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ÖZET 

Aminofenoltiyoetanol Çevreli Yeni Silisyum Ftalosyaninlerin Farklı Meme Kanseri 

Hücre Hatlarındaki Fotodinamik Terapi (PDT) Etkinliğinin Araştırılması 

Kanser, kontrolsüz hücre büyümesi ve metastatik özelliklerin kazanılması ile 

karakterize patolojik bir durumdur. Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen kanser olarak 

dünya genelinde ciddi bir sağlık sorunu oluşturmaktadır. Meme kanserindeki yeni tedavi 

arayışlarında, klasik tedavilere ek olarak kanser hücrelerini seçici şekilde öldürebilen 

yöntemler üzerinde durulmaktadır. Bunlar içinde en çok araştırılan yöntemlerden biri de 

fotodinamik terapidir (PDT). Belirli bir dalga boyundaki ışığın ve bu ışığa duyarlı olan 

moleküllerin birlikte kullanıldığı PDT’de, reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretilmesiyle 

hücresel hasar meydana gelir ve hücre ölümü gerçekleşir. Bu tez çalışmasında, ilk kez 

sentezlenen aminofenoltiyoetanol çevreli yeni silisyum ftalosiyanin (SiPc) moleküllerinin 

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hücre hatları ile MCF-10A normal meme hücre 

hattındaki PDT etkinliğinin araştırılması amaçlanmıştır. Bu kapsamda, SiPc moleküllerinin 

hem kanser hücreleri hem de normal hücreler üzerindeki antiproliferatif, antitümöral ve 

antimigratif özellikleri belirlenmiştir. Hücre canlılığı ve hücre ölümü çalışmalarıyla SiPc 

moleküllerinin kanser hücrelerinde doza bağlı sitotoksik etki gösterdiği ve hücre ölümünü 

indüklediği gözlenmiştir. Bu moleküllerin PDT ile kullanılması halinde hücrelerdeki 

mitokondriyal membran potansiyelini azalttığı, hücre içi ROS oluşumuna neden olduğu ve 

farklı hücre ölüm süreçlerinde rol alan poli ADP riboz polimeraz 1 (PARP1)’in kesilmiş 

formunun ekspresyonunu artırdığı saptanmıştır. Ayrıca, kanser hücrelerinin uzun süreli 

kültürlerindeki koloni oluşumunun ve yara iyileşmesi modeli kullanılarak incelenen hücresel 

hareketin azaldığı belirlenmiştir. Transwell sistemler ile modellenen migrasyon ve invazyon 

deneylerinde ise kanser hücre hatlarının migratif ve invaziv kabiliyetlerinin kısıtlandığı 

tespit edilmiştir. Sonuç olarak, bu tez çalışması ile yeni sentezlenmiş olan SiPc 

moleküllerinin antitümöral özellikleri ilk kez belirlenmiş ve bu moleküllerin tedavide 

kullanılmak üzere ilaç adayı moleküller olabileceklerine dair ilk veriler elde edilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Fotosensitizer ajanlar, Reaktif oksijen türleri, Toksisite 
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ABSTRACT 

Investigation of Photodynamic Therapy (PDT) Efficiency of Novel Aminophenol 

Thioethanol Substituted Silicon Phthalocyanines on Different Breast Cancer Cell 

Lines 

Cancer is a pathological condition characterized by uncontrolled cell growth and 

metastatic properties. Breast cancer is the most common type of cancer in women and causes 

a serious health problem worldwide. Among the treatment studies in breast cancer, the 

methods that can selectively kill cancer cells are emphasized. One of the most prominent 

methods is photodynamic therapy (PDT). In PDT, light-sensitive molecules and light at 

certain wavelengths are used together, cellular damage occurs upon the production of 

reactive oxygen species (ROS), thus cell death happens. In this study, we aimed to 

investigate the PDT activity of novel aminophenolthioethanol-substituted silicon 

phthalocyanines (SiPc) in MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines and MCF-10A 

normal breast cell line. In this context, antiproliferative, antitumoral, and antimigrative 

properties of SiPc molecules were determined. In the cell viability and cell death studies, it 

was observed that SiPc molecules exhibited a dose-dependent cytotoxic effect on cancer 

cells and induced cell death. When these molecules are used in combination with PDT, it 

has been observed that they reduce the mitochondrial membrane potential in cells, cause 

intracellular ROS formation and increase the cleaved form of poly ADP ribose polymerase 

1 (PARP1), which is involved in different cell death processes. It was also determined that 

cancer cells reduce their colony-forming properties in long-term culture and restrict cell 

movement, which was studied using wound healing model. Transwell-modeled migration 

and invasion experiments determined that cancer cell lines limit their migration and invasion 

capabilities. To conclude, antitumoral properties of the newly synthesized SiPc molecules 

were determined for the first time and preliminary data showed that these molecules could 

be drug candidates in treatment. 

Key Words: Apoptosis, Photosensitizing agents, Reactive oxygen species, Toxicity
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen kanser türüdür. Erken semptomların 

yetersizliği meme kanseri tanısını geciktirmekte ve bu durum tedavinin de gecikmesine 

neden olmaktadır (1). Günümüzde tedavi amaçlı uygulanan ameliyat, radyoterapi ve 

kemoterapi gibi yöntemler sağ kalımı desteklese de hastada ciddi akut ve kronik yan etkiler 

oluşturmaktadır (2). Güncel kanser tedavileri arayışında dikkat edilmesi gereken en önemli 

nokta, istenmeyen yan etkileri azaltacak ve en etkili terapötik sonucu sağlayacak yöntemleri 

uygulamaktır. Fotodinamik terapi (PDT), son yıllarda gerçekleştirilen anti kanser tedavi 

çalışmaları arasında invaziv olmayan ve oldukça seçici bir yaklaşım olarak öne çıkmaktadır. 

PDT, belirli bir dalga boyundaki ışığın ve bu ışık ile uyarılan fotosensitizer moleküllerin, 

hücre içindeki reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimini hızlandırdığı ve sonuç olarak kanser 

hücrelerini seçici şekilde öldürdüğü uygulamaları içerir. Tek başına tedavi edici özelliği 

bulunan PDT’nin; kemoterapi, radyoterapi ve immünoterapi gibi yaklaşımların etkisini 

artırmak için kombine tedavi yaklaşımı olarak da kullanıldığı bilinmektedir (3). 

PDT odaklı yaklaşımlardaki en önemli değişken, kullanılmakta olan ışığa duyarlı 

fotosensitizer moleküllerdir. Bu moleküller içinde gruplandırılan ftalosiyaninler, PDT 

etkinliği yüksek olan ve anti kanser çalışmalarda etkili sonuçlar veren fotosensitizer 

moleküller olarak bilinmektedir (4). Ftalosiyanin halkasına aksiyal ve periferal 

konumlarından farklı kimyasal modifikasyonlar uygulanabilmekte ve bu şekilde 

fotokimyasal, fotofiziksel ve optik özelliklerinde istenen değişiklikler yapılabilmektedir. 

Çalışmamızda, aminofenoltiyoetanol çevreli yeni silisyum ftalosiyanin (SiPc) 

moleküllerinin PDT ile MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri hücre hatlarında ve MCF-

10A normal meme hücre hattında oluşturduğu antiproliferatif ve antitümöral etkilerin 

incelenmesi amaçlanmıştır. 

Çalışma kapsamında ilk olarak, aminofenoltiyoetanol çevreli SiPc moleküllerinin 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında doza bağlı olarak gerçekleşen 

sitotoksik ve apoptotik etkileri belirlenmiştir. Hücrelerdeki kesilmiş poli (ADP-riboz) 

polimeraz 1 (PARP1) oluşumu ve mitokondriyal membran potansiyelindeki değişimler 

tespit edilmiştir. Hücre içerisindeki ROS oluşumu konfokal mikroskop ile analiz edilmiştir. 

Hücrelerin koloni oluşturma, hareket, migrasyon ve invazyon kabiliyetlerindeki değişimler 

incelenmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Meme Kanseri 

Meme yapısı; glandüler, düktal, bağ ve yağ dokulardan oluşmaktadır. Memenin 

fonksiyonel birimi, yağ doku ile çevrili epitelyal kanallardan oluşan meme bezidir. 

Glandüler ve yağ dokular, bağ dokusu tarafından bir arada tutulur. Kadınlarda meme 

ucundan çıkan çok sayıda lob, daha küçük yapıdaki lobüllere sahiptir. Bu meme lobüllerinde, 

hormonal sinyallere yanıt olarak süt üretiminin gerçekleştiği terminal düktal lobüler ünite 

bulunur. Erkeklerdeki meme yapısı anatomik olarak kadın memesine benzese de loblar, süt 

üreten bezler, kanallar ve sütü lobüllerden meme uçlarına taşıyan terminal düktal lobüler 

ünite yoktur (5) (Şekil 1). 

 

Şekil 1. Meme anatomisi (Paruch’tan, 6) 

Meme kanseri, kadınlarda yaygın olarak görülen ve yaşamı tehdit eden bir hastalıktır. 

Tümöral yapının bulunduğu bölgeye göre invaziv ve invaziv olmayan meme kanseri olmak 

üzere ikiye ayrılır. İnvaziv olmayan kanserlerde tümör hücreleri, bulunduğu lobül veya 

kanallardan dokuya uzanmamış haldedir. İnvaziv meme kanserlerinde ise, lobüllerin veya 

süt kanallarının içindeki kanser hücreleri meme dokusunun çevresine doğru ilerlemiştir. 

İnvaziv kanserde hücreler, bağışıklık sistemi veya sistemik dolaşım yoluyla vücudun farklı 
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bölgelerine geçebilmektedir. İnvaze olan kanser hücreleri, ikincil organlarda yeni kanser 

türlerine neden oldukları için daha tehlikelidir. Bu hücreler genellikle akciğer, karaciğer, 

beyin ve kemiklere yayılım gösterir (7). 

2.1.1. İnsidans ve Epidemiyoloji 

Meme kanseri, dünya çapında yaygın olan önemli bir halk sağlığı sorunudur. Dünya 

Sağlık Örgütü (WHO) ve Uluslararası Kanser Ajansı'nın (IARC) ortaklığında hazırlanmış 

olan global kanser verilerine göre, akciğer kanserinden sonra en çok görülen kanser türü, 

vakaların %11.6’sını oluşturan meme kanseridir. Meme kanseri, kadınlardaki kanserlerin 

%24.2’sini oluşturur ve kadınlarda en sık görülen kanser türü olma özelliğini gösterir. 

Kanser kaynaklı ölümlerde ise akciğer kanseri ilk sıradayken, %6.6 oranıyla meme kanseri 

ikinci sırada yer alır (8). 

Güncel verilere göre meme kanseri insidansının en yüksek olduğu ülkeler, Avrupa 

ve Kuzey Amerika ülkeleridir. İnsidansın en düşük olduğu ülkeler ise Güney Asya ülkeleri 

ile Orta Afrika, Doğu Afrika ve Batı Afrika ülkeleridir (8). 

2.1.2. Etiyoloji 

Meme kanseri etiyolojisi çok faktörlüdür. Çevresel faktörlerin yanı sıra, hormonal 

etkiler ve gen düzeyindeki değişimler de meme kanseri oluşumunda rol oynar (9, 10). 

 Aile öyküsü, meme kanseri etiyolojisinde ilk akla gelen faktörlerden biridir. 

Ailesinde meme kanseri öyküsü bulunan kadınlarda, bu hastalığa yakalanma riskinin daha 

yüksek olduğu bilinmektedir. Meme kanserine yakalanmış birinci dereceden bir akrabası 

olan kadınlarda bu risk yaklaşık iki kat, birinci dereceden iki akrabası olan kadınlarda ise 

yaklaşık beş kat artar (11). Meme kanseri vakalarının yaklaşık %10'unun meme kanseriyle 

ilişkili BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlardan kaynaklandığı gösterilmiştir. 

Kalıtsal BRCA1 veya BRCA2 mutasyonu taşıyan kadınların, 70 yaşına kadar göğüs 

kanserine yakalanma olasılığı %50 civarındadır (11-13). 

Östrojen maruziyeti kadınlarda artmış meme kanseri riski ile ilişkilendirilmiştir. 

Özellikle menopozdan sonra beş yıldan fazla hormon replasman tedavisi gören kadınlarda 

meme kanseri riskinin arttığı bilinmektedir (9, 10). Kadınlarda östrojeninin çoğu 

yumurtalıklar tarafından üretilse de yağ dokusu bazı hormonları östrojene 

dönüştürebilmektedir. Fazla yağ dokusuna sahip olmak, kadınlarda östrojen düzeyini 

yükselterek meme kanserine yakalanma olasılığını artırmaktadır. Bu nedenle, obezite veya 
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yüksek yağ içeren beslenme stilinin uygulanması meme kanserinde risk faktörü olarak kabul 

edilmektedir (10, 14). 

Irka dayalı genetik farklılıklar ve beslenme kültüründeki değişiklikler, alkol ve sigara 

kullanımı, egzersiz eksikliği ve çevre kirliliği gibi faktörlerin de meme kanseri risk oranını 

etkilediği bilinmektedir (15). 

2.2. Fotodinamik Terapi (PDT) 

PDT, normal koşullarda toksik olmayan ve yalnızca belirli dalga boyundaki ışık ile 

aktifleşen bir fotosensitizer maddenin sistemik, lokal veya topikal olarak uygulanması 

esasına dayanan bir tedavi yöntemidir. Işık ile uyarılan moleküller, hedef dokularda reaktif 

oksijen türlerinin (radikaller, singlet oksijen, triplet türler) oluşumuna neden olarak hücre 

ölümüne ve doku harabiyetine yol açmaktadır (16-18). 

PDT’nin temelleri, 1960 yılında Lipson ve arkadaşları tarafından hematoporfirin 

türevinin keşfedilmesi ile atılmış, Dougherty ve arkadaşlarının hem temel bilimlerde hem de 

klinik uygulamalarda gerçekleştirdiği öncü çalışmalar ile geliştirilmiştir (19-22). Birleşik 

Devletler Gıda ve İlaç Dairesi’nin (FDA), 1980’li yıllarda hematoporfirin türevi olan 

“Photofrin” isimli ilacın klinik uygulamasına onay vermesini takiben preklinik ve klinik 

çalışmalarda kullanılmak üzere çeşitli fotosensitizerler geliştirilmiş ve bazılarının farklı 

kanser türlerine karşı etkili olduğu gösterilmiştir (23-30). PDT’nin günümüzdeki klinik 

uygulamalarının en yaygın olduğu alan dermatolojidir. Bowen hastalığı, skuamöz hücreli 

karsinom, yüzeysel bazal hücreli karsinom, aktinik keratoz ve kutanöz B hücreli lenfoma 

gibi hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır (31-41). Yüzeysel onkolojik lezyonlarda 

invaziv bir yaklaşım içermeyen ve etki düzeyi yüksek olan PDT, fiber optik sistemlerle 

birleştirilen lazerler gibi ışık kaynakları sayesinde mesane, yumurtalıklar, sindirim kanalları 

veya beyin gibi derin yerleşimli tümörlere de erişim sağlayabilmektedir (42-44). 

PDT tek başına uygulanabildiği gibi cerrahi, kemoterapi, radyoterapi veya 

immünoterapi gibi diğer terapötik yöntemler ile kombinasyon halinde de 

kullanılabilmektedir (45, 46). Kemoterapötik ilaçlarla PDT kombinasyonunun sinerjistik 

etkilerini gösteren çalışmalar mevcuttur (47, 48). Kombine tedavide düşük 

konsantrasyonlarda kemoterapötik kullanılarak kanser hücrelerini öldürmek mümkündür. 

Bu durum, ortaya çıkabilecek yan etki riskini de azaltmaktadır (44, 49). Ayrıca, kanser 

hücrelerinde radyoterapi ve kemoterapiye karşı gelişen dirence neden olan mutasyonların 

çoğu, PDT'ye karşı direnç oluşturmaz. Böyle bir durumda, geleneksel tedaviden sonra 
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nükseden tümörlere karşı PDT kullanımının son derece etkili olacağı görüşü hakimdir. PDT, 

tümör rezeksiyonunun ardından kullanıldığında ise temizlenen tümöral dokudan geriye 

kalan kanser hücrelerini yok etmeye yardımcı olmaktadır (17, 50, 51). 

PDT'nin geleneksel anti kanser tedavilere kıyasla en önemli avantajı hem 

fotosensitizere hem de ışığa maruz kalan fonksiyonel dokular üzerindeki zayıf toksik etkileri 

ve düşük sistemik toksisite sayesinde normal dokuları koruma yeteneğidir (52, 53). Ayrıca, 

tümöral dokularda biriken fotosensitizerin ışıkla aktive olması sonucu oluşan singlet oksijen 

molekülleri, genellikle kısa yarı ömürleri ve 20-200 nanometre arasında değişen etki 

yarıçapları ile hücre içinde sınırlı kalır. Bu nedenle foto aktivasyonu takiben sadece 

fotosensitizer molekülleri biriktiren tümör hücreleri zarar görmektedir (52, 54-56). PDT’nin 

antitümöral etkileri, tümör hücreleri üzerinde oluşan sitotoksisite ve tümör vaskülaritesinde 

hasar meydana gelmesi ile karakterizedir. PDT uygulaması ile sistemik bağışıklığın 

gelişmesine yol açabilecek güçlü bir inflamatuar reaksiyonun oluşumu bu etkiyi tamamlar. 

Ayrıca, hücre içindeki nükleik asitler, lipidler ve proteinler gibi biyomoleküllerin 

oksidasyonunu sağlayarak, farklı sinyalleşme kaskadlarının işleyişinde değişimlere neden 

olmaktadır (16, 57). 

2.2.1. PDT’nin Etki Mekanizması 

PDT, biyolojik bir etki oluşturmak için fotofiziksel ve fotokimyasal süreçleri 

birleştirir. Fotosensitizerin ışıkla uyarıldığı fiziksel süreç, uyarılmış fotosensitizerin hücresel 

substratlar veya moleküler oksijen ile fotokimyasal reaksiyonu neticesinde kanser 

hücrelerinin ölümü ile sonuçlanmaktadır (58). 

Temel elektronik haldeki fotosensitizer, düşük enerjili moleküler orbitalde zıt 

dönüşlerde iki elektrona sahiptir. Işığın emilmesi üzerine bu elektronlardan biri, dönüşünü 

değiştirmeden daha yüksek enerjili moleküler yörüngeye uyarılır (singlet uyarılmış hal). 

Singlet uyarılmış haldeki fotosensitizerler kısa ömürlüdür, bu nedenle hücresel substratlar 

ile reaksiyona giremez. Uyarılmış fotosensitizer temel hale geri dönmek için ya ışık 

biçiminde enerji yayar (floresans) ya da iç dönüşüm yoluyla ortama ısı enerjisi vererek 

bozunmaya uğrar. Bunun yanı sıra, singlet uyarılmış haldeki fotosensitizer sistemler arası 

geçişe de uğrayabilir. Sistemler arası geçişte, uyarılmış elektronun dönüşü tersine çevrilir. 

Böylece, nispeten daha uzun ömürlü olan uyarılmış triplet hali oluşturabilir. Ayrıca triplet 

haldeki fotosensitizer temel haline geri dönmek için, enerjisini ışıma ile (fosforesans) veya 

ısı şeklinde açığa çıkararak dağıtır (58) (Şekil 2). 
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Biyolojik ortamda gerçekleşen PDT esnasında, uyarılmış triplet haldeki 

fotosensitizer iki tür reaksiyona uğrayabilir. İlk olarak, elektronların transferi yoluyla 

hücresel substratlarla (hücre zarı veya hücre içinde görevli farklı biyomoleküller) doğrudan 

reaksiyona girerek ROS oluşturmaktadır (Tip I reaksiyon). Bir diğer reaksiyonda ise, enerjiyi 

moleküler oksijene aktarıp reaktif singlet oksijenin (1O2) oluşumuna yol açmakta (Tip II 

reaksiyon) ve ortaya çıkan singlet oksijen, hücresel zarlarda bulunan lipidler ve proteinler 

gibi biyomoleküllere yüksek düzeyde zarar vermektedir. Her iki reaksiyonda da 

biyomoleküllere verilen hasar nekroz, apoptoz veya otofaji ile sonuçlanan tümör 

hücrelerinin ölümü, vasküler tahribat sonrası oluşan tümör iskemisi ve tümör antijenlerine 

karşı immün yanıtın oluşturulmasını tetikler. Tip I ve Tip II reaksiyonlar aynı anda meydana 

gelebilmekte ve bu süreçlerin gerçekleşme sıklığı kullanılan fotosensitizerin türüne, substrat 

ve oksijen konsantrasyonlarına bağlı olarak değişmektedir (23, 46, 58). 

 

Şekil 2. PDT'nin fotofiziksel ve fotokimyasal mekanizmaları (Robertson’dan, 59) 

2.3. Fotosensitizer Maddeler 

PDT’deki temel unsurlardan biri, belirli dalga boylarındaki ışığı absorbe ederek 

singlet oksijen ve ROS oluşturan reaksiyonları tetikleyen fotosensitizer maddelerdir. 

Araştırmacılar, PDT tedavisi için onaylanmış ilk fotosensitizer olan Photofrin’in ardından 

daha verimli fotosensitizerlerin sentezlenmesi için çalışmalarına devam etmektedir. İdeal bir 

fotosensitizerin; yüksek düzeyde kimyasal saflık, oda sıcaklığında stabilite, kolay 

sentezlenebilirlik, yalnızca belirli bir dalga boyunda aktifleşme, karanlık koşullarda 
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minimum sitotoksisite, vücut dokularında kolay çözünürlük, neoplastik dokular için yüksek 

seçicilik ve yüksek fotokimyasal reaktivite gösterebilme gibi özelliklere sahip olması istenir. 

Fotosensitizerlerin maksimum ışık absorpsiyonu 600-800 nm dalga boyları arasında 

olmalıdır. 800 nm'nin üzerinde bir dalga boyundaki ışığın absorbe edilmesi, singlet oksijen 

ve diğer reaktif oksijen türlerinin üretimini uyarmak için gerekli enerjiyi sağlayamaz (53). 

Birinci nesil fotosensitizerler olarak bilinen hematoporfirin ve Photofrin yıllar içinde 

farklı kanser türleri üzerinde çalışılmış olsa da düşük kimyasal saflıkları, kırmızı ışık 

bölgesindeki düşük absorpsiyon nedeniyle zayıf doku penetrasyonu, tümör hücrelerine 

gösterdikleri zayıf seçicilik ve ışığa duyarlılığın uzun süre devam etmesi nedeniyle beklenen 

etkiyi gösterememiştir (58, 60). Birinci nesil fotosensitizerlerin geliştirilmesi ile yüksek 

kimyasal saflığa sahip, daha uzun dalga boyunu absorbe edebilen, karanlık sitotoksisitesi 

düşük ve singlet oksijen üretiminde daha yüksek verimliliğe sahip olan ikinci nesil 

fotosensitizerler ortaya çıkmıştır. İkinci nesil fotosensitizerlerin dezavantajı intravenöz 

uygulamalarda önemli ölçüde sınırlayıcı bir faktör olan sudaki zayıf çözünürlükleridir (53, 

58). Bu nedenle, ikinci nesil fotosensitizerlerin kimyasal karakteristiklerinde yapılan 

değişiklikler sonucu, tümör dokusuna yüksek afinite gösteren fakat sağlıklı dokularda yoğun 

bir şekilde birikim yapmayan üçüncü nesil fotosensitizerler ortaya çıkmıştır (53). Tümör 

hücrelerindeki yüksek metabolik aktivite, vasküler sızıntı, lenfatik drenaj eksikliği, artmış 

LDL ekspresyonu ve azalmış pH, bu fotosensitizerlerin tümöral dokularda seçici olarak 

birikmesini sağlayarak, sağlıklı hücrelerde yüksek düzeyde bir tahribata neden olmadan 

kanser hücrelerinin öldürülmesine yol açar (52, 61). Bunun yanı sıra, farklı nano moleküller 

ile kompleks haline getirilerek singlet oksijen ve ROS oluşturma kapasitelerinin artırılması, 

bu fotosensitizerlerin sitotoksik verimini oldukça yükseltmektedir (62). 

Günümüzde araştırılmakta olan pek çok fotosensitizer, hücrenin farklı kısımlarında 

birikim göstermektedir. Bu nedenle, fotosensitizer moleküllerin membran afinitesi, tümör 

dokusundaki lokalizasyonları açısından önemlidir. Bir fotosensitizerin membran afinitesi, 

amfifilik karakteri tarafından belirlenir. Amfifilik özellikler, molekülün çeşitli 

pozisyonlarında çözücüyle bağımsız olarak etkileşime giren hidrofilik ve hidrofobik 

grupların mevcudiyeti ile tanımlanır. Amfifilik moleküller, biri su gibi polar çözücüler için 

yüksek bir afiniteye sahip olan, diğeri ise hidrokarbonlar, eterler ve esterler gibi polar 

olmayan çözücülere güçlü afinite gösteren iki ayrı kovalent bağlı bileşen içerir. Hidrofilik 

kısım suda çözünür hale getirilerek ilaç verilmesini kolaylaştırırken, hidrofobik kısım 
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molekülün hücreye girişini ve birikmesini kolaylaştırır. Bunun yanı sıra, amfifilik özelliği 

düşük olan fotosensitizerlerde gözlenen agregasyon, moleküllerin triplet yarı ömrünü 

kısaltmakta ve singlet oksijen kuantum verimini azaltmaktadır. Bu nedenle, amfifilik 

fotosensitizerler hidrofobik veya hidrofilik fotosensitizerlere kıyasla daha yüksek bir 

fotodinamik aktiviteye sahiptir (52, 63-68). 

2.3.1. Ftalosiyaninler 

Klinik kanser tedavisinde kullanılmak üzere FDA tarafından onaylanmış olan 

Photofrin gibi porfirin bazlı fotosensitizerlerin çoğu, neden oldukları deri fototoksisitesi 

nedeniyle ftalosiyanin sistemlerinin geliştirilmesine yol açmıştır (69). Ftalosiyaninler, 

nitrojen atomları ile bağlanan dört izoindol biriminden oluşan aromatik makro halkalı 

bileşiklerdir. Kısa dalga boyu aralığındaki (400-600 nm) ışığı güçlü bir şekilde absorbe 

etmedikleri için güneş ışığına bağlı fototoksisite riskini barındırmazlar (70). 

Ftalosiyaninlerin uzun dalga boyundaki absorpsiyonları (600-800 nm) nedeniyle düşük 

dozlarda kullanılsalar da yüzeysel ve derin yerleşimli tümörleri yok edebilme kabiliyetleri, 

PDT çalışmalarında bu bileşikleri ön plana çıkarmaktadır (71-74). Ayrıca, ftalosiyaninlerin 

makro halka yapısı, merkezi boşlukta silisyum, çinko, alüminyum gibi pek çok metal 

iyonunu barındırabilmektedir. Merkezi metal iyonlarından kaynaklanan yüksek triplet ve 

singlet oksijen kuantum verimleri, ftalosiyaninleri PDT için ideal fotosensitizerler haline 

getirmektedir (75).  

2.3.2. Schiff Bazları 

Tıp, eczacılık, kimya ve endüstri alanlarında yaygın bir kullanımı olan Schiff bazları, 

ilk olarak 1864 yılında Alman kimyager Hugo Schiff tarafından literatüre kazandırılmıştır. 

Schiff bazları; aminlerin, aldehit veya ketonlar ile belirli koşullar altındaki kimyasal 

reaksiyonunun ürünleri olarak tanımlanmaktadır. Yapısal olarak, aldehit ve ketonlardaki 

C═O grubu oksijeninin, tepkime sonucu nitrojen ile yer değiştirmesini ve bir su 

molekülünün açığa çıkmasını içerir. Aldehit ile tepkimesi sonucu azometin bağı oluşurken, 

keton ile tepkimesi sonucu imin bağı oluşmaktadır (76). 

Schiff bazlarının oluşumu, iki ana basamak ile gerçekleşmektedir. Aminlerin 

karbonil bileşikleri ile reaksiyonu sonucu, ilk etapta bir karbonilamin ara bileşiği oluşur. 

Elde edilen bu bileşik kararsızdır ve dehidrasyon ile su molekülünü kaybederek Schiff bazını 

oluşturur (Şekil 3). 
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Şekil 3. Schiff bazlarının sentez şeması (Anis’ten, 77) 

Ligand olarak kullanılabileceği ilk kez Pfeiffer tarafından gösterilen Schiff bazlarının 

metalik türevleri antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antitümöral olarak biyolojik 

sistemlerde uygulanabilirliğe sahiptir. Schiff bazları, düşük pH'da daha hızlı hidrolize 

olabilen bir bağ yapısına sahiptir. Kanser hücrelerinin, çevre dokulardaki hücrelere kıyasla 

daha düşük pH değerine sahip olduğu bilinmektedir. Bu nedenle, Schiff bazları kullanılarak 

pH'ya duyarlı ilaç taşıma araçlarının tasarımı, kanserde tedavi verimliliğini artırmaktadır. 

Çalışmalar, küçük moleküller olmasına rağmen farklı biyolojik aktivitelere sahip olan Schiff 

bazlarının, çeşitli malign tümörlere karşı sitotoksik ajan olarak kullanılabileceğini ve 

komplekste bulunan metal iyonlarının, bileşiğin etkinliği üzerinde önemli bir role sahip 

olduğunu bildirmektedir (78-88). 

Schiff bazlarının antitümöral etkileri, PDT’deki kullanım alanının temelini oluşturur 

(76, 89). Özellikle ftalosiyaninlerin çok yönlü kimyasal yapılarının bir sonucu olarak Schiff 

bazı türevlerinin ftalosiyanin halkasına dönüştürülmesi, kontrollü supramoleküler yapıların 

oluşumunu sağlayarak bileşiğin işlevselliğini ve uygulanabilirliğini artırır (90, 91). Bu 

bağlamda, farklı metal merkezli Schiff bazı ligand sistemlerine sahip ftalosiyaninlerin, 

PDT’de etkili birer anti kanser ajan olarak kullanılması için tüm gereksinimleri karşıladığı 

düşünülmektedir (76, 89, 92-94). Schiff bazlarının farklı gruplarla kompleks haline getirilen 

türevlerinin fotosensitizer olarak kullanıldığı ve PDT aracılığıyla farklı kanser türleri 

üzerinde sitotoksik ve antitümöral etkiler oluşturduğu literatürdeki çalışmalar ile 

gösterilmiştir (94-97). 
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2.4. Işık Kaynağı 

PDT'nin ana bileşenlerinden biri, fotosensitizer molekülleri etkinleştiren ışıktır. 

Kullanılması gereken dalga boyu, fotosensitizerin elektron absorpsiyon spektrumuna göre 

değişmektedir. PDT'nin etkinliği, ışık penetrasyon derinliğine bağlıdır. PDT’de genellikle 

“terapötik pencere” olarak adlandırılan 600-800 nm dalga boyları arasındaki ışık kullanılır. 

Bu dalga boyları aralığında derin dokulara penetrasyon sağlanır, ROS ve singlet oksijen 

üretimi gerçekleşir (Şekil 4). Daha kısa dalga boyları derin dokulara nüfuz edemez, daha 

uzun dalga boyları ise düşük enerjiye sahip olduğundan singlet oksijen üretemez (49, 98). 

 

Şekil 4. Farklı dalga boylarındaki ışığın dokulardaki yayılımı (Sorbellini’den, 99) 

Dermatolojik uygulamalarda gerekli olan geniş aydınlatma alanı, düşük maliyet ve 

kolay kullanım nedeniyle lazer olmayan ışık kaynakları tercih edilmektedir. Derin yerleşmiş 

tümörlere erişimde ve dokuya penetrasyonu artırmada, yüzey dokularını aşabilen yüksek 

enerjili lazerler gereklidir. Lazerler akciğer, mesane ve bağırsak gibi erişimi zor olan 

bölgelere ulaşmak ve saçılımdan kaynaklanan ışık kaybını azaltmak için bir veya daha fazla 

fiber optik cihaza bağlanabilir. Fiber optik ve mikroendoskopik teknolojideki gelişmeler 
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nedeniyle, interstisyel, endoskopik, intraoperatif veya laparoskopik ışık dağıtım sistemleri 

ile PDT uygulamaları gerçekleştirilmektedir (16, 58, 100, 101). 

2.5. PDT ile Uyarılan Hücre Ölümü 

Hücre ölümü, anormal veya hasarlı hücrelerin ortadan kaldırılmasıyla doku 

homeostazını sağlayan temel bir biyolojik süreçtir. PDT’nin, apoptotik ve apoptotik olmayan 

(nekroz veya otofaji gibi) yollarla ilişkili farklı hücresel sinyal yolaklarını tetikleyerek 

kanser hücrelerini öldürdüğü bilinmektedir (50). Bunun yanı sıra, kanser hücrelerine besin 

ve oksijen sağlayan vasküler sisteme zarar vererek kanser hücrelerinin migrasyon 

kapasitelerini de kısıtlamaktadır (102, 103). PDT'nin hücrelerde oluşturduğu sitotoksik 

yanıtlar, kullanılan fotosensitizerin biyokimyasal özelliklerine ve konsantrasyonuna, ışık 

kaynağı ve ışınlanma koşullarına, tedavi edilen hücrelerin genotipi ve oksijen seviyeleri gibi 

bazı deneysel koşullara bağlı olarak değişkenlik göstermektedir (58).  

2.5.1. Apoptoz 

Programlı hücre ölümü olarak bilinen apoptoz, kanser tedavilerinin birincil hedefidir 

ve PDT çalışmalarında sıklıkla karşılaşılan bir hücre ölüm mekanizmasıdır. PDT'nin çeşitli 

antiapoptotik proteinlerin foto hasarını indüklediği ve proapoptotik proteinleri aktive ettiği 

bilinmektedir (104-110). PDT, fotosensitizerin hücre içi lokalizasyonuna bağlı olarak farklı 

apoptotik yolakları tetikleyebilir. PDT indüklü apoptoz, ölüm reseptörlerinin aktivasyonu ile 

(hücre dışı yolak) ya da sitokrom c'nin mitokondriyal salınımı yoluyla (hücre içi yolak) 

başlatılabilir (111-115). 

Hücre dışı yolak, ölüm ligandlarının (FasL, TRAIL vb.) hücre yüzeyinde bulunan 

ölüm reseptörlerine (Fas, TRAIL reseptörü vb.) bağlanmasıyla tetiklenir. Ölüm reseptörleri 

bir araya gelerek ölüm indükleyici sinyalleşme kompleksini (DISC) oluşturur ve başlatıcı 

kaspaz olan prokaspaz 8’i aktifleştirir. Hücre içi yolakta ise mitokondri kritik bir rol alır. 

Ölüm uyaranları, farklı sinyal yolaklarını aktive ederek mitokondriyal membran 

potansiyelinin değişmesine neden olur. Mitokondriyal zarın geçirgenleşmesi ile 

intermitokondriyal membran boşluğunda depolanan sitokrom c gibi proapoptotik 

moleküllerin sitozolik salınımı gerçekleşir. Serbest kalan sitokrom c, apoptotik proteaz 

aktive edici faktöre (Apaf-1) bağlanır. Bu kompleks prokaspaz 9 ile bir araya gelerek 

apoptozomu oluşturur. Nihayetinde hem hücre dışı hem de hücre içi yolakta kaspaz 3, 6 ve 

7 gibi efektör kaspazlar aktifleşir ve hücresel substratları parçalar (58, 116-120) (Şekil 5). 
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Şekil 5. Apoptotik yolaklar ve ilişkili hücresel yapılar (Dasgupta’dan, 118) 

Apoptozun gerçekleşmesinde önemli bir fonksiyona sahip olan kaspazlar, korunmuş 

bir sistein proteaz ailesi üyeleridir. Kaspazlar, katalitik olarak inaktif zimojenlerdir ve 

apoptoz sırasında proteolitik aktivasyona girerler. Efektör kaspazların (kaspaz 3, 6 veya 7 

gibi) aktivasyonu, başlatıcı kaspazlar (kaspaz 8 veya kaspaz 9 gibi) tarafından 

gerçekleştirilir. Aktifleşen kaspazlar aşağı yönlü bir kaspaz kaskadı oluşturarak hücresel 

substratların bölünmesi ile apoptozu teşvik eder. Bu şekilde, hücresel bileşenlerin kontrollü 

yıkımına izin veren bir sinyal kaskadı ortaya çıkar ve hücre ölümü gerçekleşir. Apoptotik 

hücrelerde, hücre zarının iç yaprağındaki fosfatidilserinlerin dış yaprağa geçişiyle, 

fagositlerin hücreleri yutmasını sağlayan "beni ye" sinyali ortaya çıkar (121). Bu sayede, 

ölen hücrelerin paketlenmesi ve fagositler tarafından yutulması sağlanarak çevre doku ölü 

hücrelerden temizlenir (122).  

PDT indüklü apoptotik mekanizmaların bir kısmı, kullanılan fotosensitizerin 

kimyasal yapısı ve çalışılan hücrelerin genetik çeşitliliği gibi nedenlerle kaspaz bağımsız bir 

şekilde gerçekleşebilir (123, 124). Kaspaz bağımsız apoptozda, apoptoz indükleyici faktör 

(AIF) ve endonükleaz G (Endo G) gibi kaspaz bağımsız hücre ölümü efektörlerinin 

mitokondriden salınımı gerçekleşmektedir. PDT’nin özellikle oksidatif stres veya ER stresi 

oluşturduğu durumlarda etkinleşen bu ölüm efektörleri, mitokondriyal membran 

geçirgenliğinin de artması ile nükleusa taşınır. Hücrede bir kaspaz kaskadı aktifleşmeden 

gerçekleşen bu translokasyonun ardından kromatin kondenzasyonu ve DNA 



13 

 

fragmentasyonu gerçekleşir. Literatürdeki PDT çalışmalarından elde edilen bilgiler 

doğrultusunda, özellikle AIF'nin çeşitli fotosensitizerler tarafından aktive edilebileceği 

bilinmektedir (58, 125-128). 

PDT ile aktive edilen kaspaz bağımlı ve bağımsız mekanizmaların deneysel 

koşullara, kullanılan fotosensitizerin fotofiziksel özelliklerine ve çalışılan hücre tipine bağlı 

olarak hem ayrı zamanlarda hem de aynı anda aktifleştirilmesi mümkündür. Bu nedenle, 

PDT'nin neden olduğu apoptotik hücre ölümünün multifaktöriyel olduğu düşünülmektedir 

(106, 129, 130). 

2.5.2. Otofaji 

Otofaji, gelişim ve homeostazda önemli bir rol oynayan, hücresel ürünlerin sentezi, 

bozunması ve geri dönüşümü arasında denge sağlanmasına izin veren, temelde hayatta 

kalma yanlısı olan katabolik bir hücresel geri dönüşüm mekanizmasıdır (131-135). Besin 

yoksunluğu çeken hücrelerde protein sentezi için yapı taşları sağlamak üzere aktive edilen 

otofaji, aynı zamanda yanlış katlanmış veya kümelenmiş proteinleri ya da hasarlı organelleri 

(endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi) parçalamak için kullanılır (136, 137). 

Otofaji, hücresel substratların lizozomal parçalanmasını içeren bir süreçtir. Otofajik 

süreç genel olarak üç farklı mekanizma ile sürdürülür. Makro otofajide, otofagozom adı 

verilen bir çift membranlı yapı hedef bölgeyi çevreler ve içeriğini sitoplazmanın geri 

kalanından ayıran bir vezikül oluşturur. Bu vezikül lizozoma taşınarak otofagolizozomları 

oluşturur. Otofagolizozomların içeriğindeki hücresel bileşenler asidik lizozomal hidrolazlar 

tarafından parçalanır. Mikro otofajide, hücresel bileşenler lizozomal zarda oluşan bir girinti 

ile lizozom tarafından doğrudan yutulur. Şaperon aracılı otofajide ise belirli peptid dizilerine 

sahip sitozolik proteinler, reseptör aracılı bir sinyalle seçici olarak lizozoma taşınır (138-

140).  

Otofaji ile ilişkilendirilen hastalıklardan biri kanserdir. Otofajinin düzenlenmesinde 

kritik bir rolü olan Beclin-1, ilk aşamalarda tümör büyümesini baskılasa da tümöral yapı 

agresif bir şekilde büyümeye devam ettikçe, otofajik mekanizmanın bu yapıya hayatta 

kalması için ihtiyaç duyduğu enerjiyi sağlamaya çalıştığı tespit edilmiştir (141). Ek olarak, 

otofajinin apoptotik yolları bloke ettiği ve böylece kanser hücrelerini kemoterapi, 

radyoterapi ve çeşitli hedefe yönelik anti kanser tedavilerden korumaya çalıştığı 

gösterilmiştir (141-144). Buna rağmen, kontrolsüz veya bozulmuş otofaji, sitoplazmik 

materyalin toplu halde bozunması yoluyla hücre ölümüne neden olur (145-147). 
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PDT’nin otofaji ile ilişkisi tam olarak anlaşılmamış olsa da oksidatif hasarın 

derecesine bağlı olarak otofajinin sonuçları değişkenlik göstermekte, koruyucu bir 

mekanizma şeklinde veya otofajik hücre ölümü şeklinde görülebilmektedir (148-151).    

Otofaji her şeyden önce bir hayatta kalma mekanizmasıdır. PDT ile tetiklenen otofaji, 

hücrelerin oksidatif stresle başa çıkma ve hayatta kalmaya yönelik son girişimi olması 

açısından hücre ölümü sinyallerini inhibe etmeye ve tedaviye direnç gösterilmesine katkıda 

bulunabilir. PDT’nin, AMPK yolağını yukarı yönlü düzenleyerek veya AKT-mTOR 

yolağını baskılayarak makro otofajiyi aktifleştirebileceği bildirilmiştir. Ek olarak, PDT 

sonucu oluşan hücresel foto oksidasyon neticesinde otofajik mekanizmanın NFkB, MAPK 

ve HIF1α aracılı olarak transkripsyonel seviyede düzenlendiği bilgisi literatürde mevcuttur. 

Bununla birlikte; PDT’ye maruz kalma süresi, kullanılan fotosensitizerin fizikokimyasal 

yapısı ve uygulama dozu, hedef organeller veya çalışılan hücre tipleri gibi farklı deneysel 

koşullarda, otofajinin bir ölüm yolağı olarak devreye girdiği durumlar da görülmektedir. Son 

raporlar, PDT indüklü foto stresin ERK/CHOP/AKT/mTOR sinyalleşmesi aracılığıyla 

otofajik hücre ölümünü düzenleyebileceğini göstermektedir (152). Bax ve Bak gibi bazı 

proapoptotik faktörlerden yoksun olan kanser hücrelerinde de PDT indüklü otofajik hücre 

ölümü görülmüştür (153-155).  

2.5.3. Nekroz 

Nekroz; piknotik nükleus, sitoplazmik şişme, sitoplazmik zarların ve organellerin 

aşamalı olarak parçalanması ile karakterize bir hücre ölümüdür. ATP'nin hızlı bir şekilde 

tükenmesi ve biyoenerjetik mekanizmaların bozulması nedeniyle hücrenin metabolik 

yetmezliğe girmesi primer nekroza neden olmaktadır. (156). Primer nekroza ilaveten, 

apoptotik hücrelerin fagositler tarafından başarılı bir şekilde ortadan kaldırılamadığı 

durumlarda, hücre zarının geçirgen hale geldiği ve apoptozun alternatif bir sonucu olarak ele 

alınabilen sekonder nekroz (geç apoptoz) görülmektedir (157, 158). Sekonder nekroz; 

sitoplazmik şişme, membranların geçirgen hale gelmesi ve hücre içi bileşenlerin salınımı 

dahil olmak üzere programlanmış nekrozla örtüşen bazı özellikler gösterse de, primer 

nekrozdan daha az immünojenik olduğu düşünülmektedir (156, 159). 

PDT'nin neden olduğu hücresel nekrozu inceleyen az sayıda çalışma olsa da 

ilgilenilen hücre tipi, apoptoz mekanizmasının varlığı veya yokluğu, kullanılan 

fotosensitizerin hücre içi lokalizasyonu, fotosensitizeri aktive etmek için uygulanan ışık 

dozu gibi faktörlerin önemli birer etken olduğu bilinmektedir (125). Yüksek dozdaki 
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fotosensitizer konsantrasyonu, yüksek ışık akışı ya da her ikisinin aynı anda kullanılmasının 

nekrotik hücre ölümüne eğilimi artırdığı, daha düşük dozlarda uygulanan PDT’nin hücreleri 

apoptotik ölüme daha yatkın hale getirdiği düşünülmektedir (131). Hücredeki antioksidan 

enzimlerin yıkılmasına neden olacak düzeyde ROS oluşumu, PDT indüklü nekrozun ana 

nedenidir. Hücre zarında lokalize olan fotosensitizerler kullanıldığında oluşan zar 

bütünlüğünün kaybı ve hücre içi ATP'nin hızlı bir şekilde tükenmesi, apoptotik hücre 

ölümünden nekrotik hücre ölümüne geçişi tetikleyebilir (125, 160). PDT'nin yüksek 

dozlarının, kaspazlar gibi apoptotik kaskadın temel bileşenlerini fotokimyasal olarak 

inaktive etmesi de mümkündür (161). Bunların yanı sıra, PDT sırasında üretilen ROS dahil 

çeşitli faktörler, aynı hücre popülasyonunda hem apoptozu hem de nekrozu tetikleyebilir 

(162). 

Nekroz, uzun yıllar boyunca belirli bir mekanizmaya dayanmayan tesadüfi bir hücre 

ölüm şekli olarak kabul edilse de son yıllarda elde edilen veriler doğrultusunda, nekroptoz 

adı verilen özelleşmiş ve programlanabilen bir hücre ölümü tanımlanmış ve apoptoz ile bazı 

düzenleyici yolakları (ölüm reseptörleri sinyalleşmesi gibi) paylaşabileceği belirtilmiştir 

(58, 163-166). Normal doku yenilenmesi ve bağışıklık tepkisi sırasında gözlenen nekroz 

örnekleri bu durumu destekler. Buna rağmen, PDT'yi takiben programlanmış nekrotik hücre 

ölümüne aracılık eden bir biyokimyasal yolak henüz tanımlanmamıştır. Nekroptozun 

ayrıntılı bir şekilde anlaşılmasıyla, PDT başta olmak üzere gelecekteki tedavi stratejilerinde 

önemli bir hedef mekanizma olarak kullanılabileceği düşünülmektedir (136). 

2.6. Poli (ADP Riboz) Polimeraz (PARP) ve PDT İlişkisi 

PARP ailesi, ADP ribozunun hedef proteinlere transferini katalize eden (poli ADP-

ribozilasyon) bir enzim ailesidir. PARP’ların temel görevi, DNA hasarının oluştuğu 

durumlarda aktifleşerek DNA tamirine katılmaktır (167-169). En iyi tanımlanmış PARP 

izoformları olan PARP1 ve PARP2'nin, DNA tamirinin yanı sıra hücre proliferasyonu ve 

hücre ölümü dahil birçok hücresel süreçte önemli rolleri olduğuna dair bilimsel veriler 

mevcuttur (169, 170).  

DNA lezyonlarının hücrelerdeki PARP seviyelerinde önemli bir artışa neden olduğu 

bilinmektedir (171). PARP, esas olarak baz eksizyon onarımının (BER) gerçekleşmesini 

sağlayarak DNA’daki tek zincir kırıklarına yanıt veren BER kompleksinin bir bileşenidir 

(172). Özellikle PARP1’in tek zincir ve çift zincir kırıklarında aktifleşerek hem baz eksizyon 
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hem de nükleotid eksizyon onarımında rol aldığı gösterilmiştir (173). DNA hasarına neden 

olan ajanlar ve radyasyon benzeri ışımalar PARP1’i uyarmaktadır (170, 174). 

PARP1, DNA'daki hasar onarımını tamamlamak için ATP ve NAD+'ye ihtiyaç 

duyar. DNA’sı ciddi şekilde hasar görmüş hücreler, yüksek NAD+ tüketimiyle sonuçlanan 

ve ATP havuzlarını tüketen PARP1 aktivitesine sahiptir. Bu yüksek düzeydeki PARP1 

aktivasyonu devam ederse, hücredeki ATP yoksunluğu nedeniyle partanatoz olarak bilinen 

bir tür düzenlenmiş nekroz mekanizması görülür (175-177). PARP bağımlı hücre ölümü 

olarak da isimlendirilen bu hücre ölümünde, ultraviyole ışınlama (UV-IR), alkile edici 

ajanlar ya da ROS oluşumu gibi DNA hasarı oluşturan uyarıcılar PARP1 hiperaktivasyonuna 

neden olur. Bu hiperaktivasyon, mitokondriyal membran potansiyeli kaybı nedeniyle AIF 

salınımını tetikler (178-180). Mitokondri dış zarından salınan AIF, DNA kırıklarına neden 

olabilir ve AIF aracılı DNA degradasyonu, PARP'ları daha fazla aktive ederek bir kısır 

döngü başlatabilir (181). Tüm bu süreçler, PARP1'in kaspazlar (çoğunlukla kaspaz 3 ve 

kaspaz 7) tarafından hızla kesilerek inaktive edilmesi ile tersine çevrilebilir. Hücre ATP ve 

NAD+’ın yoksunluğuna girmeden önce aktifleşen kaspazlar, PARP1’i keserek inaktive eder 

(175, 182). PARP1'lerin apoptoz aktivasyonu nedeniyle kaspazlar tarafından kesilmesi, 

apoptotik hücre ölümünün erken evresinin bir belirteci olarak gösterilmektedir. Bu durum, 

hücredeki ATP’nin aşırı PARP aktivasyonu yoluyla tükenmesini önleyerek hücresel ATP'yi 

korur. ATP'nin bu yolla korunması ise apoptoz için gereken enerjiyi sağlamış olur (183, 

184). Daha önce yapılmış bazı çalışmalar kaspaz dirençli PARP ekspresyonunun olduğu 

fibroblastlarda, NAD+ ve ATP'nin devamlı tükenmesi sonucu nekrotik hücre ölümünün 

gerçekleştiğini göstermiştir (182). PARP1 ekspresyonu inhibe edilmiş farelerden elde edilen 

fibroblastların ise ATP yoksunluğu yaşamadığı ve nekrotik hücre ölümüne karşı korunduğu, 

bu hücrelerde apoptotik hücre ölümünün gerçekleştiği rapor edilmiştir (177, 182). 

Kanser hücrelerindeki ROS oluşumu, DNA’da tek zincir ve çift zincir kırıklarına 

bağlı hasarları indüklemekte fakat aşırı ROS üretiminin hücre ölümüne yol açtığı 

bilinmektedir (185, 186). PARP inhibisyonunun anti kanser tedavi yaklaşımlarına bu açıdan 

olumlu katkısı olacağı üzerinde durulmaktadır. DNA’daki zincir kırıklarını algılayan ve 

onarımını düzenleyen bir protein olan PARP, oksidatif DNA hasarına karşı gelişen hücresel 

yanıtta önemli bir rol oynar (187-189). PARP inhibe edildiğinde oksidatif DNA hasarında 

gerçekleşen artışın, mevcut hasarın tamir edilememesinden kaynaklanabileceği 

düşünülmektedir (190). PARP inhibitörleri ile kombinasyon halinde kullanılan kemoterapi 
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ve radyoterapide tedavi yanıtının daha yüksek olduğu tespit edilmiştir (191-193). 

PARP’ların inhibe edilmesi, bu tedavi yaklaşımlarında hücreler üzerindeki sitotoksik etkileri 

artırmıştır (170, 174). PDT’nin temel işleyiş mekanizması hücre içindeki singlet oksijen ve 

ROS seviyelerini artırarak hücre ölümünü teşvik etmeye yöneliktir (194). Kullanılan 

fotosensitizerlerin çoğu mitokondri, lizozom veya endoplazmik retikulum dahil olmak üzere 

diğer hücre içi membranlara bağlanmaktadır. Özellikle mitokondriye lokalize olan 

fotosensitizerlerin aktivasyonu, mitokondriyal membran potansiyelinin depolarizasyonuna 

ve sitokrom c salınımına neden olur. Bunun sonucunda aktifleşen kaspazların hedefinde ise 

PARP proteinleri bulunmaktadır. PDT esnasında hızla oluşan yüksek seviyedeki ROS, hücre 

ölüm uyarısının verilmesi ve PARP’ların inaktive edilmesiyle başarılı bir hücre ölümünün 

gerçekleşmesini sağlamaktadır. (191, 194, 195). 

2.7. Fotosensitizer Maddelerin Sentezine Yönelik Ön Veriler 

Çalışmada kullanılan aminofenoltiyoetanol çevreli orijinal fotosensitizer maddelerin 

sentezi, Karadeniz Teknik Üniversitesi, Fen Fakültesi, Kimya Bölümü, Anorganik Kimya 

Anabilim Dalı’nda gerçekleştirilmiştir.  

Fotosensitizerlerin sentezlenmesi için, 5-bromo-2-hidroksibenzaldehit (1a) ve 2-

hidroksi-5-nitrobenzaldehit (1b) bileşikleri ticari olarak satın alınmıştır. 4-bromo-2-[({2-[(2-

hidroksietil)tio]fenil}imino)metil]fenol (2 nolu bileşik) literatürde belirtildiği şekilde 

çoğaltılmıştır (196). 2 nolu bileşiğin, 1a ve 1b ile kuru etanol ve katalizör olarak asetik asit 

ortamında ayrı ayrı kaynatılmasıyla 3a ve 3b bileşikleri elde edilmiştir. Amfifilik özellikteki 

aminofenoltiyoetanol çevreli Schiff bazları olan 5A ve 5B, çözücü olarak kullanılan kuru 

toluen içerisinde, NaH varlığında, SiPcCl2 ile (4 nolu bileşik) ve kaynama sıcaklığında (N2 

atmosferinde) iki gün ısıtılarak elde edilmiştir (Şekil 6, Şekil 7). 
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Şekil 6. 5A bileşiğinin eldesi 

 

Şekil 7. 5B bileşiğinin eldesi 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Hücre Hatları 

Çalışmada, meme kanseri hücre hatları MCF-7 (ATCC® HTB-22™), MDA-MB-

231 (ATCC® HTB-26™) ve normal meme hücre hattı MCF-10A (ATCC® CRL-10317™) 

kullanılmıştır. Tüm hücre hatları tez danışmanının hücre koleksiyonundan temin edilmiştir. 

3.1.2. Kimyasallar 

2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA) Sigma, D6883 

Bovin serum albümin (BSA) Amresco, 0332 

Dimetil sülfoksit (DMSO) Sigma, 41640 

Etanol Merck, 1.00983.2500 

Fetal bovin serum (FBS) Gibco, 10500064 

Fosfat tamponlu salin (PBS) Gibco, 14190144 

Hidroklorik asit Merck, 1.00317.2500 

Hidrokortizon Sigma, H 0888 

Horse serum Thermo, 16050130 

İnsan epidermal büyüme faktör (hEGF) Thermo, PHG0313 

İnsülin Sigma, I9278 

Klorotoksin Sigma, C8052 

Kristal viyolet solüsyonu Sigma, HT90132 

Metanol Merck, 1.06009.2500 

Penisilin/streptomisin (pen/strep) Biological Industries, 0331 

Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) AppliChem, A2231 

Tripsin-EDTA Biological Industries, 741152 

3.1.3. Kitler 

Alexa Fluor 647 mouse anti-cleaved PARP BD Biosciences, 558710 

Matrigel basement membrane matrix Corning, 356234 

PE-Annexin V apoptosis detection kit I BD Biosciences, 559763 

TMRE-mitochondrial membrane potential assay kit Abcam, ab113852 
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3.1.4. Sarf Malzemeler 

Enjektör (5 ve 10 mL) Ayset, Türkiye 

Ependorf tüpler (1.5 mL) Greiner, Almanya 

Falkon tüpler (15 ve 50 mL) Nest, Çin 

Flask (25 cm² T25 ve 75 cm² T75) Greiner, Almanya  

Pastör pipet Isolab, Almanya 

Pipet ucu (10, 200, 1000 µL) Axygene, Almanya 

Pleyt (6, 24 ve 96 kuyucuklu) Greiner, Almanya 

Serolojik pipet (5, 10 ve 25 mL) Greiner, Almanya 

Transwell membran insert (8.0 μM) Corning, ABD 

3.1.5. Cihazlar 

Buzdolabı (+4 ˚C) Arçelik, Türkiye 

Buz makinesi Scottman, İngiltere 

Derin dondurucu (-20 ˚C) Bosch, Türkiye 

Derin dondurucu (-86 ˚C) Thermo, ABD 

Distile su cihazı GFL 2004, Almanya 

ELISA pleyt okuyucu Eppendorf, Almanya 

Etüv Heraeus, Almanya 

Florometre Molecular Devices, ABD 

Flow sitometri BD, ABD 

Hassas terazi Ahaus, ABD 

İnvert mikroskop Nikon, Japonya 

Klas II steril kabin Metisafe, Türkiye 

Konfokal mikroskop Leica, Almanya 

Mikrosantrifüj Thermo I EC, ABD 

Semikondüktör lazer LumaCare LC 122, ABD 

Sıvı azot tankı Thermo Scientific, ABD 

Soğutmalı yüksek devirli santrifüj Eppendorf 5804, Almanya 

Su banyosu Memmert, Almanya 

Vorteks Labinco L-46, Hollanda 

Yüksek Devirli Santrifüj Eppendorf 5810, Almanya 
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3.1.6. Solüsyonlar ve Besiyerleri 

5A İçeren Solüsyon 

Toz haldeki 5A’dan (1243.085 g/mol) 8.7 mg tartılarak 7 mL DMSO içerisinde 

çözüldü (1 mM stok). Hazırlanan çözelti oda ısısında ve karanlıkta muhafaza edildi. 

5B İçeren Solüsyon 

Toz haldeki 5B’den (1175.288 g/mol) 8.6 mg tartılarak 7.3 mL DMSO içerisinde 

çözüldü (1 mM stok). Hazırlanan çözelti oda ısısında ve karanlıkta muhafaza edildi. 

RPMI 1640 Besiyeri 

44.5 mL RPMI 1640 besiyeri içerisine 5 mL FBS ve 0.5 mL pen/strep ilave edilerek 

+4 ˚C’deki buzdolabında muhafaza edildi.  

DMEM/F12 Besiyeri 

46.410 mL DMEM/F12 besiyerine; 2.5 mL horse serum, 500 µL pen/strep, 50 µL 

insülin, 25 µL hidrokortizon (1 mg/mL stok), 10 µL hEGF (100 µg/mL stok) ve 5 µL 

klorotoksin (1 mg/mL stok) ilave edildi. Hazırlanan besiyeri +4 ˚C’deki buzdolabında 

muhafaza edildi.  

İnsan Epidermal Büyüme Faktörü (hEFG) 

1 mL PBS içerisine 0.1 mg hEGF eklendi (100 µg/mL stok). +4 ˚C’deki 

buzdolabında muhafaza edildi. 

Hidrokortizon 

1 mL absolut alkol içerisine 1 mg hidrokortizon eklendi. Oluşan çözeltinin üzerine 

19 mL DMEM/F12 besiyeri ilave edilerek 50 µg/mL hidrokortizon ve besiyeri karışımı 

hazırlandı. +4 ˚C’deki buzdolabında muhafaza edildi.  

Klorotoksin 

Liyofilize olarak satın alınan 1 mg klorotoksin, 1 mL steril su içerisine eklendi ve +4 

˚C’deki buzdolabında muhafaza edildi.  

 

 

 



22 

 

MTT Solüsyonu 

Ticari olarak temin edilmiş olan toz haldeki MTT den 0.1 g tartılarak 20 mL PBS 

içerisinde çözüldü. Çözelti filtre edildi ve ependorf tüplere aktarılarak alikotlandı. -20 

ºC’deki derin dondurucu dolapta muhafaza edildi. 

H2DCFDA Solüsyonu 

Ticari olarak satın alınmış ve moleküler ağırlığı 487.29 g/mol olan toz haldeki 

H2DCFDA’dan 5.8 mg tartılarak 2.97 mL DMSO içerisinde çözüldü (4 mM stok). 

Hazırlanan çözelti +4 o C’deki buzdolabında muhafaza edildi. 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücrelerin Kültüre Edilmesi 

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hücreleri %10 FBS ve %1 pen/strep içeren 

RPMI 1640 besiyeri ile kültüre edilerek, 37 ˚C’de ve %5 CO2 içeren etüvde inkübe edildi. 

MCF-10A normal meme hücreleri, son hacimde %5 horse serum, %1 pen/strep, 10 µg/mL 

insülin, 20 ng/mL hEGF, 0.5 ng/mL hidrokortizon ve 100 ng/mL klorotoksin içeren 

DMEM/F12 besiyeri ile kültüre edilerek, 37 ˚C’de ve %5 CO2 içeren etüvde inkübe edildi. 

Hücreler her gün mikroskobik olarak kontrol edildi ve flasktaki yoğunlukları 

incelendi. Hücre kültür flaskındaki yoğunluk yaklaşık %80’e ulaştığında pasajlama işlemleri 

gerçekleştirildi. Bunun için, flasktaki besiyerinin tamamı bir pipet ile çekildi ve flaskın iç 

yüzeyi PBS ile temizlendi. PBS’nin flasktan uzaklaştırılmasının ardından, hücrelerin 

tutunduğu alan üzerine tripsin-EDTA solüsyonu eklenerek 37 ˚C’deki etüvde yaklaşık iki 

dakika inkübe edildi. Tripsin-EDTA yardımıyla flask yüzeyinden ayrılan hücreler 

mikroskopta kontrol edildi ve tripsinin etkisini bloke etmek üzere flask içerisine %10 FBS 

içeren besiyeri ilave edildi. Ardından, flask içerisinden bir pipet yardımıyla toplanan 

hücreler 15 mL falkon tüplere aktarılarak, 1200 rpm’de beş dakika boyunca santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası süpernatant atıldı ve taze besiyeri ile süspanse edilen hücreler yeni flasklara 

aktarıldı. Flasklar 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüve yerleştirildi ve hücreler inkübasyona 

bırakıldı. 

3.2.2. Hücrelerin İkilenme Zamanının Belirlenmesi 

Tüm çalışma boyunca gerçekleştirilecek analiz yöntemlerinde belirleyici olması 

açısından hücrelerin ikilenme zamanları tespit edildi. Bunun için, flasklarda kültüre edilen 
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hücreler tripsinize edilerek toplandı ve flow sitometri cihazında sayım yapıldı. Tüm hücre 

hatları için 24, 48, 72 ve 96. saatlerde sayılmak üzere dört adet T75 flaska, her bir flaskta 

1×106 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. Ekimin yapıldığı ilk sayı (1x106) 0. saat değeri 

olarak kabul edildi. 24 saat sonunda, 24. saat analizi için etiketlenmiş olan flasktaki hücreler 

tripsinize edilerek sayıldı ve bu seri 96 saat için etiketlenen flasktaki hücreler tripsinize 

edilene kadar devam etti. Belirlenen hücre sayıları ve inkübasyon süreleri göz önüne alınarak 

büyüme eğrileri çizildi ve ikilenme zamanları belirlendi. 

3.2.3. PDT Yöntemi 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücreleri, deneysel analizlerin gerekliliğine 

uygun şekilde farklı pleytlere ekilerek 37 ˚C’deki etüvde 16 saat inkübe edildi. 

İnkübasyonun ardından PBS ile yıkanan hücrelere farklı dozlarda (0.25-10 µM) 5A veya 5B 

içeren besiyeri eklenerek aynı koşullardaki etüvde 16 saatlik inkübasyona bırakıldı. 

PDT gerçekleştirilmeden önce, pleytin her kenarına, köşesine ve orta alanlarına 

düşen ışık miktarı bir ışık sensörü ile ölçüldü. PDT’de kullanılması planlanan ışık dozuna 

(10 j/cm2) uygun biçimde; “j/cm2=mW.t (sn)” formülü üzerinde, pleytlere ışınlama 

yapılacak zaman aralığı hesaplandı. Etüvdeki inkübasyon süresi biten hücreler, 

semikondüktör lazer aracılığı ile 680 nm dalga boyundaki LED ışığa maruz bırakıldı. 

Hücreler, PDT uygulamasının sona ermesiyle 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüve yerleştirildi ve 

16 saat inkübe edildi. 

3.2.4. MTT Yöntemi ile Hücre Canlılığının Analizi 

Çalışmada fotosensitizer olarak kullanılan 5A ve 5B’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve 

MCF-10A hücrelerinde canlılığa olan etkisi MTT hücre canlılık analizi ile incelendi. 

Hücreler 96 kuyucuklu pleytlere, her kuyuda yaklaşık 7x103 hücre olacak şekilde ekildi ve 

hücrelerin pleytlere tutunması için yaklaşık 16 saat boyunca 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde 

inkübasyon gerçekleştirildi. İnkübasyonun ardından, hücreler farklı dozlarda (0.25-10 µM) 

5A ve 5B içeren taze besiyerleri ile ayrı ayrı muamele edilerek 16 saat boyunca 37 ˚C’de %5 

CO2 içeren etüvde inkübe edildi. İnkübasyon süresi sona erdiğinde, hücreler 680 nm dalga 

boyunda ve 10 j/cm2 enerji yoğunluğundaki ışık ile muamele edilerek 37 ˚C’de %5 CO2 

içeren etüvde 16 saat boyunca tekrar inkübe edildi. Ardından, hücreleri içeren her bir 

kuyucuğa 0.5 mg/mL MTT ilave edilerek 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde üç saat boyunca 

inkübasyon gerçekleştirildi. Süre sonunda, her kuyucuktaki MTT içeren besiyeri ortamdan 

uzaklaştırıldı ve kuyucuklara 100 µL DMSO ilave edilerek 20 dakika boyunca çalkalayıcı 
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üzerinde bekletildi. Kuyucukların absorbans değerleri, 570 nm dalga boyunda 

spektrofotometrik olarak ölçüldü. Elde edilen sonuçlara göre, hücre canlılığı üzerinde etkili 

olan dozlar tespit edildi. 

3.2.5. Annexin V/7AAD Boyama Yöntemi ile Apoptotik Hücre Popülasyonunun 

Belirlenmesi 

Çalışmada kullanılan 5A ve 5B’nin MCF-7, MDA-MB-231 MCF-10A hücrelerinde 

oluşturacağı apoptotik hücre popülasyonlarının tespiti “Annexin V/7-AAD” flow sitometrik 

işaretleme yöntemi ile analiz edildi. Hücreler, 6 kuyucuklu pleytlere her kuyuda yaklaşık 

3x105 hücre olacak şekilde ekilerek 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde 16 saat inkübe edildi. 

İnkübasyonun ardından, hücreler 1.5 µM 5A veya 5B içeren taze besiyerleri ile ayrı ayrı 

muamele edilerek 16 saat boyunca 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde tekrar inkübe edildi. 

Hücreler daha sonra 680 nm dalga boyunda ve 10 j/cm2 enerji yoğunluğundaki ışığa maruz 

bırakıldı. PDT işleminin ardından hücreler, 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde 16 saat inkübe 

edildi. İnkübasyon sona erince hücreler tripsinize edildi ve pellet soğuk PBS ile iki kez 

yıkandı. Yıkamaların ardından hücreler, kit içeriğinde bulunan “Annexin binding buffer” ile 

süspanse edilerek, ependorf tüplere her bir hücre örneğinden 100 μl alındı. Bu hücre 

örneklerine 5 μl Annexin V ve 5 μl 7-AAD ilave edilerek yaklaşık 20 dakika oda sıcaklığında 

ve karanlıkta inkübe edildi. İnkübasyon süresi tamamlandığında, örnekler flow sitometri 

cihazında analiz edildi.  

3.2.6. Mitokondriyal Membran Potansiyelindeki Değişimlerin İncelenmesi 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücrelerinde, 5A veya 5B muamelesi ve PDT 

uygulaması sonrası meydana gelen mitokondriyal membran potansiyeli değişimleri “TMRE-

mitochondrial membrane potential assay kit” kullanılarak tespit edildi. Bunun için, 96 

kuyucuklu pleytlere her kuyucukta 7×103 hücre olacak şekilde ekim yapıldı ve pleytler 37 

ºC’de %5 CO2 içeren etüvde 16 saat inkübe edildi. Hemen ardından, hücreler 1.5 µM 5A 

veya 5B içeren taze besiyerleri ile muamele edilerek 16 saat boyunca 37 ˚C’de %5 CO2 

içeren etüvde tekrar inkübe edildi. İnkübasyonun ardından hücreler PDT işlemi gereğince, 

680 nm dalga boyunda ve 10 j/cm2 enerji yoğunluğundaki ışık ile muamele edildi. PDT 

işleminin ardından hücreler, 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde 16 saat inkübe edildi. 

İnkübasyon sona erince, kit protokolü doğrultusunda her bir kuyucuğa son konsantrasyonu 

500 nM olacak şekilde TMRE eklendi ve 30 dakika boyunca karanlıkta inkübasyon 

gerçekleştirildi. Pozitif kontrol olarak, kit içeriğindeki carbonyl cyanide-4-
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(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP) son konsantrasyonu 20 µM olacak şekilde 

kullanıldı. İnkübasyon zamanı sona erdiğinde, kuyucuklardaki besiyeri uzaklaştırıldı ve 

kuyucuklar %0.2 BSA içeren 100 μl PBS ile iki kez yıkandı. Son olarak, pleytler mikro pleyt 

okuyucuda Ex/Em = 549/575 nm dalga boylarında florometrik olarak analiz edildi. 

3.2.7. Hücre İçi ROS Oluşumunun Mikroskobik Olarak Analiz Edilmesi 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücreleri, sterilize edilmiş ve 6 kuyucuklu 

pleytlere yerleştirilmiş lamellere, her bir kuyuda 25x104 hücre olacak şekilde ekildi. 

Hücreler, 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde 16 saat boyunca inkübe edildi. Daha sonra 

hücreler, 1.5 µM 5A veya 5B içeren taze besiyerleri ile muamele edilerek 37 ˚C’de %5 CO2 

içeren etüvde 16 saat boyunca inkübe edildi. İnkübasyon süresi sona erdiğinde, hücreler 680 

nm dalga boyunda ve 10 j/cm2 enerji yoğunluğundaki ışık ile muamele edildi ve 37 ˚C’de 

%5 CO2 içeren etüvde 30 dk inkübe edildi. İnkübasyonun ardından, H2DCFDA son 

konsantrasyonu 2 µM olacak şekilde PBS içerisinde çözüldü. Kuyucuklardaki besiyeri 

uzaklaştırıldı ve kuyucuklar PBS ile iki kez yıkandı. Her kuyucuğa, H2DCFDA içeren PBS 

solüsyonundan 1 mL eklendi. Pleytlerin tamamı alüminyum folyo ile kaplanarak 20 dakika 

boyunca 37 ºC’de %5 CO2 içeren etüvde inkübe edildi. Hemen ardından, kuyucuklardaki 

PBS uzaklaştırıldı ve kuyucuklar PBS ile iki kez yıkandı. Pleyt kuyucukları içerisine 

yerleştirilmiş lameller sivri uçlu bir pens yardımıyla kuyucuklardan çıkarıldı ve alkol ile 

sterilize edilmiş lamların üzerine yerleştirildi. Preparatlar, konfokal mikroskopta 490-520 

nm dalga boyu aralığında incelendi. 

3.2.8. Kesilmiş (Cleaved) PARP1 Analizi 

Hücrelerdeki kesilmiş PARP1 miktarının tayini için, apoptotik mekanizma sonucu 

oluşan 89-kDa moleküler ağırlıktaki kesilmiş PARP1 fragmanını tanıyan “Alexa Fluor 647 

mouse anti-cleaved PARP” floresan işaretli antikor kullanıldı. Öncelikle 6 kuyucuklu 

pleytlere her kuyucukta 3×105 hücre olacak şekilde ekim yapıldı ve hücreler 37 ºC’de %5 

CO2 içeren etüvde 16 saat inkübe edildi. Ardından hücreler 1.5 µM 5A veya 5B içeren taze 

besiyerleri ile muamele edilerek 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde 16 saat boyunca tekrar 

inkübe edildi. İnkübasyon süresi sona erdiğinde, hücreler 680 nm dalga boyunda ve 10 j/cm2 

enerji yoğunluğundaki ışık ile muamele edildi. PDT uygulamasının ardından, 37 ˚C’de %5 

CO2 içeren etüvde 16 saat inkübasyon gerçekleştirildi. İnkübasyonun ardından, hücreler 

tripsinize edildi ve soğuk PBS ile iki kez yıkandı. Yıkamaların ardından hücreler 

Cytofix/Cytoperm solüsyonu ile süspanse edildi ve 20 dakika boyunca buzda bekletildi. Bu 
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sürenin sonunda hücreler santrifüj edildi ve iki kez Perm/Wash tamponu ile yıkandı. İki 

yıkamanın ardından tekrar Perm/Wash tamponu ile süspanse edilen hücrelerden 100 µL 

alınarak ependorf tüplere aktarıldı. Bu örnek tüplerine, kit içeriğinde bulunan Alexa Fluor 

647 mouse anti-cleaved PARP1 antikorundan 5 µL ilave edildi. Tüpler 30 dakika boyunca 

oda sıcaklığında ve karanlıkta inkübe edildi. Ardından örnek tüplerinin içine 1 mL 

Perm/Wash tamponu ilave edildi ve örnekler son kez santrifüj edildi. Süpernatantı tüplerden 

uzaklaştırılan örnekler 0.5 mL Perm/Wash tamponu ile süspanse edilerek flow sitometri 

cihazında analiz edildi. 

3.2.9. Koloni Formasyon Analizi ile Hücrelerin Koloni Oluşturma Kabiliyetlerinin 

İncelenmesi 

Çalışmada kullanılan 5A ve 5B’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A 

hücrelerinin koloni oluşturma kabiliyetlerine etkisi, koloni formasyon analizi ile incelendi. 

Hücreler, 6 kuyucuklu pleytlere her kuyuda yaklaşık 25x104 hücre olacak şekilde ekilerek 

16 saat boyunca 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde inkübe edildi. İnkübasyonun ardından, 

hücrelerin üzerindeki besiyeri uzaklaştırılarak 1 µM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile 

muamele edildi ve 16 saat boyunca 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde inkübe edildi. 

İnkübasyon süresi sona erdiğinde, hücreler 680 nm dalga boyunda ve 10 j/cm2 enerji 

yoğunluğundaki ışık ile muamele edildi. Hemen ardından hücreler tripsinize edildi ve 6 

kuyucuklu pleytlere her kuyuda yaklaşık 5x102 hücre/2 mL besiyeri olacak şekilde ekim 

yapıldı. Hücreler 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde yedi günlük inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyonun ardından hücrelerin üzerindeki besiyeri uzaklaştırıldı ve hücreler soğuk PBS 

ile yıkandı. Daha sonra, 1:1:8 oranında metanol, asetik asit ve distile su içeren fiksatif 

solüsyonu ile 25 dakika boyunca fiksasyon gerçekleştirildi. Fiksasyon süresi tamamlanınca 

hücrelerin üzerindeki solüsyon uzaklaştırılarak kuyucuklara kristal viyolet (%0.5) boyası 

ilave edildi ve hücreler 20 dakika boyunca boyada bekletildi. Boyama süresi sona erince 

hücrelerin üzerindeki boya uzaklaştırıldı ve hücreler distile su ile boya kalıntıları 

temizlenene kadar yıkandı. Yıkama işlemlerinin ardından pleytler harici bir kamera ile 

fotoğraflandı ve Image J programı kullanılarak analiz edildi. 

3.2.10. Yara İyileşmesi (Wound Healing) Yöntemi ile Hücresel Hareketin İncelenmesi 

Çalışmada kullanılan 5A ve 5B’nin, MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A 

hücrelerinin hareket kabiliyetlerine etkisi yara iyileşmesi yöntemi ile incelendi. Hücreler, 24 

kuyucuklu pleytlere her kuyuda yaklaşık 5x104 hücre olacak şekilde ekilerek 16 saat 
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boyunca %5 CO2 içeren etüvde inkübe edildi. İnkübasyonun ardından, hücrelerin üzerindeki 

besiyeri çekilerek %0.5 FBS içeren taze besiyeri eklendi ve 19 saat boyunca inkübe edildi. 

İnkübasyon sonunda hücrelerin üzerindeki besiyeri çekildi. Hücreler, 1 µM 5A veya 5B ile 

%0.5 FBS içeren taze besiyerleri kullanılarak ayrı ayrı muamele edildi ve 37 ˚C’de %5 CO2 

içeren etüvde 16 saat inkübe edildi. İnkübasyon süresi sona erdiğinde, hücreler 680 nm dalga 

boyunda ve 10 j/cm2 enerji yoğunluğundaki ışık ile muamele edildi ve her bir kuyucuğa 200 

µL’lik pipet uçları kullanılarak çizik atıldı. Hemen ardından, hücreler PBS ile iki kez yıkandı 

ve entegre kameralı invert mikroskop aracılığıyla fotoğraflandı (0. saat). Fotoğraf çekiminin 

ardından hücrelerin üzerindeki PBS uzaklaştırıldı ve kuyucuklara %0.5 FBS içeren taze 

besiyeri eklendi. Hücreler 24 saat inkübe edildi. 24. saatte, hücrelerin üzerindeki besiyeri 

uzaklaştırılarak PBS ile iki kez yıkandı ve tekrar fotoğraflandı (24. saat). Fotoğraf çekimini 

takiben hücrelerin üzerindeki PBS uzaklaştırıldı ve kuyucuklara yeniden %0.5 FBS içeren 

taze besiyeri eklendi. Hücreler yeni bir 24 saatlik inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sona 

erince hücreler tekrar PBS ile yıkandı ve fotoğraflandı (48. saat). Hücrelerde oluşturulan 

çizik alanındaki değişimler, Image J programı kullanılarak analiz edildi. 

3.2.11. Transwell Migrasyon Assay ile Hücre Migrasyon Kabiliyetindeki Değişimlerin 

İncelenmesi 

Çalışmada kullanılan 5A ve 5B’nin, MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A 

hücrelerinin migrasyon kabiliyetlerine etkisi transwell insertler kullanılarak analiz edildi. 

Öncelikle hücreler 6 kuyucuklu pleytlere, her kuyucukta 25x104 hücre olacak şekilde ekildi 

ve 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde 16 saat inkübe edildi. Hemen ardından, hücreler 1 µM 

5A veya 5B içeren taze besiyeri ile muamele edilerek 16 saat boyunca 37 ˚C’de %5 CO2 

içeren etüvde tekrar inkübe edildi. İnkübasyon süresi sona erdiğinde, hücreler 680 nm dalga 

boyunda ve 10 j/cm2 enerji yoğunluğundaki ışık ile muamele edildi. PDT uygulamasını 

takiben hücreler tripsinize edildi. Migrasyon assay için kullanılacak olan insertler, 24 

kuyucuklu pleytlere pens yardımı ile yerleştirildi ve insertlerin içine %1 FBS içeren 250 µL 

besiyeri eklendi. Ardından insertlerin yerleşik olduğu kuyucukların içine %5 FBS içeren 300 

µL besiyeri eklendi. Tripsinize edilen hücrelerin insert içine ekimi, her insert için %1 FBS 

içeren 50 µL besiyerinin içinde 2 x104 hücre olacak şekilde yapıldı. Hücreler 37 ˚C’de %5 

CO2 içeren etüvde 16 saat inkübe edildi. İnkübasyon sona erdiğinde öncelikle insertlerin 

içindeki, ardından kuyucukların içindeki besiyeri uzaklaştırıldı. İnsertler pens yardımıyla 

kuyucuklardan çıkarıldı ve iç kısımları steril bir pamuklu çubuk ile dikkatli bir şekilde 



28 

 

temizlendi. İnsertler pens yardımıyla kuyucuklara tekrar yerleştirildikten sonra kuyucukların 

içine 300 µL soğuk metanol eklendi ve 15 dakika fiksasyona bırakıldı. Fiksasyonu takiben 

kuyucukların içindeki metanol uzaklaştırıldı ve kuyucuklara 200 µL kristal viyolet (%0.1) 

eklenerek 15 dakika inkübasyona bırakıldı. Boyama aşaması sona erince, insertler pens 

yardımıyla dikkatlice alındı ve distile su dolu bir beherin içerisine batırılarak yıkandı. 

Ardından temiz bir peçetenin üzerine, insertlerin alt kısımları üstte kalacak şekilde ters 

çevrilerek yerleştirildi ve yaklaşık bir saat kurumaya bırakıldı. Kuruyan insertler pens 

yardımıyla alınarak pleytin temiz kuyucuklarına yerleştirildi ve entegre kameralı invert 

mikroskop aracılığıyla fotoğraflandı. Fotoğrafların analizi Image J programı ile 

gerçekleştirildi. 

3.2.12. Matrijel İnvazyon Assay ile Hücre İnvazyon Kabiliyetindeki Değişimlerin 

İncelenmesi 

Çalışmada kullanılan 5A ve 5B’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A 

hücrelerinin invazyon kabiliyetlerine etkisi transwell insertler ve matrijel kullanılarak analiz 

edildi. İlk aşamada, 6 kuyucuklu pleytlere her kuyucukta 25x104 hücre olacak şekilde ekim 

yapıldı ve hücreler 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde 16 saat inkübe edildi. Daha sonra 

hücreler, 1 µM 5A veya 5B içeren taze besiyeri ile muamele edilerek 16 saat boyunca 37 

˚C’de %5 CO2 içeren etüvde inkübasyona bırakıldı.  

Hücrelerin 16 saat sürecek inkübasyonları başlatıldığında, 24 kuyucuklu pleytlere 

transwell insertler yerleştirildi. Her insertin içine yalnızca besiyeri ile sulandırılmış ve son 

konsantrasyonu 1.25 mg/mL olan 50 µL matrijel eklendi. Matrijelleri içeren insertlerin 

olduğu 24 kuyucuklu pleytler, 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde 12 saat inkübe edilerek 

matrijellerin tam bir jel yapısına ulaşması sağlandı. Bu sürenin sonunda matrijellerin olduğu 

her bir inserte FBS içermeyen besiyerinden 100 µL eklenerek matrijeller rehidre edildi ve 

37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde 4 saat inkübe edildi.  

Yaklaşık 16 saat süren inkübasyonun sonuna gelen hücreler, 680 nm dalga boyunda 

ve 10 j/cm2 enerji yoğunluğundaki ışık ile muamele edildi. PDT uygulaması sona erince 

hücreler tripsinize edildi. Bu esnada, rehidrasyondaki inkübasyon süresi dolan matrijellerin 

üzerindeki fazla besiyeri, pipet ucu matrijele değmeyecek şekilde dikkatlice uzaklaştırıldı. 

İnsertlerin içine yerleşik olduğu kuyucuklara %5 FBS içeren 300 µL besiyeri ilave edildi. 

Matrijelleri içeren insertlerin üzerine, her insert için %1 FBS içeren 300 µL besiyerinin 

içinde 2 x104 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. Hücreler 37 ˚C’de %5 CO2 içeren etüvde 
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16 saat inkübe edildi. İnkübasyon sona erdiğinde öncelikle insertlerin içindeki, ardından 

kuyucukların içindeki besiyeri uzaklaştırıldı. İnsertler pens yardımıyla kuyucuklardan 

çıkartılarak, iç kısımları steril bir pamuklu çubuk yardımı ile dikkatlice temizlendi ve 

matrijelden arındırıldı. İnsertler pens yardımıyla kuyucuklara tekrar yerleştirildi ve 

kuyucukların içine 300 µL soğuk metanol eklenerek 15 dakika fiksasyona bırakıldı. 

Fiksasyon süresi sona erince, kuyucukların içindeki metanol uzaklaştırıldı ve kuyucuklara 

200 µL kristal viyolet (%0.1) eklenerek 15 dakika boya inkübasyonuna bırakıldı. Boyama 

aşamasının ardından, insertler pens yardımıyla alınarak distile su dolu bir beherin içerisinde 

yıkandı. Yıkamanın ardından temiz bir peçetenin üzerine, insertlerin alt kısımları üstte 

kalacak şekilde ters çevrilerek yerleştirildi ve yaklaşık bir saat kurumaya bırakıldı. Kuruyan 

insertler pens yardımıyla alınarak pleytin temiz kuyucuklarına yerleştirildi ve entegre 

kameralı invert mikroskop aracılığıyla fotoğraflandı. Analizler Image J programı ile 

gerçekleştirildi. 

3.2.13. İstatistiksel Analizler 

Tüm deneyler, triplikat içeren en az üç bağımsız çalışma ile desteklendi. Elde edilen 

verilerin istatistiksel analizleri GraphPad Prism programı ile gerçekleştirildi. Her hücre hattı 

için kontrol grubu ve PDT grubu arasındaki farklılıklar “t test” kullanılarak hesaplandı. Her 

grup için, p değeri 0.05’ten küçük olan değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Hücrelerin Kültürdeki Özellikleri ve Morfolojileri  

Çalışmada; MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri hücreleri ve MCF-10A normal 

meme hücreleri kullanılmıştır. MCF-7 ve MDA-MB-231 hücreleri, metastatik bölgeden elde 

edilmiş, epitelyal ve adheren karakteristiğe sahip kanser hücreleridir. MCF-7 hücreleri düşük 

metastatik potansiyele sahip zayıf agresif hücrelerdir. Buna karşın, MDA-MB-231 hücreleri 

yüksek migrasyon ve invazyon kapasitesine sahiptir (197, 198). MCF-10A hücreleri ise 

memedeki tümörijenik olmayan bölgeden elde edilmiş, epitelyal ve adheren karakteristiğe 

sahiptir. 

4.2. Hücrelerin İkilenme Zamanları 

Çalışmada kullanılan MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücrelerinin, substitue 

SiPc’ler 5A ve 5B’ye karşı oluşturacağı anti kanser etkileri incelemeden önce, hücrelerin 

ikilenme zamanları belirlenerek büyüme özellikleri analiz edildi. Elde edilen veriler 

doğrultusunda hücrelerin ikilenme zamanları sırasıyla; MCF-7 hücre hattında 26.38 saat, 

MDA-MB-231 hücre hattında 27.2 saat ve MCF-10A hücre hattında ise 20.87 saat olarak 

tespit edildi (Resim 1). 

 

Resim 1. Hücre hatlarının büyüme eğrileri ve ikilenme zamanları. (A) MCF-7. (B) MDA-

 MB-231. (C) MCF-10A. 

4.3. Aminofenoltiyoetanol Çevreli 5A ve 5B’nin Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri 

Çalışmada fotosensitizer bileşikler olarak kullanılan aminofenoltiyoetanol çevreli 5A 

ve 5B’nin, MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri ve MCF-10A normal meme hücre 
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hatlarında PDT aracılığıyla oluşturduğu sitotoksik etkiler MTT hücre canlılık analizi ile 

belirlendi. Hücreler dört çalışma grubuna ayrıldı;  

1. Fotosensitizer uygulanmayan ve ışığa maruz bırakılmayan grup (ana kontrol grubu) 

2. Fotosensitizer uygulanmayan ve ışığa maruz bırakılan grup (ışık kontrol grubu) 

3. Fotosensitizer uygulanan ve ışığa maruz bırakılmayan grup (karanlık kontrol grubu) 

4. Fotosensitizer uygulanan ve ışığa maruz bırakılan grup (PDT grubu)  

SiPc muameleli tüm hücre gruplarına 0.25-10 µM aralığında değişen dozlarda 5A 

veya 5B muamele edildi. Işığın kullanıldığı gruplardaki hücreler, 680 nm dalga boyunda ve 

10 j/cm2 enerji yoğunluğundaki ışığa maruz bırakıldı. 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında 5A ve 5B muamelesinin hücre 

canlılığını doza bağımlı olarak azalttığı tespit edildi. Tüm hücre hatlarının PDT gruplarında, 

karanlık kontrol gruplarına kıyasla canlılığın azaldığı görüldü. MCF-7 ve MDA-MB-231 

kanser hücrelerinin PDT gruplarındaki hücre canlılığı kademeli olarak azalırken, MCF-10A 

hücrelerinin PDT grubundaki hücre canlılığı kanser hücrelerine oranla daha yüksek 

seviyelerde gözlendi. 

Çalışmada kullanılan en düşük konsantrasyondaki (0.25 µM) 5A muamelesinde; 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücrelerinin karanlık kontrol gruplarında sırasıyla 

%100, %98 ve %100 canlılık tespit edildi. En yüksek konsantrasyonda ise (10 µM) bu 

değerler %85, %84 ve %82 şeklinde gözlendi. Çalışılmış en düşük konsantrasyondaki (0.25 

µM) 5B muamelesinde her üç hücre hattının karanlık kontrol gruplarında elde edilen hücre 

canlılığı %100 olarak belirlendi. Bu değerler en yüksek konsantrasyondaki (10 µM) 5B 

muamelesi için MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında sırasıyla %83, %82 

ve %80 olarak tespit edildi (Şekil 8). 
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Şekil 8. Farklı dozlardaki 5A ve 5B muamelesinin karanlık ortamdaki hücre canlılığına 

 etkisi. (A) 5A muamelesi. (B) 5B muamelesi. *p < 0.05, **p < 0.01. 

Çalışmada kullanılan en düşük konsantrasyondaki (0.25 µM) 5A muamelesinde; 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücrelerinin PDT gruplarında sırasıyla %94, %96 ve 

%99 canlılık tespit edildi. En yüksek konsantrasyondaki (10 µM) 5A muamelesi için bu 

değerlerin karşılığı sırasıyla, %30, %34 ve %71 şeklindeydi. Kullanılmış olan en düşük 

konsantrasyondaki (0.25 µM) 5B muamelesi için MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A 

hücrelerinin PDT gruplarında görülen canlılık değerleri sırasıyla %85, %88, %97 iken, en 

yüksek konsantrasyondaki (10 µM) 5B muamelesinde bu değerler %36, %27 ve %73 olarak 

belirlendi (Şekil 9). 
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Şekil 9. Farklı dozlardaki 5A ve 5B muamelesinin PDT sonrası hücre canlılığına 

 etkisi. (A) 5A muamelesi. (B) 5B muamelesi. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, 

 ****p < 0.0001. 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında farklı dozlardaki 5A ve 5B 

muamelesinin hücre canlılığı üzerine etkileri tespit edildikten sonra, elde edilen sonuçlardan 

yararlanılarak IC50 değerleri hesaplandı. Buna göre; MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A 

için 5A-PDT’nin IC50 değerleri sırasıyla 4.2 µM, 3.3 µM ve 16.3 µM olarak belirlendi. 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A için 5B-PDT’nin IC50 değerleri ise sırasıyla 4.1 µM, 

3.7 µM ve 17.4 µM olarak saptandı. 

Hücre canlılık analizleri göz önüne alınarak çalışmanın akışı doğrultusunda 

yapılacak ileri deneysel analizler için, kullanılacak olan metoda göre farklılık göstermek 

üzere, meme kanseri hücrelerinde yüksek sitotoksik etki gösteren fakat normal meme 

hücrelerinde anlamlı bir etkisi olmayan 1.5 µM ve 1 µM konsantrasyona sahip 5A ve aynı 

konsantrasyonlardaki 5B ile devam edilmesi planlandı. 1.5 µM konsantrasyondaki 5A 

muamelesinde MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri hücreleri ve MCF-10A normal meme 

hücrelerinin PDT gruplarında görülen canlılık değerleri sırasıyla; %57, %55 ve %94 iken, 

aynı konsantrasyondaki 5B muamelesi sonrası elde edilen canlılık değerleri %54, %52 ve 

%96 şeklindeydi. 1 µM konsantrasyondaki 5A muamelesinde MCF-7, MDA-MB-231 ve 



34 

 

MCF-10A hücre hatlarının PDT gruplarında görülen canlılık değerleri sırasıyla; %70, %69 

ve %95 olarak belirlendi. Aynı konsantrasyondaki 5B muamelesi ve PDT uygulaması 

sonrası bu değerler sırasıyla; %66, %72 ve %97 şeklindeydi. Kullanılan tüm hücre 

hatlarında, karanlık kontrol gruplarının 1.5 µM ve 1 µM konsantrasyondaki 5A veya 5B 

muamelesinin ardından sergilediği canlılık değerlerinin ise %95’in üzerinde olduğu görüldü.  

4.4. Aminofenoltiyoetanol Çevreli 5A ve 5B’nin Oluşturduğu Apoptotik 

Popülasyonların Annexin V/7AAD Boyama Yöntemi ile Belirlenmesi 

Çalışmada kullanılan aminofenoltiyoetanol çevreli 5A ve 5B’nin, MCF-7, MDA-

MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında PDT aracılığıyla oluşturduğu apoptotik etkiler 

Annexin V/7-AAD boyama yöntemi ile flow sitometrik olarak analiz edildi. Annexin V 

negatif ve 7-AAD negatif hücre popülasyonları sağlıklı olarak nitelendirildi. Annexin V 

pozitif ve 7-AAD negatif popülasyonlar erken apoptotik hücreleri temsil ederken, Annexin 

V pozitif ve 7-AAD pozitif hücreler geç apoptotik (sekonder nekrotik) hücreler olarak 

değerlendirildi (199). 

MCF-7 hücre hattının 1.5 µM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile muamelesi 

sonucu karanlık kontrol gruplarında %90 ve üzeri sağlıklı hücre popülasyonu görülürken, 

5A muamelesinin ardından PDT uygulanan hücre grubunda hücrelerin %59.1’inin sağlıklı, 

%19.5’inin erken apoptotik, %20.1’inin ise geç apoptotik evrede olduğu tespit edildi. 5B 

muamelesini takiben PDT uygulanan hücrelerde ise %55.9 oranında sağlıklı, %24.4 

oranında erken apoptotik, %18.5 oranında ise geç apoptotik hücre popülasyonu belirlendi 

(Resim 2). 
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Resim 2. MCF-7 hücre hattında 5A ve 5B aracılı gelişen apoptotik hücre ölümünün 

 belirlenmesi. (A) Muamelesiz ana kontrol grubu. (B) Yalnızca 5A ile muamele 

 edilen karanlık kontrol grubu. (C) Yalnızca 5B ile muamele edilen karanlık 

 kontrol grubu. (D) Yalnızca ışık ile muamele edilen ışık kontrol grubu. (E) 5A 

 ile muamele edilen PDT grubu. (F) 5B ile muamele edilen PDT grubu. 

MDA-MB-231 hücre hattının 1.5 µM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile 

muamelesi sonucu karanlık kontrol gruplarındaki tüm sağlıklı hücre popülasyonları %95’in 

üzerindeyken, 5A muamelesinin ardından PDT uygulanan gruptaki hücrelerin %57.4’ü 

sağlıklı, %31’i erken apoptotik, %11.1’i ise geç apoptotik evrede gözlendi. 5B muamelesini 

takiben PDT uygulanan hücrelerde ise %55.8 oranında sağlıklı hücre popülasyonu, %33.8 

oranında erken apoptotik hücre popülasyonu, %9.7 oranında ise geç apoptotik hücre 

popülasyonu tespit edildi (Resim 3). 
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Resim 3. MDA-MB-231 hücre hattında 5A ve 5B aracılı gelişen apoptotik hücre ölümünün 

 belirlenmesi. (A) Muamelesiz ana kontrol grubu. (B) Yalnızca 5A ile muamele 

 edilen karanlık kontrol grubu. (C) Yalnızca 5B ile muamele edilen karanlık 

 kontrol grubu. (D) Yalnızca ışık ile muamele edilen ışık kontrol grubu. (E) 5A ile 

 muamele edilen PDT grubu. (F) 5B ile muamele edilen PDT grubu. 

MCF-10A hücre hattının 1.5 µM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile muamelesi 

sonucu tüm karanlık kontrol gruplarında %98’in üzerinde sağlıklı hücre popülasyonu 

görüldü. 5A muamelesinin ardından PDT uygulanan gruptaki hücrelerin %96.9’unun, 5B 

muamelesini takiben PDT uygulanan gruptaki hücrelerin ise %96.3’ünün sağlıklı hücre 

popülasyonunu oluşturduğu tespit edildi (Resim 4). 
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Resim 4. MCF-10A hücre hattında 5A ve 5B aracılı gelişen apoptotik hücre ölümünün 

 belirlenmesi. (A) Muamelesiz ana kontrol grubu. (B) Yalnızca 5A ile muamele 

 edilen karanlık kontrol grubu. (C) Yalnızca 5B ile muamele edilen karanlık 

 kontrol grubu. (D) Yalnızca ışık ile muamele edilen ışık kontrol grubu. (E) 5A ile 

 muamele edilen PDT grubu. (F) 5B ile muamele edilen PDT grubu. 

5A ve 5B’nin PDT aracılığıyla neden olduğu hücre ölümünün Annexin V/7-AAD 

boyama yöntemi ile analiz edilmesinin ardından, sağlıklı ve apoptotik hücre 

popülasyonlarındaki değişimler istatistiksel olarak analiz edildi. MCF-7 ve MDA-MB-231 

meme kanseri hücre hatlarında 5A ve 5B’nin PDT aracılı gerçekleştirdiği apoptotik hücre 

ölümünün istatistiksel olarak anlamlı olduğu belirlendi (Şekil 10). 
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Şekil 10. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında 5A ve 5B muamelesi ile 

 PDT aracılı gerçekleşen apoptotik hücre popülasyonlarındaki yüzdelik 

 değişimler. ***p < 0.001, ****p < 0.0001. 

4.5. Aminofenoltiyoetanol Çevreli 5A ve 5B’nin Mitokondriyal Membran 

Potansiyeline Olan Etkilerinin Belirlenmesi 

Aminofenoltiyoetanol çevreli 5A ve 5B’nin, MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A 

hücre hatlarında PDT aracılığıyla oluşturduğu mitokondriyal membran potansiyelinin 

değişimi florometrik olarak analiz edildi. Analizler sonucu, MCF-7 hücre hattının PDT 

gruplarındaki mitokondriyal membran potansiyeli 5A (1.5 µM) muamelesi durumunda 

%20.7 ve 5B (1.5 µM) muamelesi durumunda %22.1 oranında azalma gösterdi. MDA-MB-

231 hücre hattında ise bu oranlar yaklaşık %26.9 ve %29.9 olarak tespit edildi. MCF-10A 

hücrelerinde mitokondriyal membran potansiyeli değişimleri daha düşük seviyelerde 

kalırken, 5A-PDT ve 5B-PDT için yaklaşık olarak %5.1 ve %6.9 oranlarında azalma tespit 

edildi. FCCP pozitif kontrol olarak kullanıldı. Tüm hücre hatlarının 5A ve 5B ile muamele 

edilen ve PDT uygulanan gruplarındaki mitokondriyal membran potansiyelinde istatistiksel 

olarak anlamlı değişimler görüldü (Şekil 11).  
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Şekil 11. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında 5A ve 5B muamelesi ile 

 PDT aracılı gelişen mitokondriyal membran potansiyeli değişimleri. *p < 0.05 

 **p < 0.01, ***p < 0.001. 

4.6. Aminofenoltiyoetanol Çevreli 5A ve 5B’nin Hücre İçi ROS Oluşumuna Etkisinin 

Mikroskobik Olarak İncelenmesi 

Aminofenoltiyoetanol çevreli 5A ve 5B muamelesi sonrası, hücre içerisindeki 

moleküler oksijenin reaktif oksijene dönüşümü konfokal mikroskop ile analiz edildi. 

Çalışılan üç hücre hattının da ana kontrol ve karanlık kontrol gruplarında ROS oluşumuna 

rastlanmadı. MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hücre hatlarında, 1.5 µM konsantrasyona 

sahip 5A ve 5B muamelesini takiben PDT uygulanan gruplarda ROS oluşumunu belirten 

yeşil ışımalar gözlenirken, MCF-10A normal meme hücre hattının aynı konsantrasyondaki 

5A ve 5B ile muamele edilen ve PDT uygulanan gruplarında zayıf sinyaller alınarak düşük 

düzeylerde ROS oluşumu tespit edildi (Resim 5). 
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Resim 5. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında PDT'nin neden olduğu ROS 

 oluşumunun konfokal mikroskop görüntüleri 

4.7. Aminofenoltiyoetanol Çevreli 5A ve 5B’nin Kesilmiş (Cleaved) PARP1 Oluşumuna 

Etkisinin İncelenmesi 

Çalışmada kullanılan aminofenoltiyoetanol çevreli 5A ve 5B’nin, MCF-7, MDA-

MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarına muamelesi ve PDT uygulamasını takiben kesilmiş 

PARP1 protein düzeyinde oluşan değişimler Alexa Fluor 647 mouse anti-cleaved PARP1 

floresan işaretli antikor kullanılarak flow sitometrik olarak incelendi. 

MCF-7 hücre hattının 1.5 µM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile muamelesi 

sonucu tüm çalışma gruplarında düşük düzeyde kesilmiş PARP1 görüldü. Kontrol 

gruplarında tespit edilen kesilmiş PARP1 düzeyleri %0.3 ve %0.9 arasında değişkenlik 

gösterdi. Kesilmiş PARP1 seviyelerinin, 5A muameleli PDT gruplarında %2.6 ve 5B 

muameleli PDT gruplarında %4.0 olduğu belirlendi (Resim 6). 
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Resim 6. MCF-7 hücre hattında 5A ve 5B muamelesi sonrası kesilmiş PARP1 protein 

 düzeyindeki değişimlerin belirlenmesi. (A) Muamelesiz ana kontrol grubu. (B) 

 Yalnızca 5A ile muamele edilen karanlık kontrol grubu. (C) Yalnızca 5B ile 

 muamele edilen karanlık kontrol grubu. (D) Yalnızca ışık ile muamele edilen ışık 

 kontrol grubu. (E) 5A ile muamele edilen PDT grubu. (F) 5B ile muamele edilen 

 PDT grubu. 

MDA-MB-231 hücre hattının 1.5 µM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile 

muamelesi sonucu tüm kontrol gruplarında düşük düzeyde kesilmiş PARP1 görülürken, 5A 

ve 5B muameleli PDT gruplarında kesilmiş PARP1 protein düzeyinde artış tespit edildi. 

Kontrol gruplarında tespit edilen kesilmiş PARP1 seviyeleri %0.1 ve %0.3 iken, 5A 

muameleli PDT gruplarında bu oranın %16.4’e, 5B muameleli PDT gruplarında ise 

%14.7’ye yükseldiği görüldü (Resim 7). 
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Resim 7. MDA-MB-231 hücre hattında 5A ve 5B muamelesi sonrası kesilmiş PARP1 

 protein düzeyindeki değişimlerin belirlenmesi. (A) Muamelesiz ana kontrol 

 grubu. (B) Yalnızca 5A ile muamele edilen karanlık kontrol grubu. (C) Yalnızca 

 5B ile muamele edilen karanlık kontrol grubu. (D) Yalnızca ışık ile muamele 

 edilen ışık kontrol grubu. (E) 5A ile muamele edilen PDT grubu. (F) 5B ile 

 muamele edilen PDT grubu. 

MCF-10A hücre hattının 1.5 µM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile muamelesi 

sonucu tüm hücre gruplarında düşük düzeyde kesilmiş PARP1 tespit edildi. Kontrol 

gruplarında ve PDT grubunda tespit edilen kesilmiş PARP1 düzeyleri %0.4 ve %0.8 arasında 

değişkenlik gösterdi (Resim 8). 
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Resim 8. MCF-10A hücre hattında 5A ve 5B muamelesi sonrası kesilmiş PARP1 protein 

 düzeyindeki değişimlerin belirlenmesi. (A) Muamelesiz ana kontrol grubu. (B) 

 Yalnızca 5A ile muamele edilen karanlık kontrol grubu. (C) Yalnızca 5B ile 

 muamele edilen karanlık kontrol grubu. (D) Yalnızca ışık ile muamele edilen ışık 

 kontrol grubu. (E) 5A ile muamele edilen PDT grubu. (F) 5B ile muamele edilen 

 PDT grubu. 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında 5A ve 5B’nin PDT 

aracılığıyla neden olduğu kesilmiş PARP1 protein düzeyindeki değişimlerin flow sitometrik 

olarak belirlenmesinin ardından veriler istatistiksel olarak analiz edildi. 5A ve 5B’nin PDT 

aracılı gerçekleştirdiği kesilmiş PARP1 protein düzeyindeki artışın, MCF-7 ve MDA-MB-

231 hücre hatlarında istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edildi (Şekil 12). 
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Şekil 12. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında 5A ve 5B muamelesi ile 

 PDT aracılı gerçekleşen kesilmiş PARP1 protein düzeyindeki değişimler. **p < 

 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. 

4.8. Aminofenoltiyoetanol Çevreli 5A ve 5B’nin Hücrelerin Koloni Oluşturma 

Kabiliyetlerine Etkisinin İncelenmesi 

Çalışmada kullanılan aminofenoltiyoetanol çevreli 5A ve 5B’nin, MCF-7, MDA-

MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarına muamelesi ve PDT uygulamasının ardından, 

hücrelerin koloni oluşturma kabiliyetlerindeki değişimin belirlenmesi için koloni formasyon 

analizi yapıldı. 

MCF-7 meme kanseri hücre hattının 1 µM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile 

muamelesi sonucu kontrol gruplarındaki hücrelerin koloni oluşturma kapasitelerinde 

herhangi bir değişim olmadığı görüldü. Öte yandan PDT uygulanan gruplarda hücrelerin 

koloni oluşturma kabiliyetlerini yüksek oranda kaybettikleri saptandı (Resim 9). 
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Resim 9. MCF-7 hücre hattında 5A ve 5B muamelesi sonrası PDT uygulamasının koloni 

 formasyonuna etkisi 

MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattının 1 µM konsantrasyondaki 5A veya 5B 

ile muamelesi sonucu kontrol gruplarındaki hücrelerin koloni oluşumunu sağladığı 

gözlenirken, PDT gruplarında koloni oluşumu yüksek oranda azaldı (Resim 10). 

 

Resim 10. MDA-MB-231 hücre hattında 5A ve 5B muamelesi sonrası PDT uygulamasının 

 koloni formasyonuna etkisi 
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MCF-10A normal meme hücre hattında ise 1 µM konsantrasyondaki 5A veya 5B ile 

muamele edilen hücreler koloni oluşturma kabiliyetlerini sürdürürken, kontrol grupları ve 

PDT grubu arasında bu açıdan büyük bir fark oluşmadığı gözlendi (Resim 11). 

 

Resim 11. MCF-10A hücre hattında 5A ve 5B muamelesi sonrası PDT uygulamasının 

 koloni formasyonuna etkisi 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında 5A ve 5B muamelesinin 

koloni formasyonu üzerinde PDT aracılığıyla oluşturduğu etkileri belirlemek için Image J 

programı kullanıldı. Koloniler bu program aracılığıyla sayıldıktan sonra veriler istatistiksel 

olarak analiz edildi. MCF-7 hücrelerinde 5A ile muamele edilen gruplardaki koloni oluşumu 

%67, 5B ile muamele edilen gruplardaki koloni oluşumu ise %69 oranında azaldı. MDA-

MB-231 hücrelerinin 5A veya 5B ile muamele edilen gruplarındaki koloni oluşumunda 

yaklaşık %75 azalma tespit edildi. MCF-10A hücrelerinde ise bu oranlar sırasıyla %12 ve 

%14 olarak saptandı. 5A-PDT ve 5B-PDT’nin, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri 

hücre hatlarında koloni oluşumunu istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azalttığı belirlendi 

(Şekil 13). 
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Şekil 13. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında 5A ve 5B muamelesi ile 

 PDT uygulamasının koloni formasyonuna etkisi. ***p < 0.001. 

4.9. Aminofenoltiyoetanol Çevreli 5A ve 5B’nin Hücrelerin Hareket Kabiliyetlerine 

Etkisinin İncelenmesi 

Aminofenoltiyoetanol çevreli 5A ve 5B’nin, PDT uygulamasını takiben MCF-7, 

MDA-MB-231 ve MCF-10A hücrelerinin hareket kabiliyetine etkisi, in vitro yara iyileşmesi 

modeli ile analiz edildi. 

MCF-7 meme kanseri hücre hattının 1 µM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile 

muamelesi sonucu karanlık kontrol gruplarındaki hücrelerin 24. ve 48. saatlerdeki 

görüntülerinde yara alanının kapanmaya başladığı görüldü. Buna karşın PDT grubundaki 

hücrelerde, muamele yapılmayan ve yalnızca ışığa maruz bırakılmış kontrol hücrelerindeki 

yara alanının kapanmaya başladığı fakat 5A veya 5B ile muamele edilen hücrelerin yara 

alanlarında herhangi bir kapanma olmadığı belirlendi (Resim 12). 
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Resim 12. MCF-7 hücre hattında 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasının hücrelerin 

 hareket kabiliyetine etkisi 

MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattının 1 µM konsantrasyona sahip 5A veya 5B 

ile muamelesi sonucu, karanlık kontrol gruplarındaki hücrelerin 24. ve 48. saatlerdeki 

görüntülerinde yara alanının kapanmaya başladığı tespit edildi. PDT grubunda ise muamele 

edilmeyen ve sadece ışığa maruz bırakılan kontrol hücrelerinde yara alanlarının kapanmaya 

başladığı gözlenirken, 5A veya 5B ile muamele edilen hücrelerdeki yara alanlarının kontrol 

gruplarına kıyasla yeterli kapanmayı sağlayamadığı belirlendi (Resim 13).  
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Resim 13. MDA-MB-231 hücre hattında 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasının 

 hücrelerin hareket kabiliyetine etkisi 

MCF-10A normal meme hücre hattının 1 µM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile 

muamelesi sonucu karanlık kontrol gruplarındaki hücrelerin 24. saatteki görüntülerinde yara 

alanının hızla kapandığı, muamele edilmeyen hücrelerdeki yara alanının ise tamamen 

kapandığı görüldü. Hücrelerin 48. saatte alınan görüntülerinde ise karanlık kontrol 

grubundaki tüm hücrelerde yara alanındaki kapanmanın tamamlandığı gözlendi. 5A veya 5B 

ile muamele edilmeyen ve sadece ışığa maruz bırakılan kontrol gruplarında yara alanının 24 

saat içerisinde tamamen kapandığı görüldü. Buna karşın, 5A veya 5B ile muamele edilen 

PDT grubu hücrelerinin 24. ve 48. saatlerde alınan görüntülerinde, yara alanının daraldığı 

fakat kapanmanın tamamlanmadığı belirlendi (Resim 14). 
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Resim 14. MCF-10A hücre hattında 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasının hücrelerin 

 hareket kabiliyetine etkisi 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında 5A ve 5B muamelesinin, 

hücrelerin hareket kabiliyeti üzerinde PDT aracılığıyla oluşturduğu etkileri belirlemek için 

Image J programı kullanılarak yara alanları hesaplandı. Hücrelerin hareket kabiliyetleri, 

kapalı (iyileşmiş) alan yüzdesi dikkate alınarak belirlendi. Elde edilen veriler istatistiksel 

olarak analiz edildi. PDT uygulanan MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hücre 

hatlarında 5A ve 5B muamelesinin hücre hareketini kısıtladığı, bu nedenle yara alanındaki 

kapanmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görüldü. Bu hücrelerin karanlık kontrol 

gruplarında yara alanındaki kapanmanın istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edildi. 

MCF-10A normal meme hücrelerinde ise karanlık kontrol grupları ve PDT gruplarının yara 

alanındaki kapanma istatistiksel olarak anlamlı düzeydeydi (Şekil 14). 
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Şekil 14. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında 5A ve 5B muamelesi ile 

 PDT uygulamasının yara alanındaki değişimlere etkisi. (A) MCF-7 hücre hattının 

 karanlık kontrol grubu. (B) MCF-7 hücre hattının PDT grubu. (C) MDA-MB-231 

 hücre hattının karanlık kontrol grubu. (D) MDA-MB-231 hücre hattının PDT 

 grubu. (E) MCF-10A hücre hattının karanlık kontrol grubu. (F) MCF-10A hücre 

 hattının PDT grubu. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. 

4.10. Aminofenoltiyoetanol Çevreli 5A ve 5B’nin Hücrelerin Migrasyon 

Kabiliyetlerine Etkisinin İncelenmesi 

Çalışmada kullanılan aminofenoltiyoetanol çevreli 5A ve 5B’nin, MCF-7, MDA-

MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarına muamelesi ve PDT uygulamasının ardından, 

hücrelerin migrasyon kabiliyetlerindeki değişimin belirlenmesi için transwell migrasyon 

deneyi gerçekleştirildi. 

Düşük metastatik potansiyele sahip zayıf agresif hücreler olarak bilinen MCF-7 

meme kanseri hücrelerinin, 5A veya 5B ile muamelesi sonucu karanlık kontrol gruplarındaki 

hücrelerin migrasyon kabiliyetlerinde herhangi bir kısıtlama olmadığı görüldü. Buna karşın, 

5A veya 5B ile muamele edilen PDT grubundaki hücrelerin migrasyon kapasitelerinin 

yüksek oranda kısıtlandığı ve transwell sistemde migrasyon yapabilen hücre sayısının 

azaldığı tespit edildi (Resim 15).  
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Resim 15. MCF-7 hücre hattında 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasının hücrelerin 

 migrasyon kabiliyetine etkisi 

Yüksek migrasyon kapasitesine sahip MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattının 

5A veya 5B ile muamelesinin ardından, karanlık kontrol gruplarında transwell sistemden 

migrasyon yapabilen hücre sayısı muamelesiz kontrollere kıyasla azalma gösterdi. Bununla 

birlikte, 5A veya 5B ile muamele edilen PDT grubundaki hücrelerin migrasyon 

kapasitelerinin yüksek oranda kısıtlandığı ve transwell sistemde migrasyon yapabilen hücre 

sayısının büyük ölçüde azaldığı görüldü (Resim 16). 

 

Resim 16. MDA-MB-231 hücre hattında 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasının 

 hücrelerin migrasyon kabiliyetine etkisi 
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Normal meme hücre hattı olarak kullanılan MCF-10A hücrelerinin 5A veya 5B ile 

muamelesi sonucu, karanlık kontrol gruplarının transwell sistemde migrasyon yapabilen 

hücre sayısında büyük bir farklılık görülmezken; PDT grubundaki hücrelerin migrasyon 

kapasitelerinin, 5A ve 5B muamelesinden düşük seviyede etkilendiği belirlendi (Resim 17). 

 

Resim 17. MCF-10A hücre hattında 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasının hücrelerin 

 migrasyon kabiliyetine etkisi 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında 5A ve 5B muamelesinin, PDT 

aracılığıyla hücrelerin migrasyon kabiliyeti üzerinde oluşturduğu etkileri belirlemek için 

Image J programı kullanıldı. Migrasyon yapabilen hücre sayıları belirlenerek veriler 

istatistiksel olarak analiz edildi. MCF-7 hücrelerinin 5A-PDT grubundaki migrasyon 

seviyesinin %30, 5B-PDT grubundaki migrasyon seviyesinin ise %32 azaldığı belirlendi. 

MDA-MB-231 hücrelerinin 5A-PDT grubunda %55, 5B-PDT grubunda ise %58 oranında 

azalma tespit edildi. MCF-10A hücrelerinde bu oranlar sırasıyla %16 ve %15 olarak 

belirlendi. PDT uygulanan MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri hücre hatlarında ve MCF-

10A normal meme hücre hattında 5A ve 5B muamelesinin, migrasyon yapabilen hücre 

sayısını istatistiksel olarak azalttığı tespit edildi (Şekil 15). 
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Şekil 15. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında 5A ve 5B muamelesi ile 

 PDT uygulamasının migrasyondaki değişimlere etkisi. *p < 0.05, ****p < 0.0001. 

4.11. Aminofenoltiyoetanol Çevreli 5A ve 5B’nin Hücrelerin İnvazyon Kabiliyetlerine 

Etkisinin İncelenmesi 

Çalışmada kullanılan aminofenoltiyoetanol çevreli 5A ve 5B’nin, MCF-7, MDA-

MB-231 ve MCF-10A hücrelerinin invazyon kabiliyetleri üzerindeki PDT aracılı etkisinin 

belirlenmesi için matrijel invazyon analizi yapıldı. 

MCF-7 meme kanseri hücre hattında, 5A veya 5B ile muamele edilen karanlık 

kontrol grubu hücrelerinin invazyon kabiliyetlerinde önemli bir değişim olmazken, PDT 

grubundaki hücrelerin invazyon kapasitelerinin azaldığı görüldü (Resim 18). 

 

Resim 18. MCF-7 hücre hattında 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasının hücrelerin 

 invazyon kabiliyetine etkisi 
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MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattının 5A veya 5B ile muamele edilmiş 

karanlık kontrol grubunda, muamelesiz kontrollere kıyasla matrijel sisteminden invaze 

olabilen hücre sayısında azalma görüldü. 5A veya 5B ile muamele edilen PDT grubundaki 

hücrelerin invazyon kapasitelerinin ise yüksek oranda kısıtlandığı ve transwell sistemde 

migrasyon yapabilen hücre sayısının büyük ölçüde azaldığı görüldü (Resim 19). 

 

Resim 19. MDA-MB-231 hücre hattında 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasının 

 hücrelerin invazyon kabiliyetine etkisi 

Normal meme hücre hattı olarak kullanılan MCF-10A hücrelerinin, 5A veya 5B ile 

muamelesi sonucu karanlık kontrol gruplarında matrijelden invaze olabilen hücre sayısında 

önemli bir farklılık görülmezken; PDT grubunda invazyon yapabilen hücre sayısının 

karanlık kontrollere kıyasla azaldığı görüldü (Resim 20). 
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Resim 20. MCF-10A hücre hattında 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasının hücrelerin 

 invazyon kabiliyetine etkisi 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında 5A ve 5B muamelesinin, 

hücrelerin invazyon kabiliyeti üzerinde PDT aracılığıyla oluşturduğu etkiyi analiz etmek için 

Image J programı kullanılarak invazyon yapan hücre sayıları tespit edildi. Tüm veriler 

istatistiksel olarak analiz edildi. MCF-7 hücrelerinin invazyon kapasitesinin, 5A-PDT 

grubunda %55, 5B-PDT grubunda ise %51 azaldığı saptandı. MDA-MB-231 hücrelerinin, 

5A-PDT ve 5B-PDT grubunda yaklaşık %60 azalma tespit edildi. MCF-10A hücrelerinde 

ise 5A-PDT ve 5B-PDT sonrası bu oran yaklaşık %17 olarak belirlendi. PDT uygulanan 

MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri hücre hatlarında ve MCF-10A normal meme hücre 

hattında 5A ve 5B muamelesinin, invazyon yapabilen hücre sayısını istatistiksel olarak 

azalttığı tespit edildi (Şekil 16). 
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Şekil 16. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre hatlarında 5A ve 5B muamelesi ile 

PDT uygulamasının invazyondaki değişimlere etkisi. *p < 0.05, **p <  0.01, 

***p < 0.001, ****p < 0.0001. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen kanser türüdür ve moleküler düzeyde 

heterojen bir hastalıktır. Tümöral yapının meme bölgesinde sınırlı kaldığı ya da yalnızca 

koltuk altı lenf düğümlerine yayıldığı erken evrede tedavi şansı yüksektir ve hastalarda 

iyileşme oranı fazladır. Daha ileri evrelerdeki meme kanseri vakalarında ise mevcut tedavi 

seçeneklerinden yararlanılarak elde edilen başarı yüzdesi düşük oranlarda seyretmektedir. 

İlerlemiş meme kanserinde tedavinin ana hedefi, yaşam kalitesini sürdürerek semptomları 

kontrol etmek ve tedaviye bağlı düşük toksisite ile hayatta kalma süresini uzatmaktır. Buna 

rağmen, güncel tedavide kullanılan multimodal yaklaşımlar yan etkilere neden olarak 

hastaların yaşam kalitesi olumsuz etkilenmektedir. Bu noktada alternatif tedavi 

yaklaşımlarına ihtiyaç duyulmaktadır (200). 

PDT, son yıllarda gerçekleştirilen anti kanser tedavi araştırmalarının odak noktası 

haline gelen alternatif bir yöntemdir. PDT’nin ana elemanları, kullanılacak olan 

fotosensitizer, fotosensitizerin etkinleşebileceği uygun dalga boyundaki ışık ve moleküler 

oksijendir. Bu üç unsur arasında gerçekleşen moleküler düzeyde bir reaksiyon, 

fotosensitizerin biriktiği hücrelerde ROS oluşturarak, apoptoz veya nekroz gibi hücre ölüm 

yolaklarının aktifleşmesine neden olur fakat sağlıklı hücreler genellikle zarar görmez. 

Başlangıçta fotosensitizerin sistemik uygulanmasına dayanan PDT, topikal 

uygulanabilirliğin anlaşılması ile tedavi yaklaşımları arasında ön plana çıkmıştır (201). 

PDT etkinliğini belirleyen unsurlardan en önemlisi fotosensitizer moleküllerdir. 

Yıllar içinde, farklı kimyasal yapılara sahip fotosensitizerler sentezlenerek PDT aracılığıyla 

hücrelerde oluşturdukları etkiler incelenmiştir. Ftalosiyaninler, optimal fotofiziksel ve 

fotokimyasal özellikleri ile PDT’de kullanılan üçüncü nesil fotosensitizer türevleri arasında 

ön plana çıkmaktadır. Yıllar içinde, ftalosiyanin yapısına farklı katyonik veya anyonik 

gruplar dahil edilerek, yüksek singlet oksijen kuantum verimine ve biyolojik dokularda daha 

iyi çözünürlüğe sahip olan substitue ftalosiyaninler sentezlenmiştir (23). Özellikle Schiff 

bazı içeren ftalosiyaninlerin sentezi ve biyolojik aktivitelerine bağlı olarak gösterdikleri 

antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antitümöral özellikler, bu yapıların farklı formlarının 

PDT’de yaygın olarak kullanılabileceğini düşündürmektedir (202). Literatüre kazandırılmış 

farklı çalışmalar, Schiff bazı komplekslerinin PDT ile kullanılması durumunda ortaya çıkan 

yüksek düzeydeki anti kanser etkiyi doğrulamaktadır (80, 96, 203-205). Schiff bazı içeren 

substitue ftalosiyaninlerin hücre içerisinde yüksek düzeyde ROS oluşturması ve mitokondri, 
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lizozom ya da çekirdek gibi hücre için hayati yapıları hedeflediğinin gösterilmesi, bu 

yapıların PDT’de kullanılması ile ortaya çıkan moleküler düzeydeki etkinin araştırılması 

gerektiğini düşündürmektedir. Ayrıca, substitue ftalosiyaninlerin kemoterapi başta olmak 

üzere farklı tedavi stratejileri ile kombine halde kullanılabilirliği de bu ftalosiyaninlerin 

PDT’deki rolünü kuvvetlendirmektedir (206). 

Çalışmamızda, Schiff bazı içerikli aminofenoltiyoetanol çevreli yeni SiPc 

moleküllerinin meme kanseri hücre hatları üzerindeki PDT etkinliği araştırılmıştır. Schiff 

bazı ve SiPc türevlerinin biyolojik sistemler üzerindeki rolü ve etkinliği göz önüne 

alındığında, Schiff bazlı türevlere sahip SiPc’lerin etkili bir PDT ajanı için tüm 

gereksinimleri karşıladığı ve PDT’de kullanılmaya elverişli olduğu düşünülmüştür. 

İkilenme zamanları belirlenmiş ve optimal kültür ortamları oluşturulmuş MCF-7, 

MDA-MB-231 meme kanseri hücre hatlarını ve tümörijenik olmayan MCF-10A meme 

hücre hattını içeren çalışmamızın ilk aşamasında, ekibimizce sentezlenen 5A ve 5B 

moleküllerinin, 10 j/cm2 enerji yoğunluğundaki ışık ile etkinleştirilmesi sonucu doza bağlı 

olarak değişen canlılık verileri elde edilmiştir. Tüm hücrelerin karanlık kontrol gruplarında 

görülen yüksek seviyelerdeki canlılık oranları, PDT işleminin uygulandığı hücre gruplarında 

doza bağlı şekilde ve istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azalmıştır. Çalışmamızın 

devamındaki deneysel prosedürlere bağlı olarak, 1.5 µM ve 1 µM konsantrasyonlarında 5A 

veya 5B’nin kullanıldığı karanlık kontrol grubu hücrelerinde, canlılık değerleri %95 ve üzeri 

seviyelerde ölçülmüştür. Aynı muameleler PDT gruplarına uygulandığında, 1 µM 

konsantrasyondaki 5A ve 5B muamelesinin kanser hücrelerindeki canlılığı yaklaşık %30, 

1.5 µM konsantrasyondaki 5A ve 5B muamelesinin ise %45 oranında düşürdüğü 

görülmüştür. Bu durum, ilk kez sentezlenmiş olan moleküllerin, belirlenen dalga boyundaki 

ışık ile etkinleşerek hücreler üzerinde sitotoksik etki gösterdiğinin bir işaretidir. Işık ile 

etkinleşerek hücrelerdeki sitotoksik etkisini üst düzeylere çıkaran fotosensitizer moleküller, 

PDT’nin en önemli unsurlarından biridir (53). Karanlık kontrol gruplarında oluşan düşük 

sitotoksisiteye rağmen PDT gruplarında gözlenen artmış sitotoksik etkiler, 5A ve 5B’nin 

fotosensitizer olarak değerlendirilmesini sağlamıştır. Daha önce yapılan çalışmalar, farklı 

fotosensitizer moleküllerin meme kanseri hücre hatlarında etkili olabileceğini göstermiştir. 

Yapısına sülfat grupları eklenerek çözünürlüğü artırılmış çinko ftalosiyaninlerin kullanıldığı 

bir çalışmada, ışık ve ftalosiyanin dozuna bağlı olarak MCF-7 meme kanseri hücre hattının 

canlılığında azalmalar tespit edilmiştir (207). Farklı bir çalışmada, silisyum ftalosiyanin 4 
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olarak bilinen ve ticari olarak satın alınabilen silisyum ftalosiyaninlerin, MCF-7 hücre 

hattında oluşturduğu sitotoksik etkiler incelenmiştir (208). Çalışmamız için yeni 

sentezlenmiş olan Schiff bazı içerikli ve aminofenoltiyoetanol çevreli 5A ve 5B’nin, kanser 

hücrelerinde düşük konsantrasyonlarda bile sitotoksik etki göstermesi ve aynı 

konsantrasyonların normal meme hücrelerinde canlılığı yüksek seviyelerde tutması, 

çalışmamızdan elde edilen ilk verilerin en önemli noktasıdır. Ftalosiyanin moleküllerinin 

neoplastik dokulara karşı yüksek seçicilik ve fotokimyasal aktivite göstermesi istenir (53, 

209). Bunun yanı sıra, tümör hücrelerinde yüksek metabolik aktivite ve düşük pH seviyeleri 

gibi çeşitli faktörlerin, PDT'de kanser hücrelerinin seçici ölümünü desteklediği 

düşünülmektedir (52, 61). Yeni sentezlenen 5A ve 5B molekülleri, PDT çalışmaları için 

ideal olan fotosensiziter moleküllerin kanser hücrelerine spesifik sitotoksik etkiler 

sergilemesi gerektiği hipotezi ile örtüşmüş ve kanser hücrelerinde sitotoksik etki sağlamıştır. 

Yapmış olduğumuz deneyler sonucu elde edilen hücre canlılığı verileri, ilk kez deneysel 

olarak test edilen 5A ve 5B’nin, başlangıç aşamasındaki anti kanser çalışmalarda 

kullanılabilirliğini desteklemiştir. 

Sitotoksik etkileri hücre canlılığı deneyleri ile tanımlanmış olan 5A ve 5B’nin, 

hücrelerde oluşturduğu apoptotik ve/veya nekrotik hücre ölümünün kantitatif olarak 

incelenmesi için Annexin V/7AAD boyama yöntemi kullanılmıştır. Erken aşamadaki 

apoptozun ayırt edici özelliklerinden biri, hücre iç zarındaki fosfatidilserinlerin dış yaprağa 

taşınmasıdır. Annexin V’in, hücre zarının dış yaprağına transloke olan fosfatidilserinlere 

bağlanması sayesinde apoptotik hücreler flow sitometrik olarak analiz edilebilmektedir (210, 

211). Canlılık analizlerinde elde edilen verilere benzer şekilde, tüm karanlık kontrol 

gruplarında çok düşük seviyelerde hücre ölümü tespit edilirken, özellikle MCF-7 ve MDA-

MB-231 kanser hücre hatlarının PDT gruplarında hücre ölümü istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde yükselmiştir. Annexin V/7AAD boyama metodu kullanılarak analiz edilen hücre 

ölümü verilerindeki dikkat çekici noktalardan biri, MCF-7 hücre hattında erken apoptotik ve 

geç apoptotik (sekonder nekrotik) hücre ölümünün eş zamanlı gerçekleşmesidir. Flow 

sitometrik analizlerde, MDA-MB-231 hücre hattı için 5A ve 5B muamelesi sonucu baskın 

olarak apoptotik hücre popülasyonu görülürken, MCF-7 hücrelerinde apoptotik ve sekonder 

nekrotik hücre ölümü oranlarının birbirine yakın olduğu gözlenmiştir. PDT'nin kanser 

hücrelerini apoptoz veya nekroz gibi farklı yolakların aktivasyonuyla öldürebildiği 

bilinmektedir (125, 212, 213). Apoptotik mekanizmalarda; kaspaz 3, 6 ve 7 gibi efektör 

kaspazlar hücre içindeki çok sayıda hedef proteini parçalayarak apoptozun gerçekleşmesine 
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katkı sağlamaktadır (214). Özellikle kaspaz 3 ve kaspaz 7’nin geniş bir substrat grubunu 

keserek; fosfatidilserin maruziyeti, nükleer kondenzasyon ve genomik DNA parçalanması 

gibi apoptozun karakteristik, morfolojik ve biyokimyasal özelliklerini ortaya çıkardığı 

bilinmektedir. MCF-7 hücreleri, Casp-3 genindeki fonksiyonel bir delesyondan dolayı 

kaspaz 3'ten yoksundur (215, 216). Walsh ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada, kaspazlar 

tarafından kesildiği bilinen 20 farklı substrattan 12'sinin tercihen kaspaz 3 ile kesildiği 

gösterilmiştir (217). Gee ve ark., bir apoptotik ajan olan pirolo-1,5-benzoksazepin 

kullanıldığında, kaspaz 3’ten yoksun olan MCF-7 hücrelerinde kaspaz 7'nin apoptotik yanıta 

aracılık edebileceğini öne sürmüştür (218). Jelinek ve ark. yapmış oldukları bir çalışma ile 

sitotoksik ajan olarak kullandıkları Taksan’ın MCF-7 hücre hattında kaspaz 6 ve 7’yi 

etkinleştirdiğini göstermiştir (219). Brentnall ve ark. tarafından yapılan farklı bir çalışmada 

ise, ana efektör kaspaz olan kaspaz 3 varlığında apoptozun daha etkili olduğu ve kaspaz 3 

yoksunluğu olan fare embriyonik fibroblastlarının, hücre içi apoptotik yolağın uyarımına 

karşı daha az duyarlı oldukları belirtilmiştir (220). Benzer şekilde, MCF-7 hücrelerinde 5A 

ve 5B muamelesi sonrası meydana gelen apoptozun, kaspaz 3 haricindeki farklı efektör 

kaspazlar aracılığıyla gerçekleşebileceği düşünülmektedir. Apoptozun bu hücrelerde baskın 

olarak görülen ölüm mekanizması olamayışı, bahsedilen kaspaz 3 yoksunluğu ile bağlantılı 

olabilir. Apoptoz, hücre ölümüyle sonuçlanmasının yanı sıra, ölü hücrelerin ortamdan 

temizlenmesine de yol açar. Apoptoz geçiren hücreler, fagositik hücreler tarafından 

gerçekleştirilen fagositozu takiben heterolitik bozunmayla ortadan kaldırılır. Bununla 

birlikte, apoptozun alternatif bir sonucu, apoptoz tamamlanamadığında apoptotik sürecin 

otolitik bir nekrotik sonuca ilerlemesidir (158, 159, 221). Bazı kemoterapötik ajanlar ve 

radyasyon terapisi türleri, düzenlenmiş hücre ölümünün bir formu olan sekonder nekrozu 

indükleyebilmektedir (222-224). PDT’de kullanılan fotosensitizerlerin fizikokimyasal 

yapısı ve kullanılmakta olan hücrelerin farklı karakteristikleri de ortaya çıkan hücre ölümünü 

etkileyebilmektedir (212, 213, 225). 5A ve 5B’nin kimyasal yapılarındaki farklılıklar, 

çalışmada kullanılan hücrelerin moleküler ve genetik düzeydeki farklılıkları, hücrelerin 

muamele süresi ya da uygulanan ışık dozu dahil olmak üzere farklı etkenlerin hücresel yanıtı 

etkileyebileceği düşünülmektedir.  

Apoptotik kaskad ilerletilirken, mitokondriyal membran bütünlüğünün bozulmasıyla 

membran geçirgenliğini kontrol eden porların açılması ve sitokrom c gibi apoptozu 

indükleyen faktörlerin salınımı sağlanmaktadır. Literatürdeki farklı çalışmalar, azalan 

mitokondriyal membran potansiyeli ve reaktif oksijen türlerinin oluşumu ile ilerleyip 
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nükleer DNA’nın parçalanmasına kadar uzayan apoptotik süreçlerin gerçekleştiğini ve farklı 

ftalosiyaninlerin de mitokondri üzerinde önemli bir etkiye sahip olduğunu bildirmiştir (131, 

226-230). Apoptotik mekanizmaların yanı sıra, PARP1 gibi hücresel efektörlerin rol aldığı 

kaspaz bağımsız hücre ölüm tiplerinde de mitokondriyal membran potansiyeli kaybı 

yaşandığı, değişen membran potansiyeli sayesinde mitokondriden salınan AIF gibi  

faktörlerin hücre ölümüne aracılık ettiği gösterilmiştir (179, 231-233). Çalışmamızda 

kullandığımız 5A ve 5B’nin PDT eşliğinde uygulanması, MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser 

hücre hatlarında mitokondriyal membran potansiyelini yüksek oranda (%20.7 - 29.9 

aralığında) azaltmıştır. Hücre ölümü analizlerinden elde edilen veriler ile uyumlu olarak 

mitokondriyal membran potansiyelinin de azalması, 5A ve 5B muamelesini takiben kanser 

hücrelerinde gerçekleşen hücre ölümünde mitokondrinin rolü olabileceğini göstermektedir. 

Mitokondrilerin dahil olduğu hücre içi apoptotik yolakta görevli olan ve mitokondrilerden 

apoptoz indükleyici faktörlerin salınmasını kontrol eden Bcl-2 protein ailesi gibi 

proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin ekspresyonlarındaki değişimlerin belirlenmesi, 

apoptoz haricindeki düzenlenmiş hücre ölüm mekanizmalarında mitokondriden salınarak 

nükleusa transloke olduğu bilinen AIF ve Endo G gibi faktörlerin hücre içi 

lokalizasyonlarının incelenmesi gibi ileri çalışmalar, gerçekleşen hücre ölümünde 

mitokondrinin rolü üzerine daha detaylı verilere ulaşmayı sağlayacaktır. 

