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OZET

Aminofenoltiyoetanol Cevreli Yeni Silisyum Ftalosyaninlerin Farklh Meme Kanseri

Hiicre Hatlarindaki Fotodinamik Terapi (PDT) Etkinliginin Arastirilmasi

Kanser, kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve metastatik Ozelliklerin kazanilmasi ile
karakterize patolojik bir durumdur. Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser olarak
diinya genelinde ciddi bir saglik sorunu olusturmaktadir. Meme kanserindeki yeni tedavi
arayislarinda, klasik tedavilere ek olarak kanser hiicrelerini segici sekilde oldiirebilen
yontemler tizerinde durulmaktadir. Bunlar i¢inde en ¢ok aragtirilan yontemlerden biri de
fotodinamik terapidir (PDT). Belirli bir dalga boyundaki 1s1gin ve bu 1s18a duyarli olan
molekiillerin birlikte kullanildigi PDT de, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesiyle
hiicresel hasar meydana gelir ve hiicre 6liimii gergeklesir. Bu tez ¢alismasinda, ilk kez
sentezlenen aminofenoltiyoetanol ¢evreli yeni silisyum ftalosiyanin (SiPc) molekiillerinin
MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 ile MCF-10A normal meme hiicre
hattindaki PDT etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir. Bu kapsamda, SiPc molekiillerinin
hem kanser hiicreleri hem de normal hiicreler iizerindeki antiproliferatif, antitiimoral ve
antimigratif 6zellikleri belirlenmistir. Hiicre canliligi ve hiicre 6liimii ¢alismalariyla SiPc
molekiillerinin kanser hiicrelerinde doza bagli sitotoksik etki gosterdigi ve hiicre 6liimiinii
indiikledigi gozlenmistir. Bu molekiillerin PDT ile kullanilmas: halinde hiicrelerdeki
mitokondriyal membran potansiyelini azalttigi, hiicre i¢i ROS olusumuna neden oldugu ve
farkli hiicre 6liim siireclerinde rol alan poli ADP riboz polimeraz 1 (PARP1)’in kesilmis
formunun ekspresyonunu artirdig1 saptanmustir. Ayrica, kanser hiicrelerinin uzun siireli
kiiltiirlerindeki koloni olusumunun ve yara iyilesmesi modeli kullanilarak incelenen hiicresel
hareketin azaldig1 belirlenmistir. Transwell sistemler ile modellenen migrasyon ve invazyon
deneylerinde ise kanser hiicre hatlariin migratif ve invaziv kabiliyetlerinin kisitlandig:
tespit edilmistir. Sonug olarak, bu tez c¢alismasi ile yeni sentezlenmis olan SiPc
molekillerinin antitiimoéral 6zellikleri ilk kez belirlenmis ve bu molekiillerin tedavide

kullanilmak tizere ila¢ aday1 molekiiller olabileceklerine dair ilk veriler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Fotosensitizer ajanlar, Reaktif oksijen tiirleri, 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

XVi



1. GIRIS ve AMAC

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlidiir. Erken semptomlarin
yetersizligi meme kanseri tanisim geciktirmekte ve bu durum tedavinin de gecikmesine
neden olmaktadir (1). Giinlimiizde tedavi amagli uygulanan ameliyat, radyoterapi ve
kemoterapi gibi yontemler sag kalim1 desteklese de hastada ciddi akut ve kronik yan etkiler
olusturmaktadir (2). Giincel kanser tedavileri arayisinda dikkat edilmesi gereken en onemli
nokta, istenmeyen yan etkileri azaltacak ve en etkili terap6tik sonucu saglayacak yontemleri
uygulamaktir. Fotodinamik terapi (PDT), son yillarda ger¢eklestirilen anti kanser tedavi
caligsmalar1 arasinda invaziv olmayan ve oldukca segici bir yaklasim olarak 6ne ¢ikmaktadir.
PDT, belirli bir dalga boyundaki 1s181n ve bu 1s1k ile uyarilan fotosensitizer molekiillerin,
hiicre i¢indeki reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini hizlandirdig1 ve sonug olarak kanser
hiicrelerini secici sekilde 6ldiirdiigii uygulamalar: igerir. Tek bagina tedavi edici 6zelligi
bulunan PDT’nin; kemoterapi, radyoterapi ve immiinoterapi gibi yaklasimlarin etkisini

artirmak i¢in kombine tedavi yaklasimi olarak da kullanildigi bilinmektedir (3).

PDT odakli yaklasimlardaki en 6nemli degisken, kullanilmakta olan 1s18a duyarl
fotosensitizer molekiillerdir. Bu molekiiller iginde gruplandirilan ftalosiyaninler, PDT
etkinligi yliksek olan ve anti kanser ¢aligmalarda etkili sonuglar veren fotosensitizer
molekiiller olarak bilinmektedir (4). Ftalosiyanin halkasina aksiyal ve periferal
konumlarindan farkli kimyasal modifikasyonlar uygulanabilmekte ve bu sekilde
fotokimyasal, fotofiziksel ve optik 6zelliklerinde istenen degisiklikler yapilabilmektedir.
Calismamizda, aminofenoltiyoetanol g¢evreli yeni silisyum ftalosiyanin  (SiPc)
molekiillerinin PDT ile MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda ve MCF-
10A normal meme hiicre hattinda olusturdugu antiproliferatif ve antitiimoral etkilerin

incelenmesi amaglanmustir.

Calisma kapsaminda ilk olarak, aminofenoltiyoetanol c¢evreli SiPc molekiillerinin
MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda doza bagli olarak gerceklesen
sitotoksik ve apoptotik etkileri belirlenmistir. Hiicrelerdeki kesilmis poli (ADP-riboz)
polimeraz 1 (PARP1) olusumu ve mitokondriyal membran potansiyelindeki degisimler
tespit edilmistir. Hiicre igerisindeki ROS olusumu konfokal mikroskop ile analiz edilmistir.
Hiicrelerin koloni olusturma, hareket, migrasyon ve invazyon kabiliyetlerindeki degisimler

incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Meme Kanseri

Meme yapisi; glandiiler, diiktal, bag ve yag dokulardan olugmaktadir. Memenin
fonksiyonel birimi, yag doku ile ¢evrili epitelyal kanallardan olusan meme bezidir.
Glandiiler ve yag dokular, bag dokusu tarafindan bir arada tutulur. Kadinlarda meme
ucundan ¢ikan ¢ok sayida lob, daha kii¢iik yapidaki lobiillere sahiptir. Bu meme lobiillerinde,
hormonal sinyallere yanit olarak siit iiretiminin gerceklestigi terminal diiktal lobiiler {inite
bulunur. Erkeklerdeki meme yapisi anatomik olarak kadin memesine benzese de loblar, siit
iireten bezler, kanallar ve siitii lobiillerden meme uglarina tasiyan terminal diiktal lobiiler

tinite yoktur (5) (Sekil 1).

/ Yag doku

Lob

% Diiktus
Areola
/

i

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

Meme kanseri, kadinlarda yaygin olarak goriilen ve yasami tehdit eden bir hastaliktir.
Tiimoral yapimin bulundugu bolgeye gore invaziv ve invaziv olmayan meme kanseri olmak
lizere ikiye ayrilir. Invaziv olmayan kanserlerde tiimér hiicreleri, bulundugu lobiil veya
kanallardan dokuya uzanmamis haldedir. invaziv meme kanserlerinde ise, lobiillerin veya
siit kanallarmin i¢indeki kanser hiicreleri meme dokusunun cevresine dogru ilerlemistir.

Invaziv kanserde hiicreler, bagisiklik sistemi veya sistemik dolasim yoluyla viicudun farkli



bolgelerine gecebilmektedir. Invaze olan kanser hiicreleri, ikincil organlarda yeni kanser
tiirlerine neden olduklari i¢in daha tehlikelidir. Bu hiicreler genellikle akciger, karaciger,

beyin ve kemiklere yayilim gosterir (7).
2.1.1. insidans ve Epidemiyoloji

Meme kanseri, diinya ¢capinda yaygin olan 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) ve Uluslararas1 Kanser Ajansi'nin (IARC) ortakliginda hazirlanmis
olan global kanser verilerine gore, akciger kanserinden sonra en ¢ok goriilen kanser tiirt,
vakalarin %11.6’s1m1 olusturan meme kanseridir. Meme kanseri, kadinlardaki kanserlerin
%24.2’sini olusturur ve kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olma O6zelligini gosterir.
Kanser kaynakli 6liimlerde ise akciger kanseri ilk siradayken, %6.6 oraniyla meme kanseri

ikinci sirada yer alir (8).

Giincel verilere gére meme kanseri insidansinin en yiiksek oldugu {iilkeler, Avrupa
ve Kuzey Amerika iilkeleridir. Insidansin en diisiik oldugu iilkeler ise Giiney Asya iilkeleri
ile Orta Afrika, Dogu Afrika ve Bati Afrika iilkeleridir (8).

2.1.2. Etiyoloji

Meme kanseri etiyolojisi ¢ok faktorliidiir. Cevresel faktdrlerin yani sira, hormonal

etkiler ve gen diizeyindeki degisimler de meme kanseri olusumunda rol oynar (9, 10).

Aile Oykiisii, meme kanseri etiyolojisinde ilk akla gelen faktérlerden biridir.
Ailesinde meme kanseri Oykiisii bulunan kadinlarda, bu hastaliga yakalanma riskinin daha
yiiksek oldugu bilinmektedir. Meme kanserine yakalanmis birinci dereceden bir akrabasi
olan kadinlarda bu risk yaklasik iki kat, birinci dereceden iki akrabasi olan kadinlarda ise
yaklagsik bes kat artar (11). Meme kanseri vakalarinin yaklasik %10'unun meme kanseriyle
iligkili BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlardan kaynaklandigi gdosterilmistir.
Kalitsal BRCA1 veya BRCA2 mutasyonu tasiyan kadinlarin, 70 yasma kadar gogiis
kanserine yakalanma olasilig1 %50 civarindadir (11-13).

Ostrojen maruziyeti kadinlarda artmis meme kanseri riski ile iliskilendirilmistir.
Ozellikle menopozdan sonra bes yildan fazla hormon replasman tedavisi goren kadinlarda
meme kanseri riskinin arttigi bilinmektedir (9, 10). Kadinlarda 0strojeninin gogu
yumurtaliklar  tarafindan {iretilse de yag dokusu bazi hormonlar1 Ostrojene
dontstiirebilmektedir. Fazla yag dokusuna sahip olmak, kadinlarda Gstrojen diizeyini

yiikselterek meme kanserine yakalanma olasiligin1 artirmaktadir. Bu nedenle, obezite veya
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yiiksek yag iceren beslenme stilinin uygulanmasi meme kanserinde risk faktorii olarak kabul

edilmektedir (10, 14).

Irka dayal1 genetik farkliliklar ve beslenme kiiltiiriindeki degisiklikler, alkol ve sigara
kullanimi, egzersiz eksikligi ve ¢evre kirliligi gibi faktorlerin de meme kanseri risk oranin

etkiledigi bilinmektedir (15).
2.2. Fotodinamik Terapi (PDT)

PDT, normal kosullarda toksik olmayan ve yalnizca belirli dalga boyundaki 1sik ile
aktiflesen bir fotosensitizer maddenin sistemik, lokal veya topikal olarak uygulanmasi
esasina dayanan bir tedavi yontemidir. Isik ile uyarilan molekiiller, hedef dokularda reaktif
oksijen tiirlerinin (radikaller, singlet oksijen, triplet tiirler) olusumuna neden olarak hiicre

6liimiine ve doku harabiyetine yol agmaktadir (16-18).

PDT’nin temelleri, 1960 yilinda Lipson ve arkadaglari tarafindan hematoporfirin
tiirevinin kesfedilmesi ile atilmis, Dougherty ve arkadaslarinin hem temel bilimlerde hem de
klinik uygulamalarda gergeklestirdigi oncii ¢alismalar ile gelistirilmistir (19-22). Birlesik
Devletler Gida ve Ilag Dairesi’nin (FDA), 1980°li yillarda hematoporfirin tiirevi olan
“Photofrin” isimli ilacin klinik uygulamasina onay vermesini takiben preklinik ve klinik
calismalarda kullanilmak tizere gesitli fotosensitizerler gelistirilmis ve bazilarimin farkli
kanser tiirlerine karsi etkili oldugu gosterilmistir (23-30). PDT nin giiniimiizdeki klinik
uygulamalarinin en yaygin oldugu alan dermatolojidir. Bowen hastaligi, skuamdoz hiicreli
karsinom, yiizeysel bazal hiicreli karsinom, aktinik keratoz ve kutanéz B hiicreli lenfoma
gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (31-41). Yiizeysel onkolojik lezyonlarda
invaziv bir yaklagim igermeyen ve etki diizeyi yiiksek olan PDT, fiber optik sistemlerle
birlestirilen lazerler gibi 151k kaynaklar1 sayesinde mesane, yumurtaliklar, sindirim kanallar

veya beyin gibi derin yerlesimli tiimorlere de erisim saglayabilmektedir (42-44).

PDT tek basina uygulanabildigi gibi cerrahi, kemoterapi, radyoterapi veya
immiinoterapi  gibi diger terapétik yoOntemler ile kombinasyon halinde de
kullanilabilmektedir (45, 46). Kemoterapoétik ilaglarla PDT kombinasyonunun sinerjistik
etkilerini gosteren ¢alismalar mevcuttur (47, 48). Kombine tedavide diisiik
konsantrasyonlarda kemoterapotik kullanilarak kanser hiicrelerini 6ldiirmek miimkiindiir.
Bu durum, ortaya ¢ikabilecek yan etki riskini de azaltmaktadir (44, 49). Ayrica, kanser
hiicrelerinde radyoterapi ve kemoterapiye karsi gelisen dirence neden olan mutasyonlarin
cogu, PDT'ye kars1 direng olusturmaz. Boyle bir durumda, geleneksel tedaviden sonra
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niikseden tiimdrlere karsi PDT kullaniminin son derece etkili olacagi goriisii hakimdir. PDT,
timor rezeksiyonunun ardindan kullanildiginda ise temizlenen tiimoral dokudan geriye

kalan kanser hiicrelerini yok etmeye yardimci olmaktadir (17, 50, 51).

PDT'nin geleneksel anti kanser tedavilere kiyasla en Onemli avantaji hem
fotosensitizere hem de 1513a maruz kalan fonksiyonel dokular tizerindeki zay1f toksik etkileri
ve diisiik sistemik toksisite sayesinde normal dokular1 koruma yetenegidir (52, 53). Ayrica,
tiimoral dokularda biriken fotosensitizerin 1sikla aktive olmasi sonucu olusan singlet oksijen
molekiilleri, genellikle kisa yar1 omiirleri ve 20-200 nanometre arasinda degisen etki
yarigaplar1 ile hiicre i¢inde smirli kalir. Bu nedenle foto aktivasyonu takiben sadece
fotosensitizer molekiilleri biriktiren tiimor hiicreleri zarar gérmektedir (52, 54-56). PDT’nin
antitiimoral etkileri, timor hiicreleri lizerinde olusan sitotoksisite ve tiimor vaskiilaritesinde
hasar meydana gelmesi ile karakterizedir. PDT uygulamasi ile sistemik bagisikligin
gelismesine yol acabilecek giiclil bir inflamatuar reaksiyonun olusumu bu etkiyi tamamlar.
Ayrica, hiicre icindeki niikleik asitler, lipidler ve proteinler gibi biyomolekiillerin
oksidasyonunu saglayarak, farkli sinyallesme kaskadlarinin isleyisinde degisimlere neden
olmaktadir (16, 57).

2.2.1. PDT’nin Etki Mekanizmasi

PDT, biyolojik bir etki olusturmak i¢in fotofiziksel ve fotokimyasal siirecleri
birlestirir. Fotosensitizerin 1sikla uyarildig fiziksel siireg, uyarilmis fotosensitizerin hiicresel
substratlar veya molekiiler oksijen ile fotokimyasal reaksiyonu neticesinde kanser

hiicrelerinin 6liimii ile sonuglanmaktadir (58).

Temel elektronik haldeki fotosensitizer, diisiik enerjili molekiiler orbitalde zit
dontislerde iki elektrona sahiptir. Is1gin emilmesi lizerine bu elektronlardan biri, doniisiinii
degistirmeden daha yiiksek enerjili molekiiler yoriingeye uyarilir (singlet uyarilmis hal).
Singlet uyarilmis haldeki fotosensitizerler kisa dmiirliidiir, bu nedenle hiicresel substratlar
ile reaksiyona giremez. Uyarilmis fotosensitizer temel hale geri donmek icin ya 151k
biciminde enerji yayar (floresans) ya da i¢ doniisiim yoluyla ortama 1s1 enerjisi vererek
bozunmaya ugrar. Bunun yani sira, singlet uyarilmis haldeki fotosensitizer sistemler arasi
gecise de ugrayabilir. Sistemler arasi gegiste, uyarilmis elektronun doniisii tersine cevrilir.
Boylece, nispeten daha uzun omiirlii olan uyarilmis triplet hali olusturabilir. Ayrica triplet
haldeki fotosensitizer temel haline geri donmek i¢in, enerjisini 151ma ile (fosforesans) veya

1s1 seklinde aciga ¢ikararak dagitir (58) (Sekil 2).
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Biyolojik ortamda gergeklesen PDT esnasinda, uyarilmis triplet haldeki
fotosensitizer iki tiir reaksiyona ugrayabilir. ilk olarak, elektronlarin transferi yoluyla
hiicresel substratlarla (hiicre zar1 veya hiicre i¢inde gorevli farkli biyomolekiiller) dogrudan
reaksiyona girerek ROS olusturmaktadir (Tip I reaksiyon). Bir diger reaksiyonda ise, enerjiyi
molekiiler oksijene aktarip reaktif singlet oksijenin (*O2) olusumuna yol agmakta (Tip II
reaksiyon) ve ortaya ¢ikan singlet oksijen, hiicresel zarlarda bulunan lipidler ve proteinler
gibi biyomolekiillere yiliksek diizeyde zarar vermektedir. Her iki reaksiyonda da
biyomolekiillere verilen hasar nekroz, apoptoz veya otofaji ile sonuglanan timor
hiicrelerinin 6liimii, vaskiiler tahribat sonrasi olugan tiimor iskemisi ve tiimdr antijenlerine
karst immiin yanitin olusturulmasini tetikler. Tip I ve Tip Il reaksiyonlar ayni1 anda meydana
gelebilmekte ve bu stireclerin gergeklesme sikligi kullanilan fotosensitizerin tiiriine, substrat

ve oksijen konsantrasyonlarina bagl olarak degismektedir (23, 46, 58).

ROS
Singlet uyarilmis hal Triplet hal
N 7N 7 X C:—“\I Sitotoksik tiirler
[ [ ] r —— 1 ) b
._.\PS/, I\PS /“ Sistemler ,\PS )
~— " arasi gecis —v’<
ST \" .. Singlet oksijen
Floresans g donisiim \'/F‘Sr ) o"(uyarﬂm1s hal)
v / Singlet oksijen
| (temel halg
v
¢CEE Istk Ist TN
:/ PS‘\E Fosforcsans| 1 pst)
J osforesans |
N o/ N
/" Temel elektronik hal .
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Uyarict 1s1k

Sekil 2. PDT'nin fotofiziksel ve fotokimyasal mekanizmalar1 (Robertson’dan, 59)

2.3. Fotosensitizer Maddeler

PDT’deki temel unsurlardan biri, belirli dalga boylarindaki 15181 absorbe ederek
singlet oksijen ve ROS olusturan reaksiyonlar: tetikleyen fotosensitizer maddelerdir.
Aragtirmacilar, PDT tedavisi i¢in onaylanmis ilk fotosensitizer olan Photofrin’in ardindan
daha verimli fotosensitizerlerin sentezlenmesi i¢in ¢caligmalara devam etmektedir. Ideal bir
fotosensitizerin; yliksek diizeyde kimyasal saflik, oda sicakliginda stabilite, kolay

sentezlenebilirlik, yalnizca belirli bir dalga boyunda aktiflesme, karanlik kosullarda
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minimum sitotoksisite, viicut dokularinda kolay ¢oziiniirliikk, neoplastik dokular i¢in yliksek
secicilik ve yiiksek fotokimyasal reaktivite gosterebilme gibi 6zelliklere sahip olmasi istenir.
Fotosensitizerlerin maksimum 151k absorpsiyonu 600-800 nm dalga boylar1 arasinda
olmalidir. 800 nm'nin {izerinde bir dalga boyundaki 15181n absorbe edilmesi, singlet oksijen

ve diger reaktif oksijen tlirlerinin iiretimini uyarmak i¢in gerekli enerjiyi saglayamaz (53).

Birinci nesil fotosensitizerler olarak bilinen hematoporfirin ve Photofrin yillar iginde
farkli kanser tiirleri iizerinde calisilmis olsa da diisiik kimyasal safliklari, kirmizi 1s1k
bolgesindeki diisiik absorpsiyon nedeniyle zayif doku penetrasyonu, tiimor hiicrelerine
gosterdikleri zayif segicilik ve 1s18a duyarliligin uzun siire devam etmesi nedeniyle beklenen
etkiyi gosterememistir (58, 60). Birinci nesil fotosensitizerlerin gelistirilmesi ile yiiksek
kimyasal safliga sahip, daha uzun dalga boyunu absorbe edebilen, karanlik sitotoksisitesi
diisiik ve singlet oksijen {iiretiminde daha yiiksek verimlilige sahip olan ikinci nesil
fotosensitizerler ortaya cikmistir. Ikinci nesil fotosensitizerlerin dezavantaji intravendz
uygulamalarda 6nemli 6lglide siirlayici bir faktor olan sudaki zayif ¢oziiniirliikleridir (53,
58). Bu nedenle, ikinci nesil fotosensitizerlerin kimyasal karakteristiklerinde yapilan
degisiklikler sonucu, timdr dokusuna yiiksek afinite gosteren fakat saglikli dokularda yogun
bir sekilde birikim yapmayan ti¢lincii nesil fotosensitizerler ortaya ¢ikmistir (53). Tiimor
hiicrelerindeki yliksek metabolik aktivite, vaskiiler sizinti, lenfatik drenaj eksikligi, artmis
LDL ekspresyonu ve azalmig pH, bu fotosensitizerlerin tiimoral dokularda segici olarak
birikmesini saglayarak, saglikli hiicrelerde yiiksek diizeyde bir tahribata neden olmadan
kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesine yol acar (52, 61). Bunun yani sira, farkli nano molekiiller
ile kompleks haline getirilerek singlet oksijen ve ROS olusturma kapasitelerinin artirilmast,

bu fotosensitizerlerin sitotoksik verimini oldukga yiikseltmektedir (62).

Glinlimiizde arastirilmakta olan pek ¢ok fotosensitizer, hiicrenin farkli kisimlarinda
birikim gostermektedir. Bu nedenle, fotosensitizer molekiillerin membran afinitesi, timor
dokusundaki lokalizasyonlar1 agisindan 6nemlidir. Bir fotosensitizerin membran afinitesi,
amfifilik karakteri tarafindan belirlenir. Amfifilik 6zellikler, molekiiliin ¢esitli
pozisyonlarinda ¢oziiciiyle bagimsiz olarak etkilesime giren hidrofilik ve hidrofobik
gruplarin mevcudiyeti ile tanimlanir. Amfifilik molekiiller, biri su gibi polar ¢oziiciiler igin
yuksek bir afiniteye sahip olan, digeri ise hidrokarbonlar, eterler ve esterler gibi polar
olmayan c¢oziiciilere gii¢lii afinite gosteren iki ayr1 kovalent bagh bilesen icerir. Hidrofilik

kisim suda ¢Ozilinlir hale getirilerek ilag verilmesini kolaylastirirken, hidrofobik kisim



molekiiliin hiicreye girisini ve birikmesini kolaylastirir. Bunun yani sira, amfifilik 6zelligi
diisiik olan fotosensitizerlerde gozlenen agregasyon, molekiillerin triplet yar1 Omriinii
kisaltmakta ve singlet oksijen kuantum verimini azaltmaktadir. Bu nedenle, amfifilik
fotosensitizerler hidrofobik veya hidrofilik fotosensitizerlere kiyasla daha yiiksek bir

fotodinamik aktiviteye sahiptir (52, 63-68).
2.3.1. Ftalosiyaninler

Klinik kanser tedavisinde kullanilmak iizere FDA tarafindan onaylanmis olan
Photoftrin gibi porfirin bazli fotosensitizerlerin ¢ogu, neden olduklar1 deri fototoksisitesi
nedeniyle ftalosiyanin sistemlerinin gelistirilmesine yol agcmustir (69). Ftalosiyaninler,
nitrojen atomlar1 ile baglanan dort izoindol biriminden olusan aromatik makro halkali
bilesiklerdir. Kisa dalga boyu araligindaki (400-600 nm) 1s181 giiglii bir sekilde absorbe
etmedikleri icin glines 1s1gma bagh fototoksisite riskini barindirmazlar (70).
Ftalosiyaninlerin uzun dalga boyundaki absorpsiyonlar1 (600-800 nm) nedeniyle diisiik
dozlarda kullanilsalar da yiizeysel ve derin yerlesimli tiimorleri yok edebilme kabiliyetleri,
PDT c¢alismalarinda bu bilesikleri 6n plana ¢ikarmaktadir (71-74). Ayrica, ftalosiyaninlerin
makro halka yapisi, merkezi boslukta silisyum, ¢inko, aliiminyum gibi pek ¢ok metal
iyonunu barindirabilmektedir. Merkezi metal iyonlarindan kaynaklanan yiiksek triplet ve
singlet oksijen kuantum verimleri, ftalosiyaninleri PDT i¢in ideal fotosensitizerler haline
getirmektedir (75).

2.3.2. Schiff Bazlar

Tip, eczacilik, kimya ve endiistri alanlarinda yaygin bir kullanimi olan Schiff bazlari,
ilk olarak 1864 yilinda Alman kimyager Hugo Schiff tarafindan literatiire kazandirilmistir.
Schiff bazlari; aminlerin, aldehit veya ketonlar ile belirli kosullar altindaki kimyasal
reaksiyonunun {irlinleri olarak tanimlanmaktadir. Yapisal olarak, aldehit ve ketonlardaki
C=0 grubu oksijeninin, tepkime sonucu nitrojen ile yer degistirmesini ve bir su
molekiiliiniin agi1ga ¢ikmasini igerir. Aldehit ile tepkimesi sonucu azometin bagi olusurken,

keton ile tepkimesi sonucu imin bagi olugsmaktadir (76).

Schiff bazlarmin olusumu, iki ana basamak ile ger¢eklesmektedir. Aminlerin
karbonil bilesikleri ile reaksiyonu sonucu, ilk etapta bir karbonilamin ara bilesigi olusur.
Elde edilen bu bilesik kararsizdir ve dehidrasyon ile su molekiiliinii kaybederek Schiff bazini
olusturur (Sekil 3).
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Sekil 3. Schiff bazlarinin sentez semasi (Anis’ten, 77)

Ligand olarak kullanilabilecegi ilk kez Pfeiffer tarafindan gosterilen Schiff bazlarinin
metalik tiirevleri antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antitimoral olarak biyolojik
sistemlerde uygulanabilirlige sahiptir. Schiff bazlari, diisiik pH'da daha hizli hidrolize
olabilen bir bag yapisina sahiptir. Kanser hiicrelerinin, ¢evre dokulardaki hiicrelere kiyasla
daha diisiik pH degerine sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, Schiff bazlar1 kullanilarak
pH'ya duyarh ilag¢ tasima araglarinin tasarimi, kanserde tedavi verimliligini artirmaktadir.
Caligsmalar, kiigiik molekiiller olmasina ragmen farkli biyolojik aktivitelere sahip olan Schiff
bazlarinin, ¢esitli malign tiimorlere karsi sitotoksik ajan olarak kullanilabilecegini ve
komplekste bulunan metal iyonlariin, bilesigin etkinligi iizerinde 6nemli bir role sahip
oldugunu bildirmektedir (78-88).

Schiff bazlariin antitiimoral etkileri, PDT’deki kullanim alaninin temelini olusturur
(76, 89). Ozellikle ftalosiyaninlerin ¢ok yonlii kimyasal yapilarinin bir sonucu olarak Schiff
baz1 tiirevlerinin ftalosiyanin halkasina doniistiiriilmesi, kontrollii supramolekiiler yapilarin
olusumunu saglayarak bilesigin islevselligini ve uygulanabilirligini artirir (90, 91). Bu
baglamda, farkli metal merkezli Schiff baz1 ligand sistemlerine sahip ftalosiyaninlerin,
PDT’de etkili birer anti kanser ajan olarak kullanilmas1 i¢in tiim gereksinimleri karsiladig:
diistiniilmektedir (76, 89, 92-94). Schiff bazlarmin farkli gruplarla kompleks haline getirilen
tirevlerinin fotosensitizer olarak kullanildigt ve PDT aracilifiyla farkli kanser tiirleri
tizerinde sitotoksik ve antitiimoral etkiler olusturdugu literatiirdeki calismalar ile

gosterilmistir (94-97).



2.4. Isik Kaynag

PDT'nin ana bilesenlerinden biri, fotosensitizer molekiilleri etkinlestiren 1siktir.
Kullanilmas1 gereken dalga boyu, fotosensitizerin elektron absorpsiyon spektrumuna gore
degismektedir. PDT'nin etkinligi, 151k penetrasyon derinligine baghdir. PDT de genellikle
“terapotik pencere” olarak adlandirilan 600-800 nm dalga boylar1 arasindaki 1sik kullanilir.
Bu dalga boylar1 araliginda derin dokulara penetrasyon saglanir, ROS ve singlet oksijen
tretimi gerceklesir (Sekil 4). Daha kisa dalga boylar1 derin dokulara niifuz edemez, daha

uzun dalga boylari ise diisiik enerjiye sahip oldugundan singlet oksijen tiretemez (49, 98).

Blue light: 400-470nm

Red ligth: 630-700nm

 Yellow ligth: about 540nm
ar infrared light: 700-1200nm

Stratum corneum

Epidermis

Dermis

Subcutaneous tissue

Sekil 4. Farkli dalga boylarindaki 151 dokulardaki yayilimi (Sorbellini’den, 99)

Dermatolojik uygulamalarda gerekli olan genis aydinlatma alani, diisiikk maliyet ve
kolay kullanim nedeniyle lazer olmayan 1s1k kaynaklar1 tercih edilmektedir. Derin yerlesmis
timorlere erisimde ve dokuya penetrasyonu artirmada, yiizey dokularini asabilen yiiksek
enerjili lazerler gereklidir. Lazerler akciger, mesane ve bagirsak gibi erisimi zor olan
bolgelere ulasmak ve sagilimdan kaynaklanan 1s1k kaybini azaltmak icin bir veya daha fazla

fiber optik cihaza baglanabilir. Fiber optik ve mikroendoskopik teknolojideki gelismeler
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nedeniyle, interstisyel, endoskopik, intraoperatif veya laparoskopik 1sik dagitim sistemleri

ile PDT uygulamalar ger¢eklestirilmektedir (16, 58, 100, 101).
2.5. PDT ile Uyarilan Hiicre Oliimii

Hiicre oOliimii, anormal veya hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasiyla doku
homeostazini saglayan temel bir biyolojik siirectir. PDT nin, apoptotik ve apoptotik olmayan
(nekroz veya otofaji gibi) yollarla iligkili farkli hiicresel sinyal yolaklarini tetikleyerek
kanser hiicrelerini 6ldiirdigii bilinmektedir (50). Bunun yani sira, kanser hiicrelerine besin
ve oksijen saglayan vaskiiler sisteme zarar vererek kanser hiicrelerinin migrasyon
kapasitelerini de kisitlamaktadir (102, 103). PDT'nin hiicrelerde olusturdugu sitotoksik
yanitlar, kullanilan fotosensitizerin biyokimyasal 6zelliklerine ve konsantrasyonuna, 1sik
kaynag1 ve 1sinlanma kosullarina, tedavi edilen hiicrelerin genotipi ve oksijen seviyeleri gibi

bazi deneysel kosullara bagli olarak degiskenlik gostermektedir (58).
2.5.1. Apoptoz

Programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptoz, kanser tedavilerinin birincil hedefidir
ve PDT calismalarinda siklikla karsilagilan bir hiicre 6liim mekanizmasidir. PDT'nin ¢esitli
antiapoptotik proteinlerin foto hasarini indiikledigi ve proapoptotik proteinleri aktive ettigi
bilinmektedir (104-110). PDT, fotosensitizerin hiicre i¢i lokalizasyonuna bagli olarak farkli
apoptotik yolaklari tetikleyebilir. PDT indiiklii apoptoz, 6liim reseptorlerinin aktivasyonu ile

(hiicre dis1 yolak) ya da sitokrom c¢'nin mitokondriyal salinimi yoluyla (hiicre i¢i yolak)

baslatilabilir (111-115).

Hiicre dis1 yolak, 6liim ligandlarinin (FasL, TRAIL vb.) hiicre ylizeyinde bulunan
oliim reseptorlerine (Fas, TRAIL reseptorii vb.) baglanmasiyla tetiklenir. Oliim reseptorleri
bir araya gelerek 6liim indiikleyici sinyallesme kompleksini (DISC) olusturur ve baslatici
kaspaz olan prokaspaz 8’1 aktiflestirir. Hiicre ici yolakta ise mitokondri kritik bir rol alir.
Oliim uyaranlar;, farkli sinyal yolaklarm aktive ederek mitokondriyal membran
potansiyelinin degismesine neden olur. Mitokondriyal zarin gecirgenlesmesi ile
intermitokondriyal membran boslugunda depolanan sitokrom c gibi proapoptotik
molekiillerin sitozolik salinimi gergeklesir. Serbest kalan sitokrom c, apoptotik proteaz
aktive edici faktore (Apaf-1) baglanir. Bu kompleks prokaspaz 9 ile bir araya gelerek
apoptozomu olusturur. Nihayetinde hem hiicre dis1 hem de hiicre i¢i yolakta kaspaz 3, 6 ve

7 gibi efektor kaspazlar aktiflesir ve hiicresel substratlar pargalar (58, 116-120) (Sekil 5).
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Sekil 5. Apoptotik yolaklar ve iliskili hiicresel yapilar (Dasgupta’dan, 118)

Apoptozun gergeklesmesinde dnemli bir fonksiyona sahip olan kaspazlar, korunmus
bir sistein proteaz ailesi tyeleridir. Kaspazlar, katalitik olarak inaktif zimojenlerdir ve
apoptoz sirasinda proteolitik aktivasyona girerler. Efektor kaspazlarin (kaspaz 3, 6 veya 7
gibi) aktivasyonu, baslatici kaspazlar (kaspaz 8 wveya kaspaz 9 gibi) tarafindan
gerceklestirilir. Aktiflesen kaspazlar asagi yonlii bir kaspaz kaskadi olusturarak hiicresel
substratlarin boliinmesi ile apoptozu tesvik eder. Bu sekilde, hiicresel bilesenlerin kontrollii
yikimina izin veren bir sinyal kaskadi ortaya cikar ve hiicre 6liimii gerceklesir. Apoptotik
hiicrelerde, hiicre zarmin i¢ yapragindaki fosfatidilserinlerin dis yapraga gecisiyle,
fagositlerin hiicreleri yutmasini saglayan "beni ye" sinyali ortaya ¢ikar (121). Bu sayede,
6len hiicrelerin paketlenmesi ve fagositler tarafindan yutulmasi saglanarak ¢evre doku 6lii

hiicrelerden temizlenir (122).

PDT indiiklii apoptotik mekanizmalarin bir kismi, kullanilan fotosensitizerin
kimyasal yapis1 ve ¢alisilan hiicrelerin genetik ¢esitliligi gibi nedenlerle kaspaz bagimsiz bir
sekilde gerceklesebilir (123, 124). Kaspaz bagimsiz apoptozda, apoptoz indiikleyici faktor
(AIF) ve endoniikleaz G (Endo G) gibi kaspaz bagimsiz hiicre oliimii efektorlerinin
mitokondriden salinimi ger¢eklesmektedir. PDT nin 6zellikle oksidatif stres veya ER stresi
olusturdugu durumlarda etkinlesen bu Oliim efektorleri, mitokondriyal membran
gecirgenliginin de artmasi ile niikleusa taginir. Hiicrede bir kaspaz kaskadi aktiflesmeden

gerceklesen bu  translokasyonun ardindan kromatin kondenzasyonu ve DNA
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fragmentasyonu gergeklesir. Literatiirdeki PDT c¢alismalarindan elde edilen bilgiler
dogrultusunda, ozellikle AIF'nin ¢esitli fotosensitizerler tarafindan aktive edilebilecegi

bilinmektedir (58, 125-128).

PDT ile aktive edilen kaspaz bagimli ve bagimsiz mekanizmalarin deneysel
kosullara, kullanilan fotosensitizerin fotofiziksel 6zelliklerine ve ¢alisilan hiicre tipine bagh
olarak hem ayri zamanlarda hem de ayni anda aktiflestirilmesi miimkiindiir. Bu nedenle,

PDT'nin neden oldugu apoptotik hiicre 6liimiinlin multifaktoriyel oldugu diisiiniilmektedir
(106, 129, 130).

2.5.2. Otofaji

Otofaji, gelisim ve homeostazda 6nemli bir rol oynayan, hiicresel {iriinlerin sentezi,
bozunmasi ve geri doniistimii arasinda denge saglanmasina izin veren, temelde hayatta
kalma yanlis1 olan katabolik bir hiicresel geri doniisiim mekanizmasidir (131-135). Besin
yoksunlugu ¢eken hiicrelerde protein sentezi i¢in yapi taglari saglamak {izere aktive edilen
otofaji, ayn1 zamanda yanlis katlanmis veya kiimelenmis proteinleri ya da hasarli organelleri

(endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi) pargalamak igin kullanilir (136, 137).

Otofaji, hiicresel substratlarin lizozomal par¢alanmasini igeren bir siirectir. Otofajik
stire¢ genel olarak ti¢ farkli mekanizma ile siirdiiriiliir. Makro otofajide, otofagozom adi
verilen bir ¢ift membranli yap1 hedef bolgeyi cevreler ve igerigini sitoplazmanin geri
kalanindan ayiran bir vezikiil olusturur. Bu vezikiil lizozoma taginarak otofagolizozomlari
olusturur. Otofagolizozomlarin igerigindeki hiicresel bilesenler asidik lizozomal hidrolazlar
tarafindan pargalanir. Mikro otofajide, hiicresel bilesenler lizozomal zarda olusan bir girinti
ile lizozom tarafindan dogrudan yutulur. Saperon aracili otofajide ise belirli peptid dizilerine

sahip sitozolik proteinler, reseptor aracili bir sinyalle segici olarak lizozoma tagimir (138-

140).

Otofaji ile iliskilendirilen hastaliklardan biri kanserdir. Otofajinin diizenlenmesinde
kritik bir rolii olan Beclin-1, ilk asamalarda timdr biiylimesini baskilasa da tiimdral yapi
agresif bir sekilde biiylimeye devam ettikge, otofajik mekanizmanin bu yapiya hayatta
kalmas igin ihtiya¢ duydugu enerjiyi saglamaya calistig1 tespit edilmistir (141). Ek olarak,
otofajinin apoptotik yollar1 bloke ettigi ve bdylece kanser hiicrelerini kemoterapi,
radyoterapi ve c¢esitli hedefe yonelik anti kanser tedavilerden korumaya calistig
gosterilmistir (141-144). Buna ragmen, Kkontrolsiiz veya bozulmus otofaji, sitoplazmik
materyalin toplu halde bozunmasi yoluyla hiicre 6liimiine neden olur (145-147).
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PDT’nin otofaji ile iligkisi tam olarak anlagilmamis olsa da oksidatif hasarin
derecesine bagli olarak otofajinin sonuglari degiskenlik gostermekte, koruyucu bir
mekanizma seklinde veya otofajik hiicre oliimii seklinde goriilebilmektedir (148-151).
Otofaji her seyden Once bir hayatta kalma mekanizmasidir. PDT ile tetiklenen otofaji,
hiicrelerin oksidatif stresle basa ¢ikma ve hayatta kalmaya yonelik son girisimi olmasi
acisindan hiicre 6limii sinyallerini inhibe etmeye ve tedaviye diren¢ gosterilmesine katkida
bulunabilir. PDT’nin, AMPK yolagim1 yukar1 yonlii diizenleyerek veya AKT-mTOR
yolagin1 baskilayarak makro otofajiyi aktiflestirebilecegi bildirilmistir. Ek olarak, PDT
sonucu olusan hiicresel foto oksidasyon neticesinde otofajik mekanizmanin NFkB, MAPK
ve HIF1a aracili olarak transkripsyonel seviyede diizenlendigi bilgisi literatiirde mevcuttur.
Bununla birlikte; PDT’ye maruz kalma siiresi, kullanilan fotosensitizerin fizikokimyasal
yapist ve uygulama dozu, hedef organeller veya caligilan hiicre tipleri gibi farkli deneysel
kosullarda, otofajinin bir 6liim yolagi olarak devreye girdigi durumlar da goriilmektedir. Son
raporlar, PDT indiiklii foto stresin ERK/CHOP/AKT/mTOR sinyallesmesi araciligiyla
otofajik hiicre 6limiinii diizenleyebilecegini gostermektedir (152). Bax ve Bak gibi bazi
proapoptotik faktdrlerden yoksun olan kanser hiicrelerinde de PDT indiiklii otofajik hiicre

oliimi goriilmustiir (153-155).
2.5.3. Nekroz

Nekroz; piknotik niikleus, sitoplazmik sisme, sitoplazmik zarlarin ve organellerin
asamal1 olarak parcalanmasi ile karakterize bir hiicre dliimiidiir. ATP'nin hizli bir sekilde
tikenmesi ve biyoenerjetik mekanizmalarin bozulmasi nedeniyle hiicrenin metabolik
yetmezlige girmesi primer nekroza neden olmaktadir. (156). Primer nekroza ilaveten,
apoptotik hiicrelerin fagositler tarafindan basarili bir sekilde ortadan kaldirilamadigi
durumlarda, hiicre zarinin gegirgen hale geldigi ve apoptozun alternatif bir sonucu olarak ele
alinabilen sekonder nekroz (ge¢ apoptoz) goriilmektedir (157, 158). Sekonder nekroz;
sitoplazmik sisme, membranlarin gegirgen hale gelmesi ve hiicre i¢i bilesenlerin salinimi
dahil olmak tizere programlanmis nekrozla ortiisen bazi 6zellikler gosterse de, primer

nekrozdan daha az immiinojenik oldugu diisiiniilmektedir (156, 159).

PDT'nin neden oldugu hiicresel nekrozu inceleyen az sayida calisma olsa da
ilgilenilen hiicre tipi, apoptoz mekanizmasmin varligi veya yoklugu, kullanilan
fotosensitizerin hiicre i¢i lokalizasyonu, fotosensitizeri aktive etmek i¢in uygulanan 1s1k

dozu gibi faktorlerin 6nemli birer etken oldugu bilinmektedir (125). Yiiksek dozdaki
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fotosensitizer konsantrasyonu, yliksek 1s1k akist ya da her ikisinin ayni anda kullanilmasinin
nekrotik hiicre 6liimiine egilimi artirdig1, daha diisiik dozlarda uygulanan PDT nin hiicreleri
apoptotik oliime daha yatkin hale getirdigi diisiiniilmektedir (131). Hiicredeki antioksidan
enzimlerin yikilmasia neden olacak diizeyde ROS olusumu, PDT indiiklii nekrozun ana
nedenidir. Hiicre zarinda lokalize olan fotosensitizerler kullanildiginda olusan zar
biitlinliigiintin kayb1 ve hiicre ici ATP'min hizli bir sekilde tiikenmesi, apoptotik hiicre
Oliimiinden nekrotik hiicre oliimiine gegisi tetikleyebilir (125, 160). PDT'nin yiiksek
dozlarinin, kaspazlar gibi apoptotik kaskadin temel bilesenlerini fotokimyasal olarak
inaktive etmesi de miimkiindiir (161). Bunlarin yani1 sira, PDT sirasinda iiretilen ROS dahil
cesitli faktorler, aynm hiicre popiilasyonunda hem apoptozu hem de nekrozu tetikleyebilir

(162).

Nekroz, uzun yillar boyunca belirli bir mekanizmaya dayanmayan tesadiifi bir hiicre
oliim sekli olarak kabul edilse de son yillarda elde edilen veriler dogrultusunda, nekroptoz
adi verilen 6zellesmis ve programlanabilen bir hiicre 6liimii tanimlanmis ve apoptoz ile bazi
diizenleyici yolaklar1 (6liim reseptorleri sinyallesmesi gibi) paylasabilecegi belirtilmistir
(58, 163-166). Normal doku yenilenmesi ve bagisiklik tepkisi sirasinda gozlenen nekroz
ornekleri bu durumu destekler. Buna ragmen, PDT'yi takiben programlanmis nekrotik hiicre
Oliimiine aracilik eden bir biyokimyasal yolak heniiz tanimlanmamistir. Nekroptozun
ayrintili bir sekilde anlasilmasiyla, PDT basta olmak tizere gelecekteki tedavi stratejilerinde

onemli bir hedef mekanizma olarak kullanilabilecegi diigiiniilmektedir (136).
2.6. Poli (ADP Riboz) Polimeraz (PARP) ve PDT Iliskisi

PARP ailesi, ADP ribozunun hedef proteinlere transferini katalize eden (poli ADP-
ribozilasyon) bir enzim ailesidir. PARP’larin temel gorevi, DNA hasarimin olustugu
durumlarda aktifleserek DNA tamirine katilmaktir (167-169). En iyi tanimlanmig PARP
izoformlar1 olan PARP1 ve PARP2'nin, DNA tamirinin yani sira hiicre proliferasyonu ve
hiicre oliimii dahil birgok hiicresel siirecte 6nemli rolleri olduguna dair bilimsel veriler

mevcuttur (169, 170).

DNA lezyonlarimin hiicrelerdeki PARP seviyelerinde dnemli bir artisa neden oldugu
bilinmektedir (171). PARP, esas olarak baz eksizyon onariminin (BER) gergeklesmesini
saglayarak DNA’daki tek zincir kiriklarina yanit veren BER kompleksinin bir bilesenidir
(172). Ozellikle PARP1in tek zincir ve cift zincir kiriklarinda aktifleserek hem baz eksizyon
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hem de niikleotid eksizyon onariminda rol aldig1 gosterilmistir (173). DNA hasarina neden

olan ajanlar ve radyasyon benzeri isimalar PARP1’1 uyarmaktadir (170, 174).

PARP1, DNA'daki hasar onarimini tamamlamak i¢in ATP ve NAD+'ye ihtiyag
duyar. DNA’s1 ciddi sekilde hasar gormiis hiicreler, yliksek NAD+ tiiketimiyle sonuglanan
ve ATP havuzlarmi tiilketen PARP1 aktivitesine sahiptir. Bu yiiksek diizeydeki PARP1
aktivasyonu devam ederse, hiicredeki ATP yoksunlugu nedeniyle partanatoz olarak bilinen
bir tiir diizenlenmis nekroz mekanizmasi goriiliir (175-177). PARP bagimli hiicre 6liimii
olarak da isimlendirilen bu hiicre 6limiinde, ultraviyole 1simmlama (UV-IR), alkile edici
ajanlar ya da ROS olusumu gibi DNA hasar1 olusturan uyaricilar PARP1 hiperaktivasyonuna
neden olur. Bu hiperaktivasyon, mitokondriyal membran potansiyeli kaybi nedeniyle AIF
salimimini tetikler (178-180). Mitokondri dis zarindan salinan AIF, DNA kiriklarina neden
olabilir ve AIF aracili DNA degradasyonu, PARP'lar1 daha fazla aktive ederek bir kisir
dongii baslatabilir (181). Tiim bu siiregler, PARP1'in kaspazlar (¢ogunlukla kaspaz 3 ve
kaspaz 7) tarafindan hizla kesilerek inaktive edilmesi ile tersine ¢evrilebilir. Hiicre ATP ve
NAD+’1n yoksunluguna girmeden once aktiflesen kaspazlar, PARP1’1 keserek inaktive eder
(175, 182). PARP1'lerin apoptoz aktivasyonu nedeniyle kaspazlar tarafindan kesilmesi,
apoptotik hiicre 6liimiiniin erken evresinin bir belirteci olarak gdsterilmektedir. Bu durum,
hiicredeki ATP’nin asir1 PARP aktivasyonu yoluyla tiikenmesini dnleyerek hiicresel ATP'y1
korur. ATP'nin bu yolla korunmasi ise apoptoz igin gereken enerjiyi saglamis olur (183,
184). Daha 6nce yapilmis bazi ¢alismalar kaspaz direngli PARP ekspresyonunun oldugu
fibroblastlarda, NAD+ ve ATP'min devamli tiikkenmesi sonucu nekrotik hiicre liimiiniin
gerceklestigini gostermistir (182). PARP1 ekspresyonu inhibe edilmis farelerden elde edilen
fibroblastlarin ise ATP yoksunlugu yasamadig1 ve nekrotik hiicre 6liimiine kars1 korundugu,

bu hiicrelerde apoptotik hiicre 6liimiiniin gergeklestigi rapor edilmistir (177, 182).

Kanser hiicrelerindeki ROS olusumu, DNA’da tek zincir ve ¢ift zincir kiriklarina
bagh hasarlar1 indiiklemekte fakat asir1 ROS iiretiminin hiicre Oliimiine yol agtig1
bilinmektedir (185, 186). PARP inhibisyonunun anti kanser tedavi yaklasimlarina bu agidan
olumlu katkis1 olacagi lizerinde durulmaktadir. DNA’daki zincir kiriklarini algilayan ve
onarimini diizenleyen bir protein olan PARP, oksidatif DNA hasarina kars1 gelisen hiicresel
yanitta 6nemli bir rol oynar (187-189). PARP inhibe edildiginde oksidatif DNA hasarinda
gerceklesen artisin, mevcut hasarin  tamir edilememesinden kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir (190). PARP inhibitorleri ile kombinasyon halinde kullanilan kemoterapi
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ve radyoterapide tedavi yanitinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (191-193).
PARP’larin inhibe edilmesi, bu tedavi yaklagimlarinda hiicreler tizerindeki sitotoksik etkileri
artirmistir (170, 174). PDT nin temel isleyis mekanizmasi hiicre i¢indeki singlet oksijen ve
ROS seviyelerini artirarak hiicre oliimiinii tesvik etmeye yoneliktir (194). Kullanilan
fotosensitizerlerin cogu mitokondri, lizozom veya endoplazmik retikulum dahil olmak tizere
diger hiicre i¢i membranlara baglanmaktadir. Ozellikle mitokondriye lokalize olan
fotosensitizerlerin aktivasyonu, mitokondriyal membran potansiyelinin depolarizasyonuna
ve sitokrom c¢ salinimina neden olur. Bunun sonucunda aktiflesen kaspazlarin hedefinde ise
PARP proteinleri bulunmaktadir. PDT esnasinda hizla olusan yiiksek seviyedeki ROS, hiicre
6liim uyarisinin verilmesi ve PARP’larin inaktive edilmesiyle basarili bir hiicre 6liimiiniin

gergeklesmesini saglamaktadir. (191, 194, 195).
2.7. Fotosensitizer Maddelerin Sentezine Yonelik On Veriler

Caligsmada kullanilan aminofenoltiyoetanol ¢evreli orijinal fotosensitizer maddelerin
sentezi, Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii, Anorganik Kimya

Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir.

Fotosensitizerlerin sentezlenmesi igin, 5-bromo-2-hidroksibenzaldehit (1a) ve 2-
hidroksi-5-nitrobenzaldehit (1b) bilesikleri ticari olarak satin alinmistir. 4-bromo-2-[({2-[(2-
hidroksietil)tio]fenil}imino)metil]fenol (2 nolu bilesik) literatiirde belirtildigi sekilde
cogaltilmigtir (196). 2 nolu bilesigin, 1a ve 1b ile kuru etanol ve katalizor olarak asetik asit
ortaminda ayr1 ayri kaynatilmasiyla 3a ve 3b bilesikleri elde edilmistir. Amfifilik 6zellikteki
aminofenoltiyoetanol ¢evreli Schiff bazlari olan SA ve 5B, ¢oziicii olarak kullanilan kuru
toluen icerisinde, NaH varliginda, SiPcClz ile (4 nolu bilesik) ve kaynama sicakliginda (N2
atmosferinde) iki giin 1sitilarak elde edilmistir (Sekil 6, Sekil 7).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Hiicre Hatlan

Calismada, meme kanseri hiicre hatlar1t MCF-7 (ATCC® HTB-22™), MDA-MB-
231 (ATCC® HTB-26™) ve normal meme hiicre hattt MCF-10A (ATCC® CRL-10317™)

kullanilmigtir. Tiim hiicre hatlar1 tez danigmaninin hiicre koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.2. Kimyasallar

2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H.-DCFDA) Sigma, D6883

Bovin serum albiimin (BSA)

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Etanol

Fetal bovin serum (FBS)

Fosfat tamponlu salin (PBS)
Hidroklorik asit

Hidrokortizon

Horse serum

Insan epidermal biiyiime faktor (hREGF)
Insiilin

Klorotoksin

Kristal viyolet soliisyonu

Metanol

Penisilin/streptomisin (pen/strep)
Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT)
Tripsin-EDTA

3.1.3. Kitler

Alexa Fluor 647 mouse anti-cleaved PARP
Matrigel basement membrane matrix

PE-Annexin V apoptosis detection Kit |
TMRE-mitochondrial membrane potential assay kit
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Amresco, 0332

Sigma, 41640

Merck, 1.00983.2500
Gibco, 10500064

Gibco, 14190144

Merck, 1.00317.2500
Sigma, H 0888

Thermo, 16050130
Thermo, PHG0313

Sigma, 19278

Sigma, C8052

Sigma, HT90132

Merck, 1.06009.2500
Biological Industries, 0331
AppliChem, A2231
Biological Industries, 741152

BD Biosciences, 558710
Corning, 356234

BD Biosciences, 559763
Abcam, ab113852



3.1.4. Sarf Malzemeler

Enjektor (5 ve 10 mL)

Ependorf tiipler (1.5 mL)

Falkon tiipler (15 ve 50 mL)
Flask (25 cm? T25 ve 75 cm? T75)
Pastor pipet

Pipet ucu (10, 200, 1000 uL)
Pleyt (6, 24 ve 96 kuyucuklu)
Serolojik pipet (5, 10 ve 25 mL)

Transwell membran insert (8.0 uM)
3.1.5. Cihazlar

Buzdolabi (+4 °C)

Buz makinesi

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-86 °C)
Distile su cihazi

ELISA pleyt okuyucu
Etiiv

Florometre

Flow sitometri

Hassas terazi

Invert mikroskop

Klas Il steril kabin
Konfokal mikroskop
Mikrosantrifiij
Semikondiiktor lazer

S1v1 azot tanki

Sogutmali yiiksek devirli santrifij
Su banyosu

Vorteks

Yiiksek Devirli Santrifiij
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Ayset, Tiirkiye
Greiner, Almanya
Nest, Cin

Greiner, Almanya
Isolab, Almanya
Axygene, Almanya
Greiner, Almanya
Greiner, Almanya
Corning, ABD

Arcelik, Tiirkiye
Scottman, Ingiltere
Bosch, Tirkiye

Thermo, ABD

GFL 2004, Almanya
Eppendorf, Almanya
Heraeus, Almanya
Molecular Devices, ABD
BD, ABD

Ahaus, ABD

Nikon, Japonya

Metisafe, Tiirkiye

Leica, Almanya

Thermo | EC, ABD
LumaCare LC 122, ABD
Thermo Scientific, ABD
Eppendorf 5804, Almanya
Memmert, Almanya
Labinco L-46, Hollanda
Eppendorf 5810, Almanya



3.1.6. Soliisyonlar ve Besiyerleri

5A iceren Soliisyon

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

¢Oziildii (1 mM stok). Hazirlanan ¢6zelti oda 1si1sinda ve karanlikta muhafaza edildi.

5B iceren Soliisyon

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

¢Oziildii (1 mM stok). Hazirlanan ¢6zelti oda 1sisinda ve karanlikta muhataza edildi.

RPMI 1640 Besivyeri

44.5 mL RPMI 1640 besiyeri igerisine 5 mL FBS ve 0.5 mL pen/strep ilave edilerek
+4 °C’deki buzdolabinda muhafaza edildi.

DMEM/F12 Besiyeri

46.410 mL DMEM/F12 besiyerine; 2.5 mL horse serum, 500 pL pen/strep, 50 pL
insiilin, 25 pL hidrokortizon (I mg/mL stok), 10 uL hEGF (100 ug/mL stok) ve 5 uL
klorotoksin (1 mg/mL stok) ilave edildi. Hazirlanan besiyeri +4 “C’deki buzdolabinda

muhafaza edildi.

insan Epidermal Biiviime Faktorii (hEFG)

1 mL PBS igerisine 0.1 mg hEGF eklendi (100 pg/mL stok). +4 °C’deki

buzdolabinda muhafaza edildi.

Hidrokortizon

1 mL absolut alkol icerisine 1 mg hidrokortizon eklendi. Olusan ¢ozeltinin {izerine
19 mL DMEM/F12 besiyeri ilave edilerek 50 pg/mL hidrokortizon ve besiyeri karigimi
hazirlandi. +4 °C’deki buzdolabinda muhafaza edildi.

Klorotoksin

Liyofilize olarak satin alinan 1 mg klorotoksin, 1 mL steril su i¢erisine eklendi ve +4

°C’deki buzdolabinda muhafaza edildi.
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MTT Soliisyonu

Ticari olarak temin edilmis olan toz haldeki MTT den 0.1 g tartilarak 20 mL PBS
igerisinde ¢oziildi. Cozelti filtre edildi ve ependorf tiiplere aktarilarak alikotlandi. -20

°C’deki derin dondurucu dolapta muhafaza edildi.

HoDCFDA Soliisyonu

Ticari olarak satin alinmis ve molekiiler agirligi 487.29 g/mol olan toz haldeki
H2DCFDA’dan 5.8 mg tartilarak 2.97 mL DMSO igerisinde ¢ozildi (4 mM stok).

Hazirlanan ¢ozelti +4 ° C’deki buzdolabinda muhafaza edildi.
3.2. Yontem
3.2.1. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri %10 FBS ve %1 pen/strep iceren
RPMI 1640 besiyeri ile kiiltiire edilerek, 37 °C’de ve %5 COz igeren etiivde inkiibe edildi.
MCF-10A normal meme hiicreleri, son hacimde %35 horse serum, %1 pen/strep, 10 pg/mL
insiilin, 20 ng/mL hEGF, 0.5 ng/mL hidrokortizon ve 100 ng/mL klorotoksin igeren
DMEM/F12 besiyeri ile kiiltiire edilerek, 37 “C’de ve %5 COz2 igeren etiivde inkiibe edildi.

Hiicreler her giin mikroskobik olarak kontrol edildi ve flasktaki yogunluklar
incelendi. Hiicre kiiltiir flaskindaki yogunluk yaklasik %80°’e ulastiginda pasajlama islemleri
gerceklestirildi. Bunun i¢in, flasktaki besiyerinin tamami bir pipet ile ¢ekildi ve flaskin i¢
ylzeyi PBS ile temizlendi. PBS’nin flasktan uzaklastirilmasinin ardindan, hiicrelerin
tutundugu alan iizerine tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek 37 “C’deki etiivde yaklasik iki
dakika inkiibe edildi. Tripsin-EDTA yardimiyla flask yiizeyinden ayrilan hiicreler
mikroskopta kontrol edildi ve tripsinin etkisini bloke etmek iizere flask icerisine %10 FBS
igeren besiyeri ilave edildi. Ardindan, flask icerisinden bir pipet yardimiyla toplanan
hiicreler 15 mL falkon tiiplere aktarilarak, 1200 rpm’de bes dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant atild1 ve taze besiyeri ile slispanse edilen hiicreler yeni flasklara
aktarildi. Flasklar 37 “C’de %5 COz2 igeren etiive yerlestirildi ve hiicreler inkiibasyona
birakildi.

3.2.2. Hiicrelerin ikilenme Zamaninin Belirlenmesi

Tiim g¢aligma boyunca gerceklestirilecek analiz yontemlerinde belirleyici olmasi

acisindan hiicrelerin ikilenme zamanlari tespit edildi. Bunun igin, flasklarda kiiltiire edilen
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hiicreler tripsinize edilerek toplandi ve flow sitometri cihazinda sayim yapildi. Tiim hiicre
hatlar1 igin 24, 48, 72 ve 96. saatlerde sayilmak tlizere dort adet T75 flaska, her bir flaskta
1x108 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Ekimin yapildig1 ilk say1 (1x10%) 0. saat degeri
olarak kabul edildi. 24 saat sonunda, 24. saat analizi i¢in etiketlenmis olan flasktaki hiicreler
tripsinize edilerek sayildi ve bu seri 96 saat icin etiketlenen flasktaki hiicreler tripsinize
edilene kadar devam etti. Belirlenen hiicre sayilar1 ve inkiibasyon siireleri g6z ontine alinarak

bliytime egrileri ¢izildi ve ikilenme zamanlari belirlendi.
3.2.3. PDT Yontemi

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicreleri, deneysel analizlerin gerekliligine
uygun sekilde farkli pleytlere ekilerek 37 °C’deki etiivde 16 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan PBS ile yikanan hiicrelere farkli dozlarda (0.25-10 uM) 5A veya 5B

igeren besiyeri eklenerek ayni kosullardaki etiivde 16 saatlik inkiibasyona birakildi.

PDT gergeklestirilmeden Once, pleytin her kenarina, kosesine ve orta alanlarina
diisen 151k miktar1 bir 151k sensorii ile olgiildii. PDT’de kullanilmasi planlanan 151k dozuna
(10 j/cm?) uygun bicimde; “j/cm?>=mW.t (sn)” formiilii iizerinde, pleytlere 1sinlama
yapilacak zaman araligi hesaplandi. Etiivdeki inkiibasyon siiresi biten hiicreler,
semikondiiktor lazer araciligi ile 680 nm dalga boyundaki LED 1s1ga maruz birakildi.
Hiicreler, PDT uygulamasinin sona ermesiyle 37 °C’de %5 COzigeren etiive yerlestirildi ve
16 saat inkiibe edildi.

3.2.4. MTT Yontemi ile Hiicre Canhihigimmin Analizi

Calismada fotosensitizer olarak kullanilan 5A ve 5B’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve
MCF-10A hiicrelerinde canliliga olan etkisi MTT hiicre canlilik analizi ile incelendi.
Hiicreler 96 kuyucuklu pleytlere, her kuyuda yaklasik 7x102 hiicre olacak sekilde ekildi ve
hiicrelerin pleytlere tutunmast i¢in yaklagik 16 saat boyunca 37 “C’de %5 COz igeren etiivde
inkiibasyon gergeklestirildi. inkiibasyonun ardindan, hiicreler farkli dozlarda (0.25-10 pM)
5A ve 5B igeren taze besiyerleri ile ayr1 ayrt muamele edilerek 16 saat boyunca 37 "C’de %5
CO:z igeren etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde, hiicreler 680 nm dalga
boyunda ve 10 j/cm? enerji yogunlugundaki 1sik ile muamele edilerek 37 °C’de %5 CO2
iceren etiivde 16 saat boyunca tekrar inkiibe edildi. Ardindan, hiicreleri iceren her bir
kuyucuga 0.5 mg/mL MTT ilave edilerek 37 °C’de %5 CO:z igeren etiivde ii¢ saat boyunca
inkiibasyon gergeklestirildi. Siire sonunda, her kuyucuktaki MTT igeren besiyeri ortamdan

uzaklastirildi ve kuyucuklara 100 pL DMSO ilave edilerek 20 dakika boyunca g¢alkalayici
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tizerinde bekletildi. Kuyucuklarin absorbans degerleri, 570 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak dl¢iildii. Elde edilen sonuglara gore, hiicre canliligi tizerinde etkili

olan dozlar tespit edildi.

3.2.5. Annexin V/7TAAD Boyama Yontemi ile Apoptotik Hiicre Popiilasyonunun

Belirlenmesi

Calismada kullanilan 5A ve 5B’nin MCF-7, MDA-MB-231 MCF-10A hiicrelerinde
olusturacagi apoptotik hiicre popiilasyonlarinin tespiti “Annexin V/7-AAD” flow sitometrik
isaretleme yontemi ile analiz edildi. Hiicreler, 6 kuyucuklu pleytlere her kuyuda yaklasik
3x10° hiicre olacak sekilde ekilerek 37 °C’de %5 CO:z iceren etiivde 16 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan, hiicreler 1.5 pM 5A veya 5B igeren taze besiyerleri ile ayr1 ayri
muamele edilerek 16 saat boyunca 37 “C’de %5 COz2 igeren etiivde tekrar inkiibe edildi.
Hiicreler daha sonra 680 nm dalga boyunda ve 10 j/cm? enerji yogunlugundaki 1513a maruz
birakildi. PDT isleminin ardindan hiicreler, 37 "*C’de %5 COz2 igeren etiivde 16 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sona erince hiicreler tripsinize edildi ve pellet soguk PBS ile iki kez
yikandi. Yikamalarin ardindan hiicreler, kit i¢eriginde bulunan “Annexin binding buffer” ile
siispanse edilerek, ependorf tiiplere her bir hiicre 6rneginden 100 pl alindi. Bu hiicre
orneklerine 5 pul Annexin V ve 5 ul 7-AAD ilave edilerek yaklasik 20 dakika oda sicakliginda
ve karanlkta inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda, érnekler flow sitometri

cithazinda analiz edildi.
3.2.6. Mitokondriyal Membran Potansiyelindeki Degisimlerin incelenmesi

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde, 5A veya 5B muamelesi ve PDT
uygulamasi sonrasi meydana gelen mitokondriyal membran potansiyeli degisimleri “TMRE-
mitochondrial membrane potential assay kit” kullanilarak tespit edildi. Bunun i¢in, 96
kuyucuklu pleytlere her kuyucukta 7x103 hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve pleytler 37
°C’de %5 COz2 igeren etiivde 16 saat inkiibe edildi. Hemen ardindan, hiicreler 1.5 uM 5A
veya 5B igeren taze besiyerleri ile muamele edilerek 16 saat boyunca 37 °C’de %5 CO:2
iceren etiivde tekrar inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler PDT islemi geregince,
680 nm dalga boyunda ve 10 j/cm? enerji yogunlugundaki 1sik ile muamele edildi. PDT
isleminin ardindan hiicreler, 37 ‘C’de %5 CO2 igeren etiivde 16 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sona erince, kit protokolii dogrultusunda her bir kuyucuga son konsantrasyonu
500 nM olacak sekilde TMRE eklendi ve 30 dakika boyunca karanlikta inkiibasyon
gerceklestirildi.  Pozitif kontrol olarak, kit igerigindeki carbonyl cyanide-4-

24



(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP) son konsantrasyonu 20 uM olacak sekilde
kullanildi. Inkiibasyon zamam sona erdiginde, kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirildi ve
kuyucuklar %0.2 BSA igeren 100 ul PBS ile iki kez yikandi. Son olarak, pleytler mikro pleyt
okuyucuda Ex/Em = 549/575 nm dalga boylarinda florometrik olarak analiz edildi.

3.2.7. Hiicre I¢i ROS Olusumunun Mikroskobik Olarak Analiz Edilmesi

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicreleri, sterilize edilmis ve 6 kuyucuklu
pleytlere yerlestirilmis lamellere, her bir kuyuda 25x10* hiicre olacak sekilde ekildi.
Hiicreler, 37 “C’de %5 COz2 igeren etiivde 16 saat boyunca inkiibe edildi. Daha sonra
hiicreler, 1.5 uM 5A veya 5B igeren taze besiyerleri ile muamele edilerek 37 “C’de %5 COz2
iceren etiivde 16 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde, hiicreler 680
nm dalga boyunda ve 10 j/cm? enerji yogunlugundaki 1sik ile muamele edildi ve 37 °C’de
%5 CO2 igeren etiivde 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, H2DCFDA son
konsantrasyonu 2 uM olacak sekilde PBS igerisinde ¢oziildi. Kuyucuklardaki besiyeri
uzaklastirildi ve kuyucuklar PBS ile iki kez yikandi. Her kuyucuga, H2DCFDA igeren PBS
soliisyonundan 1 mL eklendi. Pleytlerin tamami aliiminyum folyo ile kaplanarak 20 dakika
boyunca 37 °C’de %5 CO: igeren etiivde inkiibe edildi. Hemen ardindan, kuyucuklardaki
PBS uzaklastirildi ve kuyucuklar PBS ile iki kez yikandi. Pleyt kuyucuklart igerisine
yerlestirilmis lameller sivri uclu bir pens yardimiyla kuyucuklardan cikarildi ve alkol ile
sterilize edilmis lamlarin tizerine yerlestirildi. Preparatlar, konfokal mikroskopta 490-520

nm dalga boyu araliginda incelendi.
3.2.8. Kesilmis (Cleaved) PARP1 Analizi

Hiicrelerdeki kesilmis PARP1 miktarinin tayini i¢in, apoptotik mekanizma sonucu
olusan 89-kDa molekiiler agirliktaki kesilmis PARP1 fragmanini taniyan “Alexa Fluor 647
mouse anti-cleaved PARP” floresan isaretli antikor kullanildi. Oncelikle 6 kuyucuklu
pleytlere her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve hiicreler 37 °C’de %5
CO:z2 igeren etiivde 16 saat inkiibe edildi. Ardindan hiicreler 1.5 uM 5A veya 5B igeren taze
besiyerleri ile muamele edilerek 37 *C’de %5 CO: igeren etiivde 16 saat boyunca tekrar
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde, hiicreler 680 nm dalga boyunda ve 10 j/cm?
enerji yogunlugundaki 1sik ile muamele edildi. PDT uygulamasinin ardindan, 37 °C’de %5
CO:z2 igeren etiivde 16 saat inkiibasyon gerceklestirildi. Inkiibasyonun ardindan, hiicreler
tripsinize edildi ve soguk PBS ile iki kez yikandi. Yikamalarin ardindan hiicreler

Cytofix/Cytoperm soliisyonu ile siispanse edildi ve 20 dakika boyunca buzda bekletildi. Bu
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siirenin sonunda hiicreler santrifiij edildi ve iki kez Perm/Wash tamponu ile yikandi. Iki
yikamanin ardindan tekrar Perm/Wash tamponu ile siispanse edilen hiicrelerden 100 uL
alinarak ependorf tiiplere aktarildi. Bu 6rnek tiiplerine, kit iceriginde bulunan Alexa Fluor
647 mouse anti-cleaved PARP1 antikorundan 5 pL ilave edildi. Tiipler 30 dakika boyunca
oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Ardindan o6rnek tiiplerinin i¢ine 1 mL
Perm/Wash tamponu ilave edildi ve 6rnekler son kez santrifiij edildi. Siipernatanti tiiplerden
uzaklastirilan 6rnekler 0.5 mL Perm/Wash tamponu ile siispanse edilerek flow sitometri

cihazinda analiz edildi.

3.2.9. Koloni Formasyon Analizi ile Hiicrelerin Koloni Olusturma Kabiliyetlerinin

Incelenmesi

Calismada kullanilan 5A ve 5B’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicrelerinin koloni olusturma kabiliyetlerine etkisi, koloni formasyon analizi ile incelendi.
Hiicreler, 6 kuyucuklu pleytlere her kuyuda yaklasik 25x10* hiicre olacak sekilde ekilerek
16 saat boyunca 37 °C’de %5 CO:2 igeren etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan,
hiicrelerin tizerindeki besiyeri uzaklastirilarak 1 uM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile
muamele edildi ve 16 saat boyunca 37 ‘C’de %5 CO:2 igeren etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sona erdiginde, hiicreler 680 nm dalga boyunda ve 10 j/cm? enerji
yogunlugundaki 11k ile muamele edildi. Hemen ardindan hiicreler tripsinize edildi ve 6
kuyucuklu pleytlere her kuyuda yaklasik 5x10? hiicre/2 mL besiyeri olacak sekilde ekim
yapildi. Hiicreler 37 °C’de %5 COz2 igeren etiivde yedi giinliikk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler soguk PBS
ile yikandi. Daha sonra, 1:1:8 oraninda metanol, asetik asit ve distile su iceren fiksatif
soliisyonu ile 25 dakika boyunca fiksasyon gerceklestirildi. Fiksasyon siiresi tamamlaninca
hiicrelerin iizerindeki soliisyon uzaklastirilarak kuyucuklara kristal viyolet (%0.5) boyasi
ilave edildi ve hiicreler 20 dakika boyunca boyada bekletildi. Boyama siiresi sona erince
hiicrelerin {iizerindeki boya uzaklastirildi ve hiicreler distile su ile boya kalintilar
temizlenene kadar yikandi. Yikama islemlerinin ardindan pleytler harici bir kamera ile

fotografland1 ve Image J programi kullanilarak analiz edildi.
3.2.10. Yara Iyilesmesi (Wound Healing) Yéntemi ile Hiicresel Hareketin incelenmesi

Calismada kullanilan 5A ve 5B’nin, MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicrelerinin hareket kabiliyetlerine etkisi yara iyilesmesi yontemi ile incelendi. Hiicreler, 24

kuyucuklu pleytlere her kuyuda yaklasik 5x10* hiicre olacak sekilde ekilerek 16 saat
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boyunca %5 CO: igeren etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, hiicrelerin iizerindeki
besiyeri ¢ekilerek %0.5 FBS igeren taze besiyeri eklendi ve 19 saat boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyeri ¢ekildi. Hiicreler, 1 uM 5A veya 5B ile
%0.5 FBS igeren taze besiyerleri kullanilarak ayr1 ayr1 muamele edildi ve 37 “C’de %5 COz2
iceren etiivde 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde, hiicreler 680 nm dalga
boyunda ve 10 j/cm? enerji yogunlugundaki 1sik ile muamele edildi ve her bir kuyucuga 200
uL’lik pipet u¢lari kullanilarak ¢izik atildi. Hemen ardindan, hiicreler PBS ile iki kez yikandi
ve entegre kamerali invert mikroskop araciligryla fotograflandi (0. saat). Fotograf ¢ekiminin
ardindan hiicrelerin {izerindeki PBS uzaklastirildi ve kuyucuklara %0.5 FBS igeren taze
besiyeri eklendi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildi. 24. saatte, hiicrelerin lizerindeki besiyeri
uzaklastirilarak PBS ile iki kez yikand1 ve tekrar fotograflandi (24. saat). Fotograf ¢ekimini
takiben hiicrelerin tizerindeki PBS uzaklastirildi ve kuyucuklara yeniden %0.5 FBS iceren
taze besiyeri eklendi. Hiicreler yeni bir 24 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sona
erince hiicreler tekrar PBS ile yikandi ve fotograflandi (48. saat). Hiicrelerde olusturulan

cizik alanindaki degisimler, Image J programi kullanilarak analiz edildi.

3.2.11. Transwell Migrasyon Assay ile Hiicre Migrasyon Kabiliyetindeki Degisimlerin

Incelenmesi

Calismada kullanilan 5A ve 5B’nin, MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicrelerinin migrasyon kabiliyetlerine etkisi transwell insertler kullanilarak analiz edildi.
Oncelikle hiicreler 6 kuyucuklu pleytlere, her kuyucukta 25x10* hiicre olacak sekilde ekildi
ve 37 °C’de %5 COgz igeren etlivde 16 saat inkiibe edildi. Hemen ardindan, hiicreler 1 uM
SA veya 5B igeren taze besiyeri ile muamele edilerek 16 saat boyunca 37 °C’de %5 CO2
iceren etiivde tekrar inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde, hiicreler 680 nm dalga
boyunda ve 10 j/cm? enerji yogunlugundaki 1sik ile muamele edildi. PDT uygulamasin
takiben hiicreler tripsinize edildi. Migrasyon assay i¢in kullanilacak olan insertler, 24
kuyucuklu pleytlere pens yardima ile yerlestirildi ve insertlerin i¢ine %1 FBS igeren 250 puL.
besiyeri eklendi. Ardindan insertlerin yerlesik oldugu kuyucuklarin igine %5 FBS i¢eren 300
nL besiyeri eklendi. Tripsinize edilen hiicrelerin insert i¢ine ekimi, her insert i¢in %1 FBS
iceren 50 pL besiyerinin i¢inde 2 x10* hiicre olacak sekilde yapildi. Hiicreler 37 °C’de %5
CO:z iceren etiivde 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sona erdiginde dncelikle insertlerin
icindeki, ardindan kuyucuklarin icindeki besiyeri uzaklastirildi. insertler pens yardimiyla

kuyucuklardan ¢ikarildi ve i¢ kisimlar steril bir pamuklu ¢ubuk ile dikkatli bir sekilde
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temizlendi. Insertler pens yardimiyla kuyucuklara tekrar yerlestirildikten sonra kuyucuklarmn
icine 300 puL soguk metanol eklendi ve 15 dakika fiksasyona birakildi. Fiksasyonu takiben
kuyucuklarin i¢indeki metanol uzaklastirildi ve kuyucuklara 200 pL kristal viyolet (%0.1)
eklenerek 15 dakika inkiibasyona birakildi. Boyama asamasi sona erince, insertler pens
yardimiyla dikkatlice alind1 ve distile su dolu bir beherin igerisine batirilarak yikandi.
Ardindan temiz bir pecetenin iizerine, insertlerin alt kisimlar iistte kalacak sekilde ters
cevrilerek yerlestirildi ve yaklasik bir saat kurumaya birakildi. Kuruyan insertler pens
yardimiyla alinarak pleytin temiz kuyucuklarina yerlestirildi ve entegre kamerali invert
mikroskop aracilifiyla fotograflandi. Fotograflarin analizi Image J programi ile

gerceklestirildi.

3.2.12. Matrijel Invazyon Assay ile Hiicre Invazyon Kabiliyetindeki Degisimlerin

incelenmesi

Calismada kullanilan 5A ve 5B’nin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicrelerinin invazyon kabiliyetlerine etkisi transwell insertler ve matrijel kullanilarak analiz
edildi. Ilk asamada, 6 kuyucuklu pleytlere her kuyucukta 25x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapild1 ve hiicreler 37 °C’de %5 COz2 igeren etiivde 16 saat inkiibe edildi. Daha sonra
hiicreler, 1 uM 5A veya 5B igeren taze besiyeri ile muamele edilerek 16 saat boyunca 37
°C’de %5 CO:z2 igeren etiivde inkiibasyona birakildi.

Hiicrelerin 16 saat siirecek inkiibasyonlar1 baslatildiginda, 24 kuyucuklu pleytlere
transwell insertler yerlestirildi. Her insertin i¢ine yalnizca besiyeri ile sulandirilmis ve son
konsantrasyonu 1.25 mg/mL olan 50 pL matrijel eklendi. Matrijelleri igeren insertlerin
oldugu 24 kuyucuklu pleytler, 37 *C’de %5 CO: igeren etiivde 12 saat inkiibe edilerek
matrijellerin tam bir jel yapisina ulagsmasi saglandi. Bu siirenin sonunda matrijellerin oldugu
her bir inserte FBS igermeyen besiyerinden 100 uL eklenerek matrijeller rehidre edildi ve

37 °C’de %5 COz igeren etiivde 4 saat inkiibe edildi.

Yaklagik 16 saat siiren inkiibasyonun sonuna gelen hiicreler, 680 nm dalga boyunda
ve 10 jlcm? enerji yogunlugundaki 1sik ile muamele edildi. PDT uygulamas: sona erince
hiicreler tripsinize edildi. Bu esnada, rehidrasyondaki inkiibasyon siiresi dolan matrijellerin
tizerindeki fazla besiyeri, pipet ucu matrijele degmeyecek sekilde dikkatlice uzaklagtirildi.
Insertlerin igine yerlesik oldugu kuyucuklara %5 FBS igeren 300 uL besiyeri ilave edildi.
Matrijelleri iceren insertlerin iizerine, her insert i¢in %1 FBS iceren 300 pL besiyerinin

icinde 2 x10* hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler 37 °C’de %5 COz2 igeren etiivde
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16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sona erdiginde 6ncelikle insertlerin icindeki, ardindan
kuyucuklarm igindeki besiyeri uzaklastirildi. Insertler pens yardimiyla kuyucuklardan
cikartilarak, i¢ kisimlar1 steril bir pamuklu ¢ubuk yardimi ile dikkatlice temizlendi ve
matrijelden armdirildi. Insertler pens yardimiyla kuyucuklara tekrar yerlestirildi ve
kuyucuklarin icine 300 pL soguk metanol eklenerek 15 dakika fiksasyona birakildi.
Fiksasyon siiresi sona erince, kuyucuklarin i¢indeki metanol uzaklastirildi ve kuyucuklara
200 pL kristal viyolet (%0.1) eklenerek 15 dakika boya inkiibasyonuna birakildi. Boyama
asamasinin ardindan, insertler pens yardimiyla alinarak distile su dolu bir beherin igerisinde
yikandi. Yikamanin ardindan temiz bir pecetenin iizerine, insertlerin alt kisimlar istte
kalacak sekilde ters gevrilerek yerlestirildi ve yaklasik bir saat kurumaya birakildi. Kuruyan
insertler pens yardimiyla alinarak pleytin temiz kuyucuklarina yerlestirildi ve entegre
kamerali invert mikroskop araciligiyla fotograflandi. Analizler Image J programi ile

gergeklestirildi.
3.2.13. istatistiksel Analizler

Tiim deneyler, triplikat igeren en az li¢ bagimsiz ¢alisma ile desteklendi. Elde edilen
verilerin istatistiksel analizleri GraphPad Prism programu ile gerceklestirildi. Her hiicre hatti
icin kontrol grubu ve PDT grubu arasindaki farkliliklar “t test” kullanilarak hesaplandi. Her

grup icin, p degeri 0.05’ten kiigiik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Hiicrelerin Kiiltiirdeki Ozellikleri ve Morfolojileri

Calismada; MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri ve MCF-10A normal
meme hiicreleri kullanilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri, metastatik bolgeden elde
edilmis, epitelyal ve adheren karakteristige sahip kanser hiicreleridir. MCF-7 hiicreleri diisiik
metastatik potansiyele sahip zayif agresif hiicrelerdir. Buna karsin, MDA-MB-231 hiicreleri
yiiksek migrasyon ve invazyon kapasitesine sahiptir (197, 198). MCF-10A hiicreleri ise
memedeki tlimorijenik olmayan bolgeden elde edilmis, epitelyal ve adheren karakteristige

sahiptir.
4.2. Hiicrelerin ikilenme Zamanlari

Calismada kullanilan MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinin, substitue
SiPc’ler 5A ve 5B’ye karsi olusturacagi anti kanser etkileri incelemeden 6nce, hiicrelerin
ikilenme zamanlar1 belirlenerek biiylime Ozellikleri analiz edildi. Elde edilen veriler
dogrultusunda hiicrelerin ikilenme zamanlar1 sirasiyla; MCF-7 hiicre hattinda 26.38 saat,
MDA-MB-231 hiicre hattinda 27.2 saat ve MCF-10A hiicre hattinda ise 20.87 saat olarak
tespit edildi (Resim 1).

A Doubling Time = 26.38=in2)0.0282 B Doubling Time = 27.2=in(20.0255 C Doubling Time = 20.87=in(2y0.0232
Growth Rate = 0.0263 Growth Rate = 0.0255 Growth Rate = 0.0332
Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time
Equation : amount=996860.4988*0-0263"time Equation : amount=1284789.71017¢0-0255"time Equation : amount=778651.355970.0332'tme
At t=0, calculated cell concentration = 996860.4988 At t=0, calculated cell concentration = 1284789.7101 At t=0, calculated cell concentration = 778651.3559
Exponential Curve Fitting Exponential Curve Fitting Exponential Curve Fitting
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0 0 0
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Resim 1. Hiicre hatlarinin biiylime egrileri ve ikilenme zamanlari. (A) MCF-7. (B) MDA-
MB-231. (C) MCF-10A.

4.3. Aminofenoltiyoetanol Cevreli 5A ve 5B’nin Hiicre Canhih@ Uzerine Etkileri

Calismada fotosensitizer bilesikler olarak kullanilan aminofenoltiyoetanol ¢evreli SA

ve 5B’nin, MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri ve MCF-10A normal meme hiicre
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hatlarinda PDT araciligiyla olusturdugu sitotoksik etkiler MTT hiicre canlilik analizi ile

belirlendi. Hiicreler dort ¢alisma grubuna ayrilds;

1. Fotosensitizer uygulanmayan ve 1s1ga maruz birakilmayan grup (ana kontrol grubu)
2. Fotosensitizer uygulanmayan ve 1s1ga maruz birakilan grup (1s1k kontrol grubu)
3. Fotosensitizer uygulanan ve 1s1ga maruz birakilmayan grup (karanlik kontrol grubu)

4. Fotosensitizer uygulanan ve 1s1ga maruz birakilan grup (PDT grubu)

SiPc muameleli tiim hiicre gruplarina 0.25-10 uM araliginda degisen dozlarda 5A
veya 5B muamele edildi. Is1gin kullanildig1 gruplardaki hiicreler, 680 nm dalga boyunda ve

10 j/cm? enerji yogunlugundaki 1s13a maruz birakildi.

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5A ve 5B muamelesinin hiicre
canliligini doza bagimli olarak azalttigi tespit edildi. Ttim hiicre hatlarinin PDT gruplarinda,
karanlik kontrol gruplarina kiyasla canliligin azaldig: goriildii. MCF-7 ve MDA-MB-231
kanser hiicrelerinin PDT gruplarindaki hiicre canlilig1 kademeli olarak azalirken, MCF-10A
hiicrelerinin PDT grubundaki hiicre canliligi kanser hiicrelerine oranla daha yiiksek

seviyelerde gozlendi.

Calismada kullanilan en diisiik konsantrasyondaki (0.25 pM) 5A muamelesinde;
MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinin karanlik kontrol gruplarinda sirasiyla
%100, %98 ve %100 canlilik tespit edildi. En yiiksek konsantrasyonda ise (10 uM) bu
degerler %85, %84 ve %82 seklinde gbzlendi. Calisilmis en diisiik konsantrasyondaki (0.25
uM) 5B muamelesinde her ii¢ hiicre hattinin karanlik kontrol gruplarinda elde edilen hiicre
canlilig1 %100 olarak belirlendi. Bu degerler en yiiksek konsantrasyondaki (10 uM) 5B
muamelesi i¢in MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda sirasiyla %83, %82
ve %80 olarak tespit edildi (Sekil 8).
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Sekil 8. Farkli dozlardaki SA ve 5B muamelesinin karanlik ortamdaki hiicre canliligina
etkisi. (A) 5A muamelesi. (B) 5B muamelesi. *p < 0.05, **p < 0.01.

Calismada kullanilan en diisiik konsantrasyondaki (0.25 pM) 5A muamelesinde;
MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinin PDT gruplarinda sirasiyla %94, %96 ve
%99 canlilik tespit edildi. En yiiksek konsantrasyondaki (10 uM) 5A muamelesi i¢in bu
degerlerin karsilig1 sirasiyla, %30, %34 ve %71 seklindeydi. Kullanilmis olan en diisiik
konsantrasyondaki (0.25 pM) 5B muamelesi i¢cin MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicrelerinin PDT gruplarinda goriilen canlilik degerleri sirasiyla %85, %88, %97 iken, en

yiiksek konsantrasyondaki (10 uM) 5B muamelesinde bu degerler %36, %27 ve %73 olarak
belirlendi (Sekil 9).
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Sekil 9. Farkli dozlardaki 5A ve 5B muamelesinin PDT sonrasi hiicre canliligina
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 hiicre hatlarinda farkli dozlardaki 5A ve 5B
muamelesinin hiicre canlilig1 lizerine etkileri tespit edildikten sonra, elde edilen sonuglardan
yararlanilarak IC50 degerleri hesaplandi. Buna gore; MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A
icin SA-PDT’nin IC50 degerleri sirasiyla 4.2 uM, 3.3 uM ve 16.3 uM olarak belirlendi.
MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A i¢in 5B-PDT’ nin IC50 degerleri ise sirastyla 4.1 pM,
3.7 uM ve 17.4 uM olarak saptandi.

Hiicre canlilik analizleri goz Oniine alinarak c¢alismanin akisi dogrultusunda
yapilacak ileri deneysel analizler i¢in, kullanilacak olan metoda gore farklilik gostermek
tizere, meme kanseri hiicrelerinde yiiksek sitotoksik etki gosteren fakat normal meme
hiicrelerinde anlamli bir etkisi olmayan 1.5 pM ve 1 uM konsantrasyona sahip SA ve ayni
konsantrasyonlardaki 5B ile devam edilmesi planlandi. 1.5 pM konsantrasyondaki 5A
muamelesinde MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri ve MCF-10A normal meme
hiicrelerinin PDT gruplarinda goriilen canlilik degerleri sirasiyla; %57, %55 ve %94 iken,
ayn1 konsantrasyondaki 5B muamelesi sonrasi elde edilen canlilik degerleri %54, %52 ve

%96 seklindeydi. 1 uM konsantrasyondaki 5SA muamelesinde MCF-7, MDA-MB-231 ve
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MCF-10A hiicre hatlarinin PDT gruplarinda goriilen canlilik degerleri sirasiyla; %70, %69
ve %95 olarak belirlendi. Ayni konsantrasyondaki 5B muamelesi ve PDT uygulamasi
sonrast bu degerler sirasiyla; %66, %72 ve %97 seklindeydi. Kullanilan tiim hiicre
hatlarinda, karanlik kontrol gruplarmin 1.5 uM ve 1 pM konsantrasyondaki 5A veya 5B

muamelesinin ardindan sergiledigi canlilik degerlerinin ise %95’in lizerinde oldugu goriildii.

4.4. Aminofenoltiyoetanol Cevreli 5A ve 5B’nin Olusturdugu Apoptotik

Popiilasyonlarin Annexin V/7AAD Boyama Yontemi ile Belirlenmesi

Calismada kullanilan aminofenoltiyoetanol ¢evreli SA ve 5B’nin, MCF-7, MDA-
MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda PDT araciligiyla olusturdugu apoptotik etkiler
Annexin V/7-AAD boyama yontemi ile flow sitometrik olarak analiz edildi. Annexin V
negatif ve 7-AAD negatif hiicre popiilasyonlar1 saglikli olarak nitelendirildi. Annexin V
pozitif ve 7-AAD negatif popiilasyonlar erken apoptotik hiicreleri temsil ederken, Annexin
V pozitif ve 7-AAD pozitif hiicreler ge¢ apoptotik (sekonder nekrotik) hiicreler olarak
degerlendirildi (199).

MCF-7 hiicre hattinin 1.5 uM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile muamelesi
sonucu karanlik kontrol gruplarinda %90 ve {izeri saglikli hiicre popiilasyonu goriiliirken,
5A muamelesinin ardindan PDT uygulanan hiicre grubunda hiicrelerin %59.1’inin saglikli,
%19.5’inin erken apoptotik, %20.1’inin ise ge¢ apoptotik evrede oldugu tespit edildi. 5B
muamelesini takiben PDT uygulanan hiicrelerde ise %355.9 oraninda saglikli, %24.4
oraninda erken apoptotik, %18.5 oraninda ise ge¢ apoptotik hiicre popiilasyonu belirlendi

(Resim 2).
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Resim 2. MCF-7 hiicre hattinda 5A ve 5B aracili gelisen apoptotik hiicre Sliimiiniin
belirlenmesi. (A) Muamelesiz ana kontrol grubu. (B) Yalnizca 5A ile muamele
edilen karanlik kontrol grubu. (C) Yalnizca 5B ile muamele edilen karanlik
kontrol grubu. (D) Yalnizca 1s1k ile muamele edilen 151k kontrol grubu. (E) 5A
ile muamele edilen PDT grubu. (F) 5B ile muamele edilen PDT grubu.

MDA-MB-231 hiicre hattinin 1.5 puM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile
muamelesi sonucu karanlik kontrol gruplarindaki tiim saglikl hiicre popiilasyonlar1 %95’in
tizerindeyken, 5SA muamelesinin ardindan PDT uygulanan gruptaki hiicrelerin %57.4’i
saglikli, %31°1 erken apoptotik, %11.1°1 ise ge¢ apoptotik evrede gézlendi. 5B muamelesini
takiben PDT uygulanan hiicrelerde ise %55.8 oraninda saglikli hiicre popiilasyonu, %33.8
oraninda erken apoptotik hiicre popiilasyonu, %9.7 oraninda ise gec¢ apoptotik hiicre

popiilasyonu tespit edildi (Resim 3).
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Resim 3. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5A ve 5B aracili gelisen apoptotik hiicre 6liimiiniin
belirlenmesi. (A) Muamelesiz ana kontrol grubu. (B) Yalnizca 5A ile muamele
edilen karanlik kontrol grubu. (C) Yalnizca 5B ile muamele edilen karanlik
kontrol grubu. (D) Yalnizca 1s1k ile muamele edilen 1s1k kontrol grubu. (E) 5A ile
muamele edilen PDT grubu. (F) 5B ile muamele edilen PDT grubu.

MCF-10A hiicre hattinin 1.5 uM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile muamelesi
sonucu tiim karanlik kontrol gruplarinda %98’in {izerinde saglikli hiicre popiilasyonu
goriildii. SA muamelesinin ardindan PDT uygulanan gruptaki hiicrelerin %96.9’unun, 5B
muamelesini takiben PDT uygulanan gruptaki hiicrelerin ise %96.3’ilinlin saglikli hiicre

popiilasyonunu olusturdugu tespit edildi (Resim 4).
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Resim 4. MCF-10A hiicre hattinda 5A ve 5B aracili gelisen apoptotik hiicre Sliimiiniin
belirlenmesi. (A) Muamelesiz ana kontrol grubu. (B) Yalnizca 5A ile muamele
edilen karanlik kontrol grubu. (C) Yalnizca 5B ile muamele edilen karanlik
kontrol grubu. (D) Yalnizca 151k ile muamele edilen 1s1k kontrol grubu. (E) 5A ile

boyama ydntemi
popiilasyonlarindaki degisimler istatistiksel olarak analiz edildi. MCF-7 ve MDA-MB-231

meme kanseri hiicre hatlarinda 5A ve 5B’nin PDT aracili gergeklestirdigi apoptotik hiicre

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

5A ve 5B’nin PDT araciligiyla neden oldugu hiicre 6liimiiniin Annexin V/7-AAD

ile analiz edilmesinin ardindan,

saglikli

6limdiiniin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (Sekil 10).
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Sekil 10. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5A ve 5B muamelesi ile
PDT aracili gergeklesen apoptotik hiicre popiilasyonlarindaki ytizdelik
degisimler. ***p < 0.001, ****p <(0.0001.

4.5. Aminofenoltiyoetanol Cevreli 5A ve 5B’nin Mitokondriyal Membran
Potansiyeline Olan Etkilerinin Belirlenmesi

Aminofenoltiyoetanol ¢evreli SA ve 5B’nin, MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicre hatlarinda PDT araciligiyla olusturdugu mitokondriyal membran potansiyelinin
degisimi florometrik olarak analiz edildi. Analizler sonucu, MCF-7 hiicre hattinin PDT
gruplarindaki mitokondriyal membran potansiyeli SA (1.5 pM) muamelesi durumunda
%20.7 ve 5B (1.5 uM) muamelesi durumunda %?22.1 oraninda azalma gosterdi. MDA-MB-
231 hiicre hattinda ise bu oranlar yaklasik %26.9 ve %29.9 olarak tespit edildi. MCF-10A
hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyeli degisimleri daha diisiik seviyelerde
kalirken, SA-PDT ve 5B-PDT igin yaklasik olarak %5.1 ve %6.9 oranlarinda azalma tespit
edildi. FCCP pozitif kontrol olarak kullanildi. Tiim hiicre hatlarinin 5A ve 5B ile muamele
edilen ve PDT uygulanan gruplarindaki mitokondriyal membran potansiyelinde istatistiksel

olarak anlaml degisimler goriildii (Sekil 11).
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Sekil 11. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5A ve 5B muamelesi ile
PDT aracili gelisen mitokondriyal membran potansiyeli degisimleri. *p < 0.05
**p < 0.01, ***p < 0.001.

4.6. Aminofenoltiyoetanol Cevreli S5A ve 5B’nin Hiicre i¢ci ROS Olusumuna Etkisinin

Mikroskobik Olarak incelenmesi

Aminofenoltiyoetanol g¢evreli SA ve 5B muamelesi sonrasi, hiicre igerisindeki
molekiiler oksijenin reaktif oksijene doniisiimii konfokal mikroskop ile analiz edildi.
Caligilan {i¢ hiicre hattinin da ana kontrol ve karanlik kontrol gruplarinda ROS olusumuna
rastlanmadi. MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hiicre hatlarinda, 1.5 uM konsantrasyona
sahip 5A ve 5B muamelesini takiben PDT uygulanan gruplarda ROS olusumunu belirten
yesil 1simalar gézlenirken, MCF-10A normal meme hiicre hattinin ayn1 konsantrasyondaki
5A ve 5B ile muamele edilen ve PDT uygulanan gruplarinda zayif sinyaller alinarak diisiik

diizeylerde ROS olusumu tespit edildi (Resim 5).
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Resim 5. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda PDT'nin neden oldugu ROS
olusumunun konfokal mikroskop goriintiileri

4.7. Aminofenoltiyoetanol Cevreli SA ve 5B’nin Kesilmis (Cleaved) PARP1 Olusumuna

Etkisinin incelenmesi

Calismada kullanilan aminofenoltiyoetanol ¢evreli 5A ve 5B’nin, MCF-7, MDA-
MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarina muamelesi ve PDT uygulamasini takiben kesilmis
PARP1 protein diizeyinde olusan degisimler Alexa Fluor 647 mouse anti-cleaved PARP1

floresan isaretli antikor kullanilarak flow sitometrik olarak incelendi.

MCF-7 hiicre hattinin 1.5 pM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile muamelesi
sonucu tim c¢alisma gruplarinda disik diizeyde kesilmis PARP1 gorildi. Kontrol
gruplarinda tespit edilen kesilmis PARP1 diizeyleri %0.3 ve %0.9 arasinda degiskenlik
gosterdi. Kesilmis PARP1 seviyelerinin, SA muameleli PDT gruplarinda %2.6 ve 5B
muameleli PDT gruplarinda %4.0 oldugu belirlendi (Resim 6).
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Resim 6. MCF-7 hiicre hattinda 5A ve 5B muamelesi sonrasi kesilmis PARPI protein
diizeyindeki degisimlerin belirlenmesi. (A) Muamelesiz ana kontrol grubu. (B)
Yalnizca 5A ile muamele edilen karanlik kontrol grubu. (C) Yalnizca 5B ile
muamele edilen karanlik kontrol grubu. (D) Yalnizca 1s1k ile muamele edilen 151k
kontrol grubu. (E) 5A ile muamele edilen PDT grubu. (F) 5B ile muamele edilen
PDT grubu.

MDA-MB-231 hiicre hattinin 1.5 puM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile
muamelesi sonucu tiim kontrol gruplarinda diisiik diizeyde kesilmis PARP1 goriiliirken, SA
ve 5B muameleli PDT gruplarinda kesilmis PARP1 protein diizeyinde artis tespit edildi.
Kontrol gruplarinda tespit edilen kesilmis PARP1 seviyeleri %0.1 ve %0.3 iken, 5A
muameleli PDT gruplarinda bu oranin %16.4’e, 5B muameleli PDT gruplarinda ise

%14.7’ye yiikseldigi goriildi (Resim 7).
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Resim 7. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5A ve 5B muamelesi sonrasi kesilmis PARP1
protein diizeyindeki degisimlerin belirlenmesi. (A) Muamelesiz ana kontrol
grubu. (B) Yalnizca 5A ile muamele edilen karanlik kontrol grubu. (C) Yalnizca
5B ile muamele edilen karanlik kontrol grubu. (D) Yalnizca 1sik ile muamele
edilen 151k kontrol grubu. (E) 5A ile muamele edilen PDT grubu. (F) 5B ile
muamele edilen PDT grubu.

MCF-10A hiicre hattinin 1.5 pM konsantrasyona sahip SA veya 5B ile muamelesi

sonucu tiim hiicre gruplarinda disiik diizeyde kesilmis PARP1 tespit edildi. Kontrol

gruplarinda ve PDT grubunda tespit edilen kesilmis PARP1 diizeyleri %0.4 ve %0.8 arasinda

degiskenlik gosterdi (Resim 8).
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Resim 8. MCF-10A hiicre hattinda SA ve 5B muamelesi sonrasit kesilmis PARP1 protein
diizeyindeki degisimlerin belirlenmesi. (A) Muamelesiz ana kontrol grubu. (B)
Yalnizca 5A ile muamele edilen karanlik kontrol grubu. (C) Yalnizca 5B ile
muamele edilen karanlik kontrol grubu. (D) Yalnizca 1s1k ile muamele edilen 151k
kontrol grubu. (E) 5A ile muamele edilen PDT grubu. (F) 5B ile muamele edilen

PDT grubu.

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5A ve 5B’nin PDT

araciligiyla neden oldugu kesilmis PARP1 protein diizeyindeki degisimlerin flow sitometrik

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

aracili gergeklestirdigi kesilmis PARP1 protein diizeyindeki artisin, MCF-7 ve MDA-MB-

231 hiicre hatlarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 12).
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Sekil 12. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5A ve 5B muamelesi ile
PDT aracili gergeklesen kesilmis PARPI1 protein diizeyindeki degisimler. **p <
0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

4.8. Aminofenoltiyoetanol Cevreli 5A ve 5B’nin Hiicrelerin Koloni Olusturma

Kabiliyetlerine Etkisinin Incelenmesi

Calismada kullanilan aminofenoltiyoetanol ¢evreli SA ve 5B’nin, MCF-7, MDA-
MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarina muamelesi ve PDT uygulamasinin ardindan,
hiicrelerin koloni olusturma kabiliyetlerindeki degisimin belirlenmesi i¢in koloni formasyon

analizi yapildu.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin 1 pM konsantrasyona sahip SA veya 5B ile
muamelesi sonucu kontrol gruplarindaki hiicrelerin koloni olusturma kapasitelerinde
herhangi bir degisim olmadig1 goriildii. Ote yandan PDT uygulanan gruplarda hiicrelerin
koloni olusturma kabiliyetlerini yiiksek oranda kaybettikleri saptandi (Resim 9).
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KONTROL SA 5B

Resim 9. MCF-7 hiicre hattinda 5A ve 5B muamelesi sonrast PDT uygulamasinin koloni
formasyonuna etkisi

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin 1 uM konsantrasyondaki 5A veya 5B
ile muamelesi sonucu kontrol gruplarindaki hiicrelerin koloni olusumunu sagladigi

gozlenirken, PDT gruplarinda koloni olusumu yiiksek oranda azaldi (Resim 10).

KONTROL SA 5B

PDT

Resim 10. MDA-MB-231 hiicre hattinda SA ve 5B muamelesi sonrasi PDT uygulamasinin
koloni formasyonuna etkisi
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MCF-10A normal meme hiicre hattinda ise 1 uM konsantrasyondaki SA veya 5B ile
muamele edilen hiicreler koloni olusturma kabiliyetlerini stirdiiriirken, kontrol gruplar1 ve

PDT grubu arasinda bu agidan biiyiik bir fark olusmadigi gézlendi (Resim 11).

KONTROL S5A 5B

KARANLIK

PDT

Resim 11. MCF-10A hiicre hattinda 5SA ve 5B muamelesi sonrast PDT uygulamasinin
koloni formasyonuna etkisi

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5A ve 5B muamelesinin
koloni formasyonu {izerinde PDT araciligiyla olusturdugu etkileri belirlemek i¢in Image J
programi kullanildi. Koloniler bu program araciligiyla sayildiktan sonra veriler istatistiksel
olarak analiz edildi. MCF-7 hiicrelerinde 5A ile muamele edilen gruplardaki koloni olusumu
%67, 5B ile muamele edilen gruplardaki koloni olusumu ise %69 oraninda azaldi. MDA-
MB-231 hiicrelerinin 5SA veya 5B ile muamele edilen gruplarindaki koloni olusumunda
yaklasik %75 azalma tespit edildi. MCF-10A hiicrelerinde ise bu oranlar sirastyla %12 ve
%14 olarak saptandi. SA-PDT ve 5B-PDT’nin, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatlarinda koloni olusumunu istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 belirlendi

(Sekil 13).
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Sekil 13. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5SA ve 5B muamelesi ile
PDT uygulamasinin koloni formasyonuna etkisi. ***p < 0.001.

4.9. Aminofenoltiyoetanol Cevreli 5A ve 5B’nin Hiicrelerin Hareket Kabiliyetlerine

Etkisinin incelenmesi

Aminofenoltiyoetanol ¢evreli SA ve 5B’nin, PDT uygulamasini takiben MCF-7,
MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinin hareket kabiliyetine etkisi, in vitro yara iyilesmesi

modeli ile analiz edildi.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin 1 uM konsantrasyona sahip SA veya 5B ile
muamelesi sonucu karanlik kontrol gruplarindaki hiicrelerin 24. ve 48. saatlerdeki
goriintiilerinde yara alaniin kapanmaya basladig1 goriildii. Buna karsin PDT grubundaki
hiicrelerde, muamele yapilmayan ve yalnizca 1s1ga maruz birakilmis kontrol hiicrelerindeki
yara alanimin kapanmaya basladig1 fakat SA veya 5B ile muamele edilen hiicrelerin yara

alanlarinda herhangi bir kapanma olmadig belirlendi (Resim 12).
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Resim 12. MCF-7 hiicre hattinda 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasinin hiicrelerin
hareket kabiliyetine etkisi

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin 1 pM konsantrasyona sahip 5A veya 5B
ile muamelesi sonucu, karanlik kontrol gruplarindaki hiicrelerin 24. ve 48. saatlerdeki
goriintiilerinde yara alaninin kapanmaya basladig: tespit edildi. PDT grubunda ise muamele
edilmeyen ve sadece 1518a maruz birakilan kontrol hiicrelerinde yara alanlarinin kapanmaya
basladig1 gozlenirken, SA veya 5B ile muamele edilen hiicrelerdeki yara alanlarinin kontrol

gruplarina kiyasla yeterli kapanmay1 saglayamadig belirlendi (Resim 13).
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Resim 13. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasinin
hiicrelerin hareket kabiliyetine etkisi

MCF-10A normal meme hiicre hattinin 1 pM konsantrasyona sahip 5A veya 5B ile
muamelesi sonucu karanlik kontrol gruplarindaki hiicrelerin 24. saatteki goriintiilerinde yara
alanimin hizla kapandigi, muamele edilmeyen hiicrelerdeki yara alaninin ise tamamen
kapandigi goriildii. Hiicrelerin 48. saatte alinan goriintiilerinde ise karanlik kontrol
grubundaki tiim hiicrelerde yara alanindaki kapanmanin tamamlandig1 gozlendi. SA veya 5B
ile muamele edilmeyen ve sadece 1518a maruz birakilan kontrol gruplarinda yara alaninin 24
saat icerisinde tamamen kapandig1 goriildii. Buna karsin, SA veya 5B ile muamele edilen
PDT grubu hiicrelerinin 24. ve 48. saatlerde alinan goriintiilerinde, yara alaninin daraldigi

fakat kapanmanin tamamlanmadig: belirlendi (Resim 14).
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Resim 14. MCF-10A hiicre hattinda SA ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasinin hiicrelerin
hareket kabiliyetine etkisi

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5A ve 5B muamelesinin,
hiicrelerin hareket kabiliyeti tizerinde PDT araciligiyla olusturdugu etkileri belirlemek i¢in
Image J programi kullanilarak yara alanlari hesaplandi. Hiicrelerin hareket kabiliyetleri,
kapal1 (iyilesmis) alan yiizdesi dikkate alinarak belirlendi. Elde edilen veriler istatistiksel
olarak analiz edildi. PDT uygulanan MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlarinda 5A ve 5B muamelesinin hiicre hareketini kisitladigi, bu nedenle yara alanindaki
kapanmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii. Bu hiicrelerin karanlik kontrol
gruplarinda yara alanindaki kapanmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi.
MCF-10A normal meme hiicrelerinde ise karanlik kontrol gruplari ve PDT gruplarinin yara

alanindaki kapanma istatistiksel olarak anlamli diizeydeydi (Sekil 14).
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Sekil 14. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5A ve 5B muamelesi ile
PDT uygulamasinin yara alanindaki degisimlere etkisi. (A) MCF-7 hiicre hattinin
karanlik kontrol grubu. (B) MCF-7 hiicre hattinin PDT grubu. (C) MDA-MB-231
hiicre hattinin karanlik kontrol grubu. (D) MDA-MB-231 hiicre hattinin PDT
grubu. (E) MCF-10A hiicre hattinin karanlik kontrol grubu. (F) MCF-10A hiicre
hattinin PDT grubu. *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p < 0.0001.

4.10. Aminofenoltiyoetanol Cevreli 5A ve 5B’nin Hiicrelerin Migrasyon

Kabiliyetlerine Etkisinin Incelenmesi

Calismada kullanilan aminofenoltiyoetanol ¢evreli SA ve 5B’nin, MCF-7, MDA-
MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarina muamelesi ve PDT uygulamasinin ardindan,

hiicrelerin migrasyon kabiliyetlerindeki degisimin belirlenmesi i¢in transwell migrasyon

deneyi gergeklestirildi.

Diisiik metastatik potansiyele sahip zayif agresif hiicreler olarak bilinen MCF-7
meme kanseri hiicrelerinin, SA veya 5B ile muamelesi sonucu karanlik kontrol gruplarindaki
hiicrelerin migrasyon kabiliyetlerinde herhangi bir kisitlama olmadig1 goriildii. Buna karsin,
SA veya 5B ile muamele edilen PDT grubundaki hiicrelerin migrasyon kapasitelerinin

yiiksek oranda kisitlandigi ve transwell sistemde migrasyon yapabilen hiicre sayisinin
azaldig1 tespit edildi (Resim 15).
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Resim 15. MCF-7 hiicre hattinda 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasinin hiicrelerin
migrasyon kabiliyetine etkisi

Yiiksek migrasyon kapasitesine sahip MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin
5A veya 5B ile muamelesinin ardindan, karanlik kontrol gruplarinda transwell sistemden
migrasyon yapabilen hiicre sayisi muamelesiz kontrollere kiyasla azalma gdsterdi. Bununla
birlikte, 5A veya 5B ile muamele edilen PDT grubundaki hiicrelerin migrasyon
kapasitelerinin yliksek oranda kisitlandig1 ve transwell sistemde migrasyon yapabilen hiicre

sayisinin biiyiik 6l¢iide azaldig1 goriildi (Resim 16).
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Resim 16. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasinin
hiicrelerin migrasyon kabiliyetine etkisi
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Normal meme hiicre hatt1 olarak kullanilan MCF-10A hiicrelerinin 5A veya 5B ile
muamelesi sonucu, karanlik kontrol gruplarinin transwell sistemde migrasyon yapabilen
hiicre sayisinda biiyiik bir farklilik goériilmezken; PDT grubundaki hiicrelerin migrasyon

kapasitelerinin, 5A ve 5B muamelesinden diisiik seviyede etkilendigi belirlendi (Resim 17).
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Resim 17. MCF-10A hiicre hattinda SA ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasinin hiicrelerin
migrasyon kabiliyetine etkisi

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5A ve 5B muamelesinin, PDT
araciligiyla hiicrelerin migrasyon kabiliyeti {izerinde olusturdugu etkileri belirlemek igin
Image J programi kullanildi. Migrasyon yapabilen hiicre sayilari belirlenerek veriler
istatistiksel olarak analiz edildi. MCF-7 hiicrelerinin SA-PDT grubundaki migrasyon
seviyesinin %30, 5B-PDT grubundaki migrasyon seviyesinin ise %32 azaldigi belirlendi.
MDA-MB-231 hiicrelerinin 5SA-PDT grubunda %55, 5B-PDT grubunda ise %58 oraninda
azalma tespit edildi. MCF-10A hiicrelerinde bu oranlar sirasiyla %16 ve %15 olarak
belirlendi. PDT uygulanan MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda ve MCF-
10A normal meme hiicre hattinda 5SA ve 5B muamelesinin, migrasyon yapabilen hiicre

sayisini istatistiksel olarak azalttig tespit edildi (Sekil 15).
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Sekil 15. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5SA ve 5B muamelesi ile
PDT uygulamasinin migrasyondaki degisimlere etkisi. *p < 0.05, ****p < 0.0001.

4.11. Aminofenoltiyoetanol Cevreli 5A ve 5B’nin Hiicrelerin invazyon Kabiliyetlerine

Etkisinin incelenmesi

Calismada kullanilan aminofenoltiyoetanol ¢evreli SA ve 5B’nin, MCF-7, MDA-
MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinin invazyon kabiliyetleri tizerindeki PDT aracili etkisinin

belirlenmesi i¢in matrijel invazyon analizi yapildi.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda, SA veya 5B ile muamele edilen karanlik
kontrol grubu hiicrelerinin invazyon kabiliyetlerinde énemli bir degisim olmazken, PDT

grubundaki hiicrelerin invazyon kapasitelerinin azaldig1 goriildii (Resim 18).
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Resim 18. MCF-7 hiicre hattinda 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasinin hiicrelerin
invazyon kabiliyetine etkisi
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MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin 5A veya 5B ile muamele edilmis
karanlik kontrol grubunda, muamelesiz kontrollere kiyasla matrijel sisteminden invaze
olabilen hiicre sayisinda azalma goriildi. 5A veya 5B ile muamele edilen PDT grubundaki
hiicrelerin invazyon kapasitelerinin ise yiiksek oranda kisitlandigi ve transwell sistemde

migrasyon yapabilen hiicre sayisinin biiyiik dl¢lide azaldigi gortildii (Resim 19).
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Resim 19. MDA-MB-231 hiicre hattinda 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasinin
hiicrelerin invazyon kabiliyetine etkisi

Normal meme hiicre hatt1 olarak kullanilan MCF-10A hiicrelerinin, 5A veya 5B ile
muamelesi sonucu karanlik kontrol gruplarinda matrijelden invaze olabilen hiicre sayisinda
onemli bir farklilik goriilmezken; PDT grubunda invazyon yapabilen hiicre sayisinin

karanlik kontrollere kiyasla azaldig1 goriildii (Resim 20).

55



KONTROL SA 5B

KARANLIK

Resim 20. MCF-10A hiicre hattinda 5A ve 5B muamelesi ile PDT uygulamasinin hiicrelerin
invazyon kabiliyetine etkisi

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5A ve 5B muamelesinin,
hiicrelerin invazyon kabiliyeti tizerinde PDT araciligiyla olusturdugu etkiyi analiz etmek i¢in
Image J programi kullanilarak invazyon yapan hiicre sayilarn tespit edildi. Tim veriler
istatistiksel olarak analiz edildi. MCF-7 hiicrelerinin invazyon kapasitesinin, SA-PDT
grubunda %55, 5B-PDT grubunda ise %51 azaldig: saptandi. MDA-MB-231 hiicrelerinin,
5A-PDT ve 5B-PDT grubunda yaklasik %60 azalma tespit edildi. MCF-10A hiicrelerinde
ise 5A-PDT ve 5B-PDT sonrasi bu oran yaklasik %17 olarak belirlendi. PDT uygulanan
MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda ve MCF-10A normal meme hiicre
hattinda 5SA ve 5B muamelesinin, invazyon yapabilen hiicre sayisini istatistiksel olarak

azalttig1 tespit edildi (Sekil 16).
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Sekil 16. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda 5SA ve 5B muamelesi ile
PDT uygulamasinin invazyondaki degisimlere etkisi. *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001, ****p < 0.0001.
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5. TARTISMA ve SONUC

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve molekiiler diizeyde
heterojen bir hastaliktir. Tiimoral yapinin meme bolgesinde sinirli kaldigr ya da yalnizca
koltuk alt1 lenf diiglimlerine yayildig1 erken evrede tedavi sansi yiiksektir ve hastalarda
iyilesme orani fazladir. Daha ileri evrelerdeki meme kanseri vakalarinda ise mevcut tedavi
seceneklerinden yararlanilarak elde edilen basar1 yiizdesi diisiik oranlarda seyretmektedir.
[lerlemis meme kanserinde tedavinin ana hedefi, yasam kalitesini siirdiirerek semptomlar1
kontrol etmek ve tedaviye baglh diisiik toksisite ile hayatta kalma siiresini uzatmaktir. Buna
ragmen, giincel tedavide kullanilan multimodal yaklasimlar yan etkilere neden olarak
hastalarin yasam kalitesi olumsuz etkilenmektedir. Bu noktada alternatif tedavi

yaklagimlarina ihtiyag duyulmaktadir (200).

PDT, son yillarda gerceklestirilen anti kanser tedavi arastirmalarinin odak noktasi
haline gelen alternatif bir yoOntemdir. PDT’nin ana elemanlari, kullanilacak olan
fotosensitizer, fotosensitizerin etkinlesebilecegi uygun dalga boyundaki 151k ve molekiiler
oksijendir. Bu 1ii¢ unsur arasinda gergeklesen molekiiler diizeyde bir reaksiyon,
fotosensitizerin biriktigi hiicrelerde ROS olusturarak, apoptoz veya nekroz gibi hiicre 6liim
yolaklarinin aktiflesmesine neden olur fakat saglikli hiicreler genellikle zarar gérmez.
Baslangicta  fotosensitizerin ~ sistemik  uygulanmasina dayanan PDT, topikal

uygulanabilirligin anlagilmasi ile tedavi yaklagimlari arasinda 6n plana ¢ikmistir (201).

PDT etkinligini belirleyen unsurlardan en 6nemlisi fotosensitizer molekiillerdir.
Yillar iginde, farkli kimyasal yapilara sahip fotosensitizerler sentezlenerek PDT araciligryla
hiicrelerde olusturduklar1 etkiler incelenmistir. Ftalosiyaninler, optimal fotofiziksel ve
fotokimyasal 6zellikleri ile PDT’de kullanilan tigiincii nesil fotosensitizer tiirevleri arasinda
on plana ¢ikmaktadir. Yillar i¢inde, ftalosiyanin yapisina farkli katyonik veya anyonik
gruplar dahil edilerek, yiiksek singlet oksijen kuantum verimine ve biyolojik dokularda daha
iyi ¢oziiniirliige sahip olan substitue ftalosiyaninler sentezlenmistir (23). Ozellikle Schiff
bazi igeren ftalosiyaninlerin sentezi ve biyolojik aktivitelerine bagli olarak gosterdikleri
antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antitiimoral 6zellikler, bu yapilarin farkli formlarinin
PDT’de yaygin olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (202). Literatiire kazandirilmisg
farkli caligmalar, Schiff baz1 komplekslerinin PDT ile kullanilmasi durumunda ortaya ¢ikan
yiiksek diizeydeki anti kanser etkiyi dogrulamaktadir (80, 96, 203-205). Schiff bazi iceren

substitue ftalosiyaninlerin hiicre icerisinde yliksek diizeyde ROS olusturmasi ve mitokondri,
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lizozom ya da ¢ekirdek gibi hiicre i¢in hayati yapilari hedeflediginin gdsterilmesi, bu
yapilarin PDT’de kullanilmasi ile ortaya ¢ikan molekiiler diizeydeki etkinin arastirilmasi
gerektigini distindiirmektedir. Ayrica, substitue ftalosiyaninlerin kemoterapi basta olmak
tizere farkli tedavi stratejileri ile kombine halde kullanilabilirligi de bu ftalosiyaninlerin
PDT’deki roliinii kuvvetlendirmektedir (206).

Calismamizda, Schiff bazi igerikli aminofenoltiyoetanol g¢evreli yeni SiPc
molekiillerinin meme kanseri hiicre hatlari tizerindeki PDT etkinligi arastirilmistir. Schiff
baz1 ve SiPc tiirevlerinin biyolojik sistemler iizerindeki rolii ve etkinligi goz Oniine
alindiginda, Schiff bazli tiirevlere sahip SiPc’lerin etkili bir PDT ajan1 i¢in tiim

gereksinimleri karsiladigi ve PDT’de kullanilmaya elverisli oldugu diistiniilmiistiir.

Ikilenme zamanlar1 belirlenmis ve optimal kiiltiir ortamlar1 olusturulmus MCF-7,
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarin1 ve tiimorijenik olmayan MCF-10A meme
hiicre hattin1 igeren ¢alismamizin ilk asamasinda, ekibimizce sentezlenen 5A ve 5B
molekiillerinin, 10 j/cm? enerji yogunlugundaki 1sik ile etkinlestirilmesi sonucu doza baglh
olarak degisen canlilik verileri elde edilmistir. Tiim hiicrelerin karanlik kontrol gruplarinda
goriilen yliksek seviyelerdeki canlilik oranlari, PDT isleminin uygulandig: hiicre gruplarinda
doza baglh sekilde ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. Calismamizin
devamindaki deneysel prosediirlere bagl olarak, 1.5 uM ve 1 uM konsantrasyonlarinda 5A
veya 5B’nin kullanildig1 karanlik kontrol grubu hiicrelerinde, canlilik degerleri %95 ve tizeri
seviyelerde Olclilmiistiir. Aynt muameleler PDT gruplarina uygulandiginda, 1 uM
konsantrasyondaki 5A ve 5B muamelesinin kanser hiicrelerindeki canliligi yaklasik %30,
1.5 uM konsantrasyondaki 5A ve 5B muamelesinin ise %45 oraninda disiirdigi
goriilmistiir. Bu durum, ilk kez sentezlenmis olan molekiillerin, belirlenen dalga boyundaki
151k ile etkinleserek hiicreler iizerinde sitotoksik etki gosterdiginin bir isaretidir. Isik ile
etkinleserek hiicrelerdeki sitotoksik etkisini iist diizeylere ¢ikaran fotosensitizer molekiiller,
PDT’nin en 6nemli unsurlarindan biridir (53). Karanlik kontrol gruplarinda olusan diisiik
sitotoksisiteye ragmen PDT gruplarinda gozlenen artmis sitotoksik etkiler, SA ve 5B’nin
fotosensitizer olarak degerlendirilmesini saglamigtir. Daha once yapilan ¢aligmalar, farkli
fotosensitizer molekiillerin meme kanseri hiicre hatlarinda etkili olabilecegini gostermistir.
Yapisina siilfat gruplari eklenerek ¢ozliniirliigii artirilmis ¢inko ftalosiyaninlerin kullanildig:
bir ¢alismada, 151k ve ftalosiyanin dozuna bagli olarak MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin

canliliginda azalmalar tespit edilmistir (207). Farkli bir ¢aligmada, silisyum ftalosiyanin 4
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olarak bilinen ve ticari olarak satin alinabilen silisyum ftalosiyaninlerin, MCF-7 hiicre
hattinda olusturdugu sitotoksik etkiler incelenmistir (208). Calismamiz igin yeni
sentezlenmis olan Schiff bazi icerikli ve aminofenoltiyoetanol ¢evreli SA ve 5B’nin, kanser
hiicrelerinde diisiik konsantrasyonlarda bile sitotoksik etki gostermesi ve aym
konsantrasyonlarin normal meme hiicrelerinde canlilig1 yiiksek seviyelerde tutmasi,
calismamizdan elde edilen ilk verilerin en 6nemli noktasidir. Ftalosiyanin molekiillerinin
neoplastik dokulara kars1 yiiksek segicilik ve fotokimyasal aktivite gostermesi istenir (53,
209). Bunun yan sira, tiimér hiicrelerinde yiiksek metabolik aktivite ve diigiik pH seviyeleri
gibi c¢esitli faktorlerin, PDT'de kanser hiicrelerinin segici oOliimiinii  destekledigi
distintilmektedir (52, 61). Yeni sentezlenen 5A ve 5B molekiilleri, PDT ¢alismalar1 igin
ideal olan fotosensiziter molekiillerin kanser hiicrelerine spesifik sitotoksik etkiler
sergilemesi gerektigi hipotezi ile ortiismiis ve kanser hiicrelerinde sitotoksik etki saglamstir.
Yapmis oldugumuz deneyler sonucu elde edilen hiicre canlilig1 verileri, ilk kez deneysel
olarak test edilen 5A ve 5B’nin, baslangic asamasindaki anti kanser caligsmalarda

kullanilabilirligini desteklemistir.

Sitotoksik etkileri hiicre canliligi deneyleri ile tanimlanmis olan 5A ve 5B’nin,
hiicrelerde olusturdugu apoptotik ve/veya nekrotik hiicre O6liimiinlin kantitatif olarak
incelenmesi i¢in Annexin V/7AAD boyama yontemi kullanilmistir. Erken asamadaki
apoptozun ayirt edici 6zelliklerinden biri, hiicre i¢ zarindaki fosfatidilserinlerin dis yapraga
taginmasidir. Annexin V’in, hiicre zarinin dis yapragina transloke olan fosfatidilserinlere
baglanmasi sayesinde apoptotik hiicreler flow sitometrik olarak analiz edilebilmektedir (210,
211). Canlilik analizlerinde elde edilen verilere benzer sekilde, tiim karanlik kontrol
gruplarinda ¢ok diisiik seviyelerde hiicre 6liimii tespit edilirken, 6zellikle MCF-7 ve MDA-
MB-231 kanser hiicre hatlarinin PDT gruplarinda hiicre 6liimii istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiikselmistir. Annexin V/7AAD boyama metodu kullanilarak analiz edilen hiicre
olimii verilerindeki dikkat ¢ekici noktalardan biri, MCF-7 hiicre hattinda erken apoptotik ve
gec apoptotik (sekonder nekrotik) hiicre Oliimiiniin es zamanli gergeklesmesidir. Flow
sitometrik analizlerde, MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in 5A ve 5B muamelesi sonucu baskin
olarak apoptotik hiicre popiilasyonu goriiliirken, MCF-7 hiicrelerinde apoptotik ve sekonder
nekrotik hiicre 6liimii oranlarmin birbirine yakin oldugu goézlenmistir. PDT'nin kanser
hiicrelerini apoptoz veya nekroz gibi farkli yolaklarin aktivasyonuyla o6ldiirebildigi
bilinmektedir (125, 212, 213). Apoptotik mekanizmalarda; kaspaz 3, 6 ve 7 gibi efektor

kaspazlar hiicre igindeki ¢ok sayida hedef proteini pargalayarak apoptozun ger¢eklesmesine
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katki saglamaktadir (214). Ozellikle kaspaz 3 ve kaspaz 7’nin genis bir substrat grubunu
keserek; fosfatidilserin maruziyeti, niikleer kondenzasyon ve genomik DNA parcalanmasi
gibi apoptozun karakteristik, morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerini ortaya ¢ikardigi
bilinmektedir. MCF-7 hiicreleri, Casp-3 genindeki fonksiyonel bir delesyondan dolay1
kaspaz 3'ten yoksundur (215, 216). Walsh ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, kaspazlar
tarafindan kesildigi bilinen 20 farkli substrattan 12'sinin tercihen kaspaz 3 ile kesildigi
gosterilmistir (217). Gee ve ark., bir apoptotik ajan olan pirolo-1,5-benzoksazepin
kullanildiginda, kaspaz 3’ten yoksun olan MCF-7 hiicrelerinde kaspaz 7'nin apoptotik yanita
aracilik edebilecegini 6ne stirmiistiir (218). Jelinek ve ark. yapmis olduklari bir ¢alisma ile
sitotoksik ajan olarak kullandiklar1 Taksan’in MCF-7 hiicre hattinda kaspaz 6 ve 7’yi
etkinlestirdigini gostermistir (219). Brentnall ve ark. tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada
ise, ana efektdr kaspaz olan kaspaz 3 varliginda apoptozun daha etkili oldugu ve kaspaz 3
yoksunlugu olan fare embriyonik fibroblastlarinin, hiicre i¢i apoptotik yolagin uyarimina
kars1 daha az duyarli olduklari belirtilmistir (220). Benzer sekilde, MCF-7 hiicrelerinde 5A
ve 5B muamelesi sonrast meydana gelen apoptozun, kaspaz 3 haricindeki farkli efektor
kaspazlar araciligiyla gerceklesebilecegi diistiniilmektedir. Apoptozