag gosterir [85].

1.6.2. Maliganant Plevral Mezotelyomada Karsinogenez Nedenleri ve

Tedavi Yontemleri

Malign mezotelyoma (MM), plevra, perikard (kalp zar1) ve periton (karm zar1)’u doseyen
serozal bir zar olan mezotelyumun primer malign tiimoridiir [101]. Tim mezotelyoma
olgularinin yaklasik % 75’1 plevra kokenli ve yerlesimlidir; yani gogiis kafesi icinde olusur
[102].

Plevra kokenli tiimorlerin difiiz ve lokalize formlar1 bulunur. Tek bir bolgeye yerlestigi
ve yaylm seyri ¢ok yavas oldugu icin Onceleri lokalize mezotelyoma olarak adlandirilin
timor iizerinde yapilan calismalar, tiimoriin mezotel hiicrelerinden degil de bu hiicrelerin
altinda yerlesmis destek dokudan koken aldigi belirlenmis ve nedensel olarak mezotelyoma
ile benzerligi yada iliskili olmadig1 i¢cin plovranin fibroz tiimorii olarak smiflandirilmstir.
Fibroz plevra tiimorlerinin % 10’u malign, % 90’1 ise beningdir. Malign plevral mezotelyoma
(MPM) ise, plevral mezotelyomanin difiiz formu olup akcigerleri ve akcigerlerin etrafindaki
yapilart doseyen zar olan plevradan koken alan tiimorlere verilen addwr [103]. MPM’li
hastalarin % 90’1inda nefes darhig1 ve/veya gogiis agrisi, % 29’unda kilo kaybi, ates, Oksiiriik,
istahsizlik, % 1’inde hemoptizi (alt solunum yolundan koken alan kanamalar), disfaji (yutma
giicliigii) ve Horner sendromu, % 84’linde plevral efiizyon (plevral boslukta sivi birikmesi)

goriilmiistiir [104].
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Sekil 1.30: Plevral mezotelyoma. MPM, plevranin iist yiizeyini doseyen ve mezotelyum adi

verilen ince katmani olusturan mezotel hiicrelerinden kdken alr [105].

Daima malign formda olup nadir goriilen MPM, siklikla bir cesit silikat lifi olan asbeste
maruziyet sonucu olusur. Asbest ile MPM arasindaki baglanti, ilk olarak 1960’da Wagner ve
calisma arkadaglar1 tarafindan bildirilmigtir. MPM vakalarimin % 62-85’inde akciger
yerlesimli asbeste rastlanmustir. Asbeste benzer lifsi yapida bir mineral olan erionitin de

MPM’ye neden oldugu bilinmektedir [106].

Asbestin amfibol ve serpentin lifleri olmak iizere iki formu vardir. Biiyiik lifler olan
serpentin lifleri, genis hava yollarindan daha ileri gidemez iken, ince amfibol lifleri akciger
lenfatikleri icinde dolasarak interstisyel bosluklar ve subplevral alanlara, hatta peritona
tagmabilir. Bahsedilen mineraller ile temas dozu arttikca ve ilk temasdan sonra gegen siire
uzadikca, MPM riski de artmaktadir. Genel olarak hem asbest hem de erionit i¢in 10 yildan
daha az siireyle temas etmis kisilerde hastah@in gelisme riski oldukca diisiik olarak kabul
edilir [107].

Asbest fiberlerinin MM’yi hangi mekanizmalar ile tetikledigi heniiz bilinmemektedir
ancak karsinojeniteye kimyasal yapidan cok fiziksel yapmm neden oldugu diisiiniilmektedir.
Boy ve en oram iice birden fazla olan liflerin karsinojenik oldugu gosterilmistir. Doku
kiiltiirtinde asbestin hidroksil radikallerinin ve siiper oksit anyonlarinin olusumu ile DNA
zincir kiriklari, delesyon mutasyonlar1 gibi mutasyonlara, kromozom morfolojisinde
degisimlere ve mitoz sirasinda kromozomlarin ayrilmasi siirecini etkileyerek ploidiye neden
oldugu gosterilmistir. Asbest fiberlerinin fagosite edilmesini takiben makrofajlarmn

parcalandigi ve makrofaj igerisinde bulunan oksi radikallerin hiicre dis1 ortama salinmasi



sonucunda da hiicre DNA’sinda hasarlar olusturdugu diisiiniilmektedir. Fiberler tarafindan
baglatilan bagisiklik sistemi aktivasyonu sonucu iiretilen sitokin ve biiyiime faktorlerinin ise

mezotelyal hiicrelerde proliferasyonu tetikledigi bilinmektedir [106].

Yapilan caligmalarda lif temasi olmayan MPM olgularmm oranmm % 50’ ye ulasmasi,
ayrica ¢ocukluk caginda da mezotelyoma saptanmasi, MPM etiyolojisinde asbest ve diger
mineral liflerden baska nedenlerin de etkin olabilecegini diistindiirmiistiir. Simian Viriis 40
(SV40)’'mn karsinojenik etkisinin ve bazi kanserlerle olan iliskisinin saptanmasi takiben
yapilan kapsaml calismalarda, bazi insan mezotelyoma hiicrelerinde SV40 benzeri genetik
diziler gosterilmistir. Asbest ve erionit mineralleri ve SV40 disinda, etiyolojide rol aldigi
ciddi bicimde ileri siiriilebilecek bir neden heniiz gosterilememistir. Ge¢mis hikayesinde
mineral lif temas1 olmayan ve bir baska neden tanimlanamayan, tiim olgular icinde % 10-50
arast bir orami olusturan bu olgularm bir kismu i¢in radyoterapi, virus enfeksiyonlari,
tiiberkiiloz, kimyasal madde temas:1 gibi etmenler neden olarak ©One siiriilmiis olsa da, bu
bilgiler heniiz kabul gérmemistir. Sigara iciminin ise tek basina hastalia neden olmamakla

birlikte sigara ile asbest ya da erionitin sinerjik etki gosterdigi diistiniilmektedir [107].

1.6.2.1. Malign Plevral Mezotelyoma Karsinogenezinde Etkili Genetik

Degisimler

MM’de hiicre dongiisiiniin ilerleyisinin bozulmasina, apoptozisin inhibe olmasma ve
onjiyogenez siirecine neden olan pek cok genetik degisim saptanmustir. Bu degisimler, asbest
fiberlerinin mezotelyal hiicreler iizerindeki dogrudan etkisinden, hasar olusan dokudan salinan
hormon ve sitokinlerden, viral olarak eksperese edilen proteinlerden ve DNA hasari

sonucunda normal protein fonksiyonlarmin kaybindan kaynaklanabilmektedir [106].

Mezotelyomada siklikla goriilen delesyonlardan biri pI6™~" ve pl5™*** CDKI’larim

4ARF,

kodlayan 9p21 lokusunda goriilir. Aym lokusta bulunan p/ m da siklikla delesyona

6™ ve p14™R" delesyonlarmin genellikle birlikte ortaya ¢iktigi belirlenmistir.

ugradigi ve pl
pI15™** delesyonun goriildiigii durumlarda pl6™"* delesyonun da goriilmesi, ancak bu
durumun tersine nadiren rastlanmasi, 9p21 delesyonunda kritik hedefin p/6™"* oldugunu

diistindiirmiistiir. Mezotelyoma hiicreleri, p/ 6K eksprese eden adenoviriisler ile transfekte



edildiginde Rb’de fosforilasyonun azaldigi, p14™*F eksprese eden adenoviriisler ile transfekte
edildiginde ise p53 ve p2l1 protein seviyelerinde ve Rb defosforilasyonunda artis oldugu
goriilmiistiir [108].

MPM’de p53 ve Rb mutasyonlart nadir goriilse de, swrasi ile p53 ve Rb’nin

INK4 ARF
6 4

fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol alan p/

delesyonlar sikhik ile goriiliir. pS3, G2/M kontrol noktanda bulunan ve bir CDK inhibitorii

ve pl timOr baskilayict genlerindeki
olan p21’in ekspresyonunu tetikler. p21’in yiiksek diizeyde eksprese oldugu
mezotelyomalarda yasam siiresinin arttigi, diisiik diizeyde eksprese oldugu hastalarda ise
yasam siiresinin azaldigir goriilmiistiir. Bir baska CDK inhibitorii olan p27°nin ekspresyon

diizeyinin de hastada yasam siiresini etkiledigi goriilmiistiir [109].

Timor proliferasyonunda ve metastazinda énemli biiylime faktorlerinden biri olan insiilin
benzeri biiylime faktorii (Insulin-like Growth Factor-IGF)’niin ve SV40’1mn mezotelyal hiicreyi
transforme etmesi icin gerekli olan IGF reseptorlerinin mezotelyomada yiiksek diizeyde
eksprese oldugu gosterilmistir. yeni kan damarlarinin olusumunda 6nemli olan VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) ekspresyonunun da MPM’de yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Yiikksek VEGF ekspresyonunun SV40 tarafindan tetiklendigi 6ne siiriilmektedir.
Hiicre proliferasyonu ve anjiyogenezde rol alan epidermal biiylime faktorii reseptorii
(Epidermal Growth Factor Receptor- EGFR)’nde de yiiksek diizeyde ekspresyon soz
konusudur. Anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-X; ekspresyonlarmm da arttigi
MPM’de, NF2 ve WTI tiimor baskilayict genlerinde mutasyonlar, RASSFIA tiimor
baskilayict geninde ise yiiksek diizeyde metilasyon belirlenmistir [109].

1.6.2.2. Malign Plevral Mezotelyomada Tedavi

MPM tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, immiinoterapi ve bu tedavilerin

kombinasyonlar1 kullanilmaktadir [110].

Radyasyon Tedavisi

Malign mezotelyoma genellikle tiim bir hemitoraks1 (gogiis boslugunun yarisini) tutma

egiliminde oldugundan, hemitoraks icindeki 6zofagus, akciger ve omurilik gibi yapilarm



radyasyona karst olan hassasiyeti, radyasyon tedavisinde uygulanacak dozun
sinirlandirdmasmi  gerektirmektedir.  Radyoterapi, genellikle primer tedavi olarak
uygulanmamakta, ya cerrahi tedaviye ek olarak verilmekte, ya da semptomatik palyasyon
(semptomlarm hafifletilmesi) amaci ile uygulanmaktadir. Bu amagla yapilan tedavilerin
sagladigr sag kalm ise 2 yil icin % 17 gibi olduk¢a diisiik orandadir. Genel olarak
radyoterapi, MPM’de kiir saglamaktan uzak bir tedavidir. MPM ayni1 zamanda radyoterapiye
karg1 direngli tiimorler arasinda yer almaktadir [111].

Kemoterapi

Kemoterapide hedeflenen, sitotoksik bir ajan kullanarak tiimér hiicrelerinin sayisi
azaltmaktir. Mezotelyoma tedavisinde ¢ok farkhh kemoterapétikler tek baglarina veya kombine
halde uygulanmustir. Tedavide etkili oldugu bildirilen en aktif ajanlar sisplatin, mitomisin,
gemsitabin, doksorubisin ve kombinasyonlaridir. Son zamanlarda pemetreksed (Alimta) de
etkili bulunmustur. Bugiin i¢in diinyada en yaygm kullamilan rejim sisplatin ve gemsitabinin

birlikte kullanimidir [107].

Tek basma ve cerrahi tedavi Oncesi ve sonrasi kullanimlarda daha etkili olabilecek yeni

ilaglar i¢in caligmalar siirdiiriilmektedir [111].

Immiinoterapi

Immunoterapide yontem, viicuda anti-timor bagisiklik yamti gelistirecek bir antijenin
verilmesidir. Bu amagla MPM’de sistemik ve intraplevral uygulamalar denenmistir. Sistemik
uygulamalarda Interleukin-2 (IL-2) ve interferon-gamma (IFN-y) gibi teorik olarak etkili
olmasi1 beklenen ajanlar kullamlmis ancak pratikte bu ajanlarin ¢cok az iyilestirici etki, cok
fazla yan etki olusturdugu goriilmiistiir [107].



Cerrahi

MPM tedavisinde radyoterapi ve kemoterapinin basarisizhgi, cerrahi tedaviyi ana tedavi
basamaklarindan biri haline getirmistir. Bununla birlikte arastirmacilar, yapilan cerrahi tedavi
ile tiim tiimor hiicrelerinin alinmasmin olanaksiz oldugunu, bu nedenle cerrahi miidahaleye

kemoterapi ve radyoterapinin eklenmesi gerektigini bildirmektedirler [111].

1.7. Konu ile Ilgili Calismalar

Bu bolimde pek cok farkli PS’nin PDT’deki etkinliginin Hela hiicreleri iizerinde
arastirddig1 in vitro caligmalar ile mezotelyoma iizerine yapilmis klinik oncesi in vivo PDT

uygulamalarindan bahsedilmistir.
1.7.1. HeLa Hiicre Serisinde in vitro Fotodinamik Terapi Uygulamalari

Hypocrella bambusae isimli mantardan izole edilen, yagda c¢oOziinebilen ve tek basina
sitotoksik etki gostermeyen bir PS olan Hipokrelin A (Hypocrellin A-HA) ile yapilan bir
calismada, 15 uM HA, 16 saat boyunca HeLa hiicreleri ile inkiibe edilmis, ardindan hiicreler
7.2 Jlem® enerjiye sahip 1s18a maruz brrakilmistir. PDT’den 20 saat sonra canh hiicre
sayisinda ancak % 50’lik bir azalma goriilmiistiir [112].

Bir baska calismada in vivo uygulamalarda fare tiimorlerinde basarihi sonuclar vermis,
ikinci nesil bir PS olan olan ¢inko(Il)-Pc (ZnPc) Hela hiicreleri iizerinde denenmistir.
Lipozomlarin tastyict olarak kullamildigi in vitro PDT denemelerinde, 150 W giiciindeki
lamba ile donatilmus 151k kaynagi kullamlmustir. Plak yiizeyindeki stk giiciiniin 21 mW/cm®
oldugu uygulamalarda, 0.1 uM Pc, 1 dakikalik 151k muamelesi sonucunda % 20 oraninda
(LDyy), ti¢ dakikahk 151k uygulamasi sonucunda % 60 oraninda (LDgp) hiicre oliimiine neden
olmustur. 5.0 uM Pc ise, onbes dakikalik kirmizi 151tk (A>600 nm) uygulamasi ardindan
hiicrelerin tiimiiniin 6ldiigi bildirilmistir [113].



Ikinci nesil PS’lardan olan aliminyum Pc (Aluminium phthalocyanine-AlIPc) ve siilfiir
iceren formu (Aluminium phthalocyanine tetrasulphonate-AlPcS4)’nun PDT etkinligi HelLa
hiicreleri iizerinde denendigi, her iki Pc’inin 10 uM’hk konsantrasyonlarmm kullanildig: bir
diger calismada, 151k uygulamasi lazer ile yapilmis olup, 670 nm dalga boyundaki isik,
enerjisi 0.5 J/cm” olacak sekilde uygulanmustir. Isik ile muameleden 24 saat sonra, AlPc ile
inkiibe edilmis hiicrelerde hiicre canliiginin % 95 oraninda azaldigi, AlPcS4 kullanildiginda
ise hiicre canliigindaki azalmanin % 22 oldugu goriilmiistiir [114].

Klinik ve deneysel caligmalarda tiimor hiicresine yiiksek seciciligi, giiclii fotodinamik
etkisi, diisiik toksisitesi oldugu goriilen ve HpD’ye gore cok daha kisa siireli cilt hassasiyeti
olusturdugu belirlenmis, Porfirin temelli bir ikinci nesil PS olan mono-metil eter mono-
methyl ether (HMME) ile yapilan in vitro c¢ahsmada, HelLa hiicreleri 10 mg/ml
konsantrasyondaki HMME ile 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
hiicreler lazer 151k kaynagi kullanilarak 510.6 nm dalga boyundaki 1s18a maruz brrakilmustir.
Isik enerjisinin 18 J/cm® olacak sekilde uygulandigi calismada, 1sik ile muameleyi takip eden
24 saat sonunda canli hiicre sayisinda % 80 azalma oldugu belirlenmistir [115].

Hipokrelin B (HB) ve tiirevi olan 2-biitilamino-2-demetoksi-hipoklerin B (2-BA-2-
DMHB)’inin PS olarak kullanildizi PDT uygulamasinda ise 1sik enerjisi 24 J/cm® olacak
sekilde uygulanmis ve 151k uygulamasini takip eden 20 saat sonunda, HeLa hiicrelerindeki
canhlik oramt belirlenmistir. Buna gore, belirtilen 151k enerjisinde 2.0 uM HB’nin % 50
oraninda sitotoksisite olusturdugu, aym stotoksik etkinin 2-BA-2-DMHB’nin 0.4 pM’hk
konsantrasyonunda elde edildigi goriilmiistiir [116].

Secici olarak tiimorde konsantre oldugu bilinen, alt1 flor molekiilii iceren bir ZnPc olan
ZnFPc, hidrofobik yapili olup fotodinamik etkisinin olduk¢a diisiik oldugu gdosterilmis bir
Pc’dir. Diisiik PDT etkinliginin nedeninin agregasyon (Pc molekiillerinin kiimelenmesi)
oldugu diisiiniilmektedir. Agregasyon sartlarii azaltmak amaciyla ZnFPc yapisindan iki flor
cikarilmis ve yapmm hidrofilik Ozelligini arttwrmak amaci1 ile de karboksil gruplar
eklenmistir. Isik uygulamasmn halojen lamba ile yapildig1 ve 1sik enerjisinin 31 J/cm® oldugu
caligmada, bu yeni bilesigin 1.0 uM’hk konsantrasyonu ile 2 saat boyunca inkiibe edilen
hiicrelerde, 151k uygulamasindan 20 saat sonra HeLa hiicrelerinin neredeyse tiimiiniin 6ldiigii

goriilmiistiir [117].



Ikinci nesil bir PS olan Hiperisinin 1.0 uM’lik konsantrasyonu ile 16 saat boyunca inkiibe
edilen HeLa hiicreleri, inkiibasyonun ardindan cmz’ye diisen 151k enerjisi 4J olacak sekilde
1512a maruz birakilmistir. PDT uygulamasindan 7 saat sonra, hiicrelerin tiimiiniin 6ldiigii

goriilmiistiir [118].

Bir baska in vitro uygulamada ise Hela hiicreleri ikinci nesil bir PS olan ALA
(Aminolevulinic acid)’'nmin 1.0 mM’1 ile 4 saat boyunca inkiibe edilmis, ardindan hiicreler 635
nm dalga boyunda, 100 J/cm® enerjili 15132 maruz birakilmistir. PDT uygulamasmm ardindan
20 saat sonra canli hiicre sayisinda % 90 azalma goriilmiistiir [119].

1.7.2. Malign Plevral Mezotelyomada in vivo Fotodinamik Terapi

Uygulamalari

Ortalama yasam siiresinin bir yildan az oldugu MPM’da genel olarak kabul goren bir
tedavi standardi yoktur. Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi uygulamalar1 kendi bagma
yetersiz sonuclar vermistir. Kombine tedaviler ise ancak gen¢ yas, hastalik ve epitelyal tip

hiicre yapisina sahip olan hastalarda sag kalima katki saglamaktadir [101].

MPM tedavisinde geleneksel kanser tedavi yOntemlerinin basarisizhil, yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi sonucunu dogurmustur. Bu tedavilerden biri de PDT dir [120].
MPM’nin lokalize bir kanser oldugu, PDT nin de lokal bir tedavi yontemi oldugu goz Oniine
alindiginda, PDT’nin radyasyon ya da cerrahi uygulamalar1 ile birlikte kullanilabilecegi
diistiniilmiistiir [121].

Fotofrin temelli PDT nin cerrahi uygulama ile birlikte kullaniminda 6n veriler, intraploral
PDT’nin hastaligin I ve II. evrelerindeki hastalarda yasama siiresini arttirdigi, ancak III. ve
IV. evre hastalarinda basarili olmadigin1 gostermistir. Fotofrinin cerrahi uygulama ile birlikte
kullanimu {izerine bagka klinik denemeler de yapilmis ancak smirh terapotik etkinin yan sira
pek cok yan etki gOriilmiistiir. Bu yan etkiler arasinda bronchopleural fistula, esophageal

perforation ve empyema bulunmaktadir. Birinci nesil bir PS olan Fotofrin ile yapilan



uygulamalar, intraplevral PDT’de kullanilabilecek yeni PS’larn ve PDT tekniklerinin
gelistirilmesini giindeme getirmistir [122].

Hollanda ve Amerika Birlesik Devletleri’'nde cerrahi ardindan PDT uygulanmas: temelli
calismalar, faz I klinik deneme asamasindadir. Bu denemelerde ikinci nesil bir PS olan meta-
tetrahidroksil fenil klorin (m-THPC, Foscan) kullanilmaktadir. HPD tiirevlerine (Fotofrin)
gore doku gecirgenligi ve ‘O, verimi yiiksek olan Foscan’in viicuttan uzaklastirilma siiresi ise
diisiiktiir ve Fotofrin’e gore daha kisa siireli cilt hassaslig1 yaratir. Foscan ile yapilan klinik
oncesi calismalarda, dort MPM hastasindan iiciinde tedaviyi takip eden 9-11 ay siire boyunca
timOriin tekrarlamadigr goriilmiistiir. Dort hastanin ikisinde cilt yaniklari, diaphragmatic
rupture ve hemopericardium goriiliirken, bir hastada tiimoriin tekrarladigi ve tedavinin

ardindan 7 hafta sonra da hastanin 6ldiigii goriilmiistiir [123].

Foscan ile yapilan bir baska PDT uygulamasinda sekiz hastaya 0.3 mg/kg olacak sekilde,
cerrahi uygulamadan 48 saat once Foscan verilmis ve tiimorlii bolgeye 10 J/cm2 enerjide, 652
nm dalga boyundaki 1sik uygulanmustir. Tedavi sonunda, biyopsilerde 10 mm derinlikte
nekrotik hiicreler tespit edilirken, hastalardan biri operasyondan 6 giin sonra contralateral
pneumoniadan dolayr yasamim yitirdigi, diger yedi hastada ise 4-18 hafta sonunda metastaz
ya da contralateral hastaliklarin ortaya ciktigr bildirilmistir. 0.1 mg/kg dozdaki Foscan’in,
cerrahi operasyondan 4 giin 6nce verildigi ve 4 giiniin ardindan tiimoriin 10 J/cm2 enerjide,
652 nm dalga boyundaki 1s18a maruz birakildigi bir diger PDT uygulamasinda ise bes
hastanin dordiinde tedaviyi takip eden 9-11 ay boyunca tiimor tekrar1 goriilmemistir. Bir

hastada ise tiimor tekrarlamustir [120].

Tez calismasinda Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Kimya Boliimii’nde sentezlenen
yeni Pc bilesiklerinin PDT etkinliklerinin, servikal kanser hiicreleri olan HeLa hiicrelerinde ve
mezotelyoma kanser hiicreleri olan SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde tespiti amaglanmstir.
Yapilan literatiir incelemesi sonunda, bazi AlPc ve ZnPc’lerin kullamldigt PDT
uygulamalarimin HeLa hiicre canliigininda % 90’m iizerinde azalma meydana getirdigi
goriilmiistir. Bu anlamda tez cahsmasinda kullanilan yeni Pc bilesiklerinin PDT
potansiyellerinin degerlendirilmesinde, Hel.a hiicreleri iizerinde Onceden yapimis olan in
vitro calismalar belirleyicidir. Bununla birlikte literatiir taramalar1 ardindan, SPC111 ve

SPC212 hiicre serilerinde in vitro PDT uygulamalarmin yapilmamis oldugu belirlenmistir.



Yeni Pc bilesiklerinin etkinliginin kemoterapi ve radyoterapiye direncli oldugu bilinen
mezotelyoma hiicrelerinde in vitro olarak incelenmesi ve uygulamalarda bir non-coherent 151k
kaynagi olan LumaCare Model LC-122’nin kullanilmasi, tez c¢alismasinin 6zgiin yOniini

olusturmaktadir.



2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal Maddeler

RPMI-1640 (Gibco, 13018-031), DMEM (Gibco, 12800-116), Fetal Bovin Serum
(Gibco, 10108-165), 10X PBS Dulbecco’s (Gibco, 14190-094), Penisilin/Streptomisin
(Gibco, 15140-122), 10X Trypsin-EDTA (Sigma, T4049), Dimetil siilfoksit (Sigma,
D5879), The CellTiter 96° AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTS Kit,
Promega, G3558B), Sodyum bikarbonat (Sigma, S8875), Sodyum kloriir (Sigma, S3014),
Sodyum asetat (Sigma, S2889), D-glikoz (Merck, 108337), Phenol red (Merck, 107241),
Potasyum kloriir (Sigma, P5405), ApoStat Intracellular Caspase Detection Kit (RD

Systems, FMKO012).

2.1.2. Cihaz ve Diger Malzemeler

CO; inkiibatorii (Thetmo Forma), Isik mikroskobu (Optech Inverted Microscope),
Sicak su banyosu (Memmert), 2-200ul Mikro pipetor ve uclart (Gilson), 200ul Multi
pipetor (Gilson), Elisa Reader (ELx800, Universal Microplate Reader, BIO-TEK Ins.),
Santrifiij (Beckman coulter microfuge 18, Niive NF 800), Laminar kabin (Herasafe),
Otoklav (Hirayama, Hiclive, HVE-50), Flow Sitometri (FACSCalibur flow cytometer, BD
Biosciences), Buzdolab1 (+4°C , -20°C ve -80°C derin dondurucu), Sivi azot tanki (Union
Carbide), Manyetik karistirict (Isolab), Vorteks (VWR), Pipet tabancasi, ELISA plaklar

(Orange), Kiiltiir kaplar1 (Orange, Iwaiki ), 15 ml ve 50 ml Santrifiij tiipleri (Orange),



Dondurma tiipleri, Petri kaplar1 (Orange), Thoma lamu (Burker-Turk), Enjektor (5-20cc)
(Set), Cam pipet ve pastor pipetleri (Iso-Lab), 0.22 pm’lik siringa filtresi
(Schleicher&Schuell), 0.22 pum’lik, 150 ml hacimli vakum filtresi (Milipore), V-sekilli

hiicre soliisyonu kiivetleri (VWR), 1.5ml’lik ependorf tiipleri (VWR).

2.1.3. Kullanilan Soliisyonlar

1) 10X DMEM: 13.38 ¢ DMEM iizerine steril distile su eklenerek toplam hacim 100 ml’ye
tamamlanmistir. 0.22 pm por ¢aph filtre ile steril edilerek +4°C’de saklanmustir.

2) 10X RPMI-1640: 15.8 g RPMI-1640 iizerine steril distile su eklenerek toplam hacim 100
ml’ye tamamlanmustir. 0.22 wm por ¢apl filtre ile steril edilerek +4°C’de saklanmustir.

3) DMEM Besiyeri icin 10X NaHCOQs: 3.7 g NaHCOs tizerine steril distile su eklenerek
toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmugstir. 0.22 pwm por capl filtre ile steril edilerek +4°C’de

saklanmustir.

4) RPMI-1640 Besiyeri icin 10X NaHCQ;. 2.43 g NaHCO; iizerine steril distile su
eklenerek toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmustir. 0.22 um por capl filtre ile steril edilerek
+4°C’de saklanmustir.

5) DMEM Besiyeri: 50 ml FBS (Fetal Bovin Serum), 50 ml 10X DMEM', 50 ml 10X
NaHCO; (Sodyum bikarbonat)® ve 5 ml penisilin-streptomisin iizerine steril distile su
eklenerek toplam hacim 500 ml’ye tamamlanmustir. 1 M NaOH’ ve % 20 HCI'’ kullanilarak
pH 7.2-7.4’e ayarlanmistir. Besi yeri +4°C’de saklanmustir.

6) RPMI-1640 Besiyeri: 50 ml FBS (Fetal Bovin Serum), 50 ml 10X RPMI-1640°, 50 ml
10X NaHCO;* (Sodyum bikarbonat) ve 5 ml Penisilin-Streptomisin iizerine steril distile su
eklenerek toplam hacim 500 ml’ye tamamlanmustr. 1 M NaOH’ veya % 20 HCI'".
kullanilarak pH 7.2-7.4’e ayarlanmustir. Besi yeri +4°C’de saklanmustir.



7) Puck’s Salin A Soliisyonu: 0.4 g NaCl, 0.2 g KCl, 0.5 g D-Glikoz, 0.5 ml Fenol kirmzisi
(%  0.5’lik soliisyon) iizerine eklenen steril distile su ile toplam hacim 500 ml’ye
tamamlanarak soliisyon 0.22 um por caplt filtre ile steril edilmistir. 1 M NaOH’ ve % 20
HCI1'" kullanilarak pH 7.2’ye ayarlanmustir ve soliisyon +4°C’de saklanmustir.

8) 1X Tripsin-EDTA Soliisyonu: 5 ml, 10X Tripsin-EDTA soliisyonuna 45 ml Puck’s salin
A soliisyonun’ eklenmis, ardndan 1 M NaOH’ ve % 20 HCI'" kullamlarak pH 7.4%e

ayarlanmistir. Enzim soliisyonu +4°C’de saklanmstir.

9) 1 M NaOH: 4.0 g NaHCO; steril distile suda ¢oziilerek toplam hacim 100ml’ye
tamamlanmistir. Soliisyon 0.22 pm por capl filtre ile steril edilerek +4°C’de saklanmustir.

10) % 20’lik HCI: % 37’lik stok soliisyonu halinde bulunan HCI’den 54 ml alinarak iizerine
steril distile su eklenerek toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmugtir. 0.22 wm por caph filtre ile

steril edilen soliisyon +4°C’de saklanmustir.

11) Serumsuz Besiyeri: DMEM serumsuz besiyeri hazirlamak i¢in, 50 ml 10X DMEMI, 50
ml 10X NaHCOs®, 5 ml penisilin/streptomisin lizerine steril distile su eklenerek toplam hacim
500 ml’ye tamamlanmistir. RPMI-1640 serumsuz besiyeri hazirlamak icin ise 50 ml 10X
RPMI-1640°, 50 ml 10X NaHCO;', 5 ml penisilin/streptomisin iizerine steril distile su
eklenerek toplam hacim 500 ml’ye tamamlanmustir. Her iki besiyerinin pH’s1 1 M NaOH’ ve
% 20 HCI'’ kullanlarak 7.2-7.4’¢ ayarlanmustir ve besiyerleri +4°C’de saklanmustir.

12) 1X PBS (Phosphate Buffered Saline): 10X PBS steril distile su ile 1X olacak sekilde

seyreltilmistir. Soliisyon 0.22 um por caph filtre ile steril edildikten sonra +4°C’de

saklanmustir

2.2. Yontem

Bu kisimda HelLa, SPC111 ve SPC212 hiicrelerinin kiiltiiriinde kullanilan protokoller,

hiicrelere ait biiyiime egrilerinin olusturulmasi, in vitro PDT uygulamalar1 ile PDT’nin



sitotoksik etkisinin ve hiicre igine alinma veriminin belirlenmesinde kullanilan yOntemler

anlatilmustir.

2.2.1. Hiicre Kiiltiirleri

Yeni sentezlenen Pc bilesiklerinin kullamildigi in vitro PDT uygulamalari ardindan
sitotoksik etki, HelLa, SPCI111 ve SPC212 hiicre hatlarinda incelenmistir. SPCI111 ve
SPC212 hiicreleri Isvicre Fribourg Universitesi, Histoloji-Embriyoloji Enstitiisii'nden, HeLa
hiicre hatt1 ise Marmara Universitesi, Saglk Bilimleri Enstitiisii’'nden, tez damigmani Yrd.

Doc. Dr. Nil Saydan aracihgiyla saglanmustir.

Hiicre Kkiiltiirii caligmalarinda kullanilan, Oliimsiiz bir hiicre serisi olan Hela, 1951
yihinda, 31 yasinda iken servikal kanserden yasaminm yitiren Henrietta Lacks isimli kadindan
alinmug hiicreler ile olusturulmustur. Hela hiicre hatti olusturulmus ilk epitelyal hiicre hattidir
ve 1952 yilindan bu yana hiicre kiiltiirii ¢caligmalarinda kullanilmaktadir. Hela hiicrelerinde
proliferasyon hizi, diger hiicre serileri ile karsilastirildiginda oldukga yiiksektir. Epitelyal olan
HeLa hiicreleri, hiicre kiiltiirii ortamma kolaylikla adapte olabilen ve Kkiiltiir ortaminda
substrata tutunarak biiyiiyen hiicrelerdir [135, 136]. Coklu kopyalar halinde HPV 18 genomu
tastyan Hela hiicrelerinde sayisal ve yapisal kromozomal anomalilere de rastlanmustir. 82
kromozoma sahip olan HeLa hiicrelerinde dort tane belirte¢ (marker) kromozom vardir. Bir
kopya olarak bulunan M1 belirte¢ kromozomu kromozom 1’in uzun kolu ve sentromerinden,
bir kopya olarak bulunan M2 belirteci kromozom 3’iin kisa kolu ile kromozom 5’in uzun
kolundan, 4-5 kopya halinde bulunan M3 belirteci kromozom 5’in kisa kolundan, 2 kopya
olarak bulunan M4 belirteci ise kromozom 11’in uzun kolu ile kromozom 19 pargasindan
olusmaktadir. HelLa hiicrelerinde diisik p53 ekspresyonuna ve normal diizeyde Rb

ekspresyonuna rastlanmustir [135, 137].

Mezotelyal kokenli olan SPC111 ve SPC212 hiicre hatlar1 ise heterojen fenotipe sahip
olup adherent ve monolayer olarak biiyiirler. Flow sitometride diploid DNA igerigi
gosterirler. SPC111 hiicreleri % 5.2 iri poliniiklear, % 2.6 kiiciik sferikal, % 90.4 epiteliyal
poligonal, % 1.8 epiteloid star bi¢imlidir. Cogu homojen tipte ve normal plevral hiicre

goriinimiinde olan SPCI11 hiicrelerinde, epitelyal poligonal morfolojinin karakteristigi



sonucu kiimelenmeye egilim gozlenir. SPC212 hiicreleri ise % 7.74 fibroblast benzeri, %
2.11 iri poliniiklear, % 3.52 kiiciik sferikal ve % 86.61 epiteloid yildiz bicimlidirler ve
seyrek, monolayer sekilde biiyiirler [124]. Fenotipik karakterlerinin 2001 yihnda belirlendigi
SPC111 ve SPC212 hiicrelerinin [124] sitogenetik Ozellikleri konusunda ise detayl bilgi
yoktur.

2.2.1.1. Alt Kiiltiirleme

Pek cok hayvan hiicre hatt1 plastik ya da cam yiizeye yapisarak, tek bir hiicre tabakasi
olusturacak sekilde biiyiir. Yiizey hiicrelerle tam olarak kaplandiginda (confluent culture)
biiyiime ©nce yavaglar, sonra durur. Hiicrelerin biiylimeye devam etmesi i¢in diizenli
araliklarla alt kiiltiirleme (subculturing) yapilmasi gerekir. Alt kiiltiirleme, hiicre-hiicre ve
hiicre-substrat arasmdaki baglarin tripsin, dispaz ya da kollagenaz gibi proteolitik
enzimlerle kirilmasmi gerektirir. Birbirlerinden ve tutunduklari yiizeyden ayrilmis hiicreler
sayilir, istenilen diliisyon yapilarak taze besi yeri iceren yeni kiiltiir kabma (flask, petri
kabr vs.) almir. Yeni kiiltiir kabinda hiicreler once substrata tutunur, sonra biiyiimeye ve
boliinmeye baslar. Baglangictaki inokulasyon miktarina, kiiltiir kosullarma ve hiicre hattina
bagh olan inkiibasyon zamammm sonunda Kkiiltiir, yeniden konfluent hale gelir ve alt

kiiltiirleme (pasaj) tekrarlanir [7].

Calismada konfluent haldeki kiiltiirler icin rutin olarak yapilan alt kiiltiirlemede

izlenen protokol su sekildedir:

1) Kiiltiirdeki besi yeri uzaklagtirilr,
2) 1X PBS ile yikama yapilir,

3) 1X tripsin-EDTA ile muamele edilen hiicreler 37°C, % 5 CO; inkiibatoriinde hiicreler
yiizeyden ayrilana kadar, 5-10 dakika inkiibe edilir,

4) Taze besi yeri kullanilarak enzimatik reaksiyon durdurulur ve hiicre siispansiyonu falkon

tiiplere alinir (harvesting; toplama).

5) 1000 rpm’de, 5 dakika santrifiij edilir,



6) Siipernatant uzaklastirihr, pellet besi yerinde ¢oziiliir ve hiicre saymm yapilir,

7) HeLa hiicre hatt1 icin DMEM, SPC111 ve SPC212 hiicre hatlar1 icin RPMI-1640 besi yeri
iceren 25 cm® veya 75 cm’ lik flasklara, 1x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre ekimi yapilir ve
hiicreler % 5 CO,, % 95 hava igerigine sahip, nemli CO; inkiibatoriinde, 37°C’de biiyiitiiliir.

8) Pasajlama 96 saatte bir tekrarlanir.

2.2.1.2. Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi ve Dondurulmus Hiicrelerin

Coziilmesi

2.2.1.1.°inci kisimda bahsedildigi gibi harvest ardindan hiicre siispansiyonu 1000 rpm’de
5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet, 10° hiicre/ml olacak
sekilde % 10 DMSO (Dimetil Siilfoksit) iceren besi yerinde siispanse edilmis ve siispansiyon
2.0 ml'lik kriyo tiiplere ahnmustir. Hiicreler 24 saaat boyunca -80°C’da inkiibe edilmis,

ardindan ileride ¢oziilerek kullanilmak iizere sivi azot tankina aktarilmustir.

Dondurulmus hiicreleri ¢6zme islemi ise 37°C su banyosunda yapilmistir. COziinmiis
haldeki hiicre siispansiyonu, besi yeri iceren 25 cm’ lik flaska yavasca, damlatilarak eklenmis
ve kiiltiir % 5 CO,, % 95 hava iceren, 37°C inkiibatore alinmustir. Hiicrelerin flask yiizeye
yapismasini takiben (yaklasik 4 saat sonunda) besi yeri degistirilmis ve kiiltiir inkiibasyona
birakilmigtir. Kiiltiir konfluent hale gecene kadar 96 saat aralikla besi yere degistirilmistir.

2.2.1.3. Hiicre Sayimi

Calismada, hiicre siispansiyonundaki canli hiicrelerin sayisim belirlemek icin, harvest ve
santrifiij islemleri ardindan elde edilen pellet, besi yerinde siispanse edildikten sonra 10 ul
almarak  hiicre saymm lamma aktardmustir. Hiicre sayim lamu olarak Burker-Turk
kullanllmigtir. Saym, 0.25 x 0.25 mm boyutundaki karelerde ve her bir sayim ¢emberi igin
yapimistir. Sayim ¢emberlerinde yer alan Imm x 1 mm boyutundaki karelerin hacminin 10*
cm’ oldugundan ve bu karelerden on tanesinin sayilmis oldugundan yola cikiarak, 1.0 ml
sispansiyonundaki hiicre sayis1 su sekilde hesaplanmistir [126]: Hiicre/ml = Ortalama hiicre

sayist x Diliisyon faktorii x 10* (2.1).



2.2.1.3. Hiicre Biiyiime Egrilerinin Belirlenmesi

Ug farkli hiicre hattma ait biiyiime egrileri, canli hiicrelerin tespitinin kolorimetrik olarak
yapildig1 The CellTiter 96° AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega kiti
kullamilarak belirlenmigtir. Kit, bir tetrozolyum bilesigi olan MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H tetrazolium] ve elektron baglayic1 bir
ajan olan PMS (fenazin metosiilfat)’yi icerir. Metabolik olarak aktif hiicrelerde MTS,
dehidrogenaz enzimi ile suda ¢oziinebilen formazan iiriiniine doniisiir. Formazan iiriiniiniin

490 nm’de Ol¢iilen absorbansi, kiiltiirdeki yasayan hiicrelerin sayisi ile dogru orantilidir [127].

Calismada her bir hiicre hatt: icin 1x10° hiicre/100 ul olacak sekilde 96 kuyulu yedi ayri
plaga iicer kopya olarak ekim yapilmustir. 0, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde her bir kuyucuga 20 pl
MTS eklenmis ve plaklar 37°C’da, 2 saat inkiibe edilmistir. 2 saat sonunda olusan rengin
yogunlugu, Elisa okuyucusunda (ELISA plate reader), 490 nm’de belirlenmistir. Deneyler her
bir hiicre hatt1 icin ili¢ kez tekrarlanmis olup biiyiime egrileri, Microsoft Excel program
kullanilarak, 490 nm’de okunan absorbans degerlerinin ortalamalar1 ve standart sapmalarinin

hesaplanmasi ile olusturulmustur.

2.2.2. In vitro Fotodinamik Terapi Uygulamalari

PDT uygulamasinda, HeLa, SPC111 ve SPC212 hiicreleri degisik konsantrasyonlardaki
Pc bilesikleri ile inkiibe edilmis, ardindan hiicreler, kullanilan Pc’nin aktivasyon dalga boyuna
uygun dalga boyuna sahip, farkli enerjilerde goriiniir 1518a maruz birakidmistir. PDT’nin
olusturdugu sitotoksik etki, MTS boya indirgeme yontemi kullanilarak belirlenmistir.

2.2.2.1. Ftalosiyanin ile Inkiibasyon

PDT uygulamalarinda kullanillan Pc bilesiklerinin kimyasal yapilar1 sekil 2.1°de,
bilesiklerin ¢6zgen maddeleri ve maksimum absorbsiyona sahip olduklar1 dalga boylar1 ise

cizelge 2.1°de verilmistir.



Molekiil | A max (nm, Maksimum Dalga Boyu) | Coziicii
PcA 693 DMSO
PcB 692 DMSO
PcC 682 DMSO
PcD 697 DMSO
PcE 680 dH,O

Cizelge 2.1: Pc molekiillerinin ¢6zgen maddeleri ve en yiiksek absorpsiyonu verdikleri dalga
boylari.
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Sekil 2.1: Caligmada kullanilan Pc bilesiklerinin kimyasal yapisi. (a), (b),(c), (d) ve (e) siras1
ile PcA, PcB, PcC, PcD ve PcE’dir.



Tez caligmasinda in vitro PDT uygulamalar1 yapilirken, karanhk toksisitesi, 0.5 J, 1.0 J
ve 2.0 J enerjiler i¢cin olmak iizere dort ayr1 96 kuyulu plak (50x75 mm) kullanidmugtir. Hiicre
ekimi, plagm bir kuyusunda 1x10° hiicre/100 pl besi yeri olacak sekilde, her bir Pc
konsantrasyonu ve Pc icermeyen negatif kontroller icin licer kopya olarak yapilmustir.
Hiicreler lag fazma geldiginde Pc bilesiklerinin degisik konsantrasyonlar1 uygulanmistir. 24
saat boyunca, 37°C’da Pc ile inkiibe edilen hiicreler, 2.2.2.3.’de belirtildigi sekilde goriiniir
151ga maruz birakilmigtir.

Cizelge 2.1°de belirtildigi gibi PcA, B, C ve D bilesiklerinin ¢6zgen maddesi, hiicre
metabolizmasi ve hiicre membram iizerindeki hasarlar1 bilinen DMSO (C,HgSO)’dur [128].
PDT uygulamalarinda DMSO’nun olusturacag sitotoksik etkiden ka¢mmak amaciyla, HeLa,
SPC111 ve SPC212 hiicre serisinde DMSO’nun sitotoksik etki olusturmaya basladig:
konsantrasyon belirlenmistir. Bu amagcla 1x10° hiicre/100 pl besi yeri olacak sekilde, 96
kuyulu plaklara, iiclii hiicre ekimi yapilmistir. PDT uygulamasi sirasinda takip edilen
protokole uygunluk gostermek iizere 24 saat inkiibasyon sonunda hiicreler, % 0.5, % 1.0 ve %
2.0 (v/v)'lik DMSO’ya maruz birakilmigtir. DMSO uygulanmamus kiiltiir, negatif kontrol
olarak kullanilmustir. 24 saat inkiibasyonun ardindan besi yeri uzaklastirilmig, 100 ul 1X PBS
ile yikama yapilmig, PBS’nin uzaklastirilmasini takiben 100 pl taze besi yeri eklemesi
yapimistir. 24 saat inkiibasyon sonunda DMSO’nun proliferasyon iizerindeki etkisi MTS
boya indirgeme yontemi kullanilarak belirlenmistir. Her bir deney iic kez tekrarlanmus,
deneylerin ortalamalarmin ve standart sapmalarinin belirlenmesinin  ardindan, DMSO
konsantrasyonu ve MTS’nin indirgenmesiyle olusan formazan {riiniine ait absorbanslar

arasindaki iligkiye dayal proliferasyon grafikleri elde edilmistir.

2.2.2.3. Isik ile Muamele

Pc ile inkiibasyonun ardindan, Pc’ler i¢in karanlik toksisitesinin arastirildigi plaklar
disindaki plaklar ayr1 ayrt 0.5 J, 1.0 J ve 2.0 J enerjilere sahip goriiniir 1518a maruz
birakilmistir. Isik kaynagi olarak LumaCare Model LC-122’nin kullamldigi uygulamalarda,
her bir Pc i¢in, Pc’nin aktivasyon dalga boyuna uygunluk gosteren fiber optik prop (Fiber
Optic Probe-FOP) kullanilmustir. Pc’lere ait maksimum absorbsiyonu veren dalga boylari
cizelge 2.1°de yer almaktadir.



Isik kaynagmmdan gelen 118 giic yogunlugu (Watt/cm®), silikon detektore sahip bir giic
Olcer (power metre) olan Ophir xx ile belirlenmistir. Isik uygulanan yiizeydeki gii¢, yiizeyin
farkli bolgelerinden elde edilen giic degerlerinin ortalamalarinin alinmasiyla elde edilmistir.
Yiizeydeki ortalama 151k giiciiniin belirlenmesinin ardindan, 0.5 J/cmz, 1.0 J/em?® ve 2.0 J/em?
enerji yogunlugu icin hiicrelerin 1s1ga maruz kalacagi siire: t=P\E (2.2) formiiliiyle

hesaplanmustir. Burada t, zaman (dakika); P, gii¢c (Watt); E ise enerji (Joule-J) dir.

Farkli enerjilerdeki 151ga maruz birakilan hiicreler 24 saat boyunca, 37°C’da inkiibe
edilmistir. 2.0 J’nin iizerindeki enerjilerde, hiicreler i¢cin optimal biiyiime kosullarmna (% 5
CO,, 37°C) uygun olmayan ortamda bulunma siiresi artacagindan, PDT uygulamalarinda 2.0 J
tizerindeki 151k enerjileri tercih edilmemistir. Gii¢ yogunlugu ise olusabilecek 1smmadan
dolayr 100-300 mW/cm® araliginda tutulmustur [139]. Calismada, her bir FOP icin LumaCare
firmasi tarafindan tavsiye edilen giic yogunluklar1 kullanilmustir (Cizelge.2.2).

Sekil 2.2: LumaCare Model LC-122. LumaCare Model LC-122, bir non-coherent (lazer
olmayan, 15181 dogrusal olarak vermeyen) 151tk kaynagidir. Cihaz, 100W giiclinde 151k
verebilen kuartz halojen bir lamba, kontrol paneli, gii¢ kaynagi ve 400-800 nm dalga boyu
araligindaki 151k i¢in uygun filtreye sahip, degistirilebilir FOP’lardan olusmaktadir. FOP’lar
i1z dalga boyuna bagli olarak 20 mW/cm®den 1.0 W/ecm® 'ye kadar giic yogunlugu
saglayabilmektedir [129].



FOP Giic yogunlugu (mW/cm?)

680+10 225
690+10 200
70010 200

Cizelge 2.2: PDT uygulamalarinda kullanilan gii¢ yogunluklar: [129].

2.2.3. Fotodinamik Terapi Ardindan Hiicre Canlihgimin Belirlenmesi

Isik uygulanmus hiicrelerin 24 saat inkiibasyonunu takiben 96 kuyulu plagm hiicre ekimi
yapilan her bir kuyusuna 20 pul MTS eklenmis ve plaklar 37°C’da 2 saat inkiibe edilmistir. 2

saat sonunda olusan rengin yogunlugu, Elisa okuyucusunda, 490 nm’de belirlenmistir.

Her bir Pc ve 151k enerjisi icin licer kez tekrarlanan deneylerde, deneysel verilere ait
grafikler Microsoft Excel programum kullanilarak olusturulmustur. Pc konsantrasyonuna ve
farkli enerji yogunluguna bagli absorbans degisimi grafikleri, 490 nm’de okunan absorbans
degerlerinin ortalamalart ve standart sapmalart hesaplanarak olusturulmustur. PDT
uygulamasi sonunda kullanilan 151k enerjisi ve Pc dozuna bagh olarak hiicre canhginda
azalmanin yiizde olarak ifade edildigi grafiklerde ise sag kalim, PDT uygulanmis hiicrelere ait
absorbans degerleri ortalamalariin, Pc ile inkiibe edilmemis ve 1518a maruz birakilmamis
kontrol hiicrelerine ait absorbans degerleri ortalamalarma boliinmesi ile elde edilmistir [115].
Belirli enerjilerdeki 151k ile uyarildiklarinda hiicrelerin % 50 ve/veya % 90’mn Oliimiine
neden olan Pc konsantrasyonlarinin (LD=Lethal Dose) belirlenmesinde de sag kalim

grafiklerinden faydalanilmustir [116].

Tez cahsmasinda PDT uygulamalarmma ait deneysel verilerin istatiktiksel analizi
“ANOVA” ve “Independent Samples Student’s t-test” kullanilarak yapilmustir. Istatiksel
degerlendirmede p<0.05 anlamhilik degeri olarak almnmustir.



2.2.3. Ftalosiyaninlerin Hiicre icine Alinma Potansiyellerinin Belirlenmesi

Floresan PS’lerin hiicre icine ahmma potansiyeli belirlenirken, hiicre ici floresan
yogunlugundan faydalanilabilecegi bilinmektedir [72]. Calismada hiicre i¢i floresan
yogunlugu flow sitometri (FACSCalibur flow cytometer, BD Biosciences) kullanilarak
belirlenmistir. Yontemde, HeLa hiicreleri 25 cm”lik flasklara 3x10° hiicre/4ml olacak sekilde
ekilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon ardindan hiicre kiiltiirlerine PcA, B, C, D ve
E siras1 ile 50, 2.0, 15, 50 ve 100 uM konsantrasyonda olacak sekilde eklenmistir. Pc ile 24
saat inkiibasyonun ardindan hiicreler harvest edilmistir. Harvest sonunda elde edilen pellet,
1.0 ml, 1X PBS ile bir kez yikanmis, yikama sonunda 500 ul 1X PBS i¢inde siispanse edilip,
hafifce vortexlendikten sonra da hiicre ici floresan sinyal, FL3 (fluorescence 3) kanali
kullanilarak tespit edilmistir. Negatif kontrol olarak Pc ile inkiibe edilmemis hiicre kiiltiirleri
kullanilmustir.

2.2.4. Fotodinamik Terapi Ardindan Apoptozis Tayini

Kaspaz 6zel peptid dizilerine baz1 aldehid, nitril ya da keton bilesiklerinin eklenmesi ile
olusturulmus, kaspaza baglanarak, apoptozise ugrayan hiicrelerde kaspaz aktivasyonunu geri
doniisiimlii ya da geri doniisiimsiiz olarak inhibe eden inhibitorler gelistirilmistir. Florometil
keton (FMK) tiirevi peptidler, kaspaz aktivitesini geri doniisiimsiiz olarak inhibe eden ve
sitotoksik etki olusturmayan inhibitorlerdir. Inhibitoriin floresan bir boya ile (FITC gibi)
konjuge edilmesi ise aktif kaspaz enzimine baglanan hiicre ici inhibitoriin flow sitometride

kisa bir siirede tespitini saglar [130].

Tez caligmasinda, hiicre canliigi deneylerinde fototoksik etkinliginin oldukca yiiksek
oldugu tespit edilen PcB’nin kullanildigi PDT nin, HeLa hiicrelerinde apoptozisi tetikleme
potansiyeli incelenmistir. Apoptozis tayininde, aktif kaspazin kalitatif ve kantitatif olarak
tespitinin flow sitometri ile yapildigt ApoStat Intracellular Caspase Detection Kit, RD
Systems kullanimustir. Bu amag ile, HeLa hiicreleri 24 kuyulu ii¢ ayr1 plaga 1x10° hiicre/ml
olacak sekilde ekilmistir. 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilen plaklardan ikisine kiiltiirdeki
konsantrasyonu 5.0 uM olacak sekilde, eklenmistir. PcB uygulanmis hiicreler 24 saat inkiibe
edilmis, 24 saat sonunda hem Pc ile inkiibe edilmis plaklardaki hem de Pc’nin eklenmedigi,



negatif kontrol olarak kullanilacak plaktaki besi yeri vakum ile uzaklastirilmistir. 1X PBS ile
bir kez yikanan kuyulara 1.0 ml yeni besi yerinin eklenmesinin ardindan Pc ile inkiibe edilmis
hiicreler 1.0 J enerjideki 1s1ga maruz birakilmistir. PDT uygulanmis hiicrelerde kaspaz
aktivitesi tayini, 151k uygulamasmdan sonraki 6. ve 24. saatlerde yapimustir. 6. ve 24. saat
sonunda PDT uygulanmus kiiltiirler ile negatif kontrol olarak kullanilan kiiltiirler 10 pl FITC
ile konjuge edilmis, hiicre icine girebilen pan-kaspaz inhibitorii (V-D-FMK) ile boyanmis ve
30 dakika siire ile 37° C’da inkiibe edilmistir. 30 dakikalik inkiibasyon siiresinin sonunda besi
yerleri 15 ml’lik falkon tiiplere alinmustir. 500 pl 1X PBS ile yikanan hiicreler, 500 pl, 1X
tripsin-EDTA ile 37°C’da, 5 dakika inkiibe edilmistir. Yiizeye tutunmus halde bulunan
hiicrelerin, apoptozise ugradiktan sonra yiizeyden koparak besiyeri icinde ylizmeye
baglamasindan yola c¢ikilarak, tripsin enzimatik reaksiyonunun durdurulmasinda 15 ml’'lik
falkon tiiplerindeki besi yerleri kullandmugtir. Tripsin reaksiyonun durdurulmasindan sonra
toplanan hiicreler, 15 ml’lik falkon tiiplere alinarak, 500 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda siipernatant uzaklastirdmg, pelletler ise 4.0 ml, 1X PBS’de siispanse
edilmistir. PBS’de siispanse halde bulunan hiicreler, 1200 rpm’de, 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi hiicre ici aktif kaspaza baglanmayarak, hiicre digina ¢ikan
inhibitoriin uzaklastirilmas1 amaci ile siipernatant uzaklastirilmug, pelletler ise 500 pl, 1X
PBS’de siispanse edilerek, flow sitometride analiz edilmek iizere 5.0 ml'lik flow sitometri
tiiplerine ahmmustir. Flow sitometride (FACSCalibur Flow Cytometer, BD Biosciences) FL1
kanalinda toplanan ve kaspaz aktivitesi ile orantili olan hiicre i¢i floresan sinyali, logaritmik
Olcekte olmak iizere, histogramin X ekseninde belirtilirken, hiicre sayist Y ekseninde

belirtilmistir.

3. BULGULAR

3.1. Hiicre Biiyiime Egrileri

Materyal ve yontem’in 2.2.1.4. kisminda bahsedildigi gibi, hiicre biiyiime egrileri MTS

boya indirgeme yontemiyle belirlenmistir.
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Sekil 3.1: HeLa biiyiime egrisi. Grafikte X ekseninde HelLa hiicrelerinin inkiibasyon siireleri,
Y ekseninde ise belirtilen inkiibasyon siireleri sonunda olgiilen absorbans degerleri ifade

edilmistir. Barlar iic deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir.
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Sekil 3.2: SPC111 biiylime egrisi. Grafikte X ekseninde SPC 111 hiicrelerinin inkiibasyon
stireleri, Y ekseninde ise belirtilen inkiibasyon siireleri sonunda Olciilen absorbans degerleri

ifade edilmistir. Barlar {i¢ deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir.
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Sekil 3.3: SPC 212 biiytime egrisi. Grafikte X ekseninde SPC 212 hiicrelerinin inkiibasyon
siireleri, Y ekseninde ise belirtilen inkiibasyon siireleri sonunda Olgiilen absorbans degerleri

ifade edilmistir. Barlar {i¢ deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir.

3.2. Fotodinamik Terapinin Hiicre Canlihigina Etkisi

In vitro PDT uygulamalarinda kullanilan PcA, B, C ve D bilesikleri, sitotoksik oldugu
bilinen [128] DMSO’da ¢o6ziinmektedir. Pc uygulamasmnin ardindan olusabilecek DMSO
kaynakli hiicre hasarindan kagmmak amaciyla HeLa, SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde
DMSO’nun sitotoksik etki olusturmaya basladigr konsantrasyon, 2.2.2.1.°de bahsedildigi
sekilde, MTS boya indirgeme yontemi kullanilarak belirlenmigtir. Kiiltiirdeki miktar1 % 0.5,
% 1.0, % 1.5 ve % 2.0(v/v) olan DMSO’nun HelLa, SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde, hiicre
canhlig1 tizerindeki etkisi MTS’in indirgenmesiyle olusan formazan iiriiniine ait absorbans
degerlerinin, negatif kontrol olarak kullanilan, DMSO ile muamele edilmemis kiiltiirlerin
absorbans degerlerinin istatistiki olarak karsilastirilmasi ile elde edilmistir. Buna gore sekil
3.5, 3.6 ve 3.7de de goriildiigii lizere HeLa, SPC111 ve SPC 212 hiicre serilerilerinde
DMSO’nun sitotoksik etkisi % 1.0 (v/v) {lzerindeki konsantrasyonlarda kendini
gostermektedir. Bu sitotoksik etkiden dolayt PcA, B, C ve D bilesiklerinin farkli
konsantrasyonlart i¢in kiiltirdeki DMSO miktar1 v/v olarak hesaplanmis, % 1.0 (v/v)’den
yiilksek DMSO konsantrasyonu olusturan Pc konsantrasyonlar1 PDT uygulamalarinda
kullanilmamustir. PcE ise suda coziinen bir Pc oldugundan, PcE’nin kullanildigi PDT’de
DMSO’nun sitotoksik etkisinden bahsedilemez.
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Sekil 3.4: HeLa hiicre serisinde DMSO’nun sitotoksik etkisi DMSO’nun besi yeri
icerisindeki miktarinin yiizde olarak X ekseninde ifade edildigi grafikte, absorbans degerleri
Y ekseninde yer almaktadir. Barlar iic deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir.
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Sekil 3.5: SPC 111 hiicre serisinde DMSO’nun sitotoksik etkisi. DMSO’nun besi yeri
icerisindeki miktarinin yiizde olarak X ekseninde ifade edildigi grafikte, absorbans degerleri
Y ekseninde yer almaktadir. Barlar iic deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir.
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Sekil 3.6 : SPC 212 hiicre serisinde DMSO’nun sitotoksik etkisi. DMSO’nun besi yeri
icerisindeki miktarinin yiizde olarak X ekseninde ifade edildigi grafikte, absorbans degerleri
Y ekseninde yer almaktadir. Barlar iic deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir.

2.2.2.’de bahsedildigi iizere in vitro PDT uygulamasinda, HeLLa, SPC111 ve SPC212
hiicreleri degisik konsantrasyonlardaki Pc bilesikleri ile inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda
Pc’ler icin karanlik toksisitesinin arastirildigi kiiltiirler disindaki kiiltiirler, kullanilan Pc’nin
aktivasyon dalga boyuna uygun dalga boyundaki, 0.5, 1.0 ve 2.0 J enerjideki goriiniir 1518a
maruz brrakilmistir. PDT’nin olusturdugu sitotoksik etki, MTS boya indirgeme yOntemi
kullanilarak belirlenmistir.

3.2.1. PcD ve PcE’nin Fototoksik Etkileri

PcD ve PcE, karanlikta toksisisite gostermedikleri gibi fototoksik etki de olusturmamistir
(Sekil 3.7 ve 3.8)

Sekil 3.7°de de goriildiigii gibi, karanhk toksisitesinin arastirildig: kiiltiirlerde 0, 10 ve 50
uM  PcD konsantrasyonlari, HeLa hiicreleri iizerinde sitotoksik etki yaratmamaktadir
(p=0.33). PcD’nin 0, 10 ve 50 pM’lik konsantrasyonlar1 ile 1.0 J enerjiye sahip 1518a maruz
brrakilmus kiiltiirlere ait absorbans degerleri arasinda istatistiki anlamlibk olmadigi gibi
(p=0.68), bu degerler ile 0, 10 ve 50 uM’lik PcD uygulanms karanhk toksisitesine ait
absorbans degerleri arasinda da istatistiki anlamhlik yoktur (p=0.48). PcD’nin 0, 10 ve 50



uM’lik konsantrasyonlar: ile 3.0 J enerjiye sahip 1518a maruz birakilan kiiltiirlerin absorbans
degerleri arasinda (p=0.50) ve bu degerler ile karanhk toksisitesine ait absorbans degerleri
arasinda da (p=0.09) istatistiki anlamhilik  goriilmemistir. PcD’nin  bahsedilen
konsantrasyonlari ile 1.0 J ve 3.0 J enerjiye sahip 1518a maruz brrakilan kiiltiirler arasinda da

hiicre sitotoksisitesi anlaminda istatistiki bir farklihk yoktur (p=0.83).
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Sekil 3.7: PcD kullamlan PDT nin HeLa hiicrelerinde canhliga etkisi. PcD’nin HeLa hiicreleri
tizerinde canhliga etkisi olmadig1 goriilmektedir. Barlar iic deneye ait standart sapmalari

belirtmektedir.

Proliferasyon deneyleri sonuglarina gore, suda ¢oziinen PcE’nin 96 kuyuluk plaklarin 200
pul'lik kuyu hacmine bagh olarak kullanilabilecek en yiiksek miktar1 olan 100 uM’lik
konsantrasyonu ile 690+ 10 nm dalga boyunda, 2.0 J’lik enerjiye sahip 151¢m kullanildigi
PDT de Hel a hiicrelerinde sitotoksik etki olusturmamustir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8: PcE kullamlan PDT’nin Hela hiicrelerinde canlihiga etkisi. PcE karanlikta
sitotoksik etki olusturmadigi gibi 1518a bagh fototoksik etki de yaratmamustir. Barlar ii¢

deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir.

3.2.2. PcA’nin Fototoksik Etkisi

Calismada HeLa hiicreleri farkli PcA konsantrasyonlarma ve 690£10 nm dalga boyunda,
0.5, 1.0 ve 2.0 J enerjideki 1518a maruz birakilmustir. Sekil 3.9°da, PcA kullanilan PDT nin Pc
konsantrasyonu ve 151k enerjisine bagh olarak HeLa hiicrelerinde hiicre canlilig1 iizerine etkisi

goriilmektedir.

Artan PcA konsantrasyonuna ragmen, karanlik toksisitesine ait absorbans degerleri
arasinda istatistiki anlamlilk olmamasi (p=0.65), PcA’nmin karanlikta sitotoksik etki
olusturmadigimt gostermektedir. Farkli PcA konsantrasyonlar1 ve 0.5 J enerjiye sahip 1s18a
maruz birakilmis kiiltiirler ile karanhk toksisitesinin arastirildigi Kkiiltiirlere ait absorbans
degerleri karsilastirddiginda, 25 pM’hik konsantrasyonda istatistiki anlamlihk saptanmustir
(5.0 uM i¢in p=1.00, 10 uM i¢in p=1.00, 15 pM icin p=1.00, 20 uM icin p=0.345, 25 uM
icin p<0.001, 30 uM i¢in p<0.001, 40 uM icin p=0.05 ve 50 uM i¢in p<0.001).

PDT’nin 1.0 J enerji ile uygulandig1 deneylerde elde edilen absorbans degerleri, karanlhk
toksisitesine ve 0.5 J enerjiye sahip 151gm kullamldigit PDT uygulamalarmna ait absorbans
degerleri ile karsilastirildiginda ise, fototoksik etkinin konsantrasyona bagh olarak arttigi

saptanmugstir (p<0.001).



PcA ile inkiibe edilmis ve 2.0 J enerjiye sahip 1s1ga maruz birakilmus kiiltiirlerin
absorbans degerleri, karanlhk toksisitesini olusturan deney grubunun absorbans degerleri ile
karsilastirildiginda, 5.0 uM’dan sonraki PcA konsantrasyonlarinda sitotoksik etkinin, artan
PcA konsantrasyonuna bagh olarak arttigi belirlenmistir (p<0.001). Ancak buradaki artis, 25
uM’dan sonra anlamsizdir; baska bir deyis ile 2.0 J enerjili 151k ile 25 pM PcA ve 2.0 J enerjili
isik ile 50 pM PcA konsantrasyonunun olusturdugu sitotoksik etki arasinda istatistiki
anlamlibk yoktur (p=0.80). 2.0 J ve 1.0 J enerjili 1518 kullanildigi PDT uygulamalar:
karsilastirldiginda ise, 5.0 ve 50 uM PcA’nm her iki enerjide de aym oranda fototoksik etki
yarattigi (5.0 ve 50 uM icin p degerleri siras1 ile 0.80 ve 1.00’dir), 5.0 ile 50 uM arasindaki
konsantrasyonlarda fototoksik etkinin, 151k enerjisi ve konsantrasyona bagh olarak arttigi
gorilmiistiir (p<0.001). 2.0 J ve 0.5 J enerjili 15181 kullanildigi PDT uygulamalar: i¢in de
sitotoksisitenin, artan 151k enerjisi ve artan PcA konsantrasyonuna bagh olarak arttig

sOylenebilir (p<0.001).
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Sekil 3.9: PcA kullanilan PDT’nin HeLa hiicrelerinde canlihga etkisi. (a) Farkh PcA
konsantrasyonlart ile 0.5 ve 1.0 J enerjiye sahip 151gm kullanildigit PDT nin hiicre canliigi
izerine etkisi. (b) Farkhh PcA konsantrasyonlar: ile 0.5, 1.0 ve 2.0 J enerjiye sahip 151gm
kullanildigi PDT’nin hiicre canlihg iizerine etkisi. Barlar li¢ deneye ait standart sapmalari

belirtmektedir.

Sekil 3.10°da PcA’nin kullamldigt PDT uygulamasma ait hiicre sag kalm grafigi
goriilmektedir. Grafikte, 1.0 J icin LDgy’m 50 pM, 2.0 J icin LDgy’m 25 pM PcA oldugu
goriilmektedir. Bagka bir deyisle 50 uM PcA ile 1.0 J enerjili 151k veya 25 puM PcA ile 2.0 J
enerjili 151k birlikte kullanildigimda hiicrelerin % 90’mnin 6liimiine neden olmaktadir. 0.5 J
enerjide 1s1k kullanildiginda ise, 50 uM PcA’nin HelLa hiicrelerinin % 50’sinin canliigimni
kaybetmesine neden oldugu goriilmektedir. Buna gore 50 uM PcA’nin, 0.5 J enerjili 1518
kullanildig1 PDT’de LDs oldugu sdylenebilir.
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Sekil 3.10: Artan PcA konsantrasyonlarina ve farkh enerjilerdeki 1s1ga maruz birakilmig Hela
hiicrelerinde sag kalim egrisi. PDT uygulamasi sonunda kullanilan 1sik enerjisine ve Pc
konsantrasyonuna (X ekseni) bagh olarak canh hiicre sayisindaki azalma yiizde olarak (Y
ekseni) ifade edilmistir. Barlar ii¢ deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir.

3.2.3. PcB’nin Fototoksik EtKisi

PcB’nin fototoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla Hela hiicreleri PcB’nin degisik
konsantrasyonu ile inkiibe edilmis, ardindan 690+ 10 nm dalga boyunda, 0.5, 1.0 ve 2.0 J
enerjiye sahip 1s1ga maruz brrakilmistir. Sekil 3.12°de PcB kullanililan PDT’nin HeLa

hiicrelerinde hiicre canlihgi lizerine etkisi goriilmektedir.
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Sekil 3.11: PcB kullanllan PDT’nin HelLa hiicrelerinde canlhihiga etkisi. (a) 0-1.0 pM
araliginda artan PcB konsantrasyonunun Hela hiicrelerinde fototoksik etkisi. (b) 0-6 uM

araligmda artan PcB konsantrasyonunun HeLa hiicrelerinde fototoksik etkisi.

Sekil 3.11°de de goriildiigi gibi PcB, karanlkta sitotoksik etki olusturmamaktadir
(p=0.99). 0.5 J enerjiye sahip 151k ile uygulanan PDT sonras1 elde edilen absorbans degerleri,
karanhk toksisitesine ait absorbans degerleri ile karsilastirildiginda 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.00 uM
PcB konsantrasyonlart i¢in p degerleri sirast ile 1.00, 0.63, 1.00, 0.037 ve 0.004’tiir; buna
gore sitotoksik etkinin 0.8 puM’dan itibaren basladig1 sdylenebilir. 0.5 J 151k enerjisinde, 0.8
uM’dan 4.0 uM’a kadar, artan PcB konsantrasyonuna bagl olarak sitotoksik etkinin de arttigi
(0.8 uM ve 1.0 pM PcB uygulanmig kiiltiirler i¢cin p=0.027’dir) goriilmiis, 4.0, 5.0 ve 6.0
uM’lik PcB  konsantrasyonunun olusturdugu fototoksik etkiler arasinda ise istatistiki

anlamlilik bulunmamustir (4.0 uM ve 5.0 uM’hk konsantrasyonlar icin p=0.85, 4.0 uM ve 6.0



uM’lik konsantrasyonlar i¢in p=0.402 ve 5.0 uM ve 6.0 uM’lik konsantrasyonlar icin
p=0.816’dur).

0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.00 uM’Ik konsantrasyonlarda PcB ve 1.0 J enerjili 151gmn kullanildig:
PDT ardindan elde edilen absorbans degerleri karanlik toksisitesine ait absorbans degerleri ile
kargilastirildiginda, sitotoksik etkinin 0.2 uM’dan sonra basladig1 belirlenmistir (0.2, 0.4, 0.6,
0.8 ve 1.00 uM’lik PcB konsantrasyonlarini i¢in p degerleri sirasi ile 1.00, 0.008, 0.002, 0.003
ve <0.001°dir). 2.0 uM’dan itibaren ise artan Pc konsantrasyonuna ragmen sitotoksik etkide
artiy goriilmemistir (2.0 uM ve 4.0 uM arasinda p=0.84, 2.0 uM ve 5.0 uM arasinda p=0.89,
2.0 uM ve 6.0 uM arasinda p=0.77). 1.0 J ve 0.5 J enerjiye sahip 151k ile uygulanan PDT
ardindan Kkiiltiirlere ait absorbans degerleri karsilastirildiginda, 0.2-4.0 uM arasindaki PcB
konsantrasyonlar: icin sitotoksik etkinin 151k enerjisine ve konsantrasyona bagh olarak arttigi
(0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0 uM’lik konsantrasyonlar i¢cin p degerleri sirast ile 0.005, 0.001, 0.004 ve
0.038°dir.), 4.0 uM  ve sonraki konsantrasyonlar icin ise artan 151k enerjisine ragmen
sitotoksisik etkinin istatistiksel anlamda degismedigi belirlenmistir (4.0, 5.0 ve 6.0 uM
konsantrasyon i¢in p degerleri sirast ile 0.11, 0.99 ve 0.40’tir.). 1.0 J ve 2.0 uM PcB ile 0.5 J
ve 4.0 uM PcB’nin, Hela hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri arasinda da istatistiksel

farklihk goriilmemistir (p=0.40).

Karanlik toksisistesine ait absorbans degerleri ile karsilastirildiginda 2.0 J enerjili 151810
kullanildigr PDT uygulamasinda, 0.2 uM PcB konsantrasyondan itibaren sitotoksik etkinin
basladig1 goriilmiistiir (p<0.001). 0.8 pM’lhk konsantrasyona kadar, artan konsantrasyona
bagh olarak sitotoksik etkinin de arttig1 (p<0.001), 0.8 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarin
ise istatistiksel anlamda aym sitotoksik etkiyi yarattigr goriilmiistiir (0.8 ve 1.0 uM PcB i¢in
p=0.93, 1.0 uM’1n iizerindeki konsantrasyonlar icin p=1.00’dir). 0.4 ve 0.6 uM PcB’nin, 2.0 J
ve 1.0 J enerjiye sahip 1518 kullanlldigt PDT uygulamalarinda aymi stotoksik etkiyi
olusturdugu (0.4 pM icin p=1.00, 0.6 uM icin p=0.99), 0.8 ve 1.0 uM’lik konsantrasyonlar
icin ise fototoksik etkinin 151k enerjisine bagh olarak arttigi belirlenmistir (p<0.001). 1.0
puM’dan sonraki konsantrasyonlar icin 2.0 J ve 1.0 J enerjiye sahip 1518 olusturdugu
sitotoksik etkiler arasinda istatistiksel anlamlilik yoktur (p=1.00). 0.5 J ve 2.0 J enerjili 15181n
kullamildigr PDT uygulamalarinda ise 4.0 uM ve lizerindeki PcB konsantrasyonlarinda elde
edilen absorbans degerleri arasinda istatistiksel fark yok iken (4.0, 5.0 ve 6.0 uM icin p
degerleri swras1 ile 0.14, 0.99 ve 0.68dir), 4.0 pM’m altindaki konsantrasyonlar icin



sitotoksisitenin, artan 151k enerjisi ve konsantrasyona bagh olarak arttigi (her bir

konsantrasyon i¢in p<0.001) sdylenebilir.
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Sekil 3.12: Artan PcB konsantrasyonlarina ve farkh enerjilerdeki 1s1ga maruz birakilmig Hela
hiicrelerinde sag kalim egrisii. PDT uygulamasi sonunda kullanilan 151k enerjisine ve Pc
konsantrasyonuna (X ekseni) bagh olarak canh hiicre sayisindaki azalma yiizde olarak (Y
ekseni) ifade edilmistir. Barlar ii¢ deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir.

Sekil 3.12’deki sag kahm egrisine bakildiginda ise, 2.0 J enerjideki 1sikta 1.0 uM ve
tizerindeki PcB konsantrasyonlarinin, 1.0 J enerjideki 1sikta 2.0 uM ve iizerindeki PcB
konsantrasyonlarinin, 0.5 J enerjideki 1sikta ise 4.0 puM ve lzerindeki PcB
konsantrasyonlarmm LDgy oldugu sdylenebilir. PcB’nin 2.0 pM’lik konsantrasyonunun ise

0.5 J enerjili 151810 kullanildigi PDT uygulamalarinda LDsp oldugu goriilmektedir.

Sekil 3.13 ve 3.14’de PcB ve 2.0 J enerjili 151gmn kullanildigi PDT nin siras: ile SPC111,
ve SPC212 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi goriilmektedir. SPC111 hiicrelerinde 4.0 ['M
ve 6.0 uM PcB i¢in p=0.014, 6.0 uM ve 8.0 uM PcB i¢in ise p=0.155"tir. Sag kalim egrisinde
de goriilebilecegi gibi (Sekil 3.15 ) 6.0 uM ve 8.0 uM PcB, 2.0 J sik ile birlikte
kullamldiginda SPCI111 hiicrelerinin ancak % 60’1 Olmiistiir. SPC212 hiicrelerinde ise 6.0
uM’dan diisik Pc konsantrasyonlar1 i¢in p<0.001 iken, 6.0 uM ve 8.0 puM PcB
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel anlamlihk saptanmamistir (p=1.00). 2.0 J enerjili 151k



kullanildiginda 6.0 uM ve 8.0 uM PcB, SPC212 hiicrelerinin % 70’inin canlihgim
kaybetmesine neden olmustur (Sekil 3.16).
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Sekil 3.13: PcB’nin SPCI111 hiicrelerinde fototoksik etkisi. 0-8 [IM arasinda artan PcB
konsantrasyonlart ve 2.0 J enerjiye sahip 151 kullanildigit PDT’nin SPCI111 hiicrelerinde

sitotoksik etkisi. Barlar {i¢ deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir.
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Sekil 3.14: PcB’nin SPC212 hiicrelerinde fototoksik etkisi. 0-8 puM arasinda artan PcB
konsantrasyonlar1 ve 2.0 J enerjiye sahip 151 kullanildigit PDT’nin SPC212 hiicrelerinde

sitotoksik etkisi. Barlar {i¢ deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir.
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Sekil 3.15: Artan PcB konsantrasyonlarina ve 2.0 J enerjili 1518a maruz birakilmug SPC111
hiicrelerine ait sag kalm egrisii. PDT uygulamasi sonunda kullanilan 151k enerjisine ve Pc
konsantrasyonuna (X ekseni) bagh olarak canli hiicre sayisindaki azalma yiizde olarak (Y
ekseni) ifade edilmistir. Barlar ii¢ deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir.
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Sekil 3.16: Artan PcB konsantrasyonlarina ve 2.0 J enerjili 1518a maruz birakilmis SPC212
hiicrelerine ait sag kalm egrisi. PDT uygulamasi sonunda kullanilan 151k enerjisine ve Pc
konsantrasyonuna (X ekseni) bagh olarak canh hiicre sayisindaki azalma yiizde olarak (Y
ekseni) ifade edilmistir. Barlar ii¢ deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir.



3.2.4. PcC’nin Fototoksik Etkisi

Sekil 3.17°de PcC’nin 0-12 uM ve 0-50 uM arahgindaki konsantrasyonlari ile 0.5, 1.0 ve
2.0 J enerjiye sahip 1518mn hiicre canhhgi iizerindeki etkisi goriilmektedir. Karanlkta
sitotoksik etki gostermedigi belirlenen PcC, 680+ 10 nm dalga boyunda, 0.5, 1.0 ve 2.0 J
enerjiye sahip 151k ile birlikte kullanildiginda HeLa hiicrelerinde sitotoksik etki yaratmustir.
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Sekil 3.17: PcC kullanilan PDT’nin HeLa hiicrelerinde canlihiga etkisi. (a) 0-12 pM araliginda
artan PcC konsantrasyonunun HeLa hiicrelerinde fototoksik etkisi (b) 0-50 uM araliginda
artan PcC konsantrasyonunun HeLa hiicrelerinde fototoksik etkisi. Barlar ii¢ deneye ait

standart sapmalar1 belirtmektedir.



Karanhk toksisitesinin arastirildigi deneylerdeki absorbans degerleri, 0.5 J enerjili 151k
ile uygulanan PDT’deki absorbans degerleri ile karsilastirildiginda, 6.0, 10 ve 12 uM PcC
icin p degerleri sirasi ile 0.004, 0.04 ve <0.001dir. Bagka bir deyis ile 0.5 J enerjili 151810
kullamldigit PDT uygulamasinda, PcC’nin fototoksik etkisi, ancak 6.0 pM’dan sonraki
konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 3.17 (a)).

2.0 uM PcC ve 1.0 J enerjili 1518a maruz birakilmig hiicrelere ait absorbans degerleri,
karanhk toksisitesine ait absorbans degerleri ile karsilastirildiginda, istatistiksel farklilik
belirlenmemis (p=1.00) iken, 2.0 pM’dan sonraki konsantrasyonlarda artan PcC
konsantrasyonuna bagh olarak fototoksik etkide de artis goriilmektedir (p<0.001). 1.0 ve
0.5 J enerjili 151gm kullamldigr PDT uygulamalarinda, 2.0 uM PcC i¢in iki enerji arasinda
istatistiksel farkhilik yok iken (p=0.20), 2.0 uM’dan sonra fototoksik etkinin konsantrasyon
ve artan 151k enerjisine bagl olarak arttig1 goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 3.17 (a)).

2.0 J enerjili 1518m kullanildigi PDT de de sitotoksik etki konsantrasyona bagl olarak
artmakta iken (p<0.001), 10 ve 12 puM Pc’nin hiicre canhilig1 iizerindeki sitotoksik etkileri
arasinda istatistiksel farkhlik yoktur (6.0 ve 10 pM icin p=0.001, 6.0 ve 12 uM icin
p<0.001, 10 ve 12 uM i¢in p=0.19’dur). 1.0 ve 2.0 J enerjiye sahip 151k ile uygulanan PDT
sonucu elde edilen absorbans degerleri karsilastirildiginda ise, 2.0, 4.0 ve 6.0 uM i¢in p
degerlerinin srras1 ile p<0.001, p=0.004, p=0.006 oldugu, sitotoksitenin de artan 11k
enerjisi ile birlikte arttigi belirlenmistir. 0.5 ve 2.0 J enerjili 1518in kullanilldigi PDT
uygulamalarina ait sonuclarin karsilastirlmas: sonucunda da sitotoksisiteki artisin 151k

enerjisindeki artigla iligkili oldugu goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 3.14 (a)).

PcC’nin 0-50 pM’lik konsantrasyonlarinin fototoksik etkisinin gosterildigi sekil 3.17
(b)’ye bakildiginda, 0.5 J enerjili 1518 kullanildigi PDT’de sitotoksik etkinin 5.0 uM PcC
uygulamasindan itibaren basladig1 soylenebilir. 0.5 J enerjide, 5.0, 10, 15 ve 50 uM PcC
ile inkiibe edilen Kkiiltiirlerden alman absorbans degerleri, karanlik toksisitesine ait
absorbans degerleri ile karsilastirildiginda 5.0, 10, 15 ve 50 pM i¢in p degerlerinin sirasi
ile 0.016, 0.008, <0.001 ve <0.001 oldugu goriilmiistiir.



1.0 J enerjili 151830 kullanlldigi ve 0-50 pM arahigindaki konsantrasyonlar icin
fototoksik etkinin arastirildigi PDT uygulamalarinda (Sekil 3.17 (b)) sitotoksik etkinin, 5.0
uM PcC uygulamasindan itibaren basladigi goriilmiistiir (p<0.001). 15 ve 50 pM igin
p=0.47"dir. Buna gore 15 ve 50 uM PcC uygulamalarinda artan PcC konsantrasyonun
sitotoksisitede artisa neden olmadigi soylenebilir. 0.5 J ve 1.0 J 1518 kullanildigi PDT
uygulamalar1 karsilastirildiginda ise, 1.0 uM konsantrasyonda, artan 151k enerjisinin
sitotoksisitede artisa neden olmadigr (p=0.97) ancak 5.0 puM ve sonrasmdaki
konsantrasyonlar i¢in sitotoksik etkinin konsantrasyon ve isik enerjisindeki artisa bagh

olarak arttig1 goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 3.17 (b)).

0-50 uM arahigindaki her bir PcC konsantrasyonu icin, 1s1k enerjisinin 2.0 J oldugu PDT
uygulamasi sonunda elde edilen absorbans degerleri, karanhk toksisitesine ve 0.5 J 151k
enerjisinin kullanildigit PDT uygulamalarima ait absorbans degerleri ile karsilastirildiginda
istatistiksel anlamliik bulunmustur (p<0.001). 1.0 J ve 2.0 J enerjili 151gm kullanildigi PDT
uygulamalarinda ise 15 ve 50 pM PcC konsantrasyonlar1 i¢in p=1.00 oldugu goriilmiistiir. Bu
istatistiksel sonuglara gore, 1.0 J ve 2.0 J enerjili 151k kullanildiginda, 15 pM ve iizerindeki
konsantrasyonlar igin sitotoksik etkinin oraninda 151k enerjsine bagh bir degisim

olmamaktadir (Sekil 3.17 (b)).

Sekil 3.18’de artan PcC konsantrasyonlarma ve farkh enerjilerdeki 1s1ga maruz birakilmig
HelLa hiicrelerine ait sag kalm egrisi goriilmektedir. Sag kalim grafiklerine bakildiginda, 10
uM PcC ile 2.0 J enerjiye sahip ve 15 uM PcC ile 1.0 J enerjiye sahip 151g¢m kullanilldigi PDT
uygulamalarinda hiicre canliiginda % 90 oraninda azalma oldugu goriilmektedir. 0.5 J
enerjiye sahip 1518 % 50 oraninda hiicre Oliimiine neden olabilmesi i¢in gerekli olan PcC
konsantrasyonu 25 pM’1n iizerinde olmali iken (Sekil 3.18 (a)), 1.0 J enerjiye sahip 15181mn
kullamldig1 PDT uygulamalarinda LDsg 6.0 uM’dir (Sekil 3.18 (b)).
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Sekil 3.18: Artan PcC konsantrasyonlarina ve farkh enerjilerdeki 1s1ga maruz birakilmig HelLa
hiicrelerinde sag kalim egrisi. PDT uygulamasi sonunda kullanilan 1sik enerjisine ve Pc
konsantrasyonuna (X ekseni) bagh olarak canh hiicre sayisindaki azalma yiizde olarak (Y
ekseni) ifade edilmistir. Barlar ii¢ deneye ait standart sapmalar1 belirtmektedir. (a) PcC’nin O-
12 uM araligindaki konsantrasyonlarinin kullamldigi PDT ardindan HeLa hiicrelerinde hiicre



sag kalimi. (b) PcC’nin 0-50 uM arahgindaki konsantrasyonlarinin kullanildigi PDT ardindan
HelL a hiicrelerinde hiicre sag kalim.

3.3. Ftalosiyanin Bilesiklerinin Hiicre icine Ahlnma Potansiyelleri

Pc A, B, C, D ve E’nin hiicre i¢ine alinma potansiyelleri flow sitometri (FACSCalibur
flow cytometer, BD Biosciences) kullanilarak belirlenmistir. Sekil 3.19°da, Pc A, B, C, D ve
E ile 24 saat inkiibe edilmis HeLa hiicreleri ve negatif kontrol olarak kullanilan (Pc ile inkiibe

edilmemis) HeLa hiicrelerinin verdigi floresan sinyaller histogram olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.19: Pc’lerin HelLa hiicrelerine alinma potansiyelleri. X ekseni logaritmik olcekte
(10’ar kat degisim ile) florasen yogunlugunu, Y ekseni ise hiicre sayismi (Counts) belirtmek

izere: (a) Pc ile inkiibe edilmemis hiicrelerden alinan otofloresani, (b), (c), (d) (e) ve (f) ise



sirast ile Pc A, B, C, D ve E ile inkiibe edilmis hiicrelerden alinan FL3 (floresan 3)

sinyallerini gostermektedir.

Yapilan flow sitometri analizinde Pc ile inkiibe edilmemis HeLa hiicrelerinden (negatif
kontrol) alman floresan sinyalinin yogunlugunun logaritmik olcekte 10' ve 10* arahginda
oldugu (a), bu aralikta floresan veren hiicre sayisinin tiim hiicrelere oraninin ise % 2.26

oldugu belirlenmistir.

Pc ile inkiibe edilmis hiicrelerde floresan yogunlugu belirlenirken kontrol hiicrelerine ait
otofloresan sinyal dikkate alinmistir. Buna gore, PcA’nin 50 puM’1 ile inkiibe edilmis
hiicrelerde floresan sinyali (b) veren hiicrelerin oraninin % 99.69, PcB’nin 2 uM’1 ile inkiibe
edilmis hiicrelerde floresan sinyali (c) veren hiicrelerin oraninin % 99.89, PcC’nin 15 uM’1 ile
inkiibe edilmis hiicrelerde floresan sinyali (d) veren hiicrelerin oranmin % 73.7, PcD’nin 50
uM’1 ile inkiibe edilmis hiicrelerde floresan sinyali veren hiicrelerin oraninin % 64.66 ve Pc
E’nin 100 pM’1 ile inkiibe edilmis hiicrelerde floresan sinyali (e) veren hiicrelerin tiim
hiicrelere oraninin % 48.29 oldugu goriilmiistiir. Ortalama floresan sinyali yogunlugu ise
kontrol i¢cin 116.91, PcA i¢in 604.53, PcB icin 656.70, PcC i¢in 151.00, PcD i¢in 136.37 ve
PcE i¢in 120.96’dur.

3.4. Fotodinamik Terapi Ardindan Apotozis Tayini

PDT ardindan apoptozis tayini, ApoStat Intracellular Caspase Detection Kit, RD Systems
kullanilarak [130], kisim 2.2.4.’de belirtildigi sekilde yapilmistir. PcB’nin 5.0 pM
konsantrasyonuna maruz birakilan HelLa hiicrelerinde hiicre ici aktif kaspaz analizi, 690+10
nm dalga boyunda, 1.0 J enerjili 151k uygulamasini takip eden 6. ve 24. saatlerde yapilmustir.
Negatif kontrol olarak ise Pc ile inkiibe edilmemis ve 1s18a maruz birakilmamis Hela hiicre
populasyonu kullanilmustir.

Flow sitometri histogram istatistik verilerine gore, kontrol hiicrelerinin % 24.99’unun

FL1 floresan 1smmast verdigi goriilmiistiir. PDT ardindan 6 saat inkiibe edilmis hiicre



grubunda hiicrelerin % 67.69’undan, PDT ardindan 24 saat inkiibe edilmis hiicrelerin ise %
86.12°sinden FL1 i1simast alinmistir. Buna gore, kontrol olarak kullanilan hiicrelerden alinan
floresan sinyal ile karsilastinldiginda, PDT ile apoptozisin tetiklendigi hiicre
populasyonlarindan alinan floresan sinyalin artnus oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.20). Floresan
yogunlugundaki artisin, 151k uygulamasindan sonra gecen inkiibasyon siiresi ile de iligkili
oldugu belirlenmistir: PDT ardindan 24 saat inkiibe edilen hiicrelerden alman floresan sinyali,
PDT ardindan 6 saat inkiibe edilmis hiicrelerden alinan floresan sinyalinden % 18.43 oraninda

fazladir.
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Sekil 3.20: PDT ardindan hiicre i¢i aktif kaspazin flow sitometride analizi. X eksenininde
logaritmik Olcekte (10’ar kat degisim ile) ifade edilmis floresan yogunlugununun, Y
ekseninde ise hiicre sayisinin (Counts) yer aldigi histogramda, kontrol grubunun (a), PDT
uygulamasindan sonra 6 saat inkiibe edilen (b) ve PDT uygulamasindan sonra 24 saat inkiibe
edilen hiicrelerin (c) FL1 1smmalar1 gosterilmistir. Uc¢ uygulamamn birlikte gosterildigi
histogramda (d) ise kontrol grubu hiicreleri, PDT uygulamasmdan sonra 6 saat inkiibe edilen
ve PDT uygulamasindan sonra 24 saat inkiibe edilen hiicreler, sirasi ile mor, yesil ve pembe

cizgiler ile belirtilmistir.



Sekil 3.21: PDT uygulamas: ardindan HeLa hiicreleri. (a) PcB ile inkiibe edilmemis ve 1518a
maruz brrakilmamis HeLa hiicrelerinin 20x biiylitmede 151k mikroskobu goriintiisii. (b)
PcB’nin 4 uM konsantrasyonu ile 24 saat inkiibe edilmis ve ardindan 2.0 J enerjideki 1518a
maruz birakilmis HeLa hiicrelerinin 20x biiylitmede 151k mikroskobu goriintiisii.



4. TARTISMA ve SONUC

Kanserin tedavisinde etkin ve modern bir yontem olarak kullanilmaya baslanan
fotodinamik terapi (PDT), fotosensitayzir (PS) denen 1518a duyarli maddenin, 151k etkisi ile
aktivasyonu sonucu olusan ROS ve "Oy’nin hiicreyi tahrip etmesi esasma dayanir [131, 132].
Isik ve 1s18a duyarlh madde tek basma tiimore oOldiiriicii etki yapamayacagindan, kullanilacak
151k kaynaginin ve 1518a duyarhh maddenin biyolojik sistemlerde iyi tanimlanmasi, terapinin

basarisi i¢cin gereklidir [78].

Ikinci nesil PS’lerden olan ftalosiyanin (Pc)’ler, kirmizi 1sikta yiiksek molar asorbsiyona
sahip olmalari, 151k karsisinda kararliliklar1 ve uyaridmus iiclii haldeki dmiirlerinin uzun olmasi
nedeni ile PDT i¢in kullanish molekiillerdir. Makro halkaya eklenen gruplar sayesinde Pc
molekiiliiniin ¢Oziiniirliik 6zelliklerini degistirmek miimkiindiir. Yeni Pc molekiillerinin
gelistirilmesinde, Pc’nin yigilma (agregasyon) oOzellikleri olduk¢a Onemlidir. Agregasyon,
uzun zincirlerin  ya da hacimli gruplarm  Pc makro halkasma eklenmesiyle

engellenebilmektedir [133].

Cinko (Zn) ya da magnezyum (Mg) gibi dimanyetik metalleri merkezinde tasiyan
Pc’lerin fototoksisiteyi arttirdigr belirlenmistir. Son donemlerde cinko (Zn) Pc’ler, PDT de
yaygin sekilde kullamlmaktadir. Tiyol tiirevi metalloftalosiyanin (MPcs) kompleksleri
oldukca iyi spektroskopik ve fotokimyasal Ozellikler gostermektedir; ornegin 700 nm’nin
tizerindeki goriiniir 15181 absorbe ederler. Tiyol tiirevi MPc’ler bahsedilen nitelikleri dolayisi

ile PDT uygulamalari i¢in de elveriglidir [133].

Tez calismasinda 151k ile aktive edilen PcA, B, C, D ve E’nin HeLLa, PcB’nin ise HelLa,
SPCI111 ve SPC212 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri incelenmistir. Mezotelyoma hiicre
serileri ile gerceklestirilen PDT uygulamalarinda PcB’nin kullanilma nedeni, HeLa hiicreleri
ile yapilan hiicre canlih@r deneylerinde bahsedilen Pc’nin oldukga yiiksek fotodinamik
aktivite gostermesidir.

PcA, B, C ve D sitotoksik oldugu bilinen DMSO’da c¢oziinenen ZnPc’lerdir. Deneysel
sonuglar, DMSO’nun besi yeri icindeki oranmin % 1.0 (v/v)’den biiyiikk oldugu kosullardan
itibaren HeLLa, SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde sitotoksik etki gostermeye basladigini ortaya



koymustur (Sekil 3.4, 3.5 ve 3.6). PDT uygulamalar1 ardindan sitotoksik etki degerlendirmesi
yapilirken, DMSO kaynakli hiicre Oliimiiniin sonuclar1 etkilemesinden ka¢mmak amaciyla,
kullanilan Pc konsantrasyonlarmmin besi yeri igerisinde olusturacagt DMSO yiizdesi (v/v)
olarak hesaplanmig, % 1.0 (v/v) oranmnin iizerinde DMSO icerigi olusturacak Pc

konsantrasyonlar1 kullanilmamustir.

PcD ve PcE, karanlhkta sitotoksik etki gostermedikleri gibi, 151k 1ile birlikte
kullanildiklarinda HeLa hiicreleri iizerinde fototoksik etki de olusturmamuslardir. 3.0 J enerjili
151k ile PcD’nin, olusacak DMSO yiizdesi dikkate alindiginda kullanilabilecek en yiiksek
konsantrasyonu olan 50 pM’lik dozunun, HeLa hiicrelerinde sitotoksik etki yaratmadigi
goriilmiistiir. Suda ¢oziinen PcE’nin de kullanilabilecek en yiiksek konsantrasyonu olan 100
uM’lik  konsantrasyonu ile 1.0 Jlik enerjiye sahip 1s18m birlikte kullanildigi PDT

uygulamasinda da hiicre canhliginda azalma gézlenmemistir.

Hela hiicre serisinde karanlik toksisitesi olusturmayan okta-trietilenoksi-siilfonil
sibstiyeli ZnPc (PcD) ve kuaterner monoaza bakir (Cu) Pc (PcE)’nin PDT’de etkinlik
gostermemesinin nedenlerinden biri, bahsedilen Pc’lerin hiicre i¢ine almma potansiyellerinin
diisiikliigii olabilir. 3.3’iincti kisimda da belirtildigi gibi kontrol hiicreleri i¢in ortalama
floresan sinyali yogunlugu 116.91, PcD i¢cin 136.37 ve PcE icin 120.96’dir. Kontrol
hiicrelerine ait otofloresan sinyalinin yogunlugu ile karsilastirildiginda hiicre icine giren PS

miktarmin az oldugu diisiiniilmektedir.

PcE’nin hiicre i¢ine almma potansiyelinin diisik olmasinin, besi yeri icerisinde
yiginlasma meydana getirmis olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. PcE’nin 30 A’luk
biiyiikliigii, besi yeri iceriginde bulunan suya ait H® atomlar1 ile bag olusturmayr imkanl
kildigindan, PcE Kkiiltiir ortaminda agrege olmus olabilir. Agregasyon, in vivo’da dagilima
engel teskil etmekte ve ‘O, verimini diisirmektedir [133]. Diger yandan, Cu® icin 6zel
baglanma bolgelerine sahip oldugu bilinen albiiminin [125], PcE’nin merkezinde yer alan
bakir atomuna tutarak, hiicre icine girisini engelleyebilecegi diisiiniilmektedir. Pc
makrohalkasina baglanms N™ iceren bir grup tasiyan katyonik CuPc’deki N™nm da besi yeri
icindeki negatif yiiklii bir grup tasiyan biyolojik bir materyale baglanmasi, PcE’nin hiicre
icine girisi engelleyebilecek bir baska faktor olabilir. Benzer durum, PcE makro halkasinda



bulunan, N*’a bagh (OSOs;CH3) icin de olasidir: (OSO3CH3), kiiltiir ortaminda pozitif yiiklii
bir grup ile bag yapabilir ve olusan hacimli yapi, hiicre i¢ine girisi engelleyebilir. PcE’nin
izomer karisimi olmamasi da besi yeri igerisindeki coziiniirliigiinii ve hiicre icine girme
potansiyelini diisiirmiis olabilir. d kabugunda 9 elektron tasityan, paramagnetik bir metal olan
Cu’mn bos orbitali, 151k ile uyarildiginda hizla deaktivasyona yol actigindan, hiicre igine girme
potansiyeli de diisiik olan PcE’nin fotodinamik aktivite gOstermemesinin bir diger nedeni

olabilir [64].

PcD’nin singlet oksijen verimi (®D,)’nin ve fotodegredasyon kuantum verimi (@q)’nin
orta derecede oldugu belirlenmistir [134]. PcA ve B’nin fotodegredasyon kuantum verimi ile
karsilastirildiginda, PcD’nin 151k karsisindaki kararlihgmimn daha diisiik oldugu goriilmiistiir
[134, 133]. Buradan hareketle, PcD’nin 151k uygulamasi swrasmda pargalaniyor
(photobleaching; photodegredation) olabilecegi, buna bagh olarak fotodinamik aktivite
gostermedigi diisiiniilmektedir [133]. Ayrica, PcD’nin izomer karsimi olmamasi, besi yeri

ortamindaki agregasyonu arttirarak, hiicre i¢cine alimma potansiyelini diistirmiis olabilir.

Tetra-trietilenoksi-siilfonil siibstiyeli bir ZnPc olan PcA’nin da HeLa hiicrelerinde
karanhk sitotoksisitesi gostermedigi belirlenmistir. 0.5 J enerjiye sahip 151k kullamildiginda,
PcA’nin 25 pM’lik konsantrasyonunda HelLa hiicrelerinin % 15’inin, 50 pM’da ise %
50’sinin canhligin1 kaybettigi goriilmiistiir. 1.0 J ve 0.5 J, 2.0 J ve 0.5 J enerjiye sahip 15181n
kullamldigr PDT uygulamalar1 karsilastirildiginda, fototoksik etkinin 151k enerjisindeki ve Pc
konsantrasyonunundaki artiga bagli olarak arttig1 saptanmustir. 2.0 J ve 1.0 J enerjili 1518m
kullanildigt PDT uygulamalar1 karsilagtirildiginda ise, 5.0 ie 50 pM arasmdaki
konsantrasyonlarda fototoksik etkinin 151k enerjisi ve Pc konsantrasyonuna bagli olarak
arttigl, ancak 50 puM PcA’nin her iki enerjide de aym oranda fototoksik etki yarattig
goriilmiistiir. Bununla birlikte, 2.0 J enerjili 1518in kullanildigi PDT uygulamalarinda 25 pM
PcA ve 50 uM PcA konsantrasyonunun olusturdugu sitotoksik etkinin istatistiksel olarak
farkli olmadig1 belirlenmistir (p=0.80).

PcA ile yapilan PDT uygulamalarina ait istatistiksel sonuglar, fototoksik etkinin Pc
konsantrasyonuna ve 151k enerjisine bagh oldugunu gostermistir. 50 uM PcA’nin, 1.0 ve 2.0 J

enerji icin aynm oranda fototoksik etki yaratmasmin nedeni HeLa hiicrelerindeki Pc miktarmnimn



doygunluga ermis olmasi olabilir. LDgo’in 1.0 J i¢in 50 pM olmasina karsin 2.0 J i¢in 25 uM
PcA olmasi, sitotoksik etkinin konsantrasyon ve enerjiyle olan baglantisimi gostemektedir.
E=hc/A (5.1) esitliginde, h Planck sabiti (h=6.623 x 107 Js) ve ¢ 15181n vakumdaki hiz1 (¢ =
2.998 x 108 ms™), A 113 dalga boyu (m) olmak iizere, A dalga boyundaki 1513 enerjisi E
(J)’dir. Buna gore J basina diisen foton sayisi, 151k kaynaginin enerjisinin (0.5, 1.0, 2.0 J),
kullamilan 1518 enerjisine (E) boliinmesi ile elde edilir [90]. Dolayis: ile 151k kaynagmm
enerjisi ve Pc konsantrasyonu arttik¢ca, Pc’yi uyaracak fotonlarin sayisindaki artis ile birlikte -
O, ve bagka ROS’lerinin olusma olasilig1 ve miktar1 artmakta, boylelikle fototoksik etkide de
artiy  gozlenmektedir. 0.5 J enerjili 15180 kullamilacagi uygulmalarda ise LDgg
konsantrasyonunun 50 uM PcA’dan yiiksek olmasmin gerektiginin goriilmesi, bu enerjide

1512m ROS olusumu i¢in yeterli molekiiler enerjiyi tetiklenemedigini diisiindiirmektedir.

Benzer yapilar gosteren tetra-trietilenoksi-siilfonil siibstiyeli ZnPc (PcA) ve okta-
trietilenoksi-siilfonil siibstiyeli ZnPc (PcD) arasmda fotodinamik etkinlik agisimdan fark
vardir. Hiicre i¢cine alinma potansiyellerinin flow sitometride belirlendigi ¢alismalarda, PcA
ile inkiibe edilen Hela hiicrelerinde alinan ortalama floresan sinyali yogunlugunun 604.53
olmasi, PcA’nmn hiicre igerisine ahmma potansiyelinin PcD’den yiiksek oldugunu
gostermektedir. Molekiil biiyiikliikleri de birbirine yakimn olan (PcD igin 39 A, PcA 40 A) PcA
ve PcD molekiilleri arasmdan, PcA’nin izomer karigmmi olmasi ve besi yeri icerisindeki

¢Ozilinlirliigiiniin yliksek olmasi, gdzlenen fotodinamik etkinin temelini olusturmaktadir.

HeLa, SPC111 ve SPC212 hiicrelerinde fototoksik etkisi incelenen PcB’nin tek basma
kullamldiginda sitotoksik etki olusturmadigi goriilmiistiir. HeLLa hiicrelerinde 0.5 J enerjiye
sahip 151k ile uygulanan PDT’de, sitotoksik etkinin 0.8 pM’dan itibaren basladigr ve 0.8
uM’dan 4.0 uM’a kadar, artan PcB konsantrasyonuna bagl olarak sitotoksik etkinin de arttigi
goriilmiis, ancak 4.0, 5.0 ve 6.0 uM’lik PcB konsantrasyonlarmin olusturdugu fototoksik
etkiler arasinda istatistiksel anlamda bir fark bulunmamustir. 1.0 J ve 0.5 J enerjiye sahip 151k
ile uygulanan PDT’de, 0.2-4.0 uM arasindaki PcB konsantrasyonlar1 icin sitotoksik etkinin
151k enerjisine ve konsantrasyona bagh olarak arttii, 4.0 uM ve sonraki konsantrasyonlar i¢in
ise artan 151k enerjisine ragmen sitotoksisik etkinin istatistiksel anlamda degismedigi
belirlenmistir. Bununla birlikte, 1.0 J ve 2.0 uM PcB ile 0.5 J ve 4.0 uM PcB’nin, HelLa
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri arasinda da istatistiksel farklihk goriilmemistir. 0.5 J ve

2.0 J enerjili 151gm kullanlldigit PDT uygulamalarinda ise 4.0 uM ve lizerindeki PcB



konsantrasyonlarinda elde edilen absorbans degerleri arasinda istatistiksel fark bulunmazken,
4.0 pM’in altindaki konsantrasyonlar igin sitotoksisitenin, artan 151k enerjisi ve Pc
konsantrasyonuna bagh olarak arttig1 soylenebilir. 1.0 J enerjili 1518m kullanildigi PDT de ise
sitotoksik etkinin 0.2 pM’dan sonra, 2.0 J enerjili 151g8m kullanildigt PDT uygulamasinda ise,
0.2 pM’dan itibaren basladig1 belirlenmistir. 1.0 J enerjili 151k kullamldiginda, 1.0 pM’dan
sonraki Pc konsantrasyonlarinm, 2.0 J enerjili 151k kullanildiginda ise 0.8 pM’in iizerindeki
konsantrasyonlarm istatistiksel anlamda ayni sitotoksik etkiyi yarattigi goriilmiistiir. 1.0
uM’dan sonraki konsantrasyonlar igin ise 2.0 J ve 1.0 J enerjiye sahip 151gm olusturdugu

sitotoksik etkiler arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktur.

2.0 J enerjideki 1sikta 1.0 uM, 1.0 J enerjideki 1gikta, 2.0 uM’n, 0.5 J enerjideki 1sikta ise
4.0 uM PcB’nin LDy oldugu sdylenebilir. 0.5 J’de 2.0 uM PcB’nin konsantrasyonunun LDsg
oldugu goriilmektedir. PcA’nin ve 1.0 J enerjili 151810 kullanildigi PDT uygulamalarinda LDy
50 uM, 2.0 J enerjili 1s1kta ise 25 uM’dir. Buna goére PcB’nin daha diisiik konsantrasyonlart,
PcA’nin daha yiiksek konsantrasyonlar: ile ayni oranda hiicre sitotoksisitesi olusturmaktadir.
Buradan yola cikilarak, PcB’nin PDT uygulamalarinda PcA’dan daha etkin oldugu
sOylenebilir. PcB’nin yiiksek fotodinamik etkinligi, fotodegredasyona karsi kararlihgindan ve
hiicre i¢ine alinma potansiyelinin yiiksek olmasindan kaynaklanmiyor olabilir. Fotofiziksel ve
fotokimyasal Ozellikleri saptanan PcA, D ve B Pc’leri [133, 134] arasinda fotodegredasyon
kuantum verimi en diisiik olan PcB’dir. Singlet oksijen kuantum verimi de Pc’ Adan yiiksektir.
Flow sitometrinin kullanildigi analizde, PcB’nin 2.0 [IM’1 ile inkiibe dilmis HelLa
hiicrelerinde alman floresan yogunlugu 656.70 iken, PcA’nin 50 [IM’1 ile inkiibe edilen
hiicrelerden alinan sinyalin yogunlugu 604.53. PcB’nin hiicre i¢ine alinma potansiyelinin
PcA’dan yiiksek olmasmm nedeni, PcA’nin 40 A olan biiyiikliigtine karsm PcB’nin 50 A’luk

hacimli yapisinin, besi yeri i¢inde agregasyonu azaltmis olmasi olabilir.

SPC111 hiicrelerinde 2.0 J enerjili 151gm kullanildigi PDT uygulamalarinda PcB’nin 2.0
UM’hk konsantrasyonunun ancak % 30 oraninda, 6.0 [IM’lhik ve 8.0 [IM’lik
konsantrasyonlarmm ise % 60 oraninda hiicre Oliimiine neden oldugu goriilmiistiir. SPC212
hiicrelerinde ise 2.0 J enerjili 151k, 2.0 [JM PcB ile kullanildiginda % 60, 6.0 [IM ve 8.0 ['M
PcB ile kullamldiginda % 70’in oraninda sitotoksisite olusturmustur. Ote yandan HelLa
hiicrelerinde 2.0 J enerjili 151k, 2.0 [JM PcB ile birlikte kullanildiginda hiicrelerin % 90’inda

Oliime neden olurken, SPC212 hiicrelerinde hiicrelerin % 60’inda 6liime neden olmustur.



Buna gore SPC212 hiicreleri PDT uygulamasma Hela hiicrelerinden daha direncli
hiicrelerdir. Diger taraftan SPC111 hiicre serisinin PDT uygulamalarma SPC212 ve HelLa
hiicrelerinden daha diren¢li oldugu goriilmektedir. Mezotelyoma hiicrelerinin PDT’ye
servikal kanser hiicrelerinden daha direngli olmasi, apoptozis diizenleme mekanizmalarindaki
farklihiklardan kaynaklaniyor olabilir. HelLa hiicrelerinde diisiik p53, normal diizeyde Rb
proteini ekspresyonu goriilirken [137], MPM’da swrast ile p53 ve Rb’nin pozitif
diizenleyicileri olan pI6™*** ve p14*%" genlerinde delesyon oldugu goriilmiistiir; baska bir
deyis ile p53 ve Rb’nin MPM’de inaktif oldugu soylenebilir. Ek olarak, gen dizileme
analizleri, SPC212 hiicrelerinin p53 geninde missense mutasyonu tasidigimi gostermistir
[108]. Radyoterapiye karsi direngli tiimorler arasinda yer alan MPM’nin tedavisinde heniiz
standart bir yaklasim mevcut degildir. MPM kanserlerinde, cerrahi miidahalenin etkinliginin
diisik oldugu, kemoterapotiklerin de tedavide kesin basari saglamadigi bildirilmistir. Gen
tedavisi ve sitokin kullanimi ise heniiz klinik Oncesi deneme asamasindadir [93, 111].
Cahsmamizda SPC111 ve SPC212 mezotelyoma hiicrelerinin, dzellikle SPC111 hiicrelerinin
PDT uygulamalarma karst da direngli oldugu goriilmiistiir. Mezotelyoma hiicrelerini PDT ye

direngli yapan mekanizmalarin, protein ve gen analizleri diizeyinde ¢alisilmas: gerekmektedir.

PDT’deki fototoksik etkisi Hela hiicreleri iizerinde arastirilan PcC’nin karanlikta
sitotoksik etki gostermedigi, 0.5 J enerjili 15181n kullanildigi PDT uygulamalarinda ise 6.0
puM’dan sonraki konsantrasyonlarda sitotoksik etki olusturdugu belirlenmistir. 1.0 J enerjili
1518a maruz brrakilmis hiicrelerde sitotoksik etki 2.0 pM’da ortaya ¢ikmakta, 10 uM’dan
sonra artan PcC konsantrasyonlarinin sitotoksisitede artisa neden olmadigi goriilmiistiir.
1.0 ve 0.5 J enerjili 15181 kullanmldigr PDT uygulamalarinda, 2.0 pM PcC i¢in iki enerji
icin alman sonuclar arasinda istatistiksel farkhilik yok iken, 2.0 uM’dan sonra fototoksik
etkinin konsantrasyon ve artan 151k enerjisine bagh olarak arttig1 bulunmustur. 2.0 J enerjili
15181 kullanildigi PDT de de sitotoksik etki konsantrasyona bagh olarak artarken, 10 ve 12
uM Pc’nin hiicre canlihgr iizerindeki sitotoksik etkileri arasinda istatistiksel farklihk
yoktur. 1.0 ve 2.0 J enerjiye sahip 1sik ile uygulanan PDT’de, 15 pM ve iizerindeki
konsantrasyonlarda goriilen sitotoksik etkinin oraninda, 1sik enerjisine bagh bir degisim

olmamustir.

10 uM PcC ile 2.0 J enerjiye sahip ve 15 pM PcC ile 1.0 J enerjiye sahip 1518mn
kullamldigt PDT wuygulamalarinda hiicre canhlifinda % 90 oranmnda azalma oldugu



goriilmektedir. 0.5 J enerjiye sahip 15181in % 50 oraninda hiicre 6liimiine neden olabilmesi i¢in
gerekli PcC konsantrasyonu 25 pM’n iizerinde olmah iken, 1.0 J enerjiye sahip 1518m
kullamldigt PDT wuygulamalarinda LDsy 6.0 uM’dir. LDsy LDgp konsantrasyonlarma
bakildiginda, sitotoksik etki anlaminda PcB’nin PcC’den daha etkili oldugu sdylenebilir.
Fotofiziksel Olgtimleri yapilmamigs olmakla birlikte, PcC’nin PcB’den daha diisiik olan
fotodinamik aktivitesi, diisiik singlet oksijen kuantum verimi ya da diisiik triplet kuantum
veriminden kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte, PcC, PcA’dan daha
etkin bir Pc’dir. PcC’nin 49 A’luk boyutu, yaprya hidrofobik 6zellik katan CH3 gruplar1 [78]
ve suda ¢Oziiniirligii arttiran trietilenoksi-siilfonil [134] sayesinde besi yeri icerisinde diisiik
oranda agregasyon olusturdugu ve boylelikle hiicre i¢ine niifuz ederek fotodinamik aktivite

gosterdigi diisiiniilmektedir.

Pek ¢ok durumda PDT nin apoptozisi tetiklemede oldukga etkili oldugu goriilmiistiir. Bu
durumun nedeninin hiicreyi kemoterapotik ilaglara ve iyonize radyasyona karsi direngli kilan
mekanizmalarm PDT tarafindan bypass edilmesi olasihigidir [56]. Tez calismasinda flow
sitometri kullanilarak yapilan hiicre i¢i kaspaz miktar1 tayinine gore, PcB’nin kullamldig:
PDT, 6nemli 6lciide apoptozis yolu ile hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Kontrol hiicrelerinin
9% 24.99’unun FLI1 floresan 1smmasi verdigi flow sitometri ¢alismasinda, 151k uygulmasindan 6
saat sonra HeLa hiicrelerin % 67.69’unun, 24 saat sonra ise % 86.12’sinin apoptozis yolu ile
oldiigii  belirlenmistir. Ileriki cahsmalarda, PcA ve C’nin de apoptozisi tetiklemedeki
basarismmn incelenmesi ve PcA, B ve C’nin kullamldigt PDT’de apoptozise yol acan
mekanizmalarm arastirilmas1 hedeflenmektedir. Bununla birlikte, PDT ardindan ortaya ¢ikan
hiicre o©lim modeli ile yakindan ilintili oldugundan PcA, B ve C’nin hiicre ici

lokalizasyonlarmin belirlenmesi de hedeflenenler arasindadir.

Diisiik dozlardaki PS’larmn, yiiksek konsantrasyonlardaki PS’ler ile aym fotodinamik
etkiyi olusturdugu durumlarda, diisiik dozda etkin olan PS’lerin kullaniminin, in vivo’da
normal doku hasarm azaltacagmm bildirilmisti. PDT’de kullanilma potansiyeline sahip
PS’ler, tiimor hiicresinde birikme egilimi gosterdiginden, kullamlan PS’nin biiyiik kismu
timor hiicresinde birikecektir [100]. Buna gore LDgy sartlar1 goz Oniine ahndiginda,
caligmada kullanilan Pc molekiilleri igerisinden en etkin olan PcB’dir. PcC’nin fotodinamik
etkisi ise PcB’den diisiikk, ancak PcA’dan yiiksektir. PcD ve PcE ise fototoksik etki
olusturmadigindan, PDT’de kullanilabilir 6zellige sahip degildir. Bundan sonraki



calismalarda, PcA, B ve C’nin fototoksik etkinliklerinin in vivo’da, hayvan tiimorleri tizerinde
incelenmesi hedeflenmektedir. /n vivo arastirmalar, in vitro calismalar ile PDT de kullanilma
potansiyeli oldugu belirlenen PcA, B ve C’nin tiimor segiciligi konusunda da bilgilendirici

olacaktir.

Tez calismast sonunda radyoterapiye ve kemoterapiye direncli oldugu bilinen
mezotelyoma hiicrelerinin [93, 111], PDT’ye de diren¢li oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte, calismada kullamilan iki mezotelyoma hiicre serisinin (SPC111 ve SPC212) PDT’ye
verdikleri cevap farklidir. SPC212 hiicreleri ile karsilastirildiginda, SPC111 hiicre serisinde
PDT’ye direncliligi arttiran mekanizmalarin gen profilleri diizeyinde arastirilmasi, MPM
tedavisinde yeni bir acihm yaratabilir.
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