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OZET

Yeni BODIY Bilesiklerinin Fotodinamik Terapi Amach in vitro Etkinliklerinin

Incelenmesi

Bu c¢alismada piridinyum ve dimetilamino gruplari iceren dort farkli suda
¢oziinebilen BODIPY bilesiginin kolorektal kanseri tedavisinde kullanilmak iizere uygun
PDT ajan1 potansiyeli olup olmadigmin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu nedenle
bilesiklerin fotokimyasal ve DNA baglanma 6zellikleri UV-Vis spektrofotometri,
viskozimetri ve agaroz jel elektroforez yontemleri ile belirlenmistir. Suda ¢oziinebilen
BODIPY tiirevli bilesiklerin plasmid pBR322 DNA niikleaz ve topoizomeraz I/II
inhibisyon &zellikleri agaroz jel elektroforez yontemi ile incelenmistir. Bununla birlikte,
bilesiklerin topoizomeraz I/Il inhibisyonuna ait molekiiler kenetleme ¢alismalari
gerceklestirilmistir. BODIPY bilesiklerinin  kolorektal kanser hiicre hatti (HCT-116)
tizerindeki olas1 sitotoksik/fototoksik etkileri MTT hiicre canlilik testi kullanilarak
incelenmistir. HCT-116 kolorektal kanser hiicresine karsi yiliksek fototoksik etki gdsteren
BODIPY bilesiklerinin hiicre 6lim mekanizmasini belirlemek amaciyla faz kontrast
mikroskop ve akis sitometresi kullanilmistir. Calismanin son kisminda yiiksek fototoksik
etki gosteren bilesikler nanotasiyici sistemlerle formiilize edilerek HCT-116 kolorektal
kanser hiicre hattinda in vitro sitotoksik ve fototoksik etkileri MTT yontemi kullanilarak
incelenmigstir. Tiim bu ¢alismalarin sonucunda BODIPY -6a bilesiginin fotokimyasal, DNA
etkilesim ve fototoksisite Ozelliklerinden dolayr kolorektal kanser tedavisinde

fotoduyarlastirict ajan olma potansiyelinin oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: BODIPY, DNA, Fotodinamik Terapi, Kolorektal Kanser

XVi



ABSTRACT

Investigation of in vitro Efficacy of Novel BODIPY Compounds for Photodynamic

Therapy

The aim of this study was to determine whether four different water soluble
BODIPY compounds containing pyridinium and dimethylamino groups are suitable PDT
agents for the treatment of colorectal cancer. Therefore, photochemical and DNA binding
properties of the compounds were determined by UV-Vis spectrophotometry, viscosimetry
and agarose gel electrophoresis methods. Plasmid pBR322 DNA nuclease and
topoisomerase I/11 inhibition properties of water soluble BODIPY compounds were
investigated using agarose gel electrophoresis method. In addition, molecular docking
studies of topoisomerase I/11 inhibition of compounds have been performed. The cytotoxic
/ phototoxic effects of BODIPY compounds on the colorectal cancer cell line (HCT-116)
were investigated using MTT assay. Flow cytometry and phase contrast microscope were
used to determine the cell death mechanism of BODIPY compounds that exhibit high
phototoxic effect against HCT-116 cells. Finally, in vitro cytotoxic and phototoxic effects
of water soluble compounds with nanocarrier systems were investigated using MTT
method on HCT-116 cells. As results of all these studies, it was determined that BODIPY -
6a has promising photosensitizer agent in the treatment of colorectal cancer due to its
photochemical, DNA interaction and phototoxicity properties.

Keywords: BODIPY, Colorectal Cancer, DNA, Photodynamic Therapy
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, bir organ veya dokudaki hiicrelerin kontrolsiiz olarak biiyiimesi ve
¢ogalmasi sonucu viicudun bazi béliimlerini isgal etmesi ya da yayilmasiyla karakterize
edilen bir hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) raporlarma gére, kanser nedeniyle 2018
yilinda yaklagik 9.6 milyon 6lim gerceklesmistir. Diinyadaki en 6nemli 6liim nedenleri
arasinda yer alan bu hastaligin tedavisi i¢in 2010 yilinda yaklasik olarak 1.16 trilyon dolar
harcanmistir (1). Amerikan Kanser Dernegi’nin verilerine gore yalnizca 2030 yilinda
diinya genelinde 21.6 milyon yeni kanser vakasinin tanimlanacagi ve 13 milyon kisinin de

kanserden 6lecegi ongoriilmektedir (2).

Kanser tiirleri arasinda insidanst en yiiksek tiirlerden biri olan kolorektal kanser,
kolonun veya rektumun i¢ tabakasinda gelisen polip olarak baslayip, yavas bir sekilde
tiimore doniisen bir hastaliktir (3). Kolorektal kanserde, kolon mukozasinin hizli ¢gogalmasi
ve olgunlasma yetersizlikleri nedeniyle adenomlarin olusmasina sebep olmaktadir. Bu
adenomlar onkogen aktivasyonlari, timor supresorlerin kaybi ve epigenetik degisiklikler
nedeniyle c¢esitli asamalarla adenokarsinoma ve sonunda invaziv kolorektal karsinomaya

doniismektedir (4, 5).

Giintimiizde, kolorektal kanserin tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi
gibi yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu uygulanan yontemlerin alopesi, yutkunma
zorluklari, ishal, bulanti, kusma, bagisiklik sisteminin tahrip edilmesi gibi ciddi yan
etkilere sahip oldugu bilinmektedir (6). Kolorektal kanser tedavisinde, en sik kullanilan
kemoterapoétik ilaglardan biri 5-florourasil’dir. Bu ilacin yani sira oksaliplatin, kapesitabin
ve topoizomeraz inhibitorii olan irinotekan gibi ilaglar da kullanilmaktadir. Kolorektal
kanser tedavisinde siklikla kullanilmasina ragmen, bu ilaglarin ciddi gastrointestinal
sorunlar, hematolojik, néronal, dermatolojik ve kardiyak yan etkileri bulunmaktadir (7). Bu
nedenle daha giivenli yan etki profiline sahip alternatif tedavi stratejilerine ve hedefe

yonelik yeni molekiillere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu alternatif tedavi stratejilerinden biri olan fotodinamik terapi (PDT), son yillarda
deri, akciger, 6zafagus, mesane, prostat, yumurtalik gibi kanser tiirlerinin tedavisinde yeni
bir yontem olarak ortaya ¢ikmis ve hasta viicudundaki saglikli hiicrelere daha az zarar
vermesinden dolay:r tercih edilen bir yaklasim olmaya baslamistir (8). PDT’ nin temel
prensibi, karanlikta diisiik toksik etki gosteren fotoduyarlastirict maddelerin 151k ve oksijen

varliginda serbest radikaller iiretip kanser hiicresini veya dokusunu yok etmeleridir (9).
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4,4-difloro-4-borata-3a-azonia-4a-aza-s-indasen (BODIPY) ve tiirevleri, ilk olarak
yiiksek floresans oOzelliklerinden dolayr gorlintileme ajam1  olarak kullanilmaya
baslanmistir. Son yillarda yiiksek absorpsiyon katsayisi, yiiksek saflikta sentezlenebilme,
singlet oksijen verimine sahip olabilme, toksik olmayan ¢d6ziiclilerde ¢Oziniirliik, hiicre
icine kolay alinma, karanlikta diisiik toksisite gibi 6zelliklerinden dolayr PDT’de kullanilan
fotoduyarlastirict bilesiklerden olmuslardir (10). Fotoduyarlastirici bilesiklerin en biiyiik
dezavantajlarindan biri yaygin organik ¢oziiciilerde c¢oziiniirliklerinin diisiik olmasidir.
BODIPY bilesiklerinin yaygin organik c¢oziiciilerdeki ¢0Oziliniirliiglinii artirmak igin
dallanmis ve dallanmamis alifatik diiz zincir igeren gruplar tercih edilmektedir. Ayrica
suda ¢oziiniirligi saglayabilmek icin BODIPY bilesiklerinin tiirevlendirilmesinde azot
grubu bulunduran gruplari igeren dallanmis ve dallanmamis ligandlar sik¢a
kullanilmaktadir (8).

Deoksiribontikleik asit (DNA), canli organizmalarda genetik bilginin depolanmasi
ve nesilden nesile aktarilmasi agisindan olduk¢a Onemli bir biyomolekiildiir. Gen
mutasyonlarinda, onarim mekanizmasi bozukluklarinda, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinda
onemli rol oynamaktadir (11). DNA’da gerceklesen bu geri doniisiimsiiz degisikliklerle
kanser olugsumunun olduke¢a iliskili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle DNA, yeni
antikanser ilaglarin bulunmasinda en 6nemli hedeflerden biri haline gelmistir. Etkili bir
antikanser ila¢ tasariminda, DNA ile bilesiklerin etkilesiminin belirlenmesi oldukg¢a

onemlidir (12).

Topoizomeraz enzimleri, DNA’nin gevsemesini ve kivrilmasini saglayarak DNA
replikasyonunda, transkripsiyonunda ve kromatinin yeniden modellenmesinde etkilidir.
Topoizomeraz enzimleri topoizomeraz | ve II olarak siniflandiriimaktadir. Topoizomeraz |
enzimi DNA’nin tek zincirinde, topoizomeraz II enzimi DNA’nin ¢ift zincirinde 6nce
kirilmaya ve sonra birlesmeye sebep olurken replikasyonun ve transkripsiyonun devam
etmesini  saglamaktadirlar (13). Kanser hiicrelerinde topoizomeraz enzimlerinin
ekspresyonunun arttigi, bu enzimlerin kontrolsiiz hiicre boliinmesinde onemli rollerinin
oldugu yapilan g¢alismalarda goriilmektedir (14, 15). Klinikte cesitli kanser tiirlerinde
kullanilan topoizomeraz inhibitorleri kamptotesin, irinotekan, topotekan, doksorubisin ve
etopozit; karaciger hasari, alopesi, ates, titreme, gastrointestinal sorunlar, kardiyotoksisite,
immun sistemin baskilanmas1 gibi ciddi yan etkilere sahiptirler. Topoizomeraz

enzimlerinin ¢ogalma proseslerinde 6nemli rol oynamasi ve mevcut klinikte kullanilan



ilaglarin ciddi yan etkilere sahip olmasi bilim insanlarin1 alternatif arayislara
stiriklemektedir (16). Bu nedenle bu enzimin inhibitérleri, yeni antikanser ilaglarin
gelisiminde 6nemli hedeflerden biri haline gelmistir. Literatiirden elde edilen bilgiler
dogrultusunda PDT’de kullanilabilen ajanlarin topoizomeraz inhibitoér etkisinin var

olmasimin PDT nin etkinligini arttiracag1 diisiiniilmektedir.

PDT etkinligini arttirabilmek icin fotoduyarlagtirict maddelerin tiimore selektif
olmasi gerekmektedir (10). Bu nedenle fotoduyarlastiricinin selektif doku veya hiicre
igerisinde birikmesi i¢in nanopartikiil, lipozom, mikrokiire ve alblimin gibi c¢esitli tasiyict
sistemler kullanilmaktadir (17). Lipozomlar, ilag emiliminin arttirilmasi, biyolojik yar1
Omriin uzatilmasi veya metabolizmasimin azaltilmasiyla bir ilacin terapdtik indeksini
arttirmak amaciyla tercih edilmektedir (18). ilaglarin tasinma hizinin ve selektifliginin
arttirllmas1 i¢in kullanilan yontemlerden biri de nanoteknolojik formiilasyonlardir.
Farmasotik bilimlerde nanopartikiillerin kullanilmasi ilaglarin toksisitesini ve yan etkisini
azaltmakta olup, hastalarin yasam kalitesini arttirmaktadir. Kanser hiicrelerine selektif ilag
taginmasi, toksisiteyi azaltmasiyla siirdiirebilir terapotik etkisi, daha gilivenli ve
biyouyumlu olmasi nanopartikiil formiilasyonunun avantajlar1 arasinda sayilabilmektedir
(19). Bu calisma kapsaminda lipozomal ve polimerik nanopartikiil ilag tasiyici sistemleri
kullanarak BODIPY bilesiklerinin hiicre igerisine daha yiiksek verimle taginmasi

hedeflenmektedir ve boylece PDT etkinliginin artacagi diisiiniilmektedir.

Bu tez galismasi kapsaminda Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Boliimii dgretim iiyesi Prof. Dr. Zekeriya BIYIKLIOGLU ve ekibi tarafindan sentezlenen
piridinyum ve dimetilamino gruplari igeren dort farkli suda ¢oziinebilen BODIPY
bilesiginin kolorektal kanseri tedavisinde kullanilmak iizere uygun PDT ajan1 olup
olmadiginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu baglamda bilesiklerin PDT potansiyellerini
ortaya koymak i¢in suda ¢oziinebilen BODIPY bilesiklerinin fotokimyasal o6zellikleri,
singlet oksijen kuantum verimi ve fotobozunma yiizdeleri incelenmistir. Daha sonra suda
¢ozlinebilen BODIPY bilesiklerinin DNA baglanma modlari, UV-Vis spektrofotometri,
viskozimetri ve agaroz jel elektroforez yontemleri ile belirlenmistir. Ayrica, suda
¢oziinebilen BODIPY tiirevli bilesiklerin plasmid pBR322 DNA niikleaz ve topoizomeraz
I/11 inhibisyon 6zellikleri agaroz jel elektroforez yontemi ile incelenmistir. Bununla birlikte
bilesiklerin topoizomeraz I/Il inhibisyonuna ait molekiiler kenetleme caligmalar

gerceklestirilmistir. BODIPY  bilesiklerin HCT-116 kolorektal kanser hiicre hatti



tizerindeki olasi sitotoksik/fototoksik etkileri 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium
bromiir (MTT) hiicre canlilik testi ile incelenmistir. HCT-116 kolorektal kanser hiicresine
kars1 yiiksek fototoksik etki gosteren BODIPY bilesiklerinin hiicre 6liim mekanizmasini
belirlemek amaciyla faz kontrast mikroskop ve akis sitometresi kullanilmistir. Calismanin
son kisminda yiiksek fototoksik etki gosteren bilesikler nanotastyici sistemlerle formiilize
edilerek, bu formiilasyonlarin HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda in vitro sitotoksik

ve fototoksik etkileri MTT hiicre canlilik yontemi ile incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser, bir organ veya dokudaki hiicrelerin kontrolsiiz olarak biiylimesi ve
¢ogalmasi sonucu viicudun bazi béliimlerini isgal etmesi ya da yayilmasiyla karakterize
edilen bir hastaliktir. Kanserin nedeninin net olarak bilinmemesine ragmen, kalitsal olan
(genetik mutasyonlar, bagisiklik sistemi gibi) ve olmayan (sigara kullanimi, obezite gibi)
bircok faktoriin hastaligin olusumunu arttirdigi diisiiniilmektedir. Bu faktorler, kanser
biiyiimesini baslatmak veya hizlandirmak i¢in ayn1 anda veya sirayla hareket edebilir. DSO
raporlarina gore, kanser nedeniyle 2018 yilinda yaklagik 9.6 milyon 6liim gergeklesmistir.
2018 yilinda akciger kanseri insidansi ve mortalitesi en yiiksek olan kanser tiiri olarak
belirlenmistir. Meme kanseri ise insidansi yiiksek olmasina ragmen, tedavi orani oldukca
yiiksektir. Kolorektal kanserin, en yaygin tiglincli ve 6liim oranimin ikinci sirada oldugu
goriilmektedir (Sekil 1). Kanserin tedavisi i¢in 2010 yilinda yaklasik olarak 1.16 trilyon
dolar harcandig1 DSO raporlarinda yer almaktadir (1). Amerika Saglik Hizmeti Arastirma
ve Kalite Kurumu (The Agency for Healthcare Research and Quality) raporlarinda ise,
2015 yilinda kanser igin saglik harcamalart toplaminmn 80.2 milyar dolar oldugu
aciklanmistir (20). Gelecek yillarda kanserin insidansina bagli olarak tedavi maliyetlerinin

artmasinin muhtemel oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 1. Kanser hastaliginin diinyadaki tahmini insidans ve mortalite sayilar1 (DSO’den, 1)



Amerikan Kanser Dernegi verilerine gore, 2019 yil1 igerisinde 1.7 milyondan fazla
yeni kanser vakasinin tespit edilecegi tahmin edilmektedir. Ayrica, 2030 yilinda diinya
genelinde 21.6 milyon yeni kanser vakasmmin tanimlanacagi ve 13 milyon kisinin de

kanserden 6lecegi 6ngoriilmektedir (2).
2.2. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser, kolonun veya rektumun i¢ tabakasinda gelisen polip olarak
baslayip, yavas bir sekilde tlimore doniisen bir hastaliktir. Olusan tiimor, kan veya lenf
dolasimi sayesinde diger anatomik bolgelere metastaz gergeklestirebilmektedir. Kolorektal
bolgede baslayan kanserlerin biiylik ¢ogunlugu (%95'in iizerinde) adenokarsinom olarak
siiflandirilmaktadir. Adenokarsinom, kolon ve rektumu kaplayan mukus bezlerinde
baslar. Kolorektal bolgede gergceklesen diger kanser tiirleri; hormon {ireten bagirsak
hiicrelerinde baglayan karsinoid tiimorleri, Cajal interstisyel hiicrelerinden olusan
gastrointestinal stromal tlimorleri, bagisiklik sisteminden kaynaklanan lenfoma, genel
olarak kan damarlarinda baslayan, ancak bazen kolorektal duvarlarda olusan sarkoma

olarak simiflandirilmaktadir (3).

Kolorektal kanser diinyada en sik goriilen iiglincii kanser tiirii olup, onkolojik
hastaliklarda 6liim oraninin ikinci sirada oldugu bilinmektedir. Bu hastalik, tiim kanser
insidansinin %9’dan fazlasini olusturmaktadir. Amerika’da 2016 yilinda 134.490 yeni
kolorektal kanser vakasi tespit edilirken, 49.190 kisi bu hastalik nedeniyle hayatim
kaybetmistir (1, 21). Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi Halk Sagligi Genel Miidiirliigi
tarafindan yaymlanan 2014 yili Tiirkiye Kanser Istatistiklerine gére Tiirkiye’de kolorektal
kanser hem kadinlarda hem de erkeklerde goriilme siklig1 agisindan {iciincli sirada yer
almaktadir. Kadinlarda yiiz binde 13.8, erkeklerde ise yiiz binde 22.8 sikliginda
goriilmekte oldugu belirtilmistir (22).

Kolorektal kanserin insidansi birkag risk faktori ile iliskilidir. Kontrol edilemeyen
(kalitsal ve yas) ve edilebilen (fiziksel aktivite, sigara ve icki kullanimi, beslenme)

faktorler kolorektal kanserin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Kolorektal kanser vakalarmin %90°1 50 yas ve dsti kisilerde gorildigi
bilinmektedir. Insidans oran1 60-79 yaslari arasinda, 40 yasindan kiiciik olanlara oranla 50
kat daha yiiksektir. Bununla birlikte, kolorektal kanser gen¢ insanlar arasinda da
artmaktadir. Amerika’da kolorektal kanser, 20-49 yaslar1 arasindaki kadin ve erkekler

arasinda en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir (23, 24)
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Sik rastlanan bir kanser tiirii oldugundan kolorektal kanserin genetik mekanizmasi
ayrintilt bir sekilde ortaya c¢ikarilmistir. Yapilan calismalar sonucunda c¢ok sayida
mutasyonun bu hastaliga neden oldugu belirlenmistir. Kolorektal kanserin gelisiminde
timor supresor genler (Adenomatous Polyposis Coli (APC), Deleted in Colorectal Cancer
(DCC), p53), protoonkogenler (Ras) ve DNA onarmmu ile ilgili genler rol oynamaktadir
(25).

Kolorektal kanserin %90°dan fazlasinin APC geninde meydana gelen mutasyondan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. 5921 Bolgesinde yer alan APC geni tarafindan kodlanan
2843 aminoasitten olusan ve molekiil agirligi yaklasik 310 kDa olan APC proteini,
hiicreler arasi sinyal iletiminin bir pargasidir. APC proteini Wnt yolagininda etkili rol
oynamaktadir. Bu protein, hiicre ¢ekirdegine boliinme uyarisi1 veren f-katenin’i kontrol
etmektedir. APC proteini islevini gergeklestiremediginde pS-katenin’i fosforilleme etkisi
ortadan kalkip, sinyal yolunun siirekli aktivasyonu gergeklesmektedir. Bu durum
sonrasinda hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasina ve ¢ok sayida polip geliserek erken adenom

doénemine gegilmesine sebebiyet vermektedir (26-28).

18q22°de yerlesim gosteren tiimdr supresor DCC geni, transmembran bir protein
olan DCC proteinini kodlamaktadir. Bu protein, Transforme Edici Biiyiime Faktorii (TGF-
p) arayolunda oldukga etkilidir. Bu arayol normal hiicre biiyiimesini baskilayarak kontrol
altinda tutmaktadir, bu arayolun devreden ¢ikmasi ile gelisim hizlanir ve ge¢ donem

adenomlar gelismektedir (29, 30).

Timor supresor genlerden bir digeri olan TP53 geni 17pl13°de yerlesim
gostermektedir. Bu gen, DNA’ya bagli olarak niikleusta bulunan p53 proteninin
sentezinden sorumludur. Bu protein DNA hasar1 ger¢eklestiSinde DNA onarimi ve
sentezinin kontrolil ve programlanmis hiicre 6limiinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu genin
inaktive olmasi adenomun karsinomaya doniisiimiine neden olmaktadir ve kolorektal

kanserin ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikan 6nemli bir basamaktir (28, 31, 32).

Kolorektal kanserin olusumunda sinyal iletiminin diizenlenmesinde gorev alan
protoonkogenlerin rol aldigi bilinmektedir. Bunlardan biri de Ras genidir. Kolorektal
kanser vakalarmin %30-50’sinde Ras geninin mutasyona ugradigi belirlenmistir. Ras
genindeki mutasyonlar ile APC genindeki mutasyonlar ard arda gelince polipler giderek
biiylimekte ve parmaksi uzantilara sahip bir hal almaktadir. Bu asama orta seviyede

adenom asamasi olarak tanimlanmustir (32).



Ayrica, Herediter nonpolipozis kolorektal kanseri (HNPCC), Muir-Torre, Ailesel
Polipozis Koli (FAP), Gardner, Turcot, Cowden gibi genetik sendromlarin kolorektal
kanser ile iliskili oldugu bilinmektedir (21, 33).

Genetik faktorlere ek olarak kolorektal kanserin ortaya ¢ikmasinda kiiltiirel, sosyal
ve yasam tarzlarini igeren cevresel faktorler yer almaktadir. Bu ¢evresel faktorlerden biri
beslenme aligkanligi olarak belirlenmistir. Beslenme aliskanliklarindaki degisiklikler
kanser riskini %70 oraninda azaltmaktadir. Ozellikle yag icerigi yiiksek hayvansal gidalar
kolorektal kanser i¢in énemli bir risk faktoriidiir. Et tiiketimi ile koloretal kanser arasinda
pozitif bir iligki bulunmaktadir. Bunun nedeni kirmizi et igerisinde oldukga fazla hem
demiri bulunmasi ve yiiksek 1sida etlerin pisirilmesi sonucunda kanserojenik oldugu
diistiniilen heterosiklik aminler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin iiretimidir. Bu
nedenle sebze ve meyve igeren diyetin kolorektal kanser riskini azaltmaya yardimci oldugu
diisiiniilmektedir. Buna ek olarak asir1 sigara ve alkol tiiketimi de kolorektal kanseri igin
olduk¢a yiiksek risk olusturmaktadir. Sigaranin adenoma poliplerinin olusumunda ve
biliylimesinde onemli bir rol oynadigi tespit edilmistir. Alkoliin prostaglandinleri, lipid
peroksidasyonu ve reaktif oksijen tiirlerini olusturmasindan dolayr risk olusturdugu

diistiniilmektedir (34-41).
2.3. Kolorektal Kanserin Tedavisinde Kullanilan Yoéntemler

Kolorektal kanserin tedavisinde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve hedeflenmis
terapi kullanilmaktadir (42). Kanserin evresine gore kombine tedavi yontemleri de tercih
edilmektedir. Hastaligin erken teshisinde oncelikli olarak tercih edilen yontem cerrahidir.
Bu yontemde saglikli dokuyu ¢evreleyen tiimor ve bitisik lenf diiglimleri ¢ikarilmaktadir.
Sistemik metastaz durumunda bu yontem basarisiz olmaktadir (7). Bu nedenle en ¢ok
tercih edilen yontem kemoterapidir. Bu yontem temel olarak apoptoz, hiicre yaglanmasi ve
otofaji yoluyla kanser hiicrelerine etki etmektedir (43). Kemoterapotik ajanlar; mitoz
inhibitorleri, DNA replikasyon inhibitorleri ve diger sitotoksik ajanlar gibi etki
mekanizmalara gore siniflandirilmaktadirlar. Kolorektal kanserde kullanilan en yaygin
kemoterapotik ajanlar platin tiirevleri (oksaliplatin), kapesitabin, topoizomeraz inhibitorleri
(irinotekan) ve 5-florourasil’dir. Hastaligin evresine gore bu ilaglarin kombinasyonlar1 da
kullanilabilmektedir. Ancak kemoterapotiklere karsi direncin yiiksek olmast ciddi
dezavantaj igermektedir. Ayrica bu ilaglarin kanserli dokuya selektif olmamasi nedeniyle

ciddi yan etkiler olusturdugu bilinmektedir. Kemoterapétik ilaglar sadece kanserli hiicreyi



degil, saghkli hiicreyi de etkilemektedir. Ornegin; 5-florourasil gastrointestinal,
hematolojik, norolojik, kardiyak ve dermatolojik sorunlara neden olmaktadir. Oksaliplatin
noropati, ototoksisite, kusma, bulanti, hipokalemi, rabdomiyaliz gibi yan etkilere sahiptir.
Bu tedavide kullanilan ilaglarin olumsuz etkileri hastanin yasam Kalitesini bozar, tedavi
stirecini, sonucunu ve maliyetini olumsuz yonde etkileyebilir. Bu nedenle yeni tedavi

stratejilerine ve diigiik yan etki profiline sahip ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (44-49).
2.4.PDT

PDT, 1518a duyarli fotoduyarlastiric1 bilesigin kanserli dokuda birikmesi ve 1s18a
maruz birakilmasiyla olusan serbest radikallerin kanserli dokuyu yok etmesi esasina
dayanan alternatif bir kanser tedavi yontemidir (50). Son yillarda deri, akciger, 6zafagus,
mesane, prostat, yumurtalik gibi kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilmakta olup, hasta
viicudundaki saglikli hiicrelere daha az zarar vermesinden dolayi tercih edilen bir yaklagim

olmaya baglamistir (8).

PDT’nin kanser tedavisinde giiniimiizde kullanilan yontemlere gore avantajlart su

sekilde belirtilmistir:

1- Karanlikta diisiik yan etki profiline sahiptir.

2- Kemo ve radyoterapiye direngli timorlere kars1 kullanilabilir.

3- Tiimorli dokularda, saglikli dokulara gore daha ¢ok birikmektedir.

4- Diger tedavi yontemleriyle kombine edilebilir.

5- Cerrahi operasyona gerek duymadan uygulanabilecek bir tedavi seklidir.

6- Etkisi 24-48 saat gibi kisa bir siirede goriilmektedir.

7- Tum kanser hiicrelerini, gozle goriilemeyen kanser hiicreleri de dahil olmak iizere,

ortadan kaldirdigindan, kanserin niiksetme olasilig disiiktiir (51).
2.4.1. PDT’nin Tarihgesi

Bu yontem Misir, Cin ve Hindistan genelinde 1000 yildan fazla bir siiredir
fototerapi adiyla uygulanmaktadir. Ancak eski yillarda tizerinde pek fazla calisma
yapilmamistir. Bu konudaki ilk deneysel gozlem 1890 yilinda Almanya’da tip 6grencisi
olan Oscar Raab tarafindan gergeklestirilmistir. Oscar Raab, akridin boyasi varliginda 11k
altinda Paramecium spp. hiicrelerini gdzlemlemeye calisirken, 151k ve boyanin etkisiyle bir
takim reaksiyonlarin gergekleserek hiicrelerin 6ldiigiinii tespit etmistir (52). 1900 yilinda

PDT’nin ilk klinik gézlemi epilepsi hastaligini tedavi etmek i¢in oral eozin kullanan



norolog Jean Prime tarafindan gergeklestirilmistir (53). 1903 yilinda von Tappeiner ve
Jesionek isimli arastirmacilar eozin ve 15181 kullanarak deri tiimoérlerini tedavi etmeye
calismuglardir (54). Bu arastirma PDT’nin tiimor tizerinde kullanildigi ilk ¢alisma olarak
yayimnlanmistir. Daha sonra Tappeiner, molekiiler oksijenin Raab tarafindan gézlemlenen
olaylarin 6nemli bir bileseni oldugunu belirledi ve “fotodinamik etki” ifadesini ortaya
koydu (55). Tappeiner’in galismalarindan sonra 1950 yilina kadar PDT’nin antikanser
potansiyelinden ¢ok, teshis alaninda kullanilmasiyla ilgili calismalar gerceklestirilmistir.
1950 ile 1960 yillar1 arasinda farkli tiimorlere karst PDT nin antikanser etkisine dair birgok
calisma gergeklestirilmistir (56). Uzun yillar siiren ¢alismalar sonucunda 1972 yilinda
Thomas Dougherty tarafindan hemetoporfirin bilesiginin birgok kanser tiirii igin antikanser
ilag potansiyelinin oldugu ileri siiriilmistir (57-59). 1976 yilinda Kelly ve Snell isimli
arastirmacilar mesane kanseri tedavisinde hematoporfirin kullanmis olup sonuglarin
oldukga etkili oldugunu belirtmistir (60). 1999°da Amerikan Yiyecek ve Ila¢ Kurulu (Food
and Drug Administration (FDA)), kanser Oncesi cilt lezyonlarinin tedavisi i¢cin PDT yi
onaylamistir (52). Giinlimiizde ise birgok fotoduyarlastirici bilesik Amerika, Almanya,
Japonya, Ingiltere, Fransa, Kanada gibi iilkelerde kullamlmak iizere saghk kurumlart
tarafindan onaylanmistir. Ayrica PDT kanser disinda, tiroloji, immiinoloji, oftalmoloji, dis,

dermatoloji gibi alanlarda da siklikla kullanilan bir tedavi yontemi olmustur (61-65).
2.4.2. PDT’nin Mekanizmasi

PDT bircok hastaligin hem teshisi hem de tedavisi i¢in umut verici bir tekniktir.

PDT nin etkinligi li¢ temel bilesene baglidir;

1- Hastalikli dokunun hassasiyetinden sorumlu olan fotoduyarlastirici bilesik,
2- Fotoduyarlastirici bilesigi harekete gegiren 151k,
3- Tedavi edilecek dokudaki oksijen miktari.
Aragtirmacilar dokulardaki oksijen konsantrasyonuna bagli olarak PDT’yi iki

mekanizma iizerinden incelemektedir (66) (Sekil 2).

10



Tip 1 mekanizmasi:

'py—=—'p* 2L, 3T 1) °P"+RH > PH + P

2)°P"+ RH > PH" + P~
3) PH +°0, > 'P, + HO
4)20," > 0, + 0"

5) 0>+ 2H" > H,0,

Tip 2 mekanizmasi:

IP() hy IP* (’Ilt’l'ji SP* > 3P*+ 3029 loz* == 3P0

Sekil 2. Oksijen konsantrasyonuna bagli olarak PDT’nin iki farkli tip mekanizmasi
(Oniszczuk’tan, 51)

Sekil 3’de de goriildiigii gibi temel enerji seviyesindeki fotoduyarlastirici bilesik
(*Po) 15181 absorpladiginda uyarilmus (*P") hale gegmektedir. Uyarilan molekiil ya floresans
1s1ma yaparak temel hale geri donebilir ki bilesiklerin bu 6zelligi hastaliklarin teshisinde
kullanilmaktadir ya da spin degistirip sistemler arasi gecis yaparak triplet 3P") diizeye
gecmektedir. Triplet (*P”) diizeydeki molekiil fosforesans 1s1ma yaparak temel hale déniis
yapabilmektedir. Ancak daha 6nemlisi hiicre membran1 ya da diger biyomolekiiller gibi
substratlarla dogrudan etkilesime girerek reaktif oksijen tiirleri (siiperoksit anyon radikali,
hidroksil radikali, hidrojen peroksit) olusturmaktadir. Bu duruma Tip 1 mekanizmas: adi
verilir ve diisiik oksijen konsantrasyonu durumunda meydana gelmektedir. Ayrica, triplet
(3P*) diizeydeki molekiil temel diizeye donmek yerine enerjisini triplet temel diizeydeki
oksijene (30,) aktarir ve oksijenin singlet diizeye (‘O,) uyarilmasina neden olur. Olusan
singlet oksijen oldukga reaktif olup, hastalikli dokulara kolaylikla zarar verebilmektedir.
Bu duruma ise Tip 2 mekanizmasi adi verilmektedir ve yiiksek oksijen konsantasyonu
varliginda gergeklesmektedir. Birgok deneysel ¢alisma in vivo PDT ¢alismalarinda Tip 2

mekanizmasinin daha fazla rol oynadigin1 géstermektedir (67-70).
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Sekil 3. Jablonski diyagrami (Zhang’tan, 66)

PDT’nin antikanser etkisi; dogrudan hiicre 6liimi, vaskiiler yapisinin hasara

ugramasi ve bagisiklik sisteminin aktivasyonundan kaynaklanmaktadir (71-74) (Sekil 4).

Fotodinamik Terapi

l

Reaktif Oksijen Tiirler

Fototoksik Hasar

l

Dogrudan hiicre dliimi Vaskiiler yapimin hasara ugramas: Bagisikhk Sisteminin Aktivasyonu

l

Fotoduyarlastirict bilesigin endotelval hiicreler akumulasyorn ~ Inflamatuar meditorlerin salnim

* Apoptoz
*  Nekroz
*  Otofaji
Endotelyal hitcrelerde hasar Immiin hiicre infiltrasyonu
Kismi veya tam vaskiiler kapatma ve iskemik hiicre dlimil Antijen sunan hiicrelerin gekimi

CD8+ sitotoksik hicrelerin inditksiyonu

HUCRE OLTMU <

Sekil 4. PDT nin antikanser etkisi (Akbulut’tan, 80)
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PDT apoptoz, nekroz ve otofaji olmak iizere ii¢ temel yontem ile dogrudan hiicre
oliimiine sebebiyet vermektedir. Apoptoz, hiicre i¢i ve disi sinyaller tarafindan diizenlenen
programlanmis hiicre Olimii olarak tamimlanmistir. Apoptoz, komsu hiicrelere hasar
vermeden hedeflenen hiicrelerin yok edilmesi esasina dayanmaktadir. Apoptozu tetikleyen
hiicre i¢i sinyaller arasinda; DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum diizeyi artisi, ortamin
asitliginin artigi, hiicre dongiisii bozukluklar1 yer almaktadir. Hiicre dis1 sinyaller arasinda
ise biiyiime ve lreme faktorlerinin yetersizligi, 6liim reseptorlerinin aktivasyonu gibi
etkenler yer almaktadir (51). Nekroz ise hipoksi, yiiksek sicaklik, yiiksek basing, fiziksel
hasar, agir metaller ve UV gibi hiicre dis1 uyaranlarla hiicre membraninin hasar gérmesi ve
hiicre igeriginin sizmasi sonucu meydana gelmektedir. Otofaji ise hiicrenin yaslanmis ve
bozulmus yapilarinin, hiicrenin kendi lizozomu tarafindan sindirilmesi olayina verilen
isimdir. Bu siire¢ kanser tedavisi i¢in oldukca Onemlidir. Otofajinin temel amaci
homeostazdir ancak bir¢ok durumda bu siire¢ tiim hiicrenin tahrip olmasina neden
olmaktadir (51). PDT de otofaji hem hiicre canliligin1 korumak hem de hiicre 6liimii olmak
izere ¢ift yonlii etki etmektedir. Hiicre canlilig1 acisindan PDT’ye kars1 savunma sistemi
olarak disiiniilebilir. Otofaji ve apoptoz iligkisi hiicrelerin hayatta kalmasi ve 6liimii i¢in
olduk¢a Onemlidir. Hem sitotoksik hem de sitoprotektif etkilerinden dolay1 otofaji hem
fotohasarli hiicrelerin tamirinde hem de hiicre Olimlerinde rol almaktadir (75).
Fotoduyarlastiric1 bilesigin hiicre ig¢inde farkli organellerdeki lokasyonu hiicre oliim
mekanizmasinin belirlenmesinde olduk¢a onemli bir rol oynamaktadir. Bunun en 6nemli
nedeni {iretilen singlet oksijenin yar1 dmriiniin az olmasidir. Bu nedenle fotoduyarlastiric
bilesigin hiicre icerisindeki lokasyonu, hangi organelin oncelikli olarak hasar gorecegini
belirlemektedir. Ornegin mitokondride meydana gelen hasar membran gegcirgenliginin
bozulmasina ve sitokrom c¢’nin sitoplazmaya ge¢mesine neden olur. Apoptotik proteaz
aktive eden faktor (Apaf-1) ve prokaspas-9 sitoplazmada bulunan sitokrom-c ile baglanip
kaspas-3, 7, 6, 2, 9’u aktive ederek, apoptotik yolagin aktiflesmesini saglar. Endoplazmik
retikulumun membran yapisinin bozulmasi depo edilen Ca*®nin sitoplazmaya ge¢mesine
neden olur. ikinci mesajc1 olarak Ca*? hiicreyi apoptoza gdtiiren sinyal iletim mekanizmasi

icin de gereklidir (6) (Sekil 5).
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Sekil 5. PDT’nin hiicre 6liim mekanizmasi (Akbulut’tan, 80)

Ayrica, PDT dozu da (fotoduyarlastirict konsantrasyonu X 1s1k dozu) rol oynayan
bir diger faktordiir. PDT uygulamalarinda yiiksek enerjili 151k ve bilesigin yiliksek
konsantrasyonu (yliksek PDT doz) kullanildigi durumlarda hiicre 6liimiiniin nekroz yoluyla
gerceklestigi  goriilmistiir. Diisiik enerjili 151k ve fotoduyarlastiric1 bilesik diisiik
konsantrasyonlarda (diisik PDT doz) kullanildiginda ise Oliimiin apoptoz yoluyla

gerceklestigi belirlenmistir (76, 77).

PDT’nin vaskiiler mekanizmasi, kanser tedavisi i¢in umut verici olmustur. Bu
yaklasim ile mikrovaskiiler hasar ve anjiogenezis olusumu engellenip, PDT etkinliginin
artmast Ongorilmektedir (78). Kanser tedavisinde bu mekanizmanin asil amaci timor
vaskiiler ttkanmayi indiikleyerek maksimum hiicre 6liimiinii saglamaktir. Bu mekanizmada
vaskiiler hasar, hipoksi ve besin maddelerinin yoksunlugu sonucu olugmaktadir. Molekiiler
mekanizmasi incelendiginde ise Niikleer faktor-kappa B (NF-kB)’nin 6nemli rol oynadigi
gorilmektedir. Endotelyal hiicrelerde NF-kB’nin aktivasyonu fotoduyarlastiric1 ile
indiiklenen vaskiiler tiimor mekanizmasinda rol oynamaktadir. Fotoduyarlastirict bilesikler
kanda yiiksek yogunluklu lipoprotein veya diisiik yogunluklu lipoproteine
baglandiklarindan dolay1 endotel hiicreleri ve tiimor vaskiiler endoteline giiglii bir
afiniteyle tutunurlar. Bu mekanizma o6zellikle de prostat kanserine karst PDT etkisinin

temelidir. Vaskiiler sistemde 151k varliginda serbest radikaller olusup oksijen
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konsantrasyonunun azalmasina, vaskiiler ve yakinlardaki timor hiicrelerinin 6liimiine

neden olmaktadir (79).

PDT bagisiklik sistemi ile yakindan iliskilidir. Fotoduyarlastirici bilesikler,
vaskiiler ve bagisiklik sistemler ile birlikte tiimor hiicreleriyle savasmaktadir. Arastirmalar,
PDT’nin bagisiklik sisteminin diizenlenmesini indiikledigini gostermektedir. PDT tiimdriin
mikrogevresini degistirerek pihtilagsma kaskadlarin, proteinazlarin, peroksidazlarin, 16kosit
kemoatraktanlarin ve biiyiime faktorlerinin salinimi uyarmaktadir. Bagisiklik mekanizmasi
sitokinlerin ve inflamasyon seviyelerinin artmasina dayanmaktadir (51). Viicut PDT’den
kaynaklanan timor dokusu hasarini tanimakta ve tedavi edilen bolgeye notrofillerin ve
makrofajlarin  salimimini ~ saglamaktadir. Bununla birlikte antitimor  bagisikligi,
aktiflestirilmis antijen sunucu hiicrelerin varligina baglidir. PDT antijen sunucu hiicrelerin
aktivitesini artiripp CD4 yardimer T lenfositleri salgilamaktadir. Bu da, CD8 sitotoksik T
hiicrelerini aktive ederek nekrozu indiikleyebilir. Ayn1 zamanda apoptoza neden olarak

uzun siireli tiimor kontroliinii saglayabilir (80).
2.4.3. PDT’nin Uygulanmasi

PDT’nin genel tedavi prosediirii sirasinda fotoduyarlastirici bilesik hastaya
intravendz, topikal veya oral olarak uygulanmaktadir. Hastaya uygulandiktan 24-72 saat
sonra, fotoduyarlastirici bilesigin tiimorli dokularda konsantrasyonu artmaktadir. Tiimorli
doku ile saglikli doku arasindaki fizyolojik farkliliklarin bu birikmeye neden oldugu
diistiniilmektedir. Bu farkliliklar;

1- Tiimérlii dokunun saglikli dokudan daha biiyiik bir interstisyel hacme sahip olmast,
2- Tumorli dokudaki mikrodamarlarda catlaklarin bulunmasi,

3- Tiimorlii dokuda saglikli dokudan daha fazla sayida makrofajin bulunmasi,

4- Timorli dokuda lenfatik drenajin diisiik olmasi,

5- Tliimorlii dokunun hiicre dis1 pH’nin diisiik olmasi,

6- Tumorli dokunun saglikli dokudan fazla miktarda kollajen igermesi,

7- Timor dokusunda yer alan hiicrelerin saglikli hiicrelerden daha fazla sayida lipoprotein

reseptoriine sahip olmasi seklindedir (6).
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Fotuduyarlastiric1 bilesik tiimorlii dokuda biriktikten sonra 1s1k tiimorliic dokuya
verilmekte ve fotokimyasal reaksiyonlar sonucu iretilen reaktif oksijen tiirlerin etkisiyle

doku yok edilmektedir (50) (Sekil 6).

Is1ga duyarli ajan = Isik Kaynagi

/70 — - 8 = 0

Is1ga duyarl ajan tiirline bagl Is1ga duyarli ajan hedef Tiimérlii doku uygun dalga Tiimdrlii doku segici
olarak hastaya intravenoz, dokuda akiimiile olur. boyuna sahip 151k kaynagi olarak yok edilir.
topikal veya oral uygulanir. ile uyarilir.

Sekil 6. PDT tedavisinin sematik gosterimi (Akbulut’tan, 80)

2.4.4. Kolorektal Kanser Tedavisinde PDT

PDT bircok farkli onkolojik alanda kullanilmaktadir. Gastroenterolojide hem
premalign lezyon hem de kolorektal kanser tedavisinde uygulanmaktadir. Kolorektal
kanserin tedavisinde PDT ile yapilan klinik ¢caligmalar Tablo 1’de verilmistir. Bu hastaligin
PDT ile tedavisinde endoskopik ve kolonoskopik yontemler kullanilmaktadir. Kolorektal
kanserin PDT ile tedavisi ilk olarak 1986 yilinda yayinlanan pilot calisma ile ortaya
konulmustur. Herrera-Ornelas ve arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilen caligmada,
hematoporfirin tiirevi (HpD) bilesik 14 kolorektal kanser hastasi lizerinde denenmis ve
olumlu sonuglar goriilmiistiir (81). Bir baska pilot ¢alismada, Mlkvy ve arkadaslari
kolorektal poliplere karsi 5-aminolevulinik asit (ALA) kullanilarak PDT tedavisini 39
hastaya (ortalama yas: 59) uygulamistir. Bu ¢alismanin sonucunda tedavinin etkili ve umut
verici oldugu ortaya konulmustur (82). Bir bagka c¢alisma ise, cerrahi miidahalenin
mimkiin olmadigi 6 hasta iizerinde, ayr1 ayr1 oral olarak ALA (60 mg/kg) ve intravendz
olarak Photofrin® (2.0 mg/kg) kullanilarak gerceklestirilmistir. ALA’nin kullanimindan 6
saat, Photofrin®’in kullanimindan 48 saat sonra altin buhari lazeri ile PDT uygulanmistir.
Calismanin sonucunda, daha etkili olmasina ragmen Photofrin®’in 3 ay boyunca fototoksik

yan etkiler gosterdigi belirlenmistir. ALA’nin ise 48 saat iginde tiim viicuttan atiliminin
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gerceklestigi tespit edilmistir (83). Lusting ve arkadaslari talaporfin sodyum (LS11)
kullanarak 21 hasta tizerinde faz | galismasi1 gergeklestirmistir (84). Hahn ve arkadaslari
tarafindan tiimorlic ve saglikli dokuda birikimi belirlemek amaciyla hastalara cerrahi
miidahaleden 48 saat 6nce intravendz olarak Photofrin® (2.5 mg/kg) uygulandiktan sonra
1s1n verilmistir. Cerrahi miidahale sonrasi alinan tiimorlii ve sagliklt dokular homojenize
edilip, spektroflorometrik yontemlerle igerisindeki fotoduyarlastirici bilesik miktar1 analiz
edilmistir. 100 hastanin 58’sinden toplanan 301 6rnekte gergeklestirilen ¢alisma sonucunda
ince bagirsak kanseri hastalarinda 3.32 — 5.31 ng/mg, kolon kanseri hastalarinda 2.09 —
2.45 ng/mg Photofrin® tespit edilmistir. Bu calismalarin sonucu tiimdrli dokularda
fotoduyarlastirict  bilesigin daha fazla biriktigini gostermektedir (85). Cin Hunan
Universitesi Hastanesi’nde kolorektal kanser tedavisinde PDT uygulamalarinda bagarili
sonuglar goriilmesinden sonra faz II/III ¢alismalarma baslanmistir. ki gruba ayrilan
hastalarin bir grubu sadece kemoterapi alirken, diger grup ise kemoterapi ve PDT
tedavisini kombine olarak almaktadir. PDT tedavisinde intravendz olarak Photofrin® (2.0
mg/kg) kullanilmakta olup, 633 nm dalga boyunda 2000 mW 1s1n uygulanmaktadir (86).
Ancak ¢alisma 2013 yilinda durdurulmustur. Su anda kolorektal kanser tedavisinde ticari
olarak kullamlan PDT ajami bulunmamaktadir. Photofrin® ve benzeri PDT ajanlarmin
kolorektal kanser tedavisinde kullanilmasi i¢in ¢esitli faz ¢alismalari devam etmektedir.
Ancak bu bilesiklerin diisiik dalga boyunda absorpsiyon, asir1 fotoduyarlilik,
¢ozlinlirliiglinliin az, sentezinin zor olmasi gibi dezavantajlarmin bulunmasi nedeniyle

alternatif molekiil arayiglar1 devam etmektedir (87, 88).
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Tablo 1. Kolorektal kanser tedavisinde PDT ile yapilan klinik ¢alismalar (Kawczyk

Krupka’tan, 88)

Faz Hasta Sayis1  Fotoduyarlastirici Uyarma Kaynak

Pilot 16 HpD, 2.5-5.0 mg/kg i.v. 632 nm, 300-400 mwW (89)

Pilot 21 HpD, 2.5-5.0 mg/kg i.v. 632 nm, 300-400 mW (89)

Pilot 2 HpD, 2.5 mg/kg i.v. 627.8 nm, 150-280 mW (90)

Pilot 11 HpD, 2.5 mg/kg i.v. 630 nm, 50 J/cm? (91)

Pilot 11 HpD, 3 mg/kg i.v. 630 nm, 100-400 J/cm? (81)
Photofrin®, 2-3 mg/kg i.v.

Pilot 15 Photofrin®, 1-2 mg/kg i.v. 630 nm, 37.5 J/cm? (92)
ALA cream, topically 100 J/cm?

Pilot 8 HpD, Photofrin® 630 nm, 50 J/cm? (93)

Pilot 1 %20 ALA cream topical 630 nm, 125 J/cm? (94)

Pilot 6 ALA, 30-60 mg/kg p.o. 628 nm, 50 ve 100 J/cm? (83)
Photofrin®, 2 mg/kg i.v.

Pilot 20 m-THPC, 0.15 mg/kg i.v. 650 nm, 10-15 J/cm® (95)

Pilot 1 ALA, 60 mg/kg p.o. 633 nm (96)

Pilot 15 m-THPC 0.075-0.15 652 nm, 10-15 J/cm? (97)
mg/mL. 532 nm, 105-210-340 Jicm?

| 21 LS11, 40 mg/m?i.v. 660 nm, 250-2000 J/cm? (84)

| 11 LS11, 0.5-3.5 mg/kg i.v. 664 nm, 25-100 J/cm? (98)

| 28 m-THPBC 0.3-0.6 mg/kg 740 nm, 60 Jlem? (99)
V.

I 11 Npe6, 0.5-3.5 mg/kg i.v. 664 nm, 25-100 J/cm? (100)

I/ 6 Photofrin®, 2 mg/kg i.v. 200 J/cm® (101)

/11 ALA (102)

Il 58 Photofrin®, 2.5 mg/kg i.v. (85)

Il LS11, 40 mg/m? i.v. 200 J/em? (103)

Il LS11, 40 mg/m?i.v. 200 J/cm? (104)

/111 Photofrin®, 2 mg/kg i.v. 633 nm, 200 mW (86)

i 8 Photofrin®, 1.2 mg/kgi.v. ~ 630 nm, 200-300 J/cm® (105)

2.5. BODIPY ve Tiirevleri

BODIPY ve tiirevleri, ilk olarak sahip olduklart yiliksek floresans 6zelliklerinden

dolayr biyomolekiillerin goriintiilenmesinde ajan olarak kullanilmaya baslanmistir (Sekil
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7). 1968 yilinda Treibs ve Kreuzer tarafindan kesfedilen BODIPY bilesikleri son yillarda
oldukea ilgi ¢ekici bilesikler haline gelmistir. 2014-2019 yillar1 arasinda BODIPY tiirevli
bilesiklere ait 352 patent bulunurken, 2019 Scopus verilerine gore yaklasik 3000 makale
yayinlanmistir (106, 107).
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Sekil 7. BODIPY bilesigi

BODIPY bilesiklerinin yiiksek absorpsiyon katsayisi, yiliksek floresans kuantum
verimi, kimyasal kararlilik ozelliklerine sahip oldugu bilinmektedir. Bu bilesiklerin
absorpsiyon ve emisyon Ozellikleri BODIPY ¢ekirdeginde gergeklestirilecek
modifikasyonlarla degistirilebilmektedir. Bu nedenle biyomolekiil etiketleme ajani, gilines
pili, kemosensor, optik materyal olarak siklikla kullanilmaktadir (108-111). Son yillarda
yiiksek absorpsiyon katsayisi, yiiksek saflikta sentezlenebilme, yiiksek singlet oksijen
verimine sahip olabilme, yiiksek fotokararlilik, toksik olmayan ¢oziiciilerde ¢oziinirliik,
hiicre i¢ine kolay alinmasi, karanlikta diisiik toksisite gibi 6zelliklerinden dolayr PDT’de
kullanilan fotoduyarlastirici bilesiklerden biri olmaya baslamistir (10). Bir¢ok preklinik
calisma devam etmesine ragmen, BODIPY ve tiirevli bilesiklere ait klinik calismaya

rastlanilmamustir.

Fotoduyarlastirict bilesiklerin en onemli dezavantajlarindan biri yaygin organik
coziiciilerde ¢oziiniirlik sikintist yasanmasidir. BODIPY bilesiklerinin yaygin organik
coziiciilerdeki ¢Oziiniirliiglinii artirmak i¢in dallanmis ve dallanmamis alifatik diiz zincir
iceren gruplar tercih edilmektedir. Ayrica suda ¢oziiniirliigii saglayabilmek i¢in BODIPY
bilesiklerinin tiirevlendirilmesinde azot grubu bulunduran gruplari igeren dallanmig ve
dallanmamis ligandlar sik¢a kullanilmaktadir. Suda ¢oziinebilen fotoduyarlastirici
bilesiklerin sentezi PDT uygulamalarinda biyouyumlulugu ve biyodagilimi arttirdigindan

dolay1 olduk¢a 6nemlidir (8).
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2.6. DNA ile Molekiillerin Etkilesimleri

DNA, tim organizmalarin canlilik fonksiyonlar1 ve biyolojik gelismeleri bir
nesilden digerine aktaracak bir sekilde tasiyan ve niikleik asitler olarak adlandirilan uzun
dogrusal polimerlerdir. Bu makromolekiillerin her biri seker, fosfat ve bazdan olusan ¢ok
sayida birbiriyle baglantili niikleotidden olusmaktadir. Fosfatlar ile baglantili sekerler
yapisal bir rol oynayan ortak bir omurga olustururken, niikleik asit zinciri boyunca uzanan
baz dizisi genetik bilgiyi tasimaktadir. Iki poliniikleotit zinciri sag el vida dogrultusunda
ortak bir eksen etrafinda dolanmaktadir. Bu iki zincir Sekil 8’de de gorildiigii gibi
birbirlerine zit yonelimli olarak bulunmaktadir, bu nedenle antiparalel olarak
adlandirilmaktadir. Bazlar sarmalin eksenine neredeyse diktir ve komsu bazlar 3.4 A (3.4
nm) mesafededir. Sarmal yap: 34 A’da bir tekrarlar ve sarmalin her iki doniis arasi turu
icin 10 baz vardir. DNA molekiiliiniin ¢cap1 20 A ve uzunlugu da birka¢ bin A kadardur.

Eksen iizerinde sira ile genis olan major ve minor oluklar yer almaktadir (112, 113).
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Sekil 8. DNA molekiilii yapisi (Barut’tan, 50)

DNA sarmalindaki bazlarmm hidrojen etkilesimleri ile bag yapmasi hayatin
devamliligi agisindan olduk¢a oOnemlidir. DNA’da Adenin-Timin ve Sitozin-Guanin
bazlarinin birbiriyle hidrojen bagi yapabileceginden zincirlerden birindeki baz sirasi
sarmaldeki tamamlayic1t zincirin sirasint belirlemektedir. Hidrojen baglarinin zayif
etkilesimler olmasi1 nedeniyle baglar sicaklik ve mekanik gii¢ gibi faktorlerle kopup tekrar
olusabilmekte, bu sekilde de DNA’nin replikasyonu ve protein sentezi gerceklesmektedir
(114). DNA, gen mutasyonlarinda, onarim mekanizmasi bozukluklarinda, kontrolsiiz hiicre

¢ogalmasinda onemli rol oynamaktadir (11). DNA’da gergeklesen geri doniisiimsiiz
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degisikliklerle kanser olusumunun oldukga iliskili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle DNA,
yeni antikanser ilaglarin bulunmasinda en 6nemli hedeflerden biri haline gelmistir (12).
DNA ile molekiillerin etkilesiminin ii¢ temel yolu bulunmaktadir. Bunlardan birincisi
DNA’ya baglanan proteinlerin etkilesimini kapsayan transkripsyon faktorlerinin
kontroliidiir. Burada, molekiil dogrudan DNA ile etkilesime girmez, bunun yerine DNA
molekiiliine baglanan proteinlerle etkilesime girer ve DNA’nin fonksiyonlarini degistirir.
Ikinci olarak DNA-RNA hibritlerinin olusmasi ile transkripsiyon aktivitesine etKi
edilmektedir. Ugiincii ve son yol olarak molekiillerin direkt olarak DNA’ya baglanmasidir.
Burada molekiiller DNA ile kovalent ya da kovalent olmayan tiirlerde etkilesimler

gerceklestirerek DNA’nin fonksiyonunu etkilemektedir.

DNA ile kovalent etkilesimler geri doniistimsiizdiir. Yiiksek baglanma kuvvetiyle
DNA’ya baglanan molekiiller, DNA proseslerinin tamamen inhibe olmasina sebep
olmaktadir. Bu durum kanserli hiicrenin 6liimiine sebep olurken yiiksek baglanma kuvveti
nedeniyle saglikli hiicrelerin de oliimiine neden olarak istenmeyen ciddi yan etkiler
olusturmaktadir. Bu nedenle son yillarda antikanser ilaglarin ¢ogu niikleik asitlerle geri
dontisiimlii etkilesimler yapacak sekilde tasarlanmaktadir. DNA ile molekiiller kovalent
olmayan etkilesimlerle 3 farkli sekilde baglanma gergeklestirmektedir (Sekil 9). Bunlar
molekiillerin biiytlikliigline, geometrisine ve stereokimyasal Ozelliklerine bagli olarak

degisen elektrostatik, oluga baglanma ve interkalasyon etkilesimleridir (115-117).

Hiicre i¢i ortamda katyonik molekiiller negatif yiiklii olan DNA ile elektrostatik
etkilesimler gergeklestirerek biyolojik fonksiyonlarda rol oynar. Katyonlarin DNA ile
etkilesmesi sonucu fosfat gruplart nétr hale gelir ve karsit iyonlar serbest kalir. Bu durum

DNA’nin konformasyonu ve kararliligi izerinde 6nemli rol oynamaktadir (118).

Oluga baglanma etkilesimleri, molekiillerin DNA’nin major veya minor oluklarinin
birinde yer alan baz ciftlerinin oluga bakan yilizeydeki fonksiyonel gruplar ile
etkilesmesiyle gerceklesmektedir. Bu molekiiller genellikle uzun ve esnek bir yapiya sahip
olup, oluklardaki bazlarla etkilesime girer. Molekiiller ve bazlar arasinda hidrojen baglari
ya da van der Walls etkilesimleri gergeklesmektedir. Bu nedenle biiyiikk konformasyonel
degisiklikler goriilmemektedir. DNA oluklarina baglanan distamisin, netropsin gibi kiigiik
molekiiller minor oluklar iizerinden etkilesim gerceklestirirken, makromolekiillerin ise

major oluklar {izerinden etkilestigi bilinmektedir (119, 120).
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Interkalasyon etkilesimleri, temel olarak molekiiliin iki baz ¢ifti arasma girmesiyle
olusur. Interkalasyon siirecinde molekiiliin DNA bazlarmn arasindaki bosluga uymasi i¢in
DNA omurgasinda konformasyonel degisiklise neden olur. Interkalatér molekiiller,
transkripsiyon, replikasyon siireglerine etki ederek, topoizomerazlar, DNA onarim
sistemleri, transkripsiyon faktorleri gibi DNA ile etkilesen proteinlerin taninmasini ve
fonksiyonlarin1 engeleyebilir. Bunun sonucunda da hiicre oliimii gerceklesebilmektedir
(50). Kanser tedavisinde adriamisin ve daunomisin gibi kullanilan interkalatif ajanlar

bulunmaktadir. (121).

Elektrostatik Etkilesim Oluga Baglanma Interkalasyon

Sekil 9. DNA ile molekiillerin kovalent olmayan etkilesim tiirleri (Chen’den, 122).

DNA zincirinin kesimi hayatin devamlilig1 i¢in gerekli enzimatik reaksiyonlar
olarak kabul edilmektedir. Ornegin topoizomeraz enzimi, DNA zincirini keserek
replikasyonda veya transkripsiyonda olusan topolojik problemleri ortadan kaldirmaktadir
(123). Ayrica yabanct DNA’y1 keserek virlis enfeksiyonlarina karsi hiicreyi koruyan
restriksiyon enzimlerinin var olmast ve DNA’nin bozunarak hiicreyi apoptoza siiriiklemesi
DNA kesiminin 6nemini gosteren baska 6rneklerdir (124, 125). Bir¢ok antikanser ilacinin,
DNA hasar1 yaratarak apoptozu tetikledigi ve hiicre 6liimiine yol agtig1 bilinmektedir. Bu
nedenle antikanser ilaglarin etki mekanizmasi incelenirken, DNA niikleaz 6zelliklerinin
belirlenmesi olduk¢a onem arz etmektedir (126, 127). Genel olarak, DNA’nin kesimi

hidrolitik, oksidatif ve fotoniikleaz olmak {izere 3 farkl sekilde incelenmektedir (Sekil 10).

Hidrolitik niikleaz su varliginda fosfodiester baglarinin koparak DNA

fragmentlerinin olustugu bir yontem olarak tanimlanmaktadir. DNA’nin omurgasi

22



fosfodiester baglariyla olustugundan dolayr DNA’nin hidrolizi olduk¢a 6nemli ve kararlig
nedeniyle zor bir reaksiyondur. Bu yontemin genel olarak mekanizmasi Lewis asidi olarak
davranan metal iyonunun hidroliz reaksiyonudur. Lewis asidi fosfat grubunu niikleofilik
ataga dogru aktive edebilir. Bu durum alkoliin ayrilan grup 6zelligini artirir. Bu yontem ile

olusturulan fragmentler, yeniden bir araya getirilip DNA’nin biitlinliigii saglanabilir (115).

DNA’nin oksidatif niikleaz etkinligi niikleobazin oksidasyonu veya seker
hidrojeninin ¢ikarilmasiyla deoksiribozun oksidasyonu yoluyla ger¢eklesmektedir.
Oksidatif niikleaz1 baglatmak igin genellikle H,O, gibi yardimci bilesenlere gerek
duyulmaktadir. Oksidatif niikleaz hem karbohidrat hem de niikleik baz seviyesinde
meydana gelmektedir. Bu yontemde ¢esitli yardimer bilesenlerle olusan reaktif oksijen
tirlerin etkisiyle deoksiriboz ve dort niikleobaz zarar goérmektedir. Oksidatif niikleaz
hidrojen ¢ikarilmasi, eklenmesi ve elektron transferi olmak iizere 3 farkli mekanizma

tizerinden gergeklesmektedir.

DNA’nin fotoniikleaz aktivitesi oksidatif niikleaz etkinligine oldukc¢a benzerlik
gosterirken, ikisini birbirinden ayiran temel Ozellik fotoniikleaz aktivitesinde 1s1k
kullanilmasidir. Goriiniir ya da UV 1s1n kullanilarak aktiflestirilen niikleazlar biyomedikal
alanda bir¢cok proseste kullanilabilmektedir. Bununla birlikte fotoduyarlastirici 6zellige
sahip olan bilesikler PDT’te antikanser ilag olarak kullanilmaktadir. Fotoniikleaz
aktivitesinin mekanizmasi incelendiginde, fotokimyasal reaksiyonlar sonucu olusan
radikallerin deoksiriboz sekerinde bulunan hidrojenin ¢ikarmasi, fotoduyarlastirici
bilesigin niikleobaza elektron transferi, fotoduyarlastirici bilesiklerin singlet oksijen

iretmesi ve son olarak baz eklentisinin olugsmasi oldugu belirlenmistir (115, 128).
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Sekil 10. DNA’nin niikleaz mekanizmasi (Ali’den, 11).

2.7. Topoizomeraz Enzimleri

Topoizomerazlar, hem Okaryotlarda hem de prokaryotlarda DNA replikasyonu,
transkripsiyonu, rekombinasyonu gibi topolojik 6zelliklerden sorumlu olan enzimlerdir
(129). Topoizomerazlar, topoizomeraz | (EC 5.99.1.2.) ve topoizomeraz Il (EC 5.99.1.3.)
olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadir. Topoizomeraz I enzimi DNA ¢ift zincirinin bir
tanesinde kirik olusturarak, topoizomeraz II enzimi ise ¢ift zincirin ikisinde de kirik
olusturarak etki gostermektedir. Topoizomeraz 1 enzimi hem niikleaz hem de ligaz
aktivitesi gostermektedir. Zincir kirigr esnasinda kirilan fosfodiester baglarin enerjisi
depolanip zincir birlestirildiginde bu enerji kullanilmaktadir. Bu nedenle ATP gereksinimi

bulunmamaktadir. Topoizomeraz II enziminde ise ¢ift zincirin ligaz aktivitesi esnasinda

ATP’ye ihtiyag duyulmaktadir (13).

Topoizomeraz enzimlerinin aktif bdlgelerinde bulunan tirozin aminoasidi DNA
uclarindan birine transesterifikasyon reaksiyonu ile kovalent bag yaparak fosfat bagim
koparir (Sekil 11). Daha sonra ilk reaksiyonun tam tersi bir reaksiyon gercekleserek

protein ve DNA arasindaki fosfotirozin bagi kirilir ve ligasyon islemi gerceklesir (130-

132).
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Sekil 11. Topoizomeraz enzimlerinin DNA kirigi olusum mekanizmasi (Wang’dan, 131)

Topoizomeraz enzimlerinin DNA’nin hiicre icerisindeki yapisinin korunmasi
acisindan oldukca Onemli gorevleri bulunmaktadir. Bu enzimler olmadan DNA
replikasyonunun gerceklesmesi miimkiin degildir. Bircok ¢alisma hizla ¢ogalan hiicrelerin
yiikksek seviyede topoizomeraz ekspresyonuna sahip oldugunu gostermistir. Kanser
hiicrelerinde hizli ¢ogalma nedeniyle topoizomeraz enzimlerinin ekspresyonunun arttigi,
bu enzimlerin kontrolsiiz hiicre béliinmesinde ©nemli rollerinin oldugu yapilan
caligmalarda goriilmektedir. Bu nedenle topoizomeraz enzimlerinin inhibisyonu son
yillarda antikanser ilaglarin ana hedefleri haline gelmistir (133). Saglikli hiicrelerde
topoizomeraz Il enzimi hiicre dongiistiniin S/G2/M fazinda eksprese edilirken, malign
hiicrelerde ekspresyonun daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica yapilan c¢aligmalar
topoizomeraz ve transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan p53 proteinin birbiriyle
baglantili oldugunu goéstermektedir. Topoizomeraz I enziminin inhibisyonunda olusan
topoizomeraz-inhibitér kompleksi hiicrede p53 diizeyinin artmasina sebep olmaktadir
(134).

Topoizomeraz inhibitorleri iki smifa ayrilir: topoizomeraz zehirleri ve katalitik
inhibitorler (Sekil 12). Topoizomeraz zehirleri, DNA zincirleri tizerinde Kkiriklar
olusturarak hiicre icerisinde zehir etkisi yaratmaktadir. Bu inhibitérler DNA-topoizomeraz
kompleksinin olusturdugu kiriklarin tekrar birlesmesine engel olmaktadir. Hiicrelerde
hasarli DNA’nin birikmesine bagli olarak programli hiicre 6liimii gerceklesmektedir.
Katalitik inhibitorler ise DNA ya da topoizomeraz enzimlerine baglanarak ya enzimin
katalitik dongiisiinii etkilemekte ve sliper kivrilmalarin, diiglimlerin ¢6ziilmesini 6nleyerek

mitotik ve mayotik basarisizliklara neden olmaktadirlar (135). Klinikte ¢esitli kanser
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tirlerinde kamptotesin, irinotekan, topotekan, doksorubisin ve etopozit gibi topoizomeraz
inhibitorleri kullanilmaktadir. Ancak bu inhibitorler karaciger hasari, alopesi, ates, titreme,
gastrointestinal sorunlar, Kkardiyotoksisite, immunsistemin baskilanmasi gibi ciddi yan
etkilere sahiptirler. Topoizomeraz enzimlerinin ¢ogalma proseslerinde 6nemli rol oynamasi
ve mevcut klinikte kullanilan ilaglarin ciddi yan etkilere sahip olmasi bilim insanlarim

alternatif arayislara siiriiklemektedir (16).

TOPOIZOMERAZ I TOPOIZOMERAZ II
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Sekil 12. Topoizomeraz | ve Il enzimlerinin inhibisyonu (Barut’tan, 50)

2.8. Tla¢ Tasiyic1 Sistemler

PDT etkinligini arttirabilmek amaciyla fotoduyarlagtirict maddelerin tiimore
selektif olmasi1 gerekmektedir (10). Bu nedenle fotoduyarlastiricinin selektif doku veya
hiicre igerisinde birikmesi i¢in lipozom, nanopartikiil, mikrokiire ve albiimin gibi c¢esitli
tastyict sistemler kullanilmaktadir (17). Bu tasiyici sistemlerin, ilaglarin emiliminin
arttirtlmasi, kanserli hiicrelere selektif olmasi, biyolojik yari dmriiniin uzatilmasi, diisiik
dozlarda terapotik etki gostermesi, stabilitesinin artmasi, biyouyumlu olmasi, yan etkileri

azaltmasi, diisiik toksisite gostermesi gibi onemli avantajlari bulunmaktadir (18, 19).
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flag tasiyic sistemler tipta teshis, tedavi ve koruyucu amaclarla kullanilmaktadur.
Baslica kanser, bakteri, viral ve mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde, gen tedavisi, viriis

ve agilarin viicuda verilmesinde siklikla kullanilmaktadir (136).
2.8.1. Lipozomlar

Lipozomlar tek ya da i¢ i¢e bir¢ok tabakadan olugsmus, yaklasik olarak 0.02-3.5 um
boyutlarinda olan kolloidal tasiyici sistemlerdir (Sekil 13). Lipozomlar, biyolojik
membranlara benzer sekilde, i¢ kisimda hidrofilik dis kisimda ise hidrofobik bosluklar
igcermektedir. Suda ¢dziiniir maddeleri hidrofilik kisimda, lipofilik maddeleri ise hidrofobik
kisimda hapsederek tasiyict gorevi gormektedir. Lipozomlar biyoparcalanabilir ve

biyogecimli lipitlerden olugsmaktadir (137).

Dis Lipid Tabaka

polar bosluk

Hidrofobik bosluk

Sekil 13. Lipozom yapisi

Bu tasiyic1 sistemin esas bileseni fosfolipitlerdir. Lipozomlarin hazirlanmasinda
dogal ve sentetik fosfolipitler kullanilmaktadir. Bu fosfolipitler; dipalmitoilfosfatidilkolin
(DPPC), yumurta veya soya fosfatidilkolin (PC), fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilserin
(PS) ve sfingomiyelinlerdir (137). Ayrica fosfolipitlerden olusan yapinin dayanikliligini
arttirmak icin yapiya bazi maddeler eklenmektedir. Ornegin kolesterol tabakanimn
gecirgenliginin azaltilmasinda etkilidir. Doymamis yag asitlerinin bozulmamasi igin
tokoferol gibi maddelerin ilavesi gerceklestirilebilir. Hidrofilik uzun zincirli polimer

sayesinde lipozomun plazmada kalma siiresi arttirilabilmektedir (138, 139).

Lipozomlar sahip olduklar1 boyutlara, tabakalara ve elde edilis sekillerine gore ¢ok
tabakali, biiyiik tek tabakali, kiiclik tek tabakali ve ters faz teknigi ile hazirlanan lipozomlar

olmak {izere 4 ana sinifta incelenmektedir (138).
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Lipozomlarin kimyasal ve fiziksel ozellikleri in vitro ve in vivo davranislarini
olduke¢a etkilemektedir. Bu nedenle de hazirlanan lipozomlarin karakterizasyonu oldukca
onem arz etmektedir. Lipozomun biiylikligl, pH duyarliligi, 1s1 duyarliligi, yiizey yiikii,
membran akiskanlhigi, lipitlerin ¢esidi gibi oOzellikler fizikokimyasal ozellikleridir.
Lipozomlarin karakterizasyonunda partikiil biiytikliigli, polidispersite indeksi, pH,

mikroskobik goriintiileme ve enkapsiilasyon etkinligi incelenmektedir.

Sekil 14’te de goriildigii gibi lipozomlar hiicre igerisine endositoz, fiizyon, lipit
degisimi ve adsorbsiyon olmak tizere 4 farkli mekanizma iizerinden girmektedir (140).

a) Endositoz: Hiicre yiizeyine temasta bulunan lipozomlarin fagositoz yoluyla
hiicre igerisine alinmasi olayidir.

b) Fiizyon: Hiicre membrani ile lipozomun lipit tabakasinin birlesmesidir.

c) Lipit degisimi: Hiicre membran1 ve lipozom yapisindaki lipitlerin yer
degistirmesidir.

d) Adsorbsiyon: Lipozomun hiicre yilizeyine tutunmasi olayidir.

Endositoz \\ Fﬁlyl)ll
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Adsorpsiyon Lipidik degigim

Sekil 14. Lipozomlar ile hiicrelerin etkilesim mekanizmalari (Yiicel’den, 140)

2.8.2. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, boyutlar1 10-1000 nm arasinda degisen partikiil biiytikliigline sahip
dogal ya da sentetik polimerlerle hazirlanmis etkin madde tasiyict sistemlerdir (141).
Nanopartikiiller, ilaglari, yaglari, vitaminleri, proteinleri igeren formiilasyonlarin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Polimerik nanopartikiiller, etkin maddeyi korumak ve
etrafindaki ortamdan izole etmek i¢in enkapsiile etmektedir. Nanopartikiiller hazirlanma
yontemine gore nanokiire veya nanokapsiil olarak adlandirilmaktadir. Nanopartikiillerin en

bliylik avantajlari, kiiclik boyutlara sahip olmasi ve partikiillerin hazirlanmasinda
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biyobozunur materyaller kullanilmasidir. Bdylece nanopartikiillerin hedef bdlgede daha
fazla birikmesi saglanirken, biyobozunur materyaller sayesinde de uzun siire kontrollii
madde salinmimi gergeklestirilebilmektedir. Ayrica nanopartikiiller ilaglarin stabilitesinin

artmasini saglamaktadir (140).

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda dogal (jelatin, kitosan, aljinat, albiimin) ve
sentetik (polilaktik asit (PLA), polilaktik ko-glikolik asit (PLGA), polianhidritler)
polimerler kullanilmaktadir. Kullanilan polimer ilac1 ¢6ziindiirmek, stabilize etmek,
hedefleme, doku penetrasyonunu artirma gibi amaglar igin gelistirilmektedir. Polimerik
nanopartikiiller hazirlanirken yiizeyindeki kimyasal gruplar arasindaki etkilesimlerin yani
sira immiinolojik etkilesimleri azaltmak amaciyla non-iyonik surfaktanlar kullanilmaktadir

(142-144).

Nanopartikiiller misel polimerizasyonu, emiilsiyon polimerizasyonu, emdiilsiyon-
¢ozilicii buharlagtirma yontemi, nanopresipitasyon teknigi, yiizeylerarast polimerizasyon,
aktif maddenin nanopartikiillerle adsorpsiyonu, nanog¢oktiirme, iyonik jelasyon, su/yag
emiilsiyonunda 1s1 denatlirasyonu ve capraz baglanma gibi birgok farkli yontem ile
hazirlanmaktadir. Bu nanopartikiil hazirlama yontemlerinde farkli  polimerler

kullanilmaktadir (136, 145).

Nanopartikiiller, hiicreye fagositoz yoluyla almip hiicre igerisindeki lizozomal
enzimler tarafindan pargalanmaktadir. Biyobozunur materyallerden olusan nanopartikiiller,
viicutta hidrolize ugrayarak laktik asit, glikolik asit gibi biyolojik olarak pargalanabilir
metabolitlere doniismektedir (146, 147).

Polimerik nanopartikiil hazirlanmasinda PLGA olduk¢a fazla kullanilmaktadir.
PLGA ile hazirlanan partikiiller kontrollii ilag salinim1 saglamaktadir. PLGA’nin yaygin
kullanilmasiin sebeplerinden bir digeri ise biyolojik olarak pargalanabilir olmasidir.
Bunun yani sira biyoyararlanimi artirirlar, gastrointestinal gegis sirasinda ilaci korurlar.
Nanopartikiil hazirlanmasi1 esnasinda ylizey aktif maddeler emiilgatér olarak islev
gormektedir. PLGA nanopartikiil sentezinde en ¢ok polivinil alkol (PVA) emiilgator olarak
kullanilmaktadir (140).
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2.9. Literatiir Ozeti

BODIPY ve tiirevleri kolay sentezlenebilme, yiiksek singlet oksijen verimine sahip
olabilme, yiiksek fotokararlilik, yiiksek fototoksisite karanlikta diisiik toksisite gibi
Ozelliklerinden dolay1 son yillarda yeni bir PDT ajani olarak ortaya ¢ikmustir (148).

2012 yilinda Wang ve arkadaslari piridinyum grubu igeren iki adet BODIPY
bilesiginin sentezini gergeklestirip, singlet oksijen kuantum verimini, DNA baglanma ve
niikleaz etkinligini spektrofotometrik ve elektroforetik yontemlerle incelemistir (Sekil 15).
PBS tamponu igerisinde 6 ve 7 numarali bilesiklerin sirasiyla 0.10 ve 0.22 degerlerinde
singlet oksijen kuantum verimine sahip oldugu bulunmustur. Buna ek olarak bilesiklerin
DNA ile kovalent olmayan baglarla etkilestigi, 151k varliginda tirettigi reaktif oksijen tiirler
ile de DNA hasari yarattig1 tespit edilmistir (149).

BODIFY 6 ! BODIPY 7 '

Sekil 15. Piridinyum grubu igeren 6 ve 7 numarali BODIPY bilesikleri (Wang’dan, 149)

2013 yilinda Zhao ve arkadaslar1 imidazolyum grubu iceren iki adet BODIPY
bilesigini  sentezleyip, gorilintileme ajan1 olarak kullanip kullanilamayacagini
belirleyebilmek amaciyla DNA baglanma g¢alismalar1 gergeklestirmistir (Sekil 16). DNA
ilavesi sonrasinda bilesiklerin absorbansinda azalma ve maksimum absorbans gosterdikleri
dalga boyunda kirmiziya kaymalar gézlenmistir. Bu sonuglar, 1 ve 2 numarali bilesigin
DNA ile interkalasyon tiiriinde bir etkilesim gerceklestirdigi ve floresans Ozelliklerinden

dolay1 DNA probu olarak kullanilabilme potansiyelleri ortaya konulmustur (150).
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1: R = N(CHa)>

2: R=OCHj

Sekil 16. Imidazolyum grubu igeren 1 ve 2 numarali BODIPY bilesigi (Zhao’dan, 150)

2018 yilinda Biyiklioglu ve arkadaslart dimetilamino ve dietilamino grubu igeren
iki adet BODIPY bilesiginin DNA baglanma ve niikleaz etkinliklerini absorpsiyon
spektroskospisi, viskozite ve elektroforetik yontemler kullanilarak incelemistir (Sekil 17).
Bu calismanin sonucunda 2a ve 3a bilesiklerinin DNA’ya 3.58+0.08x10° ve
1.2740.10x10° M degerleriyle kuvvetli bir sekilde baglandig: tespit edilmistir. Ayrica
bilesiklerin 650+20 nm 1s1k ile uyarilmasi sonucunda iiretilen reaktif oksijen tiirlerle

oldukga 6nemli fotoniikleaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir (151)

Sekil 17. BODIPY 2a ve 3a bilesikleri (Biyiklioglu’dan, 151)

2012 yilinda Banfi ve arkadaglari tarafindan sekiz adet BODIPY bilesiginin
fotokimyasal analizleri gerceklestirilip, HCT-116 hiicre hattina karsi fototoksik etkileri
incelenmistir (Sekil 18). Bu ¢alismanin sonunda bilesiklerin yesil LED 151k kaynagi (33
Jlcm?) ile uyarildiginda HCT-116 kanser hiicre hattina karsi yiiksek fototoksik etki

gosterdigi  belirlenmistir. Ayrica Dbilesiklerin  hiicre o6liim mekanizmas1 analizleri
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gerceklestirildiginde, hiicrelerin apoptoz ile 0ldiigi tespit edilmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda kullanilan bilesiklerin klinikte kullanilabilme potansiyellerinin var oldugu

belirtilmistir (152).

BODIPY R, R: R

CH>CH» OCH; H
H OCH; H

CH.CH, OH H

& W ON =

H OH H

n

CH>CH» H OH

6 H H OH

Sekil 18. BODIPY 1-8 bilesikleri (Banfi’den, 152)

2015 yilinda Sengiil ve arkadaslari mezo pozisyonunda karbazol grubu igeren iki
adet BODIPY bilesiginin sentezini gergeklestirmistir (Sekil 19). Bilesiklerin fotofiziksel
ozellikleri floresans spektroskopisi kullanilarak incelenmistir. Daha sonra bilesiklerin HT-
29 kanser hiicre hatt1 lizerine etkileri MTT yontemi kullanilarak incelenmistir. Caligmanin
sonucunda floresan ozellige sahip olan bilesiklerden 5 numarali bilesigin 8.30 ng/mL, 4

numarali bilesigin ise 21.70 ng/mL ICsq degerine sahip oldugu belirlenmistir (153).

Sekil 19. BODIPY 4 ve 5 bilesikleri (Sengiil’den, 153)

2016 yilinda Shivran ve arkadaslar1 {i¢ adet suda coziinebilen glukoz tiirevli
BODIPY bilesiginin A549 hiicre hattinda PDT etkinliklerini incelemistir. Incelenen

bilesikler arasinda en yiiksek aktiviteye sahip olan 4 numarali bilesigin hiicre o6liim

32



mekanizmas1 ayrintili olarak incelenmigtir. Ayrica, bilesigin hiicre igerisindeki yeri

konfokal mikroskop yardimiyla belirlenmistir (154) .

2017 yilinda Gontijo ve arkadaslar1 kinon tiirevli BODIPY bilesiklerinin HCT-116
hiicre hattina kars1 etkinliklerini MTT yontemi kullanilarak incelemistir. Ayrica
bilesiklerin goriintiilleme ajant olma potansiyelleri konfokal mikroskop kullanilarak
incelenmistir. Calisma sonunda bilesiklerin kanserli hiicrelerin lizozomunda biriktigi tespit

edilirken, antikanser potansiyelleri de ortaya konulmustur (155).

He ve arkadaslar1 simetrik olmayan distiril BODIPY bilesiklerinin 15 nM’dan daha
diisiik ICso degerlerine sahip olduklarini ve bundan dolayr oldukca yiiksek fototoksik
aktivite gosterdiklerini ortaya koymuslardir (Sekil 20). Bilesiklerin hiicre igerisindeki yeri
floresans mikroskop yardimiyla belirlenmistir. 4 numarali bilesigin lizozom ve
mitokondride yer aldigi tespit edilirken, 5 numarali bilesigin ise hiicre membraninda

biriktigi gdzlenmistir (156).

N_

4 (28%), 12: Ar =§—Qo/_/

V4
+N— |

Sekil 20. BODIPY 4 ve 5 numarali bilesikler (He’den, 156)

2016 yilinda Shi ve arkadaslar1 hyaluronik asit tiirevli diiyodostiril BODIPY igeren
nanopartikiil sentezi ger¢eklestirmistir. Daha sonra HCT-116 hiicre hattiyla in vivo kanser
modeli olusturulup nanopartikiiliin PDT etkinligi incelenmistir. Calismalar sonucunda
hazirlanan nanopartikiiliin tiimor biiyiimesini engelledigi tespit edilmistir. Formiilize edilen
hal ile etkin madde kiyaslandiginda formiilize edilen halin ¢ok daha etkili oldugu
gorilmistiir (157).

Tim bu bilgiler 15181inda bu ¢alismada fotoduyarlastirici 6zelliklerinin var oldugu
literatiirce belirtilen BODIPY bilesiklerinin segilmesinin PDT’de alternatif ajan iiretilmesi

acisindan olduk¢a kiymetli oldugu disiiniilmektedir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda
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sentezlenen piridinyum ve dimetilamino gruplar1 igeren dort farkli suda ¢oziinebilen
BODIPY bilesiginin kolorektal kanseri tedavisinde kullanilmak {izere uygun PDT ajani
olup olmadiginin belirlenmesi amaclanmistir. Bu baglamda bilesiklerin  PDT
potansiyellerini ortaya koymak i¢in suda ¢6ziinebilen BODIPY bilesiklerinin fotokimyasal
ozellikleri, singlet oksijen kuantum verimi ve fotobozunma yiizdeleri incelenmistir. Daha
sonra suda ¢oziinebilen BODIPY bilesiklerinin  DNA baglanma modlari, UV-Vis
spektrofotometri, viskozimetri ve agaroz jel elektroforez yontemleri ile belirlenmistir.
Ayrica, suda ¢oziinebilen BODIPY tiirevli bilesiklerin plasmid pBR322 DNA niikleaz ve
topoizomeraz /11 inhibisyon o6zellikleri agaroz jel elektroforez yontemi ile incelenmistir.
Bununla birlikte bilesiklerin topoizomeraz I/II inhibisyonuna ait molekiiler kenetleme
calismalar1 gergeklestirilmistir. BODIPY bilesiklerin HCT-116 kolorektal kanser hiicre
hatt1 lizerindeki olasi sitotoksik/fototoksik etkileri MTT hiicre canlilik testi incelenmistir.
HCT-116 kolorektal kanser hiicresine karsi yiiksek fototoksik etki gosteren BODIPY
bilesiklerinin hiicre 6liim mekanizmasini belirlemek amaciyla faz kontrast mikroskop ve
akis sitometresi kullanilmistir. Calismanin son kisminda yliksek fototoksik etki gdsteren
bilesikler nanotasiyici sistemlerle formiilize edilerek elde edilen formiilasyonlarin HCT-
116 kolorektal kanser hiicre hattinda in vitro sitotoksik ve fototoksik etkileri MTT yontemi

kullanilarak incelenmistir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gere¢

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazin Ad1 Marka/Model

Akig sitometre BD Accuri C6

Buzdolabi (+4 °C) Argelik

CO, inkiibatori Niive EC160

Derin dondurucu (-20 °C) Arcelik

Derin dondurucu (-80 °C) Thermo Scientific 88400V
Elektroforez gii¢ kaynagi BioRad Power PacTM Basic
Faz kontrast mikroskop Leica DM1

Hassas analitik terazi Ohaus PA 2140

Is1tici

Jel goriintiileme sistemi
Laminar akis kabini
Magnetik karistirict
Mikroplaka okuyucu
Otomatik pipetler

pH metre

Santrifiij

Su banyolu ¢alkalayici
Sogutmali Santrifiij
Gegirimli Elektron Mikroskobu
(TEM)

UV-Vis spektrofotometre
Viskozimetre

Vorteks

Yatay DNA elektroforezi

Zeta potansiyeli

Wisd Hotplate MSH-20A

Bio Rad Universal Hood Imager Gel
Mikrotest Class 11 A2

Dragon MS-H-Pro

Thermo Scientific Multiskan Go
Socorex

Ohaus Starter 300

Niive MFS800OR

Memmert WNB 7-45

Sigma 3-30K

FEI, TecnaiTM G2 Spirit
TWIN/BioTWIN

Perkin Elmer Lambda-25

Fungi Lab Alpha L

Visemix WM-10 Wisd

Biorad Wide Mini-Sub Cell GT System

Malvern Zetasizer ZS90, UK

35



3.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler Tablo 3 ve 4°te verilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Adi Marka, Kodu
1,3-Difenilisobenzofuran (DPBF) Sigma, 105481
a,0’-(Antrasen-9,10-diil)bimetilmalonat (ADMA) Sigma, 75068
Calf thymus-DNA (CT-DNA) Sigma, D1501-1
Trisma baz Sigma, 93362
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma, S7653
Etidyum bromiir (EB) Sigma, E7637
Agaroz Sigma, A9539
Asetik asit Sigma, A6283
Etilendiamin tetraasetik asit disodyum (EDTA-Na,)  Sigma, E5134
B-Merkaptoetanol (ME) Sigma, M3148
Bromofenol mavisi Sigma, B0126
Ksilen siyanol Sigma, X4126
Gliserol Sigma, G5516

pBR322 plasmid DNA
Hidrojen peroksit (H20,)
Askorbik asit (AA)
Topoizomeraz | enzimi
Topoizomeraz Il enzimi
Potasyum kloriir (KCI)
Magnezyum kloriir (MgCly)
Ditiyoeritol (DTT)
Spermidin

S1gir serum albiimin (BSA)
Adenozin trifosfat (ATP)
Dipalmitoil fosfatidilkolin (DPPC)

Kolesterol

Thermo Scientific, SD0041
Sigma, 216763
Sigma, A5960
Topogen, TG2005H
Topogen, TG2000H-1
Sigma, P9333

Sigma, M8266
Sigma, 43815

Sigma, S0266

Sigma, A2153

Sigma, A2383

Sigma, P0763

Sigma, C8667

36



Tablo 4. Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler (Devami)

Kimyasal Adi Marka, Kodu
Kloroform Isolab, 910.057
Metanol Isolab, 947.043

Poli(d,lI-laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA)
Polivinil alkol (PVA)

Diklorometan

Aseton

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Dimetil stilfoksit (DMSO)

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)
Fetal bovine serum

Tripsin/EDTA

Streptomisin/Penisilin
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-difenil tetrazolyum
bromiir (MTT)

Annexin V-FITC apoptosis detection kit

Sigma, P2191

Sigma, 341584

Isolab, 914.014

Isolab, 901.026
Sigma, L3771

Sigma, 472301
Sigma, D6421

ATCC 30-2020
Multicell, 3R5-542-EL
Multicell, 420-201-EL
Serva, 2039502

BD Pharmingen 556547

3.1.3. Calismada Kullanilan Bilesikler

Bu caligma kapsaminda kullanilan suda ¢oziinebilen piridinyum ve dimetilamino
grubu iceren distiril BODIPY tiirevli bilesikleri Karadeniz Teknik Universitesi Fen
Fakiiltesi Anorganik Kimya Anabilim Dali Prof. Dr.
BIYIKLIOGLU ve arastirma grubu tarafindan sentezlenip, cesitli spektroskopik yontemler
kullanilarak karakterize edilmistir. Incelenen piridinyum ve dimetilamino grubu igeren

distiril BODIPY tiirevli bilesiklerin kimyasal yapilar1 ve kisa kodlar1 Sekil 21 ve 22’de

verilmistir.
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Sekil 22. Calismada kullanilan BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesigi



3.1.4. Kullanilan Cozeltiler

5 mM Tris-HCI/50 mM NacCl (pH 7.2) tamponu (TBS)

151.43 mg trisma baz, 725 mg NaCl tartilmistir. Saf su ile ¢oziiliip hacmi 225
mL’ye tamamlandiktan sonra, seyreltik HCI ile pH 7.2’ye ayarlanip, saf su ile hacmi 250

mL’ye tamamlanmustir.

CT-DNA cozeltisi

Bir miktar katt CT-DNA alinarak 5 mM Tris-HCI/50 mM NaCl (pH 7.2) tamponu
igerisinde 3 gilin boyunca 4 °C’de yavas¢a karistirilarak hazirlanmigtir. CT-DNA stok
¢Ozeltisinin konsantrasyonu, ¢ozeltinin 260 nm’de molar absorblama katsayisi (€260) 6600
MZcm™? olarak alinarak absorbans &lciimii yapilip, Lambert-Beer kanunundan
konsantrasyonu belirlenmistir. Bununla birlikte CT-DNA’nin protein safsizligindan uzak
oldugunu belirlemek i¢in 280 nm’de absorbans 6lglimii yapilarak 260 ve 280 nm’lerdeki
absorbans degerlerinin 1.8-1.9:1 orani araliginda olmasina dikkat edilmistir. CT-DNA stok

¢ozeltisi +4 °C’de saklanarak bir hafta i¢inde tiikketilmistir.

1 mM EB cozeltisi

Yarigmali EB baglanma calismalar1 i¢in 1 mM EB ¢o6zeltisi hazirlanmistir. 5 mg EB

tartilip, saf su ile ¢oziiliip hacmi 10 mL’ye tamamlanmustir.

5 mg/mL EB cozeltisi

50 mg EB tartilip, saf su ile ¢6ziiliip hacmi 10 mL’ye tamamlanarak 5 mg/mL

konsantrasyonda stok ¢6zelti hazirlanmistir.

Yiiriitme tamponu (10X TAE) (pH 8)

24.20 g trisma baz, 5.60 mL asetik asit, 10 mL 0.5 M EDTA son hacim 500 mL

olacak sekilde saf su igerisinde ¢oziliip, 4 °C’de saklanmustir.

90.8’1ik agaroz jel

800 mg agaroz tartilip, 100 mL TAE (1X) ¢ozeltisi ilave edildikten sonra, 1sitict
yardimiyla kaynatilarak ¢6ziinmesi saglanmistir. Daha sonra sogutulan ¢ozeltiye 7 uLL EB

(5 mg/mL) ilave edilerek agaroz jel tankina dokiiliip sogumasi beklenmistir.
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Agaroz jel yikkleme bovasi

1 g SDS (%10), 20 mg bromofenol mavisi (%0.2), 20 mg ksilen siyanol (%0.2) ve

3 mL gliserol (%30) icerecek sekilde saf su ile hacmi 10 mL’ye tamamlanmuistir.

50 mM Tris-HCI (pH 7) tamponu

605.70 mg trisma baz tartilmistir. Saf su ile ¢ozilip hacmi 75 mL’ye
tamamlandiktan sonra seyreltik HCI ile pH 7’ye ayarlanip, saf su ile hacmi 100 mL’ye

tamamlanmustir.

0.4 M H,0; ¢dzeltisi

Stok H,0; ¢ozeltisinden 312.74 uL alinarak, saf su ile hacmi 10 mL’ye

tamamlanmgtir.

2.5 mM AA cozeltisi

8.8 mg AA tartilip, saf su ile hacmi 20 mL’ye tamamlanmustir.

0.4 M ME cozeltisi

Stok ME c¢ozeltisinden 279.72 pL  alinarak, saf su ile hacmi 10 mL’ye

tamamlanmustir.

Topoizomeraz | enzim inhibisyon tamponu (pH 8.0)

424 mg trisma baz (35 mM), 536.40 mg KCI (72 mM), 101.60 mg MgCl, (5 mM),
77.12 mg DTT (5 mM), 29.05 mg spermidin (2 mM), 100 mg BSA (%0.1) igeren

¢Ozeltinin pH’s1 8’e ayarlandiktan sonra saf su ile hacmi 100 mL’ye tamamlanmustir.

Topoizomeraz Il enzim inhibisyon tamponu (pH 8.0)

424 mg trisma baz (35 mM), 536.40 mg KCI (72 mM), 101.60 mg MgCl, (5 mM),
77.12 mg DTT (5 mM), 29.05 mg spermidin (2 mM), 100 mg BSA (%0.1) ve 55.11 mg
ATP (1 mM) iceren ¢ozeltinin pH’s1 8’e ayarlandiktan sonra saf su ile hacmi 100 mL’ye

tamamlanmuistir.

0.01 M fosfat tampon cozeltisi (PBS) (10X)

10 adet PBS tableti balon jojenin igerisine konuldu, saf su ile hacmi 900 mL’ye
tamamlandiktan sonra pH 7.4’e ayarlanip saf su ile hacmi 1000 mL’ye tamamlanmuistir.

Otoklavlanan ¢ozelti, +4 °C’de saklanmustir.
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Tripsin-EDTA cozeltisi

200 mg tripsin, 40 mg EDTA tartildi, PBS ¢ozelti ile hacmi 100 mL’ye
tamamlanmistir. Daha sonra 0.22 pm ¢apindaki steril filtreden gegirilerek sterilize

edilmistir.

Antibivyotik cozeltisi

1 mL streptomisin (10 mg/mL)/penisilin (10.000 U) alinip saf su ile hacmi 10
mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra 0.22 pm ¢apindaki steril filtreden gegirilerek sterilize

edilmistir.

Hiicre stoklama besiyeri

Besiyeri igerigi 400 pL FBS, 100 uL gliserin ve 5 uL antibiyotik ¢6zeltisi olacak

sekilde olusturulmustur.

HCT-116 hiicreleri icin besiveri

Besiyeri icerigi 10 mL FBS, 1 mL antibiyotik ¢6zeltisi ve 89 mL DMEM ¢ozeltisi
olacak sekilde olusturulmustur.
MTT c¢ozeltisi

500 mg MTT tartilip, tizerine 100 mL fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.4) ilave
edilmistir. Cozelti +4°C’de karanlikta saklanmistir.
3.2. Yontem

3.2.1. Fotokimyasal Olgiimler

Suda ¢oziinebilen piridinyum ve dimetilamino grubu iceren distiril BODIPY tiirevli
bilesiklerin (BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a) PDT’de
fotoduyarlastiric1 olarak kullanilabilirliklerini belirlemek amaciyla fotokimyasal 6l¢timleri

kapsaminda singlet oksijen kuantum verimleri ve fotobozunma yiizdeleri hesaplanmustir.
3.2.1.1. Singlet Oksijen Kuantum Verimi (®,)

Singlet oksijen kuantum verimi (®,) belirlemek amaciyla BODIPY-3a, BODIPY -
6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a ve standart olarak kullanilan MB bilesiklerinin her birine
karanlik ortamda singlet oksijen sondiiriicii bilesikler olan 1,3-difenilisobenzofuran
(DPBF) (DMSO i¢in) ve o,a -(antrasen-9,10-diil)bimetilmalonat (ADMA) (TBS igin)

bilesikleri ilave edilmistir. Daha sonra degisik zaman araliklarinda 650+20 nm filtre
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kullamilarak 15 mW/cm? 1s18a maruz birakilip UV-Vis spektrofotometre cihazi yardimiyla
DPBF bilesigine ait 417 nm ve ADMA bilesigine ait 380 nm’deki absorpsiyon bantlarinin
degisimi incelenmistir. Cozeltilerin UV-Vis dlgiimleri kisa araliklarla yapilarak DPBF ve
ADMA’nin maksimum absorbans verdigi dalga boylarindaki azalma miktarindan,
konsantrasyonundaki azalma takip edilmis olup, singlet oksijen kuantum verimi asagidaki
denklem kullanilarak belirlenmistir (158).

R . IStd
Std
01 =@} std a:)s 1
lab (Esitlik 1)
Bu formiilde;
®, : Bilesiklerin singlet oksijen kuantum verimi.

q)i‘d . Standart bilesigin singlet oksijen kuantum verimi (DMSO igerisinde MB:
0.57, TBS igerisinde MB: 0.52.

R : DPBF ve ADMA ’nin bilesik varliginda absorbans degigimi.

Rgs : DPBF ve ADMA nin standart bilesik varliginda absorbans degisimi.
labs . Bilesigin absorpladigi 151k miktari.

IS Standart bilesigin absorpladig: 151k miktar1.

3.2.1.2. Fotobozunma Calismasi

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin
fotobozunma ¢alismasi bilesiklerin ¢ozeltileri 1513a (beyaz, 17.5 mW/cm?, 60 dakika)
maruz birakildiktan sonra UV-Vis spektrumlari alinarak spektrumlarindaki absorbans
degerleri takip edilmistir. Bilesiklerin fotobozunma yiizdeleri asagidaki denklem

kullanilarak hesaplanmistir (159).

Fotobozunma Yiizdesi % = (A1-A2)/A1 x 100 (Esitlik 2)

A;: Bilesiklerin 151k uygulamadan 6nceki absorbans degeri.

A, Bilesiklerin 151k uyguladiktan sonraki absorbans degeri.
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3.2.2. DNA Baglanma Deneyleri

DNA, yeni antikanser ajanlar gelistirilmesinde birincil molekiil hedeflerden biri
oldugundan dolay1 ajanlar ile DNA’nin etkilesiminin belirlenmesi etki mekanizmasi
acisindan olduk¢a Onemlidir. Bu tez calismasi kapsaminda bilesiklerin CT-DNA ile
baglanma modlarinin belirlenmesi amaciyla UV-Vis absorpsiyon, yarismali EB baglanma,

viskozimetri ve elektroforez yontemleri kullanilmistir.
3.2.2.1. UV-Vis Absorpsiyon Baglanma Calismasi

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin 10 mM stok
cozeltileri saf su kullanilarak hazirlanmistir. Bilesiklerin ara ve ¢alisma g¢ozeltileri TBS
kullanilarak seyreltilmistir. Ilk olarak her bir bilesigin sabit konsantrasyonda UV-Vis
absorpsiyon spektrumu kaydedilmistir. Daha sonra ilk CT-DNA (2.5 uM) ilavesi
gerceklestirilip, oda sicakliginda 10 dakikalik inkiibasyona birakilip, inkiibasyon siiresi
sonrasinda spektrumlar yeniden kaydedilmistir. Bu isleme CT-DNA konsantrasyonu
asamal1 olarak artirilarak devam edilmistir. Bu islem sirasinda kor ¢ozelti ilizerine de esit
miktarda CT-DNA ilave edilerek CT-DNA’nin absorbansi elimine edilmistir. Bilesiklerin,
CT-DNA baglanma sabiti (K,) degerleri Wolfe-Shimmer denklemi kullanilarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak EB kullanilmstir.

[DNA] _ [DNA] 1
(Ea—é‘f) (Eb—é‘f) Kb(eb—sf)

(Esitlik 3)

Yukaridaki denklemden yararlanilarak DNA konsantrasyonuna ([DNA]) karst
(IDNA]/(ea-€1)) degerleri grafige gegirilmistir. Grafikten elde edilen dogrunun egimi 1/(gp-
€r)’yi, kesim noktasi ise 1/Kp(ep-€f) olarak bulunmustur. Bu iki deger birbirine oranlanarak

Ky, degerleri hesaplanmuistir (151).

[DNA] : DNA konsantrasyonu

Kb . Bilesigin DNA’ya baglanma sabiti

€a . Bilesigin absorbansinin bilesigin konsantrasyonuna orani.
&f . Serbest haldeki bilesigin soniim katsayisi.

€p . Tam bagl bilesigin soniim katsayisi.
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3.2.2.2. Yarismah EB Baglanma Calismasi

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin baglanma
modlarinin belirlenmesini ileri diizeyde ortaya koymak amaciyla interkalator olarak bilinen
EB kullanilarak yarigmali baglanma calismasi gergeklestirilmistir. Bu calismada TBS
icerisinde EB’iin (75 uM) konsantrasyonu sabit tutularak absorpsiyon spektrumu alinmistir.
Ardindan 1:1 oraninda CT-DNA (75 uM) ilavesi gergeklestirildi. Daha sonra, BODIPY-3a,
BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin artan konsantrasyonlart EB-(CT-
DNA) kompleksine ilave edilip, oda sicaklifinda 10 dakikalik inkiibasyona birakilmuistir.
Inkiibasyon siiresi sonrasinda spektrumlar yeniden kaydedilip absorbanslarindaki degisim

incelenmistir (160).
3.2.2.3. Viskozite Calismasi

CT-DNA’nin viskozimetri dl¢timleri, optik fotofiziksel problar olmaksizin CT-
DNA’nin baglanma modunun belirlenmesinde yardimei olan en énemli testlerden birisidir.
BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin CT-DNA ile
etkilestikten sonraki viskozitesindeki degisikligi belirlemek amaciyla ALPHA L Fungi Lab
rotational viskozimetre cihazi (18 mL spindle, 100 rpm) kullanilmistir. Negatif kontrol
olarak TBS kullanilmigtir. Daha sonra CT-DNA’nin (100 uM) vizkositesi 6l¢tilmiis olup,
ardindan bilesiklerin artan konsantrasyonlari (25, 50, 75 ve 100 uM) ilave edilip, viskozite
sonuclart belirlenmistir. Bu veriler ((n/no)1/3)/([bilesik]/[DNA]) cinsinden grafige
aktarilmis ve olusan grafik sonucunda bilesiklerin etkilesim tiirii belirlenmistir. Bu

calismada pozitif kontrol olarak EB kullanilmistir (161).

n : Bilesiklerin varliginda viskozite.

Mo : DNA’nin viskozitesi.
3.2.2.4. Elektroforez Baglanma Calismasi

CT-DNA’nin elektroforez c¢alismalari, CT-DNA’nin bilesikleri EB’e tercih edip
etmedigini belirlemek amaciyla kullanilan bir metottur. Bu ¢alismada kuyu igerikleri CT-
DNA (250 uM) ve BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin
artan konsantrasyonlari (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 250 ve 500 uM) olacak sekilde hazirlanip,
37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Sonra, bu karisim TAE tampon igerisinde agaroz jele
yiikkleme tamponuyla birlikte yiiklenip, 100 V, 400 mA uygulanarak 30 dakika jelde
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yuriitiilmiistir. Sonuglar BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla goriintiilenmistir
(162).

3.2.3. DNA Niikleaz Calismalar1

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin DNA
niikleaz ¢alismalari stipersarmal pBR322 plazmid DNA kullanilarak agaroz jel elektroforez
yontemiyle belirlenmistir. pBR322 plazmid DNA’nin, molekiillerin niikleaz aktivitesinin
belirlenmesinde olduk¢a yaygin kullanilan bir DNA tiirii oldugu bilinmektedir.
Stipersarmal plazmid DNA elektroforeze maruz birakildiginda, siipersarmal formun (Sc)
en hizli gog ettigi bilinmektedir. Maddelerle ya da 1s1kla etkilesim sonrasi tek bir zincirde
kirilma meydana geldiginde kirik form (Nc) olusur ve bu formun gog¢ etmesi en uzundur.
Cift zincirde kirllma meydana gelirse ¢izgisel form (Lc) olusur. Olusan form, Sc ve Nc’nin
arasinda olacak sekilde go¢ eder (163). Bu tez calismasi kapsaminda BODIPY-3a,
BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin stipersarmal pBR322 plazmid

DNA niikleaz aktivitesi 151k ve oksidatif ajanlarin varliginda ve yoklugunda incelenmistir.
3.2.3.1. Bilesiklerin Hidrolitik Niikleaz Aktivitesi

Bilesiklerin hidrolitik niikleaz aktivitesinin belirlenmesinde konsantrasyona bagl
olarak hidrolitik kosullarda denemeler gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada agaroz jel kuyu
icerikleri 10 pL olacak sekilde olusturulmustur. Kuyu igerigine 1 pL 250 ng pBR322
plasmid DNA, 7 uL tampon ¢ozelti (50 mM Tris-HCI (pH 7)) ve 2 uL bilesiklerin artan
konsantrasyonlari (3.125 uM-50 uM) ilave edilip, 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Bu
slire sonrasinda, Olusturulan bu karisim jel yiikleme boyasi yardimiyla agaroz jele
yiiklenmistir. Yiritme tamponu TAE’nin ilavesinden sonra 100 V, 400 mA akim
uygulanarak 90 dakika jelde yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak MB
kullanilmistir. Sonuglar BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla goriintiilenip, Image
Lab Version 4.0.1 programi ile niikleaz yiizdeleri hesaplanmistir (50).

3.2.3.2. Bilesiklerin Fotoniikleaz Aktivitesi

Bilesiklerin PDT de kullanilabilme potansiyellerini belirlemek amaciyla beyaz 151k
varliginda stipersarmal pBR322 plazmid DNA’nin fotoniikleaz aktivitesi incelenmistir. Bu
calismada agaroz jel kuyu icerikleri 10 pL olacak sekilde olusturulmustur. Kuyu igerigine
1 uL 250 ng pBR322 plasmid DNA, 7 pL tampon ¢ozelti (50 mM Tris-HCI (pH 7)) ve 2
uL bilesiklerin artan konsantrasyonlart (3.125 pM-50 uM) ilave edilmistir. Olusturulan
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karisim 30 dakika siireyle 1s13a (beyaz, 17.5 mW/cm?) maruz birakilmistir. Bu siire
sonunda karisim 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra, karisim jel yiikleme
boyasi yardimiyla agaroz jele yiiklenmistir. Yiriitme tamponu TAE’ nin ilavesinden sonra
100 V, 400 mA akim uygulanarak 90 dakika jelde yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismada pozitif
kontrol olarak MB kullanilmistir. Sonuglar BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla

goriintiilenip, Image Lab Version 4.0.1 programi ile niikleaz yiizdeleri hesaplanmistir (50).

3.2.3.3. Bilesiklerin Oksidatif Niikleaz Aktivitesi

PR

Bilesiklerin niikleaz etkinlikleri g¢esitli ajanlarin varligina bagli olarak degistigi
bilinmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda yardimci ajanlar (H,O, (0.4 M), AA (2.5 mM) ve
ME (0.4 M)) kullanilarak oksidatif niikleaz aktiviteleri incelenmistir. Bu ¢alismada agaroz
jel kuyu igerikleri 10 pL olacak sekilde olusturulmustur. Kuyu igerigine 1 pL 250 ng
pBR322 plasmid DNA, 5 pL tampon ¢6zelti (50 mM Tris-HCI (pH 7)), 2 uL yardimct1 ajan
ve 2 pL bilesiklerin artan konsantrasyonlart (1.56 uM-6.25 uM) ilave edilip, karigim 37
°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonrasinda, karigim jel yiikleme boyasi
yardimiyla agaroz jele yiiklenmistir. Yiirlitme tamponu TAE’ nin ilavesinden sonra 100 V,
400 mA akim uygulanarak 90 dakika jelde yiiriitilmistiir. Bu ¢alismada pozitif kontrol
olarak MB kullanilmistir. Sonuglar BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla

goriintiilenip, Image Lab Version 4.0.1 programi ile niikleaz yilizdeleri hesaplanmistir (50).
3.2.3.4. Bilesiklerin Oksidatif Fotoniikleaz Aktivitesi

Bu caligmada agaroz jel kuyu igerikleri 10 pL olacak sekilde olusturuldu. Kuyu
icerigine 1 pL 250 ng pBR322 plasmid DNA, 5 pL tampon ¢6zelti (50 mM Tris-HCI (pH
7)), 2 pL yardimcr ajan ve 2 pL bilesiklerin artan konsantrasyonlari (1.56 uM-6.25 pM)
ilave edilmistir. Olusturulan karisim 30 dakika siireyle 1513a (beyaz, 17.5 mW/cm?) maruz
birakilmistir. Bu siire sonunda karisim 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire
sonrasinda, karisim jel yiikleme boyasi yardimiyla agaroz jele yiliklenmistir. Yiiriitme
tamponu TAE’nin ilavesinden sonra 100 V, 400 mA akim uygulanarak 90 dakika jelde
yiritilmistir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak MB kullanilmistir. Sonuglar BioRad
Gel Doc XR system cihaz1 yardimiyla goriintiilenip, Image Lab Version 4.0.1 programi ile

niikleaz yiizdeleri hesaplanmistir (50).
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3.2.4. Topoizomeraz Enzim Inhibisyonlar

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin
topoizomeraz I ve II enzim inhibisyon etkisi siipersarmal pBR322 plasmid DNA
relaksasyon yontemiyle agaroz jel elektroforez kullanilarak olgiilmiistiir. Bilesiklerin
topoizomeraz I ve II enzimleriyle etkilesimlerinin belirlenmesi amaciyla molekiiler

modelleme ¢alismalari gergeklestirilmistir.
3.2.4.1. Topoizomeraz I Enzim inhibisyonu

Bu calismada kuyu igerikleri 10 puL olacak sekilde olusturulmustur. Kuyu icerigine
1 uL 250 ng pBR322 plasmid DNA, 2 uL topoizomeraz | enzimi (1 U), 5 uL topoizomeraz
| tamponu ve 2 pL bilesiklerin artan konsantrasyonlart (12.5 pM-50 uM) ilave edilip,
karisim 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonrasinda, karisim jel yiikleme
boyas1 yardimiyla agaroz jele yiliklenmistir. Yiiriitme tamponu TAE’nin ilavesinden sonra
45 V, 400 mA akim uygulanarak 180 dakika jelde yiiriitiilmiistiir. Sonu¢lar BioRad Gel
Doc XR system cihazi yardimiyla goriintiilenip, Image Lab Version 4.0.1 programi ile

bilesiklerin inhibisyon etkileri hesaplanmistir (162).
3.2.4.2. Topoizomeraz |1 Enzim Inhibisyonu

Bu ¢alismada kuyu igerikleri 10 uL olacak sekilde olusturulmustur. Kuyu igerigine
1 puL 250 ng pBR322 plasmid DNA, 2 uL topoizomeraz Il enzimi (1 U), 5 pL
topoizomeraz 1l tamponu ve 2 uL bilesiklerin artan konsantrasyonlari (12.5 uM-50 uM)
ilave edilip, karisim 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonrasinda, karigim jel
yikleme boyasi yardimiyla agaroz jele yiliklenmistir. Yiriitme tamponu TAE’nin
ilavesinden sonra 45 V, 400 mA akim uygulanarak 180 dakika jelde yiirtitiilmiistiir.
Sonuglar BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla goriintiilenip, Image Lab Version

4.0.1 programu ile bilesiklerin inhibisyon etkileri hesaplanmistir (162).
3.2.4.3. Topoizomeraz I ve II Enzimi Molekiiler Modelleme Calismasi

Ligand modelleri Maestro programinda LigPrep ve MacroModel (2018-4,
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2018) yazilimlar1 ile OPLS 2005 kuvvet alan1 ve
konjiige gradyan algoritmas1 kullanilarak hazirlanip optimize edilmistir (164). Insan DNA-
topoizomeraz I ve II komplekslerine ait uygun kristal yapilar (PDB kodu sirasiyla 1K4T ve
3QX3 RCSB protein veri bankasindan indirilerek (www.rcsb.org) Maestro Protein

Hazirlama Sihirbazi (2018-4, Schrodinger, LLC, NY, 2018) ile kenetleme igin
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hazirlanmistir (165-168). Bu kapsamda Epik, Prime ve PropKa yazilimlar1 (2018-4,
Schrodinger, LLC, NY, 2018) ile DNA-enzim komplekslerinde yer alan istenmeyen
ligand, solvan ve iyonlar uzaklastirilmis, eksik atomlar ve hidrojenler eklenmis, bag
seviyeleri ayarlanmis, kismi yiikkler atanmis, hidrojen baglar1 ve oryantasyonlari
belirlenmistir. Enzimlerin ligand ile kenetlenecek bolgelerinin grid haritalar1 olusturulup;
bunun i¢in enzimlerin aktif bolgelerinde yer alan ligandlarin merkezi koordinatlar: alinarak
arama alam 36 A¥lik bir hacimle sinirlandirilmistir. Molekiiler kenetleme icin Glide
programi (2018-4, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2018) ekstra kesinlikte
kullanilmistir (169-171). Ligandlar hedef makromolekiillere esnek olarak 50’ser defa
kenetlenip, kenetleme sonrasi minimizasyon uygulanarak secilen baglanma bigimlerinin
kenetleme skorlar1 kaydedilmis ve uygun konformerler gorsel inceleme sonucu
belirlenmistir. Kullanilan yontemlerin dogrulugunu test etmek tizere 1K4T ve 3QX3
yapilarinin aktif bolgelerinde yer alan, sirasiyla, topotekan ve etopozit bu bolgelere tekrar
kenetlenmis, elde edilen konformerler kristal yapilardaki orijinal konformerlerle

karsilastirilip orijinal kristal konformerlere ¢ok yakin sonuglar elde edildigi goriilmiistiir

(sirastyla 0.56 ve 0.35 A).
3.2.5. Hiicre Kiiltiirii

Calisma kapsaminda kullanilan HCT-116 (ATCC®CCL-247TM) hiicre hatti
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndan temin
edilmistir. Hiicreler -196 °C’de sivi azot tanki igerisinde saklanmustir. Hiicre kiiltiirt
calismalar1 Karadeniz Teknik Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji

Anabilim Dal1 Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.
3.2.5.1. Hiicre Dizisinin A¢ilmasi, Pasajlanmasi, Sayilmasi ve Saklanmasi

-196 °C’de kriyovial igerisinde saklanan hiicrelerin 37 °C’lik su banyosunda hizlica
¢ozlinmeleri saglanmistir. 1 mL hiicre 15 mL’lik falkona alinip, besiyeri ilave edilerek
hacmi 10 mL’ye tamamlanmistir. Hiicre siispansiyonlart 100 rcf’de 3 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda siipernatant uzaklastirilmistir. Elde edilen hiicre pelletine 1
mL taze besiyeri eklenerek yavasga pipetaj yapildi ve hiicre ¢okeleklerinin siispanse olmasi
saglanmistir. Hiicre siispansiyonu T-25 flasklarda 10 mL besiyer igerisine ekilerek 37
°C’de %5 CO; ortaminda inkiibatdrde gogaltilmistir. inkiibasyon sonrasinda hiicreler faz
kontrast mikroskop ile kontrol edilerek flask yiizeyinin %70-80°lik kisminin kaplandigi

tespit edilince pasajlama yapilmistir.
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Hiicre pasajlama isleminde oOncelikle flasklardaki  besiyeri — ortamdan
uzaklastirilmigtir. Tripsin aktivitesini ve hiicresel atiklar1 azaltan serum artifinin
uzaklastirilmasi i¢in flasklar PBS ile yikanmustir. Daha sonra flasklara tripsin-EDTA
¢ozeltisi ilave edilip, inkiibatorde 5 dakika bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda flasklara
besiyere ilave edilip, hiicre siispansiyonu 100 rcf’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda siipernatant kisimlari 1 mL kalacak sekilde uzaklastirilmistir. Bu hiicre
stispansiyonundan 10 pL almip, steril ependorf igerisinde 10 pL tripan blue ile
kanistirilmistir. Karigim lam {izerine neubauer hematositometre lamina aktarilip mikroskop
yardimiyla canli hiicrelerin sayimmi gerceklestirilmistir. Sayimi yapilan hiicreler flasklara

tekrar ekilip, inkiibe edilerek kiiltiire edilmistir.

Hiicre kiiltiiriinde meydana gelebilecek kontaminasyonlardan sakinmak amaciyla
hiicreler, belli araliklarla dondurularak saklanmistir. Sayimi yapilan yaklagik 10° hiicre/mL
olan hiicre pelleti tizerine 1 mL besiyeri ilave edilmistir. Hazirlanan hiicre stoklar
kriyovial igerisine ilave edilerek once -20 °C’de 1 saat, daha sonra -80 °C’de 24 saat

bekletildikten sonra s1vi azot tankina kaldirilmistir (172).
3.2.5.2. MTT Hiicre Canhlik Testi

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin 10 mM stok
cozeltisi saf su kullanilarak hazirlanmistir. Daha sonra 6 farkli konsantrasyona (0.5-100
uM) seyreltme gerceklestirilmistir. Maruziyet besiyerleri ¢oziici orant  %0.01°1
geemeyecek sekilde olusturulmustur. Calismada negatif kontrol grubu i¢in sadece besiyeri
iceren hiicreler, ¢oziicli kontrol grubu igin %0.01 oraninda ¢6ziicii ve pozitif kontrol grubu

icin de %1 SDS kullanilmistir.

Hiicre kiiltliri pasajinin  ardindan saymmi gergeklestirilerek 96 kuyucuklu
mikroplaka igerisine her kuyucuk i¢in 1x10° hiicre/100 pL olacak sekilde ilave edilmistir.
Mikroplaka 24 saat 37°C’de ve %5 CO; inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin ylizeye
yapismalar1 saglanmistir. BOylece pasaj sirasinda tripsin enziminin hiicre membran
proteinleri ve biliylime faktor reseptorleri flizerinde olusturdugu zararlar ortadan
kaldirilmigtir. Bu siire sonrasinda 6nce kuyu igerikleri vakum yardimiyla ¢ekilerek atilip,
sonra bilesiklerin farkli konsantrasyonlar1 igeren maruziyet besiyerleri ilave edilmis ve 24,
48 ve 72 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Bu siireler sonunda besiyerleri tekrar atilmistir.
0.5 mg/mL MTT olacak sekilde hazirlanan besiyerinden her kuyucuk basina 100 pL

konulmustur. Plaka inkiibatére alinarak 2 saat beklenmistir. Bu siire sonrasinda hiicrelerin
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yiizeyinde bulunan besiyeri atilip, 100 ul. DMSO ilave edilmistir. Plaka 10 dakika
calkalayicida bekletilip, MTT’nin indirgenmesi sonucu olusan mor renkli formazan
mikroplaka okuyucu spektrofotometre ile 570/690 nm’de Olgiilmistir. Deneyler her

konsantrasyon igin alt1 tekrar olacak sekilde gergeklestirilmistir (173).
3.2.5.3. Isik Maruziyeti

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin in vitro
PDT etkinligini belirlemek amaciyla yaklasik 5 cm uzakliktan beyaz 151k kullanilarak 11k
maruziyetleri  gerceklestirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda bilesiklerin  farkli
konsantrasyonlarini igeren maruziyet besiyerleri plakalara ilave edilip, 2 saat 37°C’de ve
%5 CO, inkiibatdrde bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda plakalar 151k maruziyetine
(beyaz, 17.5 mW/cm?, 60 dakika) birakildiktan sonra MTT testi gerceklestirilmistir (154).

3.2.5.4. Anneksin V-FITC/PI Apoptoz Testi

Yiiksek fototoksik aktivite gosteren BODIPY-3a ve BODIPY-6a bilesiklerinin
hiicre 6liim mekanizmasinin aydinlatilabilmesi amaciyla Anneksin V-FITC/PI boyama Kiti
kullanilarak apoptoz testi gergeklestirilmistir. Bu kapsamda ilk olarak 6 kuyucuklu
plakalara 1x10° hiicre/2 mL olacak sekilde hiicreler dagitilip, 37°C’de ve %5 CO,
inkiibatorde 24 saat siire inkiibe edilmistir. Bu siire sonrasinda ortamdaki siipernatant
uzaklastirtlip, tampon ¢ozeltisi ile kuyucuklar yikanmistir. Yeniden besiyeri ilave
edildikten sonra BODIPY-3a (10 ve 50 uM) ve BODIPY-6a (5 ve 10 uM) bilesikleri
ortama ilave edilmistir. Isik varhiginda gergeklestirilen denemelerde 60 dakika 1s1k
maruziyeti uygulandiktan sonra 24 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonrasinda kuyucuklar
tampon ile yikanip, tripsinize edilmistir. Hiicre siispansiyonu 100 rcf’de 3 dakika santrifiij
edildikten sonra tampon ¢ozelti ile yikanip tekrar santrifiij edilmistir. Olusan hiicre pelleti
ticari olarak alinan kit protokiile gore hiicre slispansiyonlart Anneksin V baglama tamponu
yardimiyla hazirlanmistir. Ependorf igerisine 6nce 100 pL hiicre siispansiyonu (1x10°
hiicre) sonra iizerine 5 pL Anneksin V-FITC ve 5 pL propidyum iyodiir (PI) ¢ozeltileri
eklenip, 15 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi her tiipe 400 pL
Anneksin baglama tamponu ilave edilip, BD Accuri B6 akis sitometre cihazinda analiz

gerceklestirilmigtir (174).
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3.2.6. Bilesiklerin Nanotasiyici Sistemlerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Bu calisma kapsaminda BODIPY-6a ve BODIPY-12a bilesikleri igeren ve
igermeyen lipozom ve polimerik nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlanip, karakterize
edilmistir. Daha sonra BODIPY-6a ve BODIPY-12a bilesiklerinin in vitro sitotoksisite ve

fototoksisite analizleri MTT hiicre canlilik testi kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.2.6.1. Lipozomal ila¢ Tasiyic1 Sistem

Lipozomlarin yapiminda, fosfolipit olarak DPPC ve stabilite artirici olarak
kolesterol kullanilmistir. Etanol enjeksiyon yontemi modifiye edilerek formiilasyon
caligmalar1 gergeklestirilmistir (175). Formiilasyonda yer alan maddeler ve kullanim

oranlar1 Tablo 5’te 6zetlenmistir.

Tablo 5. Lipozomal formiilasyonda yer alan maddeler ve kullanim oranlari

Formiilasyon Kodu LpBODIPY-6a LpBODIPY-12a
Kolesterol 6 mg 6 mg

DPPC 30 mg 30 mg

Etkin madde 0.5mg 0.5mg

Etanol 1mL 1mL

DMSO 50 uL 50 uL

Saf su 4.2 mL 4.2 mL

DPPC ve kolesterol belirtilen miktarlarda cam flakona alindiktan sonra iizerine
etanol eklenmis ve vorteks ile ¢oziindiriilmiistiir. Ayr1 bir cam flakonda etkin madde
DMSO ile sonike edilerek ¢oziindiirtilmiistiir. Etanol ¢ozeltisi etkin madde ¢oOzeltisine
eklenip, vorteks ile karistirilmigtir. Lipidleri ve etkin maddeyi igeren bu ¢ozelti, saf su
lizerine 210 pL/dk hizinda cam enjektor ile ilave edilmistir. Igne ucu 26 G degerindedir.
Enjeksiyon islemleri manyetik karistirici iizerinde, 500 rpm hizinda ve DPPC’nin cam
gecis sicakliginin iizerindeki bir sicaklik olan 50°C’de gergeklestirilmistir. Enjeksiyon
islemi bittikten sonra sistem 10 dakika daha ayni kosullarda karistirllmaya devam
edilmistir. Elde edilen lipozom siispansiyonun organik ¢oziiciisii 100 rpm hiz, 40°C ve 30
dakika boyunca diisiik basing altinda ugurulmustur. Ardindan 20.000 rpm ve 15°C’de 40

dakika santrifiij edilerek iistteki berrak kisim ayrilip, etkin madde miktar tayini yapilmistir.
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Coken kisimdan lipozomlar elde edilmistir. Daha sonra g¢esitli konsantrasyonlari

hazirlanarak MTT testi yardimiyla sitotoksisitesi ve fototoksisitesi belirlenmistir.
3.2.6.2. Polimerik Nanopartikiil ila¢ Tasiyic1 Sistem

Polimerik nanopartikiillerin yapiminda, polimer olarak PLGA ve siirfaktan olarak
PVA-Tween 80 kullanilmistir. Nano¢oktiirme yontemi modifiye edilerek formiilasyon
calismalar1 gerceklestirilmistir (176,177). Formiilasyonda yer alan maddeler ve kullanim

oranlar1 Tablo 6’da 6zetlenmistir.

Tablo 6. Polimerik nanopartikiil formiilasyonda yer alan maddeler ve kullanim oranlar1

Formiilasyon Kodu NpBODIPY-6a NpBODIPY-12a
PLGA 25 mg 25 mg

Etkin madde 0.5mg 0.5mg

DMSO 1mL 1mL

PVA %0.5 (a’/h) %0.5 (a’/h)
Tween 80 %1 (a/h) %1 (a/h)

Saf su 10 mL 10 mL

Etkin madde cam flakona alindiktan sonra lizerine DMSO eklenip, sonike edilerek
¢oziindirilmistir. Bu ¢o6zelti iizerine PLGA eklenip, vorteks ile ¢oziindirilmiistiir.
Polimeri ve etkin maddeyi igeren ¢ozelti, %0.5 PVA ve %1 Tween 80 igeren saf su iizerine
100 pL/dk hizinda cam enjektdr ile enjekte edilmistir. Igne ucu 26 G degerindedir.
Enjeksiyon islemleri manyetik karistirict iizerinde, 250 rpm hizinda ve 50°C’de
gerceklestirilmistir. Enjeksiyon islemi bittikten sonra sistem 5 dakika daha sicaklik
kapatilarak karigtirllmaya devam edilmistir. Elde edilen nanopartikiil slispansiyonu organik
¢Oziiciiyli ugurmak amaciyla 100 rpm hiz, 35°C ve 60 dakika boyunca rotary evaporatorde
tutulmustur. Ardindan 20.000 rpm ve 15°C’de 40 dakika santrifiij edilerek tstteki berrak
kisim ayrilip, etkin madde miktar tayini yapilmigtir. Coken kisimdan polimerik
nanopartikiiller elde edilmistir. Daha sonra ¢esitli konsantrasyonlar1 hazirlanarak MTT testi

yardimiyla sitotoksisitesi ve fototoksisitesi belirlenmistir.
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3.2.6.3. Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

Enkapsiilasyon Etkinliginin (EE) Tayini

Formiilasyonlarin liretimi sirasinda elde edilen siipernatantlardaki etkin maddelerin
miktar1 UV-Vis spektrofotometresi ile belirlenmistir. Bu ¢alisma igin etkin maddelerin
sudaki dispersiyonlart kullanilarak maddelerin en iyi ¢oziindiigii ¢oziicii olan DMSO ile
0.5-25 uM konsantrasyon araliginda bir dizi kalibrasyon numunesi hazirlanip, Q bandi
absorbans degerleri ile kalibrasyon dogrular1 elde edilmistir. Siipernatantlar ise 1:1 h/h
oraninda DMSO ile seyreltildikten sonra Ol¢limleri yapilip, asagida belirtilen formiil

kullanilarak lipozom ve nanopartikiillere yiiklenen etkin madde miktarlari tespit edilmistir.

EE(%) =

Formilasyona eklenen etl‘iin madde miktarl—Sl:ipernatantLiaki etkin madde miktari %100 (Eslﬂlk 4)
Formiilasyona eklenen etkin madde miktart

Partikiil Biiyiikliigii, Polidispersite Indeksi ve Zeta Potansiveli Tayini

Formiilasyonlarin iiretimi sirasinda elde edilen c¢okeltiler iizerine 1 mL distile su
eklenip, vortekslenmistir. Lipozom ve nanopartikiil siispansiyonlarindan 120 pL alinip,
tizerine 880 uL saf su eklenerek hazirlanan numuneler, sirasiyla dinamik 1s1k sagilimi
(DLS) ve elektroforetik 151k sacilimi (ELS) teknolojilerinin kullanildig: partikiil biyiikliigii

ve zeta potansiyeli cihazinda (Malvern Zetasizer Nanoseries ZS, Ingiltere) dl¢iilmiistiir.

Yiizey Ozelliklerinin Tayini

Formiilasyonlarin iiretimi sirasinda elde edilen g¢okeltiler lizerine 1 mL saf su
eklenip, vortekslenmistir. Lipozom ve nanopartikiil siispansiyonlarindan 10 pL alinip,
tizerine 990 pL saf su eklenerek hazirlanan numunelerin morfolojik o6zellikleri, TEM
cihazi  yardimiyla  goriintiilenmistir. ~ Goriintiileme ~ islemleri ODTU  Merkez

Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

pH Olgiimii

Stok siispansiyon halindeki nanosistemlerin pH degeri, Ohaus pH metre probunun

direkt olarak siispansiyona daldirilmasi ile dl¢tilmiistiir.
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3.2.7. istatistiksel Analiz

Deneyler alti tekrarli gerceklestirilip sonuclar Microsoft Excel Windows 10 ve
GraphPad Prism 5.0 programlari kullanilarak hesaplandi. Istatistiksel analizler i¢in two-
way ANOVA testi, gruplar arasindaki iliskinin ortaya konulmasi i¢inde Bonferroni

posttests analizleri kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. Fotokimyasal Olciimler
4.1.1. Singlet Oksijen Kuantum Verimi (®,)

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin DMSO ve
TBS igerisindeki singlet oksijen kuantum verimleri hesaplanip, sonuglar Tablo 7’de
verilmigtir. DMSO igerisindeki ¢ozeltilere singlet oksijen sondiiriicii olarak DPBF ilave
edilip, 1518a maruz birakilip UV-Vis spektrumlar1 alinmis ve DPBF bilesigine ait 417
nm’deki absorpsiyonun degisimi incelenmistir. Pozitif kontrol olarak MB kullanilmistir.
BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin DMSO igerisindeki
singlet oksijen kuantum verimleri sirasiyla 0.62, 0.46, 0.16 ve 0.27 olarak bulunmustur.
BODIPY-6a bilesiginin DMSO igerisindeki singlet oksijen Kkuantum veriminin

hesaplanmasina ait spektrum Sekil 23°te verilmistir.

TBS igerisindeki ¢ozeltilere singlet oksijen sondiiriicii olarak ADMA ilave edilip,
15182 maruz birakilip UV-Vis spektrumlart alinmis ve ADMA bilesigine ait 380 nm’deki
absorpsiyonun degisimi incelenmistir. BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve
BODIPY-12a bilesiklerinin TBS igerisindeki singlet oksijen kuantum verimleri sirasiyla

0.30, 0.21, 0.07 ve 0.13 olarak bulunmustur.

Tablo 7. Bilesiklerin singlet oksijen kuantum verimi sonuglari

Bilesik D, Bilesik (O

BODIPY-3a (DMSO) 0.62 BODIPY-3a (TBS) 0.30
BODIPY-6a (DMSO) 0.46 BODIPY-6a (TBS) 0.21
BODIPY-9a (DMSO) 0.16 BODIPY-9a (TBS) 0.07
BODIPY-12a (DMSO) 0.27 BODIPY-12a (TBS) 0.13
MB (DMSO) 0.57 MB (TBS) 0.52
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Sekil 23. BODIPY-6a bilesiginin DMSO igerisindeki singlet oksijen kuantum verimi
Ol¢timleri sirasindaki UV-Vis spektrum degisimleri

4.1.2. Fotobozunma Calismasi

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin
fotobozunma ¢alismasi bilesiklerin TBS igerisindeki ¢ozeltileri 1s18a (beyaz, 17.5
mW/cmz) maruz birakildiktan sonra 10, 20, 30, 40, 50 ve 60. dakikalarda UV-Vis
spektrumlarindaki absorbans degerleri takip edilmistir. 60 dakika sonucunda BODIPY-3a,
BODIPY-6a (Sekil 24), BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin sirasiyla %81.32,
%82.29, %77.15 ve %79.54 oranlarinda bozunmadan ortamda kaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 24. BODIPY-6a bilesiginin TBS icerisindeki fotokararlilik dlgiimleri sirasindaki
UV-Vis spektrum degisimleri

4.2. DNA Baglanma Deneyleri
4.2.1. UV-Vis Absorpsiyon Baglanma Calismasi

Bu c¢alismada Dbilesiklerin tampon igerisindeki ¢Ozeltisi lizerine artan
konsantrasyonlarda CT-DNA ilave edilip absorpsiyon spektrumlarindaki degisiklikler
gbzlenmistir. Bilesiklerin CT-DNA baglanma o6zellikleri Tablo 8 ve Sekil 25-28’te

verilmistir. Pozitif kontrol olarak EB kullanilmustir.

Tablo 8. Bilesiklerin CT-DNA ile baglanma datalari

Bilesikler A(nm) Absorbans  Kirmizi Ky, (M) %H
Degisim Kayma (nm)

BODIPY-3a 647 Hipokromizm 2 1.59:(0.18)x10° %46.71+2.15

BODIPY-6a 675 Hipokromizm 2 1.87+(0.20)x10* %47.80+2.40

BODIPY-9a 621 Hipokromizm 0 5.18+(0.15)x10° %38.07+1.80

BODIPY-12a 674 Hipokromizm 0 2.88+(0.05)x10° %33.11+0.90

EB 484 Hipokromizm 0 1.93+(0.07)x10° 9052.23+1.50
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spektrumu
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Sekil 27. CT-DNA yoklugunda ve varliginda BODIPY-9a bilesiginin UV-Vis absorpsiyon
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Sekil 28. CT-DNA yoklugunda ve varliginda BODIPY-12a bilesiginin UV-Vis absorpsiyon
spektrumu

Sekil 25°’te de goriildiigii gibi BODIPY-3a bilesiginin UV-Vis spektrumunda 647
nm’de maksimum absorbans gosterdigi belirlenmistir. Artan konsantrasyonlarda CT-DNA
ilavesi sonucunda hipokromizm (%46.71+2.15) ve 2 nm kirmiziya kayma (Amax 647 —
649) gozlenmistir. BODIPY-3a bilesiginin Ky sabiti  1.59+(0.18)x10° M™ olarak
belirlenmigtir. BODIPY-6a bilesiginin UV-Vis spektrumunda 675 nm’de maksimum

absorbans gosterdigi belirlenmistir. Artan konsantrasyonlarda CT-DNA ilavesi sonucunda
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hipokromizm (%47.80+£2.40) ve 2 nm kirmiziya kayma (Apax 675 — 677) gozlenmistir.
BODIPY-6a bilesiginin Ky sabiti 1.87+(0.20)x10* M olarak belirlenmistir (Sekil 26).
BODIPY-9a bilesiginin UV-Vis spektrumunda 621 nm’de maksimum absorbans gosterdigi
belirlenmistir. Artan konsantrasyonlarda CT-DNA ilavesi sonucunda hipokromizm
(%38.07+1.80) gozlenmistir. BODIPY-9a bilesiginin Ky, sabiti 5.18+(0.15)x10* M™ olarak
belirlenmistir (Sekil 27). BODIPY-12a bilesiginin UV-Vis spektrumunda 674 nm’de
maksimum absorbans gosterdigi belirlenmistir. Artan konsantrasyonlarda CT-DNA ilavesi
sonucunda hipokromizm (%33.11+0.90) gozlenmistir. BODIPY-12a bilesiginin Ky sabiti
2.88+(0.05)x10° M™ olarak belirlenmistir (Sekil 28). interkalatif ajan oldugu bilinen EB
bilesiginin %52.23+1.50 oraninda hipokromizm gergelestirdigi ve ayrica Ky sabitinin 1.93+
(0.07)x10° M oldugu belirlenmistir.

4.2.2. Yarismah EB Baglanma Calismasi

Yarigmali baglanma ¢alismalar1 interkalatif ajan olan EB kullanilarak bilesiklerin
CT-DNA ile interkalasyon yapip yapmadigini belirlemek amaciyla gergeklestirilmektedir.
Bilesiklerin yarismali EB baglanma spektrumlari1 Sekil 29°da verilmistir. Bu ¢alismada EB
bilesiginin (75 uM) absorpsiyon spektrumu 6l¢iilmiis olup, maksimum absorbans verdigi
dalga boyu 481 nm olarak belirlenmistir. Daha sonra CT-DNA (75 uM) ilave edilerek EB-
(CT-DNA) kompleksi olusturulmustur. Bu kompleks olustuktan sonra m—m* gecis
enerjisinin diismesi nedeniyle absorbansta azalmasi ve 26 nm kirmiziya kayma
gozlenmistir. Bu durum EB’iin CT-DNA’ya interkalasyon tiirliyle bir baglanma
gerceklestirdigini gostermistir. Sekil 29°da, EB-(CT-DNA) kompleksine bilesiklerin artan
konsantrasyonlarinin ilavesine ragmen absorbanslarinda dikkate deger artislarin olmadig

gorilmiistiir.
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Sekil 29. Bilesiklerin yarigmali EB baglanma deneyi ¢alismalari

4.2.3. Viskozite Calismasi

Viskozite ¢aligmast optik fotofiziksel proplar olmadan kullanilan bir teknik olup
CT-DNA ile bilesiklerin baglanma modunun belirlenmesi ve desteklenmesi amaciyla
tercth edilen onemli yontemlerden biridir. CT-DNA’nin bilesikler varliginda viskozite
calismasinin sonuclar1 Sekil 30°da verilmistir. Bu calismada pozitif kontrol olarak EB
kullamilmigtir. Klasik interkalatif ajanlar niikleobazlarin arasina girerek CT-DNA’nin
uzamasim saglar ve viskozitesinin artmasma sebep olur. interkalatif olmayan ajanlar ise
CT-DNA’nin biikiilmesini ya da kivrilmasini saglar ve bu durum viskozitenin

degismemesine ya da azalmasina neden olur.

Sekil 30°da da goriildiigli gibi, bilesiklerin artan konsantrasyonlarinin ilavesiyle
CT-DNA viskozitesinin degismedigi belirlenmistir. Interkalatif ajan olarak bilinen EB’iin

artan konsantrasyonlarinin ilavesiyle CT-DNA viskozitesinin arttigr belirlenmistir.
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Viskozite ¢alismasi sonucunda, BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a
bilesiklerinin CT-DNA ile kovalent olmayan etkilesimler ger¢eklestirdikleri belirlenmistir.
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Sekil 30. Bilesiklerin varliginda CT-DNA ’nin viskozitesi

4.2.4. Elektroforez Baglanma Calismasi

Bu calismada, bilesiklerin CT-DNA ile etkilesimleri agaroz jel elektroforezi
kullanilarak incelenmistir. CT-DNA (250 uM) konsantrasyonu sabit tutularak bilesiklerin
artan konsantrasyonlart (6.25-500 uM) ilave edilmis ve CT-DNA’nin jel iizerindeki
yogunlugu incelenmistir (r= [bilesik]/[CT-DNA]). Calismanin sonuglari Sekil 31’de
verilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak EB kullanilmustir.

BODIPY-3a bilesiginin r degerleri incelendiginde, r degerinin 2 oldugu kuyucukta
CT-DNA yogunlugunun (Sekil 31(a), bant 8) azaldigi goriilmektedir. BODIPY-6a
bilesiginde, r degerinin 1 oldugu kuyucukta ise CT-DNA yogunlugunun azaldig
goriilmektedir (Sekil 31(b), bant 7). BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinde ise
bantlarda dikkate deger bir degisiklik gdzlenmemistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan EB
incelendiginde ise r degerinin 0.2 oldugu bantta CT-DNA yogunlugunun azalmaya
basladigi gozlenmektedir. Bunun sebebinin EB bilesiginin CT-DNA ile kuvvetli bir

etkilesim gerceklestirip CT-DNA’nin goriiniirliiglinii azaltmasi oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 31. Bilesiklerin elektroforez baglanma ¢alismasi. (2) BODIPY-3a, (b) BODIPY-6a,
(c) BODIPY-9a, (d) BODIPY-12a ve (e) EB. (1: r=0, 2: r=0.025, 3: r=0.05, 4:
r=0.1,5:r=0.2,6:r=04,7:r=1,8:r=2)

4.3. Bilesiklerin Niikleaz Aktivitesi

Bilesiklerin siipersarmal pBR322 plasmid DNA niikleaz aktivitelerini belirlemek
amaciyla agaroz jel elektroforez teknigi kullanilmistir. Uygun sartlarin saglanmasiyla
gerceklestirilen niikleaz reaksiyonlart sonrasinda elde edilen {irtinler BioRad Gel Doc XR
system cihazi yardimiyla goriintiilenip, Image Lab Version 4.0.1 programi ile analiz

edilmistir.
4.3.1. Bilesiklerin Hidrolitik Niikleaz Aktivitesi

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin siipersarmal
pBR322 plasmid DNA’nin fosfodiester baglarini hidrolizi yoluyla kesebilme etkinligini
degerlendirmek i¢in hidrolitik niikleaz denemesi yapilmistir. Bilesiklerin hidrolitik niikleaz
aktivitesinin sonuglar1 Sekil 32°de verilmistir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak MB
kullanilmistir. BODIPY-3a bilesigi icin 3.125, 6.25, 12.5 ve 25 pM‘da dikkate deger
niikleaz aktiviteleri gozlenmezken, 50 puM’da Sc’nin bant yogunlugunun 9%78.50’e
diistiigii, Nc’nin bant yogunlugunun ise %21.50’ye arttigi gozlenmistir (Sekil 32(a), bant
6). BODIPY-6a bilesiginde ise 3.125, 6.25 ve 12.5 puM’da niikleaz aktivitesi
gozlenmezken, 25 ve 50 uM’da Sc’nin bant yogunlugu %78.70 ve %78.30’a azalirken,
Nc’nin bant yogunlugunun ise %21.30 ve %21.70’e yiikseldigi goriilmistiir (Sekil 32(b),
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bant 5-6). BODIPY-9a, BODIPY-12a ve pozitif kontrol olarak kullanilan MB
bilesiklerinin varliginda ise ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda negatif kontrole gore dikkate
deger niikleaz aktiviteleri gozlenmemistir. 60 dakikalik inkiibasyon sonucunda ¢alismada
kullanilan BODIPY bilesiklerinin karanlikta dikkate deger DNA hasar1 yaratmadiklar

gozlenmistir.

Sekil 32. Bilesiklerin siipersarmal pBR322 plazmid DNA hidrolitik niikleaz aktivitesi (60
dakika 37°C). (a) BODIPY-3a, (b) BODIPY-6a, (c) BODIPY-9a, (d) BODIPY-
12a ve (e) MB. Bant 1: DNA kontrol; bant 2-6: DNA+ Bilesik (3.125 uM - 6.25
UM - 12.5 uM - 25 uM - 50 uM)

4.3.2. Bilesiklerin Fotoniikleaz Aktivitesi

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin siipersarmal
pBR322 plasmid DNA’nin 1sik varhigindaki niikleaz etkisini belirlemek amaciyla

fotoniikleaz denemesi gergeklestirilmistir. Sonuglar Sekil 33’de verilmistir.

3.125 uM BODIPY-3a bilesiginin varliginda Sc’nin bant yogunlugunun %58.50’ye
azaldigi, Nc’nin bant yogunlugunun ise %41.50’ye yiikseldigi gortilmiistiir. 6.25, 12.5, 25
ve 50 uM’da ise Nc¢’nin bant yogunlugunun arttigi ve kiigiik fragmentlerin olustugu
belirlenmistir (Sekil 33(a)). BODIPY-6a bilesiginde ise; 3.125 puM’da Sc’nin bant
yogunlugunun %76.80’ye azaldigi, Nc'nin bant yogunlugunun ise %23.20’ye yiikseldigi

gorilmistiir. 50 uM’da ise Sc’nin bant yogunlugunun tamamen kayboldugu goriliirken,
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kiiglik fragmentler olustugu diisiiniilmektedir (Sekil 33(b)). BODIPY-9a bilesigi varliginda
konsantrasyona bagli olarak Sc’nin  bant yogunlugunun azaldigi, Nc’nin bant
yogunlugunun ise arttig1 gozlenmistir. 6.25, 12.5, 25 ve 50 uM’da Sc’nin oranlar1 sirastyla
%79.80, %72.70, %67.80 ve %49.60 olarak bulunmustur (Sekil 33(c)). 25 ve 50 uM
BODIPY-12a bilesiginin varliginda ise N¢’nin bant yogunlugu oranlar1 %49.50 ve %63.60
olarak belirlenmistir (Sekil 33(d)). Pozitif kontrol olarak kullanilan MB bilesiginin
varliginda ise konsantrasyona bagli olarak Sc bant yogunlugunun azalip, Nc bant
yogunlugunun arttigi gorilmiistiir. Bu ¢alismalar sonucunda bilesiklerin 151k varliginda
olduk¢a onemli derecede DNA hasar yarattiklari belirlenmis olup, PDT’de kullanilma

potansiyellerinin var oldugu kanitlanmistir.

Sekil 33. Bilesiklerin 151k varliginda siipersarmal pBR322 plazmid DNA fotoniikleaz
aktivitesi (30 dakika 1sik uyarmasi). (a) BODIPY-3a, (b) BODIPY-6a, (c)
BODIPY-9a, (d) BODIPY-12a ve (e) MB. Bant 1: DNA kontrol; bant 2-6:
DNA+ Bilesik (3.125 uM - 6.25 uM - 12.5 uM - 25 uM - 50 uM)

4.3.3. Bilesiklerin Oksidatif Niikleaz Aktivitesi

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin hidrolitik ve
fotoniikleaz aktivitelerinin belirlenmesinin ardindan oksidatif niikleaz etkilerinin
incelenmesi amaciyla niikleaz reaksiyonlart H0,, AA, ME ajanlarin ilavesiyle

gerceklestirilmistir. Caligmalarin sonucu Sekil 34’de verilmistir. Bu ajanlarin niikleaz
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aktivator niteliginde etkilerinin olup olmadigi Sekil 34(a)’da gosterilen jel goriintiilerinin
incelenmesiyle ortaya konulmustur. Bu {i¢ ajan, DNA’ya tek baslarina ilave edildiklerinde
herhangi bir niikleaz aktivitesi gostermez iken, bilesiklerle birlikte ilave edildiklerinde

diisiik aktivator ozellik gostermislerdir.

Ortamda H;0, varliginda BODIPY-3a bilesigi oksidatif niikleaz aktivitesi
gosterirken, AA ve ME varliginda aktivite gostermemistir (Sekil 34(b)). Ortamda H,0,
varhiginda BODIPY-6a bilesigi oksidatif niikleaz aktivesi gostermistir. 3.125 ve 6.25
uM’da %27.70 ve %38.30 oranlarinda Nc gozlenmistir. AA varliginda ise 1.56, 3.125 ve
6.25 uM’da Sc’nin bant yogunlugu %89.20, %83.20 ve %77.50 oranlarinda gézlenmistir.
ME varliginda ise 1.56, 3.125 ve 6.25 pM’da Nc’nin bant yogunlugunun yiizdesi %9.60,
%11.40 ve %26.30 oranlarinda oldugu tespit edilmistir (Sekil 34(c)). BODIPY-9a ve
BODIPY-12a bilesiklerinin ajanlar varliginda dikkate deger oksidatif niikleaz aktivitesine
sahip olmadigr Sekil 34(d) ve (e)’de gosterilmistir.

Sekil 34. Bilesiklerin karanlikta oksidatif niikleaz aktivitesi. (a) negatif kontrol, (b)
BODIPY-3a, (c) BODIPY-6a, (d) BODIPY-9a, (¢) BODIPY-12a ve (f) MB.
Bant 1: DNA kontrol; bant 2-4: DNA + H,0, (0.4 M) + Bilesik (1.56 uM -
3.125 uM- 6.25 uM); bant 5-7: DNA + AA (0.25 mM) + Bilesik (1.56 uM -
3.125 uM- 6.25 uM); bant 8-10: DNA + ME (0.4 M) + Bilesik (1.56 uM -
3.125 uM- 6.25 uM)
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4.3.4. Bilesiklerin Oksidatif Fotoniikleaz Aktivitesi

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin oksidatif
ajanlar varliginda 1s1k uyarilmasiyla birlikte fotoniikleaz aktiviteleri incelenmistir.
Calismanin sonuglar1 Sekil 35’de verilmistir. Bu ajanlarin aktivator niteliginde etkilerinin
olup olmadigr Sekil 35(a)’da gosterilen jel goriintilerinin incelenmesiyle ortaya
konulmustur. Negatif kontrol olarak degerlendirildiginde H,O, varliginda Nc’nin bant
yogunlugunun %26.30 oraninda arttig1 belirlenirken, AA ve ME varliginda ise herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir. Oksidatif ajanlar varliginda bilesikler oldukca yiiksek

fotoniikleaz aktivitesi gdstermistir.

Ortamda H,0; varliginda 1.56, 3.125 ve 6.25 uM BODIPY-3a bilesiginin %91.60,
%95.70 ve %97.00 oranlarinda Nc olusturdugu gozlenmistir. Ayrica 3.125 ve 6.25 uM’da
%4.30 ve %3.00 oranlarinda Lc gozlenmistir. AA varliginda ise 1.56, 3.125 ve 6.25 uM’da
Nc %27.80, %48.20 ve %100 oranlarinda artmistir. ME varliginda ise 1.56, 3.125 ve 6.25
pM’da Nc’nin bant yogunlugunun %34.40, %37.70 ve %100 oranlarinda oldugu
goriilmistir (Sekil 35(b)). 1.56, 3.125 ve 6.25 uM BODIPY-6a bilesiginin, H,0,
varliginda %84.20, %91.30 ve %93.00 oranlarinda Nc olusturdugu goézlenmistir. AA ve
ME varliginda da konsantrasyona bagli olarak Nc’nin bant yogunlugunda artma
gozlenirken, Sc’nin bant yogunlugunda ise azalma gozlenmistir (Sekil 35(c)). 3.125 ve
6.25 uM BODIPY-9a bilesiginin, H,O, varliginda %70.50 ve %100 oranlarinda Nc
olusturdugu gozlenmistir. AA varhiginda ise 6.25 pM’da Sc oram1 %59.60 azalirken, Nc
orani ise %40.40 olarak bulunmustur. ME varliginda DNA iizerinde énemli bir degisiklik
gozlenmemistir (Sekil 35(d)). BODIPY-12a bilesiginin, H,O, varliginda Sc’nin bant
yogunlugunu azaltip, NC’nin yogunlugunu arttirdigr gozlenmistir. Buna ek olarak

goriintiilerde kiigiik fragmentlerin varligi tespit edilmistir (Sekil 35(g)).
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Sekil 35. Bilesiklerin oksidatif fotoniikleaz aktivitesi. (a) negatif kontrol, (b) BODIPY-3a,
(c) BODIPY-6a, (d) BODIPY-9a, () BODIPY-12a ve (f) MB. Bant 1: DNA
kontrol; bant 2-4: DNA + H,0; (0.4 M) + Bilesik (1.56 uM - 3.125 uM- 6.25
uM); bant 5-7: DNA + AA (0.25 mM) + Bilesik (1.56 uM - 3.125 uM- 6.25
uM); bant 8-10: DNA + ME (0.4 M) + Bilesik (1.56 uM - 3.125 uM- 6.25 uM)

4.4. Topoizomeraz Enzim Inhibisyonlar
4.4.1. Topoizomeraz I Enzim Inhibisyonu

Bilesiklerin topoizomeraz I enzimine karsi etkileri pBR322 plasmid DNA’nin
relaksasyon yontemine gore belirlenmistir. Calismanin sonuglari Sekil 36 ve 37°de

verilmistir.

Sekil 36. BODIPY-3a ve BODIPY-6a bilesiklerinin topoizomeraz | inhibisyonu. Bant 1:
DNA kontrol; bant 2: DNA + 1 U topoizomeraz I; bant 3-5: DNA + 1 U
topoizomeraz | + (BODIPY-3a (12.5, 25, 50 uM)); bant 6-8: DNA + 1 U
topoizomeraz | + (BODIPY-6a (12.5, 25, 50 uM))
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Sekil 37. BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin topoizomeraz | inhibisyonu. Bant 1:
DNA kontrol; bant 2: DNA + 1 U topoizomeraz I; bant 3-5: DNA + 1 U
topoizomeraz | + (BODIPY-9a (12.5, 25, 50 uM)); bant 6-8: DNA + 1 U
topoizomeraz | + (BODIPY-12a (12.5, 25, 50 uM))

1 U topoizomeraz 1 enzimi ve pBR322 plasmid DNA’nin 37°C’de 60 dakika
inkiibasyonu sonucu Sc’nin bant yogunlugunun oldukg¢a azaldigi, Nc¢ ve Lc’nin bant
yogunlugunun arttig1 tespit edilmistir (Sekil 36-37, bant 2). BODIPY-3a’nin artan
konsantrasyonlarinin ilavesi sonrasinda Sc’nin bant yogunlugunun sirasiyla %64.20,
%66.00 ve %69.50 oranlarina ¢iktigi gortilmistiir. Sc’nin bant yogunlugunun artmasi,
enzimin inhibe olmasmin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Ayrica, 50 uM
BODIPY-6a bilesiginin varliginda Lc formunun tamamen kayboldugu tespit edilirken,
Sc’nin  yogunlugu artmistir. Sc’nin bant yogunlugunun artigina goére, BODIPY-3a
topoizomeraz [ enzimini 12.5, 25 ve 50 pM konsantrasyonlarda %89.10, %89.40 ve
%89.93, BODIPY-6a ise %88.55, %88.60 ve 9%89.03 oranlarinda inhibe etmistir.
BODIPY-9a bilesigi 12.5, 25 ve 50 uM konsantrasyonlarda topoizomeraz | inhibisyonu
gostermedigi tespit edilmistir. BODIPY-12a bilesiginde ise 12.5 uM konsantrasyonda
topoizomeraz I inhibisyon etkisi gozlenmezken, 25 ve 50 pM konsantrasyonda NcC ve
Lc’nin bant yogunlugunda azalma, Sc’nin bant yogunlugunda artis tespit edilmistir. 25 ve
50 uM BODIPY-12a bilesigi varliginda Sc’nin bant yogunlugu sirasiyla %71.30 ve
%82.70 olarak tespit edilmistir.

4.4.2. Topoizomeraz I Enzim Inhibisyonu

Bilesiklerin topoizomeraz Il enzimine karsi etkileri pBR322 plasmid DNA’nin
relaksasyon yontemine gore belirlenmistir. Calismanin sonuglari Sekil 38 ve 39°da

verilmistir.
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Sekil 38. BODIPY-3a ve BODIPY-6a bilesiklerinin topoizomeraz Il inhibisyonu. Bant 1:
DNA kontrol; bant 2. DNA + 1 U topoizomeraz Il; bant 3-5: DNA + 1 U
topoizomeraz 1l + (BODIPY-3a (12.5, 25, 50 uM)); bant 6-8: DNA + 1 U
topoizomeraz Il + (BODIPY-6a (12.5, 25, 50 uM))

Sekil 39. BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin topoizomeraz Il inhibisyonu. Bant 1:
DNA kontrol; bant 2: DNA + 1 U topoizomeraz Il; bant 3-5: DNA + 1 U
topoizomeraz Il + (BODIPY-9a (12.5, 25, 50 uM)); bant 6-8: DNA + 1 U
topoizomeraz Il + (BODIPY-12a (12.5, 25, 50 uM))

1 U topoizomeraz Il enzimi ve pBR322 plasmid DNA’nin 37°C’de 60 dakika
inkiibasyonu sonucu Sc’nin bant yogunlugu 9%33.80’e azalirken, Nc¢ ve Lc’nin bant
yogunlugunun sirasiyla %22.60 ve %43.60 oldugu belirlenmistir (Sekil 38-39, bant 2).
BODIPY-3a’nin artan konsantrasyonlariin ilavesi sonrasinda Sc’nin bant yogunlugunun
sirastyla 9%77.50, %81.80 ve %87.70 oranlarina ¢iktigr goriilmiistiir. Ayrica, 50 uM
BODIPY-6a bilesiginin varliginda Sc’nin bant yogunlugu %77.20 olarak tespit edilmistir.
Sc’nin bant yogunlugunun artisina gére, BODIPY-3a topoizomeraz Il enzimini 12.5, 25 ve
50 uM konsantrasyonlarda %56.39, %58.68 ve %61.46, BODIPY-6a ise %54.57, %54.64
ve %156.22 oranlarinda inhibe ettigi belirlenmistir. 12.5 pM BODIPY-9a topoizomeraz Il
inhibisyonu gostermezken, 50 uM konsantrasyonda Sc’nin bant yogunlugunun %74.40’a
yiikseldigi tespit edilmistir. BODIPY-12a bilesiginde ise artan konsantrasyona bagli olarak
Sc’nin bant yogunlugunda artis, Nc ve Lc¢’nin bant yogunlugunda azalma tespit edilmistir.
25 uM BODIPY-12a bilesigi varlifinda Sc’nin bant yogunlugu %83.00 olarak tespit

edilmistir.
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4.4.3. Topoizomeraz I ve II Enzimi Molekiiler Kenetleme Calismasi

Bilesiklerin topoizomeraz enzimleri ile etkilesimlerini molekiiler diizeyde
belirlemek amaciyla molekiiler kenetleme c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Molekiiler
kenetleme ¢alismalarina dahil edilen BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-
12a bilesikleri arasindan BODIPY-9a i¢in topoizomeraz [-DNA kompleksinde baglanma
pozu elde edilememistir. BODIPY-3a ve BODIPY-6a’nin bu komplekse oldukca giicli,
BODIPY-12a’nin ise daha zayif baglandigi1 gézlenmistir (Tablo 9). Topotekanin kenetleme
skoru (-10.25 kcal/mol) goz oniine alindiginda BODIPY-3a ve BODIPY-6a’nin komplekse

olan afinitesi umut vericidir.

Tablo 9. Bilesiklerinin kenetleme skorlari (kcal/mol)

Bilesik DNA-Topoizomeraz | DNA-Topoizomeraz Il
BODIPY-3a -8,14 -12,44

BODIPY-6a -8,24 -6,83

BODIPY-9a - -7,50

BODIPY-12a -5,27 -8,58

Topotekan -10,25

Etopozit - -12,01

Bilesiklerin baglanma bi¢imleri baz1 énemli ortak 6zellikler ortaya koymaktadir.
Bilesiklerin merkezinde yer alan BODIPY iskeleti katalitik bolgeye yakin, DNA major
olugunun merkezine konumlanmis, bu trisiklik halkaya bagli arilalkil siibstitlisyonlar1
major ve mindr oluklara, DNA-topizomeraz ara yiizlerine ve topotekanin da interkalasyon
yaptig1 baz cifti arasina baglanmistir (Sekil 40). Bilesiklerin bu uzun arilalkil gruplar ile
DNA’y1 sarmalamasi ve parcalanmanin gerceklestigi alanda iki baz ¢iftinin arasina
sokulmasi, DNA-enzim kompleksini stabilize ettigi diistiniilmektedir. BODIPY-3a’nin n-
katyon etkilesmesi kurdugu Lys374, BODIPY-6a’nin n-katyon etkilesmesi kurdugu
Arg364, BODIPY-12a’nin n-katyon etkilesmesi kurdugu Lys532 yukarida DNA ile 6nemli
etkilesmelerde bulundugu bahsedilen rezidiilerdendir (Sekil 41). Lys532 ayrica baglanmis
haldeki topotekan ile de hidrojen bagi kurmaktadir (165). Bilesiklerin, dipirolo[1,2-c:2',1'-
f][1,3,2]diazaborinin halkasinin 8 numarali konumundan bagl olan siibstitiientleri katalitik

bolgedeki baz ciftleri arasina baglanan kisimlaridir. Bu kisimlar +1 ve -1 baz ciftleri ile
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elektrostatik ve hidrofobik etkilesmeler gostermektedir. Mevcut topoizomereaz [-DNA
kompleksi kristal yapilarindan en iyi ¢oziiniirliige sahip olan 1K4T yapisinda yer alan
topotekanin enzim aktif bolgesindeki iki baz ¢iftinin arasina sokularak asagi akis (-1) baz
ciftini enzim aktif bolgesinden oteledigi ve iki fosfat arasindaki mesafeyi actig
goriilmektedir (165). Bu kristal yapinin ligand igermeyen versiyonunda (PDB kodu 1K4S)
DNA ¢ift sarmali enzim aktif bolgesinde Thr718, Lys532, Lys374 ve Arg364 ile hidrojen
bagi kurmaktadir (165). Topotekanin komplekse baglanmasiyla bu hidrojen baglar
korundugu gibi Arg362 ve Gly363 ile hidrojen baglart kurulmustur.

Sekil 40. DNA-topoizomeraz I kompleksine baglanma bigimleri. (a) BODIPY-3a
(turuncu), (b) BODIPY-6a (sar1) ve (c) BODIPY-12a (mor). Ligandlar ¢ubuk-
kiire, protein renkli kurdele, DNA gri molekiiler yiizey olarak gosterilmistir.
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Sekil 41. DNA-topoiomeraz I kompleksi ile iki boyutlu etkilesme diyagramlari. (a)
BODIPY-3a, (b) BODIPY-6a ve (c) BODIPY-12a. Mor: hidrojen bagi, yesil:
n- 7 istiflenme, kirmizi: n-katyon etkilesmesi, mavi/kirmizi: tuz kopriisi

Bilesiklerimizin DNA-topoizomeraz Il kompleksine baglanma bigimleri birbirinden
farkliliklar gostermektedir. Ornegin BODIPY-3a’nin iiglii halkas1 DNA molekiiliiniin
major olugunda iki katalitik bolgenin arasinda konumlanirken, ti¢lii halkanin 8 numarali
konumunda yer alan siibstitiient interkalasyon bolgelerinden birine, 5 numarali konumdaki
siibstiiient ise digerine baglanarak iki aktif bolgeyi birden isgal etmistir. Uglii halkaya 3
numarali konumdan baglanan siibstitient DNA mindr oluk ve enzimle etkilesmektedir
(Sekil 42). Tiim bu etkilesmeler sonucu BODIPY-3a bilesiginin afinitesi etopozitten daha
yiiksek hesap edilmistir (Tablo 9). Diger bilesikler katalitik bolgelerden sadece birini isgal
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etmekte, DNA major ve mindr olukla ve enzimle etkilesmeler goriilmektedir. BODIPY-6a
ve BODIPY-12a’da katalitik bolgeyle etkilesen kisim ii¢lii halka, BODIPY-9a’da ise bu
halkaya 3 numarali konumdan bagl siibstitiienttir. BODIPY-3a bilesiginin hidrojen bagi
kurdugu Arg503 ile n-m/mn-katyon etkilesmeleri yaptigi G13 niikelotidi kristal yapida
etopozitin etkilestigi rezidiilerdendir (166) (Sekil 43). G13 niikleotidindeki guanin bazi
BODIPY-6a ve BODIPY-9a bilesigiyle de kilit etkilegsmeler gostermektedir. BODIPY -6a
ve BODIPY-9a’da gézlenen 6nemli bir etkilesme de T9 niikleotidi ile kurulan m-katyon
etkilesmesidir. BODIPY-3a ve BODIPY-12a bu niikleotitlerle hidrofobik temas halindedir.
Bu rezidii DNA-enzim kompleksini olusturan Tyr821-fosfat kovalent bagmin fosfat
tarafini tasiyan ve dolayisiyla DNA’nin geri onarilmasinda kilit rol oynayan niikleotittir.
Bu niikleotitle etkilesmelerin parcalanma kompleksini stabilize ettigi diigiiniilmektedir.
Calisma kapsamindaki bilesiklerin DNA-topoizomeraz | ve DNA-topoizomeraz I
kompleksine giiclii bir sekilde baglandigi molekiiler kenetleme g¢alismalart ile tahmin

edilmistir.

(Gl

Sekil 42. DNA-topoizomeraz Il kompleksine baglanma bigimleri. (a) BODIPY-3a
(turuncu), (b) BODIPY-6a (sar1), (¢) BODIPY-9a (turkuaz) ve (d) BODIPY-
12a’nin (mor). Ligandlar g¢ubuk-kiire, protein renkli kurdele, DNA gri
molekiiler yiizey olarak gosterilmistir.
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Sekil 43. DNA-topoiomeraz Il kompleksi ile iki boyutlu etkilesme diyagramlari. (a)
BODIPY-3a, (b) BODIPY-6a, (c) BODIPY-9a ve (d) BODIPY-12a. Mor:
hidrojen bagi, yesil: n- m istiflenme, kirmizi: n-katyon etkilesmesi,
mavi/kirmizi: tuz kopriisii

4.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
4.5.1. In vitro Sitotoksisite / Fototoksisite Calismalar:

BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin HCT-116
hiicre hattina kars1 sitotoksik ve fototoksik etkileri MTT hiicre canlilik testi kullanilarak

incelenmistir. Calismalarin sonuglar1 Tablo 10-15 ve Sekil 44-47°de verilmistir.
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Tablo 10. Bilesiklerin 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin % canlilik oranlari

%  Canhhk 100 pM 50 pM 10 pM 5 uM 1pM 0.5 M

BODIPY-3a 90+2.50 100£11.10 96+7.10 96+10.40 100+7.60 100+4.50
BODIPY-6a 57+4.30 67+2.30 88+6.20 91+4.00 100+4.80 100+4.40
BODIPY-9a 100+4.60 100+2.70 100+1.30 100+2.00 100+2.20 100+2.90

BODIPY-12a 81+4.80 100+6.40 100+5.00 100+5.50 100+4.80 100+4.20

Tablo 11. Bilesiklerin 151k varliginda 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin % canlilik

oranlari
% Canhihk 100 pM 50 pM 10 pM 5 uM 1M 0.5 utM
BODIPY-3a 66+0.50 85+1.90 99+5.10 100+6 .00  100+6.30 100+2.90
BODIPY-6a 0 6+3.20 10+1.00 25+2.00 97+6.70 100+7.00
BODIPY-9a 854+2.90 100+4.90 98+7.10 99+5.30 98+1.80 100+5.40
BODIPY-12a 81+3.00 88+3.10 100+7.00 100+8.20 100+0.30 100+5.80

Tablo 12. Bilesiklerin 48 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin % canlilik oranlari

%Canllik 100pM 50 pM 10 M 5uM 1M 0.5 pM

BODIPY-3a 46+2.86  74+3.01 96+3.18 1005552  100£5.17  100+1.94
BODIPY-6a 0 0 52+5.45 83+4.25  97+1.60 100+2.93
BODIPY-9a 2642.16  39+2.66 76+3.53 984453 99+4.53 100+2.17
BODIPY-12a 314191  56+1.21 91+7.47 100+4.81  100+7.30  100+5.48

Tablo 13. Bilesiklerin 151k varliginda 48 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin % canlilik

oranlar1
%Canhlik 100pM 50 pM 10 pM 5uM 1M 0.5 uM
BODIPY-3a 16+1.54 42+6.78 96+4.82 100+5.26 100£5.90 100+5.36
BODIPY-6a 0 0 2+0.20 3+0.27 33+7.52 91+9.85
BODIPY-9a 26+4.73 45+2.26 98+2.22 100+9.29 99+6.77 100+4.73
BODIPY-12a 28+1.00 44+1.47 80+4.87 95+2.99 97+3.80 98+8.23

Tablo 14. Bilesiklerin 72 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin % canlilik oranlari

% Canhilik 100 pM 50 uM 10 pM 5uM 1 uM 0.5 uM

BODIPY-3a 49+2.01 78+5.79 98+5.75 99+7.57 100+3.40  100+5.42
BODIPY-6a 0 0 43+2.75 75+3.52 100+4.37  100+6.48
BODIPY-9a 26+2.22 54+3.89 89+4.74 94+3.12 100+5.71  100+2.40
BODIPY-12a 30+2.04 54+4.28 85+1.44 88+4.94 100+1.94  100+£5.72
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Tablo 15. Bilesiklerin 151k varliginda 72 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin % canlilik

oranlari
% Canhhk 100 pM 50 pM 10 pM 5 uM 1M 0.5 utM
BODIPY-3a 7+1.00 2446.97 73+8.77 87+2.92 100+4.10 100+4.04
BODIPY-6a 0 0 3+0.20 4+0.28 20+6.15 85+4.75
BODIPY-9a 13+£3.47 16+3.62 89+9.43 100+4.08 100+2.50 1004+4.04
BODIPY-12a 16+1.51 49+4.93 63+6.66 724+2.04 86+4.22 92+2.99
BODIPY-3a
150+
= 1004 <
=,
< -©- Is1k 24 saat
= - Karanlik 24 saat
5 —— Isik 48 saat
504 —¥ Karanlik 48 saat
Isik 72 saat
-©- Karanlik 72 saat
c I ] ] ] ] ]
0.5 uM 1 uM S uM 10 uM 50 uM 100 uM
Sekil 44. BODIPY-3a bilesiginin karanlikta ve 1s1k varliginda 24, 48 ve 72 saat

inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin % canlilik oranlar. ** p < 0.01, *** p <
0.001 151k 24 saat ile karanlik 24 saatin ayn1 konsantrasyonlari kiyaslandiginda;
" p < 0.001 151k 48 saat ile 151k 24 saatin aym konsantrasyonlari
kiyaslandiginda; ® p < 0.05, ®® p < 0.001 151k 72 saat ile 151k 24 saatin ayni
konsantrasyonlari kiyaslandiginda.

Hiicrelerin, karanlikta 100 uM BODIPY-3a bilesigi ile 24 saat inkiibasyonu

sonucunda

%90+2.50, 151k varliginda %66+0.50 oranlarinda canliliga sahip oldugu

belirlenmistir. 24 saat inkiibasyon ardindan 151k varliginda 50 ve 100 uM’da hiicre canlilig1

karanliga gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p < 0.001, p < 0.01). 48 saat

inkiibasyon sonucunda ise karanlikta 50 ve 100 uM BODIPY-3a bilesigi varliginda
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hiicrelerin sirasiyla %74+3.01 ve %46+2.86, 151k maruziyeti sonrasinda ise %42+6.78 ve
%16+1.54 oranlarinda canliliga sahip oldugu tespit edilmistir. Isik maruziyetinin ardindan
72 saat sonrasinda ise 5, 10, 50 ve 100 uM BODIPY-3a bilesigi varliginda hiicrelerin
strastyla %87+5.75, %73+8.77, %2446.97 ve %7+1.00 oranlarinda canliliga sahip oldugu

goriilmiistiir (Sekil 44).
BODIPY-6a
150-
~ 100+
S
=
E -0~ Isik 24 saat
O 504 -& Karanlik 24 saat
—+— 51k 48 saat
=¥ Karanlik 48 saat
e Is1k 72 saat
0 Sa 2 -©- Karanlik 72 saat
1 ] ] 1 1
05uM  1yM  5,M  10yM  50uM 100 M

Sekil 45. BODIPY-6a bilesiginin karanlikta ve 1sik varliginda 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin % canlilik oranlari. *** p < 0.001 151k 24
saat ile karanlik 24 saatin ayn1 konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda; i p <0.001
151k 48 saat ile 151k 24 saatin ayni konsantrasyonlar kiyaslandiginda; °° p <
0.001 151k 72 saat ile 151k 24 saatin ayn1 konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda.

Hiicrelerin, karanlikta 10, 50 ve 100 puM BODIPY-6a bilesigi ile 24 saat
inkiibasyon sonucunda %88+6.20, %67+2.30 ve %57+4.30 oranlarinda canliliga sahip
oldugu belirlenmistir. Isik maruziyeti sonrasinda ise 5 ve 10 uM’da hiicrelerin canlilig
%25+2.00 ve %10+1.00 oranlarinda bulunmustur. 24 saat inkiibasyon ardindan 1s1k
maruziyeti sonrasinda 5, 10, 50 ve 100 uM’da hiicre canliligi karanliga gore istatistiksel
olarak anlamli azalmistir (p < 0.001). 48 saat inkiibasyon sonucunda ise karanlikta 50 ve
100 uM BODIPY-6a bilesigi varliginda hiicrelerin tamamen o6ldiig, 5 ve 10 uM’da
sirasiyla %83+4.25 ve %52+5.45 oranlarinda canlilik oldugu belirlenmistir. Isik maruziyeti
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sonrasinda ise 1, 5 ve 10 uM’da hiicre canlilig1 sirasiyla %33+7.52, %3+0.27 ve %2+0.20
oranlarinda bulunmustur. Isik maruziyeti varliginda 24 ve 48 saat inkiibasyon sonrasinda 1
ve 5 uM’da karanliga gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p < 0.001). 72 saat
sonrasinda ise karanlikta 10 pM’da %43+2.75, 151k maruziyeti sonrasinda ise 1 pM’da
%20+6.15 oranlarinda hiicre canliligi tespit edilmistir (Sekil 45). 72 saat inkiibasyon
sonucunda 1 uM’da karanliga gore istatiksel olarak anlamli azalma tespit edilmistir (p <
0.001). Bu sonuglar BODIPY-6a bilesiginin konsantrasyona ve zamana bagli olarak
oldukga etkili fototoksik aktivite gosterdigini ortaya koymustur.

BODIPY-9a
150-
~ 100-
S
%
% Isik 24 saat
« Karanlik 24 saat
O 50-
Isik 48 saat
Karanlik 48 saat
Isik 72 saat
0 356 335 -©- Karanlik 72 saat
05uM  1yM 5,M 10uM S0uM 100 M

Sekil 46. BODIPY-9a bilesiginin karanlikta ve 1s1k varliginda 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin % canlilik oranlari. *** p < 0.001 151k 24
saat ile karanlik 24 saatin ayn1 konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda; i p <0.001
151k 48 saat ile 151k 24 saatin ayni konsantrasyonlari kiyaslandiginda; °° p <
0.001 151k 72 saat ile 151k 24 saatin ayn1 konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda.

Hiicrelerin, karanlikta caligilan tiim konsantrasyonlarda BODIPY-9a bilesigi ile 24
saat inkiibasyon sonucunda dikkate deger hiicre oliimii gozlenmemistir Isik varliginda ise
100 puM’da hiicrelerin canliliginin %85+2.90 oraninda oldugu tespit edilmistir. 48 saat
inkiibasyon sonucunda ise karanlikta 50 ve 100 uM BODIPY-9a bilesigi varliginda

%39+2.66 ve %26+2.16 oranlarinda canlilik bulunmustur. Isik maruziyeti sonrasinda ise
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ayni konsantrasyonlarda hiicre canliligi sirasiyla %45+2.26 ve %26+4.73 oranlarinda
bulunmustur. 48 saat inkiibasyon sonrasinda 151k varliginda hiicre canlilig1 karanliga gore
istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. 72 saat sonrasinda ise karanlikta 100 uM’da
%26+2.22, 151k maruziyetinden sonra ise %13+3.47 oranlarinda hiicre canliligi tespit
edilmistir (Sekil 46). 72 saat sonrasi tespit edilen 1s1k varliginda hiicre canliligi karanliga

gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p < 0.01).

BODIPY-12a
150+
2 1005
S
-
% Isik 24 saat
®
O s Karanlik 24 saat
Isik 48 saat
Karanlik 48 saat
Isik 72 saat
0 . . . . . 6?6 -©- Karanlik 72 saat
05uM 1M 5uM 10pM 50pM 100 M

Sekil 47. BODIPY-12a bilesiginin karanlikta ve 1sik varliginda 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin % canlilik oranlar1. * p < 0.05 151k 24 saat ile
karanlik 24 saatin ayn1 konsantrasyonlari kiyaslandiginda; " p < 0.001 151k 48
saat ile 151k 24 saatin ayni konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda; * p < 0.01, °® p
<0.001 151k 72 saat ile 151k 24 saatin ayn1 konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda.

Hiicrelerin, karanlikta 100 pM’da BODIPY-12a bilesigi ile 24 saat inkiibasyon
sonucunda %81+4.80 oraninda hiicre canlilig1 tespit edilmistir. Isik maruziyeti sonrasinda
ise 100 uM’da hiicrelerin canliliginin %81+3.00 oraninda oldugu tespit edilmistir. Bu iki
sonu¢ arasinda istatitiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir. 48 saat inkiibasyon
sonucunda ise karanlikta 50 ve 100 uM BODIPY-12a bilesigi varlifinda %56+1.21 ve
%31+1.91 oranlarinda canlibik bulunmustur. Isik maruziyeti sonrasinda ise ayni

konsantrasyonlarda hiicre canliligi sirasiyla %44+1.47 ve %28+1.00 oranlarinda
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bulunmusgtur. 48 saat inkiibasyon sonrasinda 1s1k varliginda hiicre canlilig1 agisindan 100
uM’da karanliga gore istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmamisken, 50 pM’da
istatiksel olarak anlamli azalma tespit edilmistir (p < 0.05). 72 saat sonrasinda ise
karanlikta 10 pM’da %85+1.44, 151k maruziyetinden sonra ise %63+6.66 oranlarinda hiicre

canlilig1 tespit edilmistir (Sekil 47).

Hiicrelerin BODIPY-3a ve BODIPY-6a varliginda 151k maruziyeti sonrasinda hiicre
morfolojisi faz kontrast mikroskop yardimiyla goriintiilenmis ve sonuglar Resim 1°de
verilmistir. Resim 1’de de goriildigii gibi hiicreler bilesik varliginda 11k maruziyeti
sonrasinda kontrol grubuna gore biiziilerek morfolojik degisikliklere ugramistir. Bu durum

hiicre 6liimiinii ve apoptozu isaret etmektedir.

Resim 1. HCT-116 hiicre hattinda goriilen morfolojik degisiklikler. (a) 1s1k varliginda (24
saat), (b) 151k yoklugunda (24 saat), (c) BODIPY-3a (10 uM), (d) BODIPY-3a
(50 uM), (e) BODIPY-6a (5 uM) ve (f) BODIPY-6a (10 uM).
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4.5.2. Anneksin V-FITC/PI Apoptoz Testi

Istk maruziyeti (beyaz, 17.5 mW/cm? 60 dakika) sonrasinda BODIPY-3a ve
BODIPY-6a bilesikleriyle 24 saat muamele edilen HCT-116 hiicre serisindeki apoptotik
etkinlik Anneksin V-FITC/PI kiti kullanilarak akis sitometresinde incelenmistir. Sonuglar
Tablo 16 ve Sekil 48°de verilmistir.

Tablo 16. BODIPY-3a ve BODIPY-6a bilesiklerinin Anneksin V-FITC/PI analizi

sonugclari
Canhhk Erken Apoptoz  Geg¢ Apoptoz Nekroz
Negatif Kontrol (Isik) 94.80 3.40 1.60 0.20
Negatif Kontrol (Karanlik) 95.40 3.20 1.20 0.20
BODIPY-3a (10 uM) 95.50 3.30 1.00 0.10
BODIPY-3a (50 uM) 93.70 4.80 1.40 0.20
BODIPY-6a (5 uM) 23.00 35.80 30.50 10.70
BODIPY-6a (10 uM) 9.60 54.40 32.50 3.40
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Sekil 48. BODIPY-3a ve BODIPY-6a bilesiklerinin Anneksin V-FITC/PI analizi. (a)
negatif kontrol (isik), (b) negatif kontrol (karanlik), (c) BODIPY-3a (10 pM);
(d) BODIPY-3a (50 uM), (e) BODIPY-6a (5 uM) ve (f) BODIPY-6a (10 pM).

10 ve 50 uM BODIPY-3a bilesiginin Anneksin V-FITC/PI analizi sonuglart MTT
hiicre canlilik testi ile uyumluluk gdstermis olup, calisilan konsantrasyonlarda kontrole

gore anlamli hiicre 6limi gézlenmemistir. Sadece 151k maruziyeti sonrasinda da hiicre
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6liimii tizerine etkiye rastlanmamistir. BODIPY-6a bilesiginin Anneksin V-FITC/PI analizi
sonucu 1sik varliginda bilesiklerin konsantrasyona bagli olarak HCT-116 hiicrelerini
apoptoza siirlikledigi goriilmiistiir. 5 ve 10 puM’da sirasiyla %66.30 ve %86.90 oranlarinda
apoptotik hiicrelerin varlig1 tespit edilmistir. Isik maruziyeti sonrasinda BODIPY-6a
bilesigi varliginda canli HCT-116 hiicrelerinin miktarinin azaldigi, nekrotik veya gec

apoptotik ile erken apoptotik hiicre sayisinin arttigi goriilmiistiir (Sekil 48).
4.6. Bilesiklerin Nanotasiyic1 Sistemlerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Bu ¢alisma kapsaminda BODIPY-6a ve BODIPY-12a bilesiklerinin nanotasiyict
sistemlerinin hazirlanmasi ve karakterizasyonu ¢alismalar1 Karadeniz Teknik Universitesi
Eczacilik  Fakiiltesi ~ Farmasotik  Teknoloji ~ Anabilim  Dali  Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. BODIPY-6a ve BODIPY-12a bilesiklerinin lipozom ve nanopartikiil
formiilasyonlarina ait karakterizasyon sonuglari Tablo 17°de verilmistir. Formiilasyonlarin
TEM goriintiileri Resim 2-3’de verilmistir. Bu sonuglara gére BODIPY-6a bilesiginin
formiilasyonlara enkapsiilasyon etkinligi sirasiyla %70.33+5.70 ve %59.15+9.56 olarak
belirlenmistir. Formiilasyonlarin partikiil boyutu 219.7+1.0 ve 206.0£2.8 nm olarak
belirlenmistir. Formiilasyonlarin polidispersite indeksi 0.196+0.003 ve 0.216+0.008 olarak
bulunmustur. Ayrica zeta potansiyelleri +8.42+0.25 ve -20.70+0.14 mV olarak
hesaplanmistir. Formiilasyonlarin pH’s1 7.10 ve 7.20 olarak bulunmustur. BODIPY-12a
bilesiginin formiilasyonlara enkapsiilasyon etkinligi sirasiyla %49.29+9.30 ve
%90.55+0.65 olarak belirlenmistir. Formiilasyonlarin partikiil boyutu 216.7+1.0 ve
818.748.7 nm olarak belirlenmistir. Formiilasyonlarin polidispersite indeksi 0.211+0.004
ve 0.529+0.011 olarak bulunmustur. Ayrica zeta potansiyelleri +7.89+0.85 ve -13.43+0.26

mV olarak hesaplanmistir. Formiilasyonlarin pH’s1 6.90 ve 7.10 olarak bulunmustur.
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Tablo 17. Formiilasyonlarin karakterizasyon ¢aligmasi sonuglari

Formiilasyon Karakterizasyon Calisma Sonuclari

Formiilasyon pH Enkapsiilasyon Partikiil Polidispersite  Zeta Potansiyeli
Etkinligi (%) Boyutu (nm)  indeksi (mV)
LpBODIPY-6a 7.10  70.33+£5.70 219.7£1.0 0.196+0.003 +8.42+0.25
LpBODIPY-12a  6.90  49.29+9.30 216.7<1.0 0.211+0.004 +7.89+0.85
NpBODIPY-6a 720 59.15+9.56 206.0+2.8 0.216+0.008 -20.70+0.14
NpBODIPY-12a  7.10  90.55+0.65 818.7+8.7 0.529+0.011 -13.43+0.26

'—'5()() nm

4100 nm

Resim 3. BODIPY-12a bilesiginin lipozom (a) ve nanopartikiil (b) TEM goriintiileri.
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4.6.1. Formiilasyonlarn in vitro Sitotoksisitesi / Fototoksisitesi

Calismamiz kapsaminda formiilasyonlar1 gelistirilen LpBODIPY-6a, NpBODIPY -
6a, LpBODIPY-12a ve NpBODIPY-12a bilesiklerinin HCT-116 hiicre hattina karsi in
vitro sitotoksik ve fototoksik etkileri MTT hiicre canlilik testi kullanilarak incelenmistir.

Calismalarin sonuglar1 Tablo 18-19 ve Sekil 49-50’te verilmistir.

Tablo 18. Formiilasyonlarin 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin % canlilik oranlari

% Canhihk 100 pM 50 pM 10 pM S uM 1M 0.5 utM
LpBODIPY-6a 21+5.30  32+7.90 44+2.60 55+5.30 83+6.80 88+3.20
LpBODIPY-12a 58+8.30 78+8.90 90+9.90 98+13.00 94+2.90 95+0.70
NpBODIPY-6a 30+4.10  4243.50 53+5.20 57+2.90 65+3.70 79+4.90
NpBODIPY-12a 45+£3.10  49+4.90 45+2.60 57+3.20 81+7.00 87+6.30

Table 19. Formiilasyonlarin 151k varliginda 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin %
canlilik oranlari

%Canhlik 100pM 50 pM 10 pM 5 uM 1M 0.5 uM
LpBODIPY-6a 0 0 19+5.20 23940  34+1.90  76+1.30
LpBODIPY-12a 3543.00 36£0.60  52+5.50 68+7.20  90+8.30  100+2.60
NpBODIPY-6a 24+530  38+510  54+10.60 554560  58+6.90  68+7.40
NpBODIPY-12a 18+2.30 324510  42+4.10 484440 714380  75+6.10

Hiicrelerin, karanlikta 5, 10, 50 ve 100 uM LpBODIPY-6a bilesigi ile 24 saat
inkiibasyon sonucunda %55+5.30, %44+2.60, %32+7.90 ve %21+5.30 oranlarinda
canlilifa sahip oldugu belirlenmistir. Isik maruziyeti sonrasinda 10 pM’da hiicrelerin
canliligi %19+5.20 oraninda bulunurken, 50 ve 100 puM’da tamemen hiicre Olimii
gerceklesmistir. 24 saat inkiibasyon ardindan 151k maruziyeti sonrasinda 1, 5, 10, 50 ve 100
uM’da karanliga gore hiicre canlilign istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p < 0.001).
Karanlikta 5 ve 10 uM NpBODIPY-6a bilesigi ile 24 saat inkiibasyon sonucunda
%57+2.90 ve %53+5.20 oranlarinda hiicrelerin canliliga sahip oldugu belirlenmistir. Isik
maruziyeti sonrasinda ise ayni konsantrasyonlarda hiicre canliligt %55+5.60 ve
%54+10.60 oranlarinda bulunmustur. Isik maruziyeti sonrasi hiicre canliligindaki azalis

karanlhiga gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 49).
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Sekil 49. Formiile edilen ve edilmeyen BODIPY-6a bilesiginin karanlikta ve 1s1k
varliginda 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin % canlilik oranlari. *** p
< 0.05 Isik ile Istk-Lp’nin ayni konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda; ™ p < 0.001
Isik ile Isik-Np’nin ayn1 konsantrasyonlari kiyaslandiginda.

Hiicrelerin, karanlikta 5, 10, 50 ve 100 uM LpBODIPY-12a bilesigi ile 24 saat
inkiibasyon sonucunda %98+13.00, %90+9.90, %78+8.90 ve %58+8.30 oranlarinda
canliliga sahip oldugu belirlenmistir. Isik  maruziyeti sonrasinda ise aym
konsantrasyonlarda %68+7.20, %52+5.50, %36+0.60 ve %35+3.00 oranlarinda hiicre
canlilig1 tespit edilmistir. 24 saat inkiibasyon ardindan 151k maruziyeti sonras1 5, 10, 50 ve
100 uM konsantrasyonlarda karanli§a gore istatistiksel olarak anlamli azalis goriilmiistiir
(p < 0.001). Karanlikta 50 ve 100 uM NpBODIPY-12a bilesigi ile 24 saat inkiibasyon
sonucunda 9%49+4.90 ve %45+3.10 oranlarinda hiicrelerin canliliga sahip oldugu
belirlenmistir. Isik maruziyeti sonrasinda ise ayni konsantrasyonlarda hiicre canlilig
%32+5.10 ve %18+2.30 olarak bulunmustur. Isik maruziyeti sonrast hiicre canlilig
acisindan azalis karanliga gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.01, p <

0.001) (Sekil 50).
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Sekil 50. Formiile edilen ve edilmeyen BODIPY-12a bilesiginin karanlikta ve 1s1k

varliginda 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin % canlilik oranlar1. *** p <

0.05 Isik ile Isik-Lp’nin ayni konsantrasyonlari kiyaslandiginda; * p < 0.001

Isik ile Isik-Np’nin ayn1 konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda.
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5. TARTISMA ve SONUC

Kolorektal kanserin, kanser tiirleri arasinda en yaygin {lgiinci ve onkolojik
hastaliklarda 6liim oraninin ikinci sirada oldugu bilinmektedir. Bu hastaligin tedavisinde
kullanilan ilaglarin ciddi gastrointestinal sorunlar, hematolojik, noronal, dermatolojik ve
kardiyak yan etkilere sahip oldugu diisiiniildiigiinde, bu hastalik karsisinda yeni stratejiler
ve molekiiller gelistirmek bilim insanlarinin oncelikleri arasinda yer almaktadir (1). Bu
alternatif tedavi stratejilerinden biri olan PDT fotoduyarlastirici, oksijen ve 1s1k varliginda
selektif olarak tiimor dokusunu yok etmesi ve diisiik yan etki profiline sahip olmasi

nedeniyle son yillarda ilgi ¢ekici bir alan olmaya baglamistir (8).

Yiiksek floresans oOzelliklerinden dolay1 goriintiileme ajani olarak kullanilan
BODIPY ve tiirevleri son yillarda yiiksek absorpsiyon katsayisi, yiiksek saflikta
sentezlenebilme, singlet oksijen verimine sahip olabilme, toksik olmayan ¢oziiciilerde
¢Oziinebilme, hiicre i¢ine kolay alimim, karanlikta diisiik toksisite gibi 6zelliklerinden
dolayr da PDT’de kullanilan fotoduyarlastirici olarak kullanilmaya baglanmigtir (10).
Ozellikle suda ¢dziinebilen fotoduyarlastiric: bilesiklerin viicut icerisinde biyodagilimi ve
biyouyumlulugu arttirdigindan dolayr biyomedikal uygulamalarda kullanilmasi oldukca
kiymetlidir.

Bu calisma kapsaminda kullanilan BODIPY bilesiklerinin PDT i¢in uygun
fotoduyarlastiric1 bilesikler olup olmadigini belirlemek amaciyla ilk olarak fotokimyasal
caligmalar gergeklestirilmistir. Singlet oksijen kuantum verimi degerlerinin iyi bir
fotoduyarlasticty1 tanimlamak i¢in g6z onilinde bulundurulan en 6nemli parametrelerden
biri oldugu bilinmektedir (178). Bu nedenle BODIPY-3a, BODIPY-6a, BODIPY-9a ve
BODIPY-12a bilesiklerinin DMSO ve TBS igerisindeki singlet oksijen kuantum verimleri
singlet oksijen sondiiriicii olan DPBF (DMSO igin) ve ADMA (TBS ig¢in) kullanilarak
belirlenmigtir. Pozitif kontrol olarak MB kullanilmistir. DPBF’nin absorbans degisimi
zaman ile lineer korelasyon gostermistir. DPBF’nin singlet oksijen sondiiriicti etkisi
kullanilarak BODIPY-3a bilesiginin DMSO icerisindeki singlet oksijen kuantum verimi
0.62 olarak belirlenmistir. Bu sonucun pozitif kontrol olarak kullanilan MB’den daha
yiksek bir deger oldugu goriilmektedir. BODIPY-6a, BODIPY-9a ve BODIPY-12a
bilesiklerinin DMSO igerisindeki singlet oksijen kuantum verimleri sirastyla 0.46, 0.16 ve
0.27 olarak bulunmustur. Bu sonuglar piridinyum grubu iceren bilesiklerin daha yiiksek

singlet oksijen kuantum verimine sahip oldugunu gostermistir. BODIPY-3a bilesiginin
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yapisal olarak 6 adet piridinyum grubu bulundurmasinin, yapinin konjugasyonunu artirdigi
ve bu nedenle de yiiksek singlet oksijen kuantum verimine sahip oldugu diisiiniilmektedir.
ADMA’nin singlet oksijen sondiiriicii etkisi kullanilarak BODIPY-3a, BODIPY-6a,
BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin TBS igerisindeki singlet oksijen kuantum
verimleri 0.30, 0.21, 0.07 ve 0.13 olarak bulunmustur. Bu sonuglar DMSO’da ¢6ziinen
bilesiklerin suda ¢oziinen bilesiklere gore yaklasik 2 kat daha fazla singlet oksijen kuantum
verimine sahip oldugunu go6stermektedir. Bunun nedenlerinden birisinin kullanilan
¢Oziiciinilin dielektrik sabiti ile iligkili oldugu diistiniilmektedir. Polarite arttik¢a sistemler
arast gecis halinde meydana gelen degisikliklerden dolayir singlet oksijen olusumu
azalmaktadir (179,180). Ayrica suda ¢ozlinen bilesiklerin agregasyon gostermeleri singlet
oksijen kuantum verimlerini disiirebilmektedir (158). Wang ve arkadaslarinin
sentezledikleri 3 ve 5 numarali pozisyonlardan bagli suda ¢6ziiniir piridinyum grubu igeren
iki adet BODIPY bilesiginin singlet oksijen kuantum verimleri 0.10 ve 0.22 olarak
bulunmustur (149). Caruso ve arkadaslarinin sentezledikleri 8 numarali pozisyondan bagh
piridin grubu igeren iki adet BODIPY bilesiginin singlet oksijen kuantum verimleri 0.83 ve
0.02, ayn1 pozisyondan bagli piridinyum grubu igeren 2 adet katyonik BODIPY bilesiginin
singlet oksijen kuantum verimleri ise 0.09 ve 0.18 olarak bulunmustur (178). Agazi ve
arkadaslarinin sentezledikleri 8 numarali pozisyondan bagl trimetilamino grubu igeren 2
adet katyonik BODIPY bilesiginin singlet oksijen kuantum verimleri 0.07 ve 0.03 olarak
hesaplanmugtir (181). Literatiir sonuglariyla kiyaslandiginda BODIPY-3a ve BODIPY-6a
bilesiklerinin yiiksek singlet oksijen kuantum verimine sahip olmasinin, siibstitiient
gruplardaki  piridinyum  gruplarinin  konjugasyonu  arttirdigindan  kaynaklandig:

distiniilmektedir.

Fotobozunma, fotoduyarlastirict maddelerin 151k altinda bozundugu bir siiregtir.
Fotoduyarlastiricilarin fotokararliligini belirlemek, PDT gibi fotokatalitik reaksiyonlar i¢in
olduk¢a &nemlidir (182). Ideal bir fotoduyarlastiric1 bilesigin, tedavi siiresince kanserli
dokuda bozunmadan kalmasi gerekmektedir. Bu calisma kapsaminda suda c¢o6ziiniir
BODIPY bilesikleri 60 dakika siireyle beyaz 1s18a maruz birakilmigtir. Her 10 dakikada
UV-Vis spektrumlar1 alinmis ve absorbanslarindaki degisim goézlenmistir. Hiicre kiiltiirii
calismalarinda uygulanan sartlar saglanarak  bilesiklerin  bozunmaya ugrayip
ugramadiklarinin tespiti gerceklestirilmistir. Isik maruziyeti sonrasinda absorbans degisimi
dikkate alinarak gercgeklestirilen hesaplama sonucunda BODIPY-3a, BODIPY-6a,
BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin sirasiyla %81.32, %82.29, %77.15 ve %79.54
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oranlarinda bozunmadan ortamda kaldigi belirlenmistir. Sonuglar mono stiril bilesiklerin
distiril bilesiklerden daha yiiksek fotokararliliga sahip oldugunu gdstermistir. Banfi ve
arkadaslarinin gergeklestirdikleri ¢alismada 50 W yesil led 151k kullanarak 4,7-dimetoksi-
nafta grubu igeren ii¢ adet bilesigin 60 dakika sonunda fotobozunma yilizdeleri ~ %60, %50
ve %65 olarak hesaplanmigtir (159). Bu bilesiklerle kiyaslandiginda c¢alismamizda
kullandigimiz piridinyum ve dimetilamino grubu igceren BODIPY bilesiklerinin

fotokararliliginin daha yiiksek oldugunu gérmekteyiz.

DNA, canli organizmalarda genetik bilginin depolandigi biyomolekiildiir. Gen
mutasyonlarinda, onarim mekanizmast bozukluklarinda, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinda
onemli rol oynamaktadir (11). DNA’da gerceklesen geri doniisiimsiiz degisiklikler
kanserin olusumunda oldukga etkilidir. Bu sebeple, DNA antikanser ilag¢ tasariminda, DNA
ile bilesiklerin etkilesiminin belirlenmesi olduk¢a onemlidir (12). Bilesikler DNA’ya
kovalent ya da kovalent olmayan etkilesimler ile baglanmaktadir. Kovalent baglanmada
bilesikler DNA’nin bazlar1 ile geri doniisiimsiiz etkilesime ugrarken, kovalent olmayan
baglanmada ise elektrostatik, interkalasyon, kismi interkalasyon ve oluga baglanma gibi
etkilesimler meydana gelmektedir. Elektrostatik etkilesimler bilesiklerin pozitif yiikii ile
DNA’nin eksi yiiklii olan fosfat gruplari arasinda gerceklesmektedir. Interkalasyon tiirii
etkilesimde ise bilesikler DNA bazlarinin arasina yerleserek DNA’nin  kararliligin
degistirmektedir. Oluga baglanmada ise bilesikler van der Waals, hidrofobik veya hidrojen
baglar1 yardimiyla DNA’nin dis ylizeyine baglanir. Kismi interkalasyon durumunda ise
bilesiklerin ana iskeletlerinin oluga baglanip yan gruplarin interkalasyon tiirlinde etkilesim
yaptig1 bilinmektedir (133,161,183). Bu calisma kapsaminda BODIPY-3a, BODIPY-6a,
BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin CT-DNA ile baglanma modlarinin
belirlenmesi i¢in UV-Vis absorpsiyon, yarismali EB baglanma, viskozimetri ve
elektroforez yontemleri kullamilmistir. TBS igerisindeki BODIPY-3a, BODIPY-6a,
BODIPY-9a ve BODIPY-12a bilesiklerinin absorbsiyon spektrumlarinda artan CT-DNA
ilavesiyle meydana gelen degisiklikler incelendiginde hipokromizm gerceklestigi
belirlenmigtir. Bilesiklerin K, sabitleri sirasiyla 1.59+(0.18)x10%, 1.87+(0.20)x10%,
5.184_—(0.15)><103 ve 2.88+(0.05)x10° M olarak belirlenmistir. Bilesikler igerisinde en
yiiksek Kp degerinin BODIPY-6a bilesigine ait oldugu tespit edilmistir. Deney sartlarinda
pozitif kontrol olarak kullanilan EB bilesigi %52.23+1.50 oraninda hipokromizm,
1.934_—(0.07)><105 Mt K, degeri gostermistir. EB bilesiginin calismada kullanilan tiim
bilesiklerden daha kuvvetli sekilde CT-DNA etkilesimi gosterdigi belirlenmistir.
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Yarigmali baglanma ¢alismasinda interkalatif ajan olarak bilinen EB bilesigi
kullanilarak BODIPY  bilesiklerin CT-DNA ile etkilesimlerinin  belirlenmesi
amaclanmistir. Bu ¢alismada ilk olarak EB bilesiginin absorpsiyon spektrumu ol¢iilmiistiir.
Daha sonra EB bilesigine 1:1 oraninda CT-DNA ilave edildiginde (EB-(CT-DNA))
kompleksi olusup, m—n* gecis enerjisinin diigmesi nedeniyle hipokromizm ve kirmiziya
kayma gozlenmistir. Daha sonra bu kompleks tizerine BODIPY bilesiklerinin farkli
konsantrasyonlar1 ilave edilip spektrumundaki degisimler gozlenmistir. Bilesiklerin
ilavesinin ardindan Sekil 29°da da gorildiigii gibi olusan komplekslerin absorbanslarinda
dikkate deger artiglar tespit edilememistir. Bu durum bilesiklerin CT-DNA ile
interkalasyon tiiriinde etkilesim yapmadiklarin1 kanitlamaktadir. Eger kullanilan bilesikler
giicli bir interkalatif ajan olsaydi EB bilesiginin yerini alir bu durumda da

absorbanslarinda ciddi bir artis gézlenmesi beklenirdi.

Bilesikler ile CT-DNA’nin baglanma modunun belirlenmesinde kullandigimiz
yontemlerden biri de viskozite ¢alismasidir. interkalatif ajanlarin DNA’nin bazlar1 arasina
girmesi DNA’nin uzamasini saglayarak viskozitesini arttirdigi bilinmektedir (184).
Bununla birlikte interkalatif olmayan ajanlarin varliginda ise CT-DNA’nin kirilmasi ve
biikiilmesi saglanarak viskozitesinin azalmasina sebep olmaktadir (185). Bu ¢alismamizda
bilesiklerin artan konsantrasyonlart CT-DNA ¢ozeltisi tizerine ilave edilmis ve CT-
DNA’nin viskozitesinin degismedigi belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan EB
bilesiginin artan konsantrasyonlari ilave edildiginde ise CT-DNA’nin viskozitesinin arttigi
belirlenmistir. Bu sonuglar, bilesiklerin CT-DNA ile kovalent olmayan etkilesimler

gerceklestirdigini kanitlamaktadir.

Son olarak agaroz jel elektroforez teknigi kullanilarak BODIPY bilesiklerinin CT-
DNA ile baglanma modu incelenmistir. Bu ¢alismada CT-DNA konsantrasyonu sabit
tutulup, bilesiklerin artan konsantrasyonlar: ilave edilmis ve CT-DNA’nin agaroz jel
tizerindeki yogunlugu incelenmistir. Bilesikler CT-DNA ile kuvvetli etkilesim
gerceklestirdiklerinde, CT-DNA’y1 doygunluga ulastirip elektroforez jeli iizerindeki
goriiniirliigiinii azaltir (186,187). Sonuglar incelendiginde BODIPY-6a bilesiginin CT-
DNA’nin goriiniirligiinii azalttig1 belirlenmistir. Bu durum bilesiklerin CT-DNA baglanma

sabiti degerleri ile uyum gostermektedir.

Tiim gergeklestirilen baglanma calismalar1 sonucunda bilesiklerin Ky sabitlerinin

10° mertebesinden kiigiik olmasi, dalga boyunda yiiksek kirmiziya kayma gozlenmemesi,
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yarismali EB baglanma deneyinde absorbanslarindaki diisiik artis, CT-DNA viskozitesinin
artmamas1 nedeniyle bilesiklerin CT-DNA’ya baglanmasinin kovalent olmayan
etkilesimlerle gerceklestigini ortaya koymaktadir. Zhao ve arkadaslar1 gergeklestirdikleri
calismada imidazolyum grubu igeren iki BODIPY bilesiginin yiiksek hipokromizm ve
kirmiziya kayma gostermesinden dolayi bilesiklerin CT-DNA ile interkalasyon tiiriinde bir
etkilesim gergeklestirdiklerini ortaya koymustur (150). Wang ve arkadaslar1 ise UV-Vis
absorpsiyon spektrofotometre ve viskozimetre ile gerceklestirdikleri galisma sonucunda
piridinyum grubu iceren BODIPY bilesiginin CT-DNA ile interkalasyon tiiriinde
etkilestiklerini ortaya koymuslardir (149). Bu ¢alismada kullanilan bilesiklerin yapilarinin

biiyiik olmasi nedeniyle, interkalatif olmayan bir etkilesim gosterdikleri diisiiniilmektedir.

DNA zincirinin kesimi DNA’nin modifikasyonunu basarmak ve kanser gelisimini
onlemek i¢in Onemli yoOntemlerden biridir. DNA {izerinde yaratilacak hasar ile
replikasyonu ve transkripsiyonu oOnleyerek hiicre apoptoza veya nekroza siiriiklenip
kanserli hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasmin Onlenebilecegi disiinilmektedir (11).
DNA’nin niikleaz aktivitesi 3 farkli mekanizma iizerinden gerceklesebilmektedir. Bunlar,
fosfodiester baglarinin hidroliziyle gerceklesen hidrolitik kesim, deoksiribozun veya bazin
oksidasyonuyla gergeklesen oksidatif kesim ve son olarak 1s1k varliginda oksidasyon ile

gerceklesen fotokesimdir (115).

Bilesiklerin niikleaz aktivitesini belirlemek i¢in agaroz jel elektroforez yontemi
oldukg¢a sik kullanilmaktadir (188, 189). Bu yontem, bir elektriksel alanda, ¢oziinmiis
durumdaki biyomolekiillerin elektrik yiiklerinin, kiitlelerine oraniyla belirlenen hizda gog
etmeleri esasina dayanmaktadir. Elektrik alandaki molekiiler go¢, genellikle molekiiliin
biiyiikliigiinden, seklinden ve kimyasal yapisindan etkilenmektedir. DNA negatif ytiklii
oldugundan elektrik alana yerlestirildiginde anota dogru go¢ etmektedir. Bu goge elektrik
alanin giicii, agaroz jel ve tamponun yogunlugu ve DNA’nin biiytlikliigl etki etmektedir.
Bu calisma kapsaminda BODIPY bilesiklerinin niikleaz aktivitesini belirlemek igin
siipersarmal pBR322 plazmid DNA kullanilmistir. Siipersarmal pBR322 plazmid DNA
elektroforeze maruz birakildiginda, Sc’nin en hizli gog ettigi bilinmektedir. Maddelerle ya
da 1sikla etkilesim sonrasi tek bir zincirde hasar meydana geldiginde Nc olusur ve bu
formun go¢ etmesi en uzundur. Cift zincirde hasar meydana gelirse Lc olusur. Olusan

form, Sc ve Nc’nin arasinda olacak sekilde gog eder (189).
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Bu ¢alisma kapsaminda bilesiklerin PDT’de kullanilabilirligini belirlemek igin 151k
varliginda ve yoklugunda DNA niikleaz etkileri incelenmistir. 60 dakikalik inkiibasyon
sonrasinda bilesiklerde dikkate deger hidrolitik niikleaz aktivitesi gozlenmemistir. Isik
varhiginda (beyaz, 17.5 mW/em?, 30 dakika) ise bilesiklerin oldukga etkili niikleaz
aktivitelere sahip oldugu belirlenmistir. Bilesiklerin konsantrasyona bagli sekilde DNA
lizerinde hasar yarattiklar1 tespit edilmistir. Calismada kullanilan bilesikler arasinda en
yiiksek fotoniikleaz aktiviteyi BODIPY-3a bilesigi gostermistir. Bilesikler arasinda en
diisiik fotoniikleaz aktiviteye ise BODIPY-9a bilesiginin sahip oldugu tespit edilmistir.
Elde edilen sonuglar singlet oksijen kuantum verimi ile fotoniikleaz aktivitesi arasinda
paralellik oldugunu gostermistir. Bilesiklerin oksidatif niikleaz etkilerinin incelenmesi
amactyla H,O,, AA ve ME ajanlari kullanilmistir. Karanlikta aktivator bilesiklerin niikleaz
aktivite yaratmadigi belirlenmistir. BODIPY-3a ve BODIPY-6a bilesiklerinin H,0;
varliginda oksidatif niikleaz aktivite gosterdigi belirlenirken, BODIPY-9a ve BODIPY-12a
bilesiklerinin dikkate deger aktiviteler gostermedigi tespit edilmistir. Isik varliginda
gerceklestirilen calismalar sonucunda bilesiklerin oldukca yiiksek oksidatif fotoniikleaz
aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Bilesiklerin en 1yi oksidatif fotoniikleaz etkinligi ise,
H,0; aktivatorii varliginda gozlenmistir. Elde edilen oksidatif fotoniikleaz sonuglarinin,
bilesiklerin singlet oksijen kuantum verimleriyle uyumlu oldugu gorilmustiir. Isikla
uyarilan bilesikler tarafindan iiretilen singlet oksijenler, aktivator ajanlarin radikal
olusturmasina ve bunun sonucunda da bilesiklerin daha etkili fotoniikleaz aktivite
gostermelerine neden olmaktadir. Wang ve arkadaslarinin gerceklestirdikleri calismada
piridinyum grubu iceren iki adet BODIPY bilesiginin singlet oksijen ve hidroksil radikali
ureterek DNA fotoniikleaz aktivitesi gosterdigini, sonuglarin DNA baglanma ve singlet
oksijen kuantum verimleriyle iligikili oldugunu ortaya koymuslardir (149). Daha 6nce
grubumuzun gerceklestirdigi calismada ise suda ¢Oziiniir morfolin dimetilamino ve
dietilamino gruplar1 igeren BODIPY bilesiklerinin etkili DNA fotoniikleaz aktivitesi
gosterdigi belirlenmistir (151).

Topoizomeraz enzimleri, hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda DNA’nin
gevsemesini ve kivrilmasini saglayarak DNA replikasyonunda, transkripsiyonunda ve
kromatinin yeniden modellenmesinde etkilidir (13). Kanser hiicrelerinde topoizomeraz
enzimlerinin ekspresyonunun arttig1, bu enzimlerin kontrolsiiz hiicre boliinmesinde énemli
rollerinin oldugu yapilan ¢aligmalarda goriilmektedir. Klinikte ¢esitli kanser tiirlerinde

kullanilan topoizomeraz inhibitorleri ciddi yan etkilere sahiptirler. Topoizomeraz
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enzimlerinin ¢ogalma proseslerinde 6nemli rol oynamasi ve mevcut klinikte kullanilan
ilaglarin ciddi yan etkilere sahip olmast bilim insanlarin1 alternatif arayislara
stiriklemektedir. Weijer ve arkadaslar1 yayinladiklar1 ¢alismada fotoduyarlastirici
akriflavin maddesinin topoizomeraz I ve II inhibitérii etkisinin, PDT’deki terapdtik
etkinligini  arttirdigin1  gostermislerdir  (190). Montazerabadi ve arkadaslarinin
yayimladiklar1 calismada ise meme ve prostat kanserleri tedavisinde kullanilan ve
topoizomeraz II inhibitorii oldugu bilinen mitoksantron isimli fotoduyarlastirict bilesigin
MCF-7 hiicre hattinda etkili in vitro PDT etkisi gosterdigi ortaya konulmustur (191).
Literatiirdeki bu bilgiler dogrultusunda PDT’de kullanilabilen ajanlarin topoizomeraz

inhibitor etkilerinin var olmasinin PDT nin etkinligini arttiracagi diistiniilmektedir.

Bu calisma kapsaminda BODIPY bilesiklerinin topoizomeraz I ve II inhibisyon
etkileri agaroz jel elektroforez yontemi kullanilarak incelenmistir. ilk olarak DNA kontrolii
incelendiginde siipersarmal formda oldugu goriilmekteyken, topoizomeraz I ve Il enzimleri
ilave edildiginde DNA’nin kirik ve lineer forma doniistiigii tespit edilmistir. Bilesiklerin
ilave edilmesinin ardindan kirik ve lineer formun bant yogunlugunun azaldigi, siipersarmal
formun ise arttig1 belirlenmistir. Siipersarmal formun bant yogunlugundaki degisime gore
BODIPY-3a bilesiginin en yiiksek topoizomeraz 1 ve II inhibitor etkisine sahip oldugu

gorilmiistiir.

DNA ¢ift sarmalinda olusan diiglimleri, sarmallardan birini kirarak ¢6zen ve
boylelikle diiglimden kaynakli gerilimi rahatlatarak DNA’y1 tekrar onaran 765 amino asitli
insan topoizomeraz | enzimi azot terminali, merkez, baglayict ve karbon terminali olmak
tizere dort bolgeden olusur. Aktif bolge rezidiilerinin neredeyse tamami merkez bolgede
bulunur (192). Bugiine kadar tanimlanan insan DNA-topoizomeraz | kompleksi kristal
yapilarinda enzimin kovalent baglandigt DNA ¢ift sarmalini tamamen cevreledigi ve aktif
bolge rezidiilerinin kesilecek fosfat gruplarinin iizerinde yer aldigi gosterilmistir. DNA
sarmallarindan birinin kirilmasi topoizomeraz I aktif bolgesinde yer alan Tyr723 rezidiisii
ile buna yakin bir DNA fosfodiester bagi arasinda olusan transesterifikasyon ile gergeklesir
ve boylelikle kovalent 3'-fosfotirozil gecis kompleksi olusur. Topoizomeraz I zehirleri
olarak da adlandirilan kamptotesin ve topotekan gibi yarismasiz topoizomeraz inhibitorii
antikanser bilesikler bir baz cifti gibi davranarak bu gecis kompleksine DNA sarmalinin
kirilldig1 yerden iki baz ¢iftinin arasina sokularak baglanir (interkalasyon). Normalde DNA

tizerindeki gerilimin ortadan kalkmasiyla hizli bir sekilde sarmal tekrar baglanir ve gegis
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kompleksi ayrilir; ancak topoizomeraz zehirleri gegis kompleksini daha da kararli hale

getirerek sarmalin tekrar baglanmasini ve DNA’nin enzimden ayrilmasini 6nler (193,194).

Mevcut topoizomereaz I-DNA kompleksi kristal yapilarindan en iyi ¢oziintirliige
sahip olan 1K4T yapisinda yer alan topotekanin enzim aktif bolgesindeki iki baz ¢iftinin
arasina sokularak asagi1 akis (-1) baz ¢iftini enzim aktif bolgesinden 6teledigi ve iki fosfat
arasindaki mesafeyi actigi goriilmektedir (165). Bu kristal yapinin ligand igermeyen
versiyonunda (PDB kodu 1K4S) DNA ¢ift sarmali enzimin aktif bolgesinde Thr718,
Lys532, Lys374 ve Arg364 ile hidrojen bagi kurmaktadir (165). Topotekanin komplekse
baglanmasiyla bu hidrojen baglar1 korundugu gibi Arg362 ve Gly363 ile hidrojen baglari

kurulmustur.

BODIPY-3a ve BODIPY-6a bilesiklerinin topoizomeraz I-DNA kompleksine
oldukca giiclii, BODIPY-12a bilesiginin ise daha zayif baglandigi belirlenmistir. BODIPY
bilesiklerinin arasindan BODIPY-9a i¢in bu komplekse baglanma pozu elde edilememistir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan topotekanin kenetleme skoru goz Oniine alindiginda
BODIPY-3a ve BODIPY-6a bilesiklerinin komplekse olan afinitesinin umut verici oldugu
belirlenmistir. Bilesiklerin merkezinde yer alan BODIPY iskeleti katalitik bolgeye yakin,
DNA major olugunun merkezine konumlanmis, bu trisiklik halkaya bagli arilalkil
stibstitiisyonlar1 major ve mindr oluklara, DNA-topizomeraz ara yiizlerine ve topotekanin
da interkalasyon yaptig1 baz c¢ifti arasina baglanmistir. Bilesiklerin bu uzun arilalkil
gruplari ile DNA’y1 sarmalamasinin ve pargalanmanin gergeklestigi alanda iki baz ¢iftinin
arasina sokulmasinin, DNA-topoizomeraz | enzim kompleksini kararli kildig:

diistiniilmektedir.

Topoizomeraz II enzimi topoizomeraz I’den farkli olarak simetrik iki kisimdan
olusur ve DNA sarmallarinin ikisini de fosfodiester bagindan kirarak parcalanmis DNA-
enzim kovalent kompleksi olusturur (195, 196). Dolayisiyla topoizomeraz II enzimi
simetrik 1ki katalitik bolgeye sahiptir. Topoizomeraz I’de oldugu gibi gerilimin
rahatlamasiyla kirilan DNA hizlica geri onarilmalhidir. Bu sebeple parcalanma
kompleksinin stabilize edilmesi bu siireci engelleyerek hiicre dlimiine yol acar (16).
Calismada kullanilan 3QX3 kodlu yapida bulunan iki etopozit molekiilii bu aktif bolgelere
baglanmistir. 1K4T yapisinda oldugu gibi, inhibitor bilesigin aglikon kismi iki baz cifti
arasina sokularak pargalanan zincirdeki fosfatlar1 birbirinden uzaklastirmis, aglikona bagl

aromatik halka ve glikozidik grup DNA majér ve mindr oluklarma baglanmigtir.
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Interkalasyon ile -1 niikleotidin OH grubu ile enzime kovalent baglanan fosfat grubu
arasindaki mesafe agilarak DNA’nin onarilmasini zorlagtirmistir. Bu esnada etopozit ile

DNA ve enzim arasinda yogun etkilesmeler gozlenmistir (166).

Bilesiklerimizin DNA-topoizomeraz Il kompleksine baglanma bi¢imleri birbirinden
farkliliklar gostermistir. BODIPY-3a bilesiginin ti¢lii halkasi DNA molekiiliiniin major
olugunda iki katalitik bolgenin arasinda konumlanirken ii¢lii halkanin 8 numarali
konumunda yer alan siibstitiient interkalasyon bolgelerinden birine, 5 numarali konumdaki
siibstiiient ise digerine baglanarak iki aktif bolgeyi birden isgal etmistir. Uglii halkaya 3
numarali konumdan baglanan siibstitient DNA mindr oluk ve enzimle etkilestigi
belirlenmigtir. Tiim bu etkilesmeler sonucu BODIPY-3a bilesiginin afinitesinin pozitif
kontrol olarak kullanilan etopozitten daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Diger
bilesiklerin katalitik bolgelerden sadece birini isgal ettigi, DNA major ve mindr olukla ve

enzimle etkilesmeler gortildigi tespit edilmistir.

Calisma kapsamindaki bilesiklerin DNA-topoizomeraz | ve DNA-topoizomeraz |l
komplekslerine giiglii bir sekilde baglandigi molekiiler kenetleme g¢alismalari ile tahmin
edilmistir. Enzimlerin aktif bolgelerinde hem DNA hem de enzime ait 6nemli rezidiilerle
etkilesen bilesiklerin bu gecis komplekslerini stabilize ederek DNA hasar1 ve hiicre
Olimiine yol agabilecekleri diislinlilmektedir. Bilesiklerin merkezinde yer alan BODIPY
cekirdegi ve bu Ug¢lii halkaya bagli uzun siibstitiientler, sahip olduklar yiikli ve lipofilik
gruplarla hem DNA sarmallarinin pargalandig: bolgelere interkalasyon hem DNA major ve
mindr oluklariyla etkilesme hem de enzimlerin aktivitesinde dnemli rezidiilerle etkilesme
yoluyla c¢ok yonlii baglanma bicimi sergilemektedir. BODIPY-3a bilesigi her iki
komplekse kars1 gosterdigi giiglii afiniteyle 6n plana ¢ikmaktadir. Bu durum elektroforez

caligmalarinin sonuglarini desteklemektedir.

Bilesiklerin HCT-116 hiicre hattina kars: in vitro sitotoksik ve fototoksik etkileri
MTT yontemi kullanilarak incelenmistir. MTT kimyasali canli hiicrelere aktif olarak
absorbe olan ve mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan mavi-mor renkli, suda
¢oziinmeyen formazana indirgenebilen bir kimyasaldir. Olusan renk 570 nm’de
spektrofotometrik olarak Ol¢iilerek bulunan degerler yasayan hiicre sayisi ile iligkilendirilir
(197). 1deal bir fotoduyarlastirict karanlikta diisiik, 151k maruziyetinde ise yiiksek toksisite
gostermesi gerekmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda BODIPY bilesiklerinin hiicrelerle 24,

48 ve 72 saat muamelesinden sonra karanlikta ve 151k maruziyetinde (beyaz, 17.5 mW/cmZ,
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60 dakika) sitotoksisiteleri incelenmistir. Karanlikta 50 uM’da BODIPY-3a, BODIPY-9a
ve BODIPY-12a bilesiklerinin 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin canlilik
oranlarinin %100 oldugu tespit edilmistir. 50 ve 100 uM BODIPY-6a bilesiginin
varhiginda ise hiicrelerin canlilik oranlar1 %67+2.30 ve %57+4.30 olarak belirlenmistir. Bu
durumda 24 saat inkiibasyon sonrasinda karanlikta en yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip
bilesigin BODIPY-6a oldugu tespit edilmistir. BODIPY-6a bilesiginin diger bilesiklerden
yiiksek sitotoksik etki gOstermesinin nedeninin piridinyum gruplarinin varligi oldugu
diisiiniilmektedir. Isik maruziyetinde BODIPY-6a bilesigi en yliksek fototoksik aktiviteye
sahip olan bilesik olmustur. BODIPY-3a bilesigi yliksek singlet oksijen kuantum verimine
sahip olmasina ragmen diisiik fotototoksik etki gostermistir. Bunun nedeninin ise, bilesigin
biiylik yapisindan dolayr hiicre membranim1 kolayca gecemeyeceginden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. 48 ve 72 saatlik veriler incelendiginde bilesiklerin hiicre canlilik
oranlarinin zamana ve konsantrasyona bagli olarak azaldigmi gormekteyiz. Bunun
nedeninin bilesiklerin topoizomeraz etkisi gostererek hiicre replikasyonunu 6nledigi ve bu
durumun hiicre 6liimiine sebebiyet verdigi diisiiniilmektedir. BODIPY-9a ve BODIPY-12a
bilesiklerinin diisiik sitotoksik ve fototoksik etki gdstermelerinin nedeninin TBS
icerisindeki agregasyondan dolayr diisik singlet oksijen kuantum verimi oldugu
disiiniilmektedir. Banfi ve arkadaslarinin gergeklestirdikleri ¢calismada sekiz adet BODIPY
bilesigi sentezlenip HCT-116 hiicre hattina kars1 151k kaynagi (yesil led, 120 dakika, 33
Jlem?) ile uyarilip fotoduyarlagtirict olma potansiyelleri incelenmistir. Bu bilesiklerin ICsg
degerleri 1.00+0.25 ile 1100+100 nM arasinda belirlenmistir. Bilesiklerin birbirinden farkli
ICs0 degerine sahip olmalariin nedeni siibstitiie gruplarmin singlet oksijen kuantum
verimini etkiledigi seklinde agiklanmistir (152). He ve arkadaslar ise simetrik olmayan
stiril BODIPY tiirevlerinin HT-29 kolorektal kanser hattina karsi 1s1ik maruziyetinde (A >
610 nm, 40 mW/cm? 48 Jicm?) yiiksek fototoksik aktivite gdsterdigi ve bu yiiksek
aktiviteye stiril substitiientlerinin neden oldugu belirtilmistir (156). Calismalar arasindaki
farkin 151k kaynaklarindan ve kulllanilan 11k dozlarindan dolayr meydana gelmekte oldugu
diistiniilmektedir.

Hiicre oliimii, apoptoz ve nekroz gibi farklt mekanizmalar yoluyla ortaya
cikabilmektedir. Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimiidiir. Bu mekanizmanin temeli daha
once zarar gérmiis hiicrelerin, zarar gérmeyen hiicreleri hasarlayarak yok etmesi prensibine
dayanmaktadir. Apoptoz i¢in sinyal alindiktan sonra DNA pargalanmasi, fosfatidilserin

molekiillerinin hiicre membraninin dis yiizeyine ¢ikmasi gibi biyokimyasal olaylar ve
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kromatin yogunlagsmasi, hiicre kii¢iilmesi ve biliziigmesi gibi morfolojik degisimler
gozlenmektedir (51). Nekroz ise, inflamasyonun neden oldugu hiicre membrani hasarindan
dolay1r hiicrenin hizlica ve aniden Olmesidir. Kanser tedavisinde basar1 i¢in hiicre 6lim
mekanizmasinin dogru degerlendirilmesi ¢ok oOnemlidir (198). Apoptoz ve nekrozun
degerlendirilmesinde floresan mikroskop, faz kontrast mikroskop, Anneksin V, TUNEL,
M30, kaspas-3, agaroz gel elektroforez ve western blotlama gibi yontemler
kullanilmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda faz kontrast mikroskop ve Anneksin V yontemi
kullanilarak hiicre oliimii mekanizmas1 hakkinda bilgi sahibi olunmaya caligilmistir.
Hiicrelerin BODIPY-6a bilesigi varliginda 151k maruziyeti sonrasinda kontrol grubuna gore
kiiglilmesi ve biliziilmesi hiicre O6liimiinii ve apoptozu isaret etmektedir. Bu durumu
desteklemek amaciyla BODIPY-3a ve BODIPY-6a bilesiklerine Anneksin V-FITC/PI
apoptoz testi uygulanmistir. Normal hiicrelerin hiicre membraninin i¢ kisminda
fosfatidilserin bulunmaktadir. Hiicre apoptoza giderse hiicre membraninin i¢ kisminda
bulunan fosfatidilserin hiicre zarinin dis yiizeyine ¢ikmaktadir. Anneksin V, hiicrenin dig
yiizeyinde bulunan fosfatidilserine baglanabilen bir protein olup, floresan bir madde
(FITC/PI) ile isaretlenerek apoptotik hiicreleri goriiniir hale getirmektedir. Bu boyalarin
varliginda hiicre yiizeyindeki fosfatilserine baglanma oranlar1 akis sitometresi cihaziyla
Olgiilmektedir. Anneksin V analizinde hiicrelerin yaptigi 1simalar sonucunda dort farkli
bolge elde edilmektedir. Canli hiicreler (FITC-,PI-), nekrotik hiicreler (FITC-,PI+), ge¢
apoptoz veya nekrotik hiicreler (FITC+,PI+) ve erken apoptoz (FITC+,PI-) 1isimalariyla
birbirinden ayirt edilmektedir (199). BODIPY-3a bilesiginin Anneksin V-FITC/PI analizi
sonuclart MTT hiicre canlilik testi ile uyumluluk gostermis olup, ¢alisilan
konsantrasyonlarda kontrole gore anlamli hiicre oliimi gozlenmemistir. BODIPY-6a
bilesiginin Anneksin V-FITC/PI analizi sonucu 1sik maruziyeti sonrasinda bilesiklerin
konsantrasyona bagli olarak HCT-116 hiicrelerinin  apoptoza siirliklendigini
gostermektedir. 5 ve 10 uM’da sirasiyla apoptotik hiicrelerin varligi tespit edilmistir.

PDT etkinligini arttirabilmek amaciyla fotoduyarlastirict maddelerin tiimore
selektif olmasi gerekmektedir (11). Bu nedenle fotoduyarlastiric1 bilesiklerin doku veya
hiicre icerisinde birikmesi i¢in ¢esitli tasiyici sistemler kullanilmaktadir. Lipozomlar, ilag
emiliminin arttirtlmasi, biyolojik yar1 Omriin uzatilmasi veya metabolizmasinin
azaltilmasiyla bir ilacin terapotik indeksini arttirmak amaciyla tercih edilmektedir
Kheirolomoom ve Ferrara BODIPY -kolesterol ester bilesiginin lipozomal formiilasyonunu

gerceklestirmislerdir (200). Yalagala ve arkadaslari yayinladiklar1 ¢aligma ile BODIPY
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tirevli bilesiklerin lipozomal formiilasyonunu gergeklestirmistir ve bu formiilasyon hiicre
goriiniirliigiini arttirmistir (201). Ilaglarin tasinma hizinin ve selektifliginin arttirilmast i¢in
kullanilan yontemlerden biri de nanoteknolojik formiilasyonlardir. Farmasotik bilimlerde
nanopartikiillerin kullanilmasi ilaglarin toksisitesini ve yan etkisini azaltmakta olup,
hastalarin yasam kalitesini arttirmaktadir. Kanser hiicrelerine selektif ilag tasinmasi,
toksisiteyi azaltmasiyla siirdiirebilir terapdtik etkisi, daha giivenli ve biyouyumlu olmasi
nanopartikiil formiilasyonunun avantajlar1 arasinda sayilabilmektedir. Zhang ve arkadaslar
tarafindan yiiriitiillen bir ¢alismada adamantal tiirevli BODIPY bilesiginin nanopartikiil
formiilasyonu gerceklestirilmis ve meme kanseri hiicre hattinda etkili sonuclar elde
edilmistir (202). Bu ¢alisma kapsaminda lipozomal ve polimerik nanopartikiil ilag tasiyict
sistemleri kullanarak BODIPY tiirevli bilesiklerin hiicre igerisine daha yiiksek verimle
tasinmasi hedeflenmistir.

Bu calisma kapsaminda BODIPY-6a ve BODIPY-12a bilesiklerinin nanotasiyici
sistemlerinin hazirlanmasi ve karakterizasyonu gerceklestirilmigtir. BODIPY -6a bilesiginin
lipozom ve nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu 219.7+1.0 ve 206.0+2.8 nm
olarak belirlenmistir. BODIPY-12a bilesiginin formiilasyonlarin partikiil boyutu 216.7+1.0
ve 818.7£8.7 nm olarak belirlenmistir. Daha sonra bu bilesiklerin 24 saat inkiibasyon
sonrasinda in vitro sitotoksik ve fototoksik aktiviteleri MTT hiicre canlilik testi

kullanilarak incelenmistir.

Hiicrelerin, 151k maruziyeti sonrasinda LpBODIPY-6a bilesiginin 24 saat
inkiibasyon ardindan 1, 5, 10, 50 ve 100 pM’da karanliga gore hiicre canlilig istatistiksel
olarak anlamli azalmistir (p < 0.001). Isik maruziyeti sonrasinda NpBODIPY-6a
bilesiginin 24 saat inkiibasyon sonucunda hiicre canlilifindaki azalis karanliga gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Isik maruziyeti sonrasinda LpBODIPY-6a
bilesigi ile BODIPY-6a kiyaslandiginda ise 0.5 ve 1 uM’da hiicre canliliginda anlamh
azalis gorilmiistiir (p < 0.001), diger konsantrasyonlarda ise hiicre canliligindaki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Isik maruziyeti sonrasinda NpBODIPY-6a
bilesigi ile BODIPY-6a kiyaslandiginda da 0.5 ve 1 pM’da hiicre canliliginda anlamh
azalig goriilmiistiir (p < 0.001), ancak 5, 10, 50 ve 100 uM’da BODIPY -6a bilesiginin daha
yiiksek etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Hiicrelerin, 151k maruziyeti sonrasinda LpBODIPY-12a bilesiginin 24 saat
inkiibasyon ardindan 5, 10, 50 ve 100 uM’da karanlhifa gore istatistiksel olarak anlamli
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azalis goriilmiistiir (p < 0.001). Isik maruziyeti sonrasinda NpBODIPY-12a bilesiginin 24
saat inkiibasyon sonucunda hiicre canliligi agisindan azalis karanliga gore istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p < 0.01, p < 0.001). Isik maruziyeti sonrasinda LoBODIPY -
12a bilesigi ile BODIPY-12a kiyaslandiginda ise 0.5 ve 1 puM’da hiicre canliliginda
istatistiksel olarak farklilik goriilmemistir, diger konsantrasyonlarda ise hiicre canliliginda
anlamli azalig goriilmiistir (p < 0.001). Isik maruziyeti NpBODIPY-12a bilesigi ile
BODIPY-12a kiyaslandiginda da calisilan tiim konsantrasyonlarda hiicre canliliginda
anlamli azalis goriilmiistiir (p < 0.001). Bu sonuglar bilesiklerin gelistirilen formiilasyonlar

ardindan hiicre igerisine daha yiiksek verimle girdiklerini gostermektedir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen tiim c¢alismalarda elde edilen sonuglara gore
kullanmilan BODIPY bilesiklerinin PDT’de kullanilma potansiyellerinin  oldugu
diistiniilmektedir. Calismanin devaminda 6zellikle de en yiiksek etkiyi gosteren BODIPY -
6a bilesiginin antikanser etkisine aracilik ettigi disiiniilen hiicresel/molekiiler yolaklarin
daha ayrintili calisilmasinin yani sira kanser modeli olusturulup in vivo etkilerinin

incelenmesi Onerilmektedir.
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