PDT, ışık ve fotosensitizer birlikteliği sayesinde ekzojen olarak üretilen ROS'un 

kanser hücrelerini öldürmek için kullanıldığı bir yöntemdir (234). PDT esnasında oluşan 

ROS, tümör hücrelerinde DNA, RNA ve proteinler gibi biyolojik makromolekülleri okside 

ederek hücre ölümünü indükler (235). Çalışmamızda ROS oluşumunu mikroskobik olarak 

görüntülemek için, yalnızca ROS varlığında oksitlenip bir floresan ürüne dönüştürülen 

H2DCFDA kullanılmış, 5A ve 5B’nin kanser hücre hatlarında PDT aracılığıyla ROS 

seviyelerini artırdığı görülmüştür. Tümörijenik olmayan MCF-10A hücre hattında ise zayıf 

floresan ışımalar tespit edilmiştir. Kanser hücrelerinde gözlenen yoğun floresan ışımalar ve 

tümörijenik olmayan hücrelerde gözlenen zayıf floresan ışımalar, 5A ve 5B muamelelerinin 

hücreler üzerinde tespit edilen sitotoksik etkileri ile örtüşmektedir. Kullanılan 

ftalosiyaninlerin özellikle kanser hücrelerinde ROS’u indüklemiş olması, bu hücrelerin 

ftalosiyanin muamelesinden daha çok etkilenmiş olduğunu bir kez daha göstermiştir. 

Mikroskobik incelemeler sonucu elde edilen veriler, MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hücre 

hatlarında 5A ve 5B muamelesinin fotositotoksik etkisini destekler niteliktedir ve bu açıdan 

literatürdeki PDT çalışmaları ile benzerlik göstermektedir (130, 236, 237).  
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ROS gibi DNA hasarını indükleyebilecek uyarıcıların merkezi rol oynadığı PDT’de, 

bu uyarıcıların neden olduğu PARP aktivasyonu ya da apoptotik mekanizmaların devreye 

girmesiyle görülebilecek proteolitik kesilmeye bağlı PARP inaktivasyonu, hücre ölümüne 

dair ipuçları verme açısından önemlidir. Kaspazlar gibi proteazlar için önemli bir substrat 

olan PARP1, proteolitik kesilme sonucu farklı moleküler ağırlıklara sahip fragmanlar üretir. 

Oluşan bu PARP1 fragmanları, gerçekleşmekte olan hücre ölüm mekanizmaları için önemli 

birer biyobelirteçtir. PARP1’in, çoğunlukla kaspaz 3 ve kaspaz 7’nin hedefi olarak kesilmesi 

sonucu oluşan 89-kDa ve 24-kDa moleküler ağırlıktaki fragmanlar, apoptozun birer işareti 

olarak kabul edilmektedir (238). 89-kDa moleküler ağırlıktaki PARP1 fragmanı ile etkileşen 

antikorların kullanıldığı bu çalışma sonucu, 5A ve 5B muamele edilerek PDT uygulanan 

hücre gruplarından MCF-10A hücrelerinde istatistiksel olarak anlamlı düzeyde kesilmiş 

PARP1 aktivitesi görülmezken, meme kanseri hücre hatlarında anlamlı düzeyde artan 

kesilmiş PARP1 seviyeleri tespit edilmiştir. Bununla birlikte, MDA-MB-231 hücre hattının 

kesilmiş PARP1 seviyesindeki artışın (%14.7 - 16.4), MCF-7 hücre hattına kıyasla (%2.6 - 

4.0) daha yüksek seviyede olduğu görülmüştür. Bu artışların tümü istatistiksel olarak anlamlı 

olsa da MCF-7 hücre hattında görülen artışın MDA-MB-231 hücre hattına kıyasla düşük 

düzeyde kalması dikkat çekici bir veri olarak değerlendirilmektedir. PARP1, kaspaz 3 ve 

kaspaz 7 gibi proteazlar tarafından kesildiği için, kaspaz 3 eksprese etmeyen MCF-7 

hücrelerinde kesilmiş PARP1 seviyelerinin daha düşük düzeyde kalması kısmen 

öngörülebilir bir sonuçtur. Bununla birlikte, Annexin V/7AAD analizleri sonucu MCF-7 

hücrelerinde görülen yüksek orandaki sekonder nekrozun da PARP1 aktivitesi ile ilgili 

olduğu düşünülmektedir. Hücre içi ROS miktarının artması ile aktifleşen PARP1, kaspazlar 

gibi proteazlar tarafından kesilip inaktif hale geçmedikçe düzenlenmiş bir nekrotik hücre 

ölümüne aracılık etmektedir. PDT sonucu oluşan yüksek düzeydeki ROS’un, DNA hasarına 

neden olarak PARP’ları aktifleştirdiği ve hücreleri düzenlenmiş nekroza yönlendirebildiği 

daha önce gösterilmiştir (180). MCF-7 meme kanseri hücrelerinde düşük miktarda 

PARP1’in kesilerek inaktif hale geçmiş olması ve hücre ölüm profilinde görülen nekrotik 

kayma, bu hücrelerde 5A ve 5B muamelesi sonrası gerçekleşen hücre ölümünde aktif 

PARP1’lerin anahtar rol oynayabileceğini göstermektedir. Literatürde sunulan verilere göre, 

PARP aracılı nekrozun meydana gelmesindeki etkenlerden bir diğeri ise hücrelerdeki p53 

ekspresyonudur.  Wild tip p53'ün, ROS indüklü DNA hasarına yanıt olarak meydana gelen 

PARP aracılı nekrozda rol oynadığı ve PARP aktivasyonunu transkripsiyonel, post-

translasyonel veya doğrudan etkileşimle düzenlediği düşünülmektedir (239-241). MCF-7 
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hücrelerinin wild tip, MDA-MB-231 hücrelerinin ise mutant p53’e sahip olduğu 

bilinmektedir (242, 243). Bu durumda MCF-7 hücrelerindeki wild tip p53, PDT sonucu 

oluşan PARP1 aktivasyonu ile ilişkili olabilir. Apoptotik hücre ölümünün yoğun olarak 

gerçekleştiği ve mutant p53’e sahip MDA-MB-231 hücre hattında ise kesilerek inaktive 

edilmiş PARP1 düzeyinin daha yüksek olması, hem Annexin V/7AAD verilerimizle hem de 

literatür ile uyumludur (244, 245). Bununla birlikte, farklı kaspazların ve p53’ün, 5A ve 5B 

indüklü PDT aktivitesindeki olası rollerini aydınlatmaya yönelik yapılacak farklı çalışmalar 

detaylı verilerin elde edilmesini sağlayacaktır. 

PDT ile uygulandığında hücre içi ROS oluşumuna ve hücre ölümüne neden olduğu 

önceki veriler ile gösterilen 5A ve 5B’nin, hücrelerin koloni oluşturma kabiliyetlerine etkisi 

incelenerek kültürdeki uzun süreli proliferasyon durumları analiz edilmiştir. Hücrelerin 

ftalosiyaninler ile muamelesi ve PDT’ye maruz bırakılmaları koloni oluşturma kapasitelerini 

de etkilemektedir. Özellikle kanser hücrelerinde koloni oluşturma kapasitesinin kaybı ile 

görülen antiproliferatif etki, hücrelerin tümör oluşturma yeteneklerini kısıtlamaktadır (246, 

247). 5A ve 5B muamelesinin ardından PDT’ye maruz bırakılan MCF-7, MDA-MB-231 

meme kanseri hücreleri ve MCF-10A normal meme hücreleri, koloni oluşturma 

kapasitelerini koruma konusunda farklılıklar göstermiştir. PDT uygulanmayan ve yalnızca 

5A ya da 5B ile muamele edilmiş tüm hücre gruplarında, koloni oluşumu kısmen azalsa da 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde bir değişim olmamıştır. Hücre canlılığı deneylerinde üst 

seviyelerde canlılık profili sergileyen MCF-10A hücrelerinin büyük çoğunluğu, koloni 

oluşturma potansiyelini korumuştur. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hücre 

hatlarında ise, PDT uygulamasını takiben koloni oluşumunda istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde azalmalar söz konusu olmuştur. Deneysel radyasyon biyolojisi çalışmaları ile 

literatüre ilk kez giren koloni oluşturma analizleri, PDT’de farklı fotosensitizerler 

kullanılarak çalışılmış ve PDT’nin uzun dönem etkisi için son derece önemli olduğunun altı 

çizilmiştir (248-251). 5A ve 5B muamelesinin, uzun süreli kültürdeki hücre proliferasyon 

yeteneklerini sınırlandırılması, in vitro PDT etkinliğini bu açıdan desteklemiştir.   

Hücrelerin hareket yetenekleri sayesinde göç edebilmesi, embriyonik gelişim ve yara 

iyileşmesi gibi farklı fizyolojik süreçler için gerekli olsa da metastaz ve tümör invazyonu 

gibi patolojik durumlarda da karşımıza çıkmaktadır (252-254). Farklı sitotoksik ajanların 

veya fotosensitizerlerin kullanıldığı çalışmalar ile metastatik potansiyele sahip hücrelerin 

hareket yetenekleri incelenmekte ve ilaç adaylarının hücre hareketine etkisi belirlenmektedir 
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(102, 103, 255-257). Çalışmamızda, 5A ve 5B’nin PDT ile uygulanmasının hücre 

hareketinde neden olacağı değişimi analiz etmek için yara iyileşmesi deneyi yapılmıştır. 48 

saat sonunda, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hücre hatlarının karanlık kontrol 

gruplarındaki yara bölgeleri istatistiksel olarak anlamlı düzeyde kapanırken, aynı hücrelerin 

PDT gruplarındaki yara bölgelerinde anlamlı bir kapanma olmamıştır. Hücre hareketi 

açısından agresif olduğu rapor edilen MDA-MB-231 hücrelerinin yara bölgesindeki 

kapanma, MCF-7 hücrelerine kıyasla daha hızlı olmuştur. Buna rağmen, MDA-MB-231 

hücrelerinin PDT grupları ve karanlık kontrol grupları kıyaslandığında, PDT uygulamasının 

hücre hareket kabiliyetine etki ettiği görülmüştür. Bu nedenle, PDT indüklü 5A ve 5B 

muamelesinin her iki hücre hattında da hareketi kısıtladığı göze çarpmaktadır. MCF-10A 

hücrelerinin PDT grubunda hücre hareketi kısmen etkilense de, 48. saatte 5A ve 5B 

muameleli kültürlerdeki yara bölgesinde oluşan kapanma istatistiksel olarak anlamlı 

sonuçlar vermiştir. Aynı hücrelerin karanlık kontrol grupları, yara bölgesini hızlı bir şekilde 

kapatmıştır. 5A ve 5B kullanılarak gerçekleştirilen PDT uygulamalarının, meme kanseri 

hücrelerinde proliferasyon ve koloni oluşumunun yanı sıra hücre hareketini de etkilediği 

görülmüştür. Bu alandaki son çalışmalara bakıldığında, test edilen fotosensitizerlerin hücre 

hareketi üzerine etkilerinin, sitotoksik düzeydeki etkileri kadar önemli olduğu 

düşünülmektedir (258-261). Bu açıdan, 5A ve 5B’nin meme kanseri hücrelerinin hareket 

kabiliyetinde neden olduğu etki açıktır. Gerçekleşen bu etkinin detaylı araştırılmasıyla, 

özellikle aktin hücre iskeleti üzerindeki etkilerin incelenmesiyle daha ileri verilerin elde 

edilmesi mümkün olacaktır. 

PDT’nin antitümöral etkinliklerinin önemli bir kısmını, migrasyon ve invazyonu 

kısıtlayıcı etkiler oluşturmaktadır. Çalışılan hücre türleri, fotosensitizerler ve ışıklandırma 

koşullarına bağlı olarak, migrasyon ve invazyonun önemli ölçüde azaldığını ve bu etkilerin, 

farklı moleküler yolaklar üzerinden gerçekleştiğini gösteren çalışmalar mevcuttur (102, 249, 

260, 262-265). ROS oluşumunu sağladığı, hücre ölümünü indüklediği ve hücre hareketini 

kısıtladığı gösterilen 5A ve 5B’nin, hücrelerdeki migrasyon ve invazyona karşı 

oluşturabileceği etkinin anlaşılması için transwell sistemler kullanılmıştır. MCF-10A 

hücrelerinde, muameleler sonucu transwell sistemlerden geçebilen hücre sayısındaki 

değişim düşük düzeylerde (%9 – 12 aralığında) kalmış, yalnızca PDT uygulanan grupta 

istatistiksel olarak anlamlı sonuçlar (%16 – 18 aralığında) elde edilmiştir. Zayıf metastatik 

potansiyele sahip MCF-7 hücreleri ve invazyona yatkınlığı ile bilinen MDA-MB-231 

hücrelerinde ise PDT uygulamasının hücrelerdeki migratif ve invaziv karaktere yüksek 
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seviyelerde etki ettiği gözlenmiştir (MCF-7; migrasyon için %30, invazyon için %56 – 

MDA-MB-231; migrasyon için %55, invazyon için %58). Kontrol gruplarındaki ve PDT 

gruplarındaki total hücre kümeleri ele alındığında, MDA-MB-231 hücrelerinin MCF-7 

hücrelerine kıyasla transwell sistemde daha fazla hareket edebildiği ve membranın alt 

kısmına daha fazla sayıda hücre geçtiği görülmüştür. Özellikle matrijelin kullanılmış olduğu 

invazyon deneylerinde, MCF-7 hücrelerinin transwell sistem içerisindeki yayılımı 

kısıtlanmış ve migrasyon deneylerine kıyasla membranın alt kısmına ulaşabilen hücre 

sayısının azaldığı görülmüştür. MCF-7 hücrelerinin zayıf migrasyon potansiyeli nedeniyle 

transwell membran boyunca hareket edebilen total hücre kümeleri az sayıda olsa da, 

PDT’nin hücrelerdeki migrasyon ve invazyonu önemli ölçüde etkilediği gözlenmiştir. Buna 

rağmen, MDA-MB-231 hücrelerinin PDT gruplarında muamelelere verilen tepkinin daha 

yüksek seviyelerde olduğu ve bu hücrelerin transwell sistem boyunca migratif ve invaziv 

hareketinin daha yüksek düzeyde kısıtlandığı saptanmıştır. Migrasyon ve invazyon, pek çok 

faktörü içinde barındıran kompleks birer süreçtir. Hücrelerin genetik düzeydeki farklılıkları, 

eksprese edilen genler ve oluşan proteinlerin işlevselliği, MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücrelerinin migrasyon ve invazyon kapasitesine etki edebilmektedir. Literatürdeki farklı 

çalışmalar, anjiyogenezdeki en önemli rollerden birine sahip olan vasküler endotelyal 

büyüme faktörünün (VEGF), MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde farklı düzeylerde 

eksprese edildiğini ve bu durumun hücrelerdeki metastatik kapasiteyi etkilediğini 

göstermiştir (266, 267). Buna göre, zayıf metastatik özellikteki MCF-7 hücreleri, yüksek 

invazyon ve migrasyon kapasitesine sahip MDA-MB-231 hücrelerine göre daha düşük 

seviyelerde VEGF eksprese eder (266). Bu durum, hücrelerin metastatik karakterini 

etkileyen unsurlardan biridir. Deneysel metotlar ile VEGF ekspresyonu artırılan MCF-7 

hücrelerinde, invazyon kapasitesinin yüksek oranda arttığı rapor edilmiştir (268). Bunun 

yanı sıra, MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde eksprese edilen iyon kanallarının 

migrasyonda rolü olduğunu ortaya koyan çalışmalar mevcuttur. Roger ve ark., invaziv 

kapasitesi yüksek olan MDA-MB-231 hücrelerinde hızlı bir içe yönelik sodyum akışı 

bulunduğunu, zayıf metastatik MCF-7 hücrelerinde ise bu akışın olmadığını bildirmiştir. 

MDA-MB-231 hücrelerinde Tetrodotoksin kullanılarak bloke edilen sodyum akışı 

sonrasında hücrelerin invaziv karakterinin azaldığı görülmüştür (269). Gillet ve ark. 

tarafından yapılan farklı bir çalışmada ise, MDA-MB-231 hücrelerinde sodyum kanal 

aktivatörü Veratridin’in kullanılması ile hücrelerin invazyon kapasitesinde artış tespit 

edilmiştir (270). Bu alanda yapılan son araştırmalar, normal meme hücrelerine kıyasla 
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sodyum kanallarını yüksek düzeyde eksprese eden metastatik meme kanseri hücrelerinde, 

bu kanalların inhibisyonu ile invazyonun ve metastazın önemli ölçüde azaldığını 

doğrulamıştır (271, 272). Bu tür genetik farklılıklar nedeniyle farklı adezyon profiline sahip 

hücrelerde ilaçlara karşı ortaya çıkan moleküler düzeydeki cevabın da değişiklik 

gösterebileceği farklı çalışmalar ile rapor edilmiştir (273-277). MCF-7 hücrelerinin migratif 

potansiyelinin 5A ve 5B muamelesi karşısında düşük seviyede değişkenlik göstermesi, güçlü 

metastatik ve invaziv karakterdeki MDA-MB-231 hücrelerinin ise bu durumdan daha çok 

etkilenmesi hücrelerin genetik farklılıkları ve farklı adezyon profilleri ile ilişkilendirilebilir. 

5A ve 5B’nin PDT ile uygulanmasının, büyüme faktörleri ve iyon kanalları da dahil olmak 

üzere hücredeki farklı moleküler bileşenleri etkileyebileceği düşünülmektedir. Bu nedenle, 

migrasyon ve invazyon sürecinde rol alabileceği düşünülen hücre adezyon molekülleri, 

hücre göçünden sorumlu farklı proteinler, büyüme faktörleri ve iyon kanalı alt birimleri gibi 

çeşitli biyobelirteçlerin knock out veya knock in gibi düzenlemeler ile ekspresyon 

davranışlarının değiştirilmesi ya da bu belirteçlere spesifik inhibitör veya aktivatör 

kullanılması, 5A ve 5B muamelesinin migrasyon ve invazyona olan etkisinin ileri düzeyde 

anlaşılmasını sağlayacaktır. 

Sonuç olarak bu tez çalışmasında, ekibimizce ilk kez sentezlenen 

aminofenoltiyoetanol çevreli siliyum ftalosiyaninlerin MCF-7, MDA-MB-231 meme 

kanseri hücre hatları ve tümörijenik olmayan MCF-10A hücre hattı üzerindeki PDT etkinliği 

ilk kez çalışılmıştır. 5A ve 5B'nin meme kanseri hücrelerinde neden olduğu antiproliferatif 

ve antitümöral etkilerin tümörijenik olmayan hücrelerde düşük seviyelerde kaldığı 

belirlenmiş, kanser hücrelerinde yüksek seviyelerde ROS oluştuğu ve hücre ölümünün 

indüklendiği, hücrelerin uzun süreli kültürlerinde koloni oluşturma kapasitesinin son derece 

azaldığı, yara iyileşmesi modellerinde hücre hareketinin kısıtlandığı ve hücrelerin hem 

migratif hem de invaziv potansiyellerinde azalma eğilimleri olduğu gösterilmiştir.  

Elde edilen tüm veriler, PDT odaklı anti kanser tedavi çalışmalarında fotosensitizer 

olarak kullanılabileceğini önerdiğimiz 5A ve 5B'nin bu özelliklerini tanımlamaya yönelik 

aydınlatıcı olmakla birlikte, bu moleküllerin aday ilaç çalışmalarında kullanılmak üzere 

potansiyel taşıdığını göstermiştir. 
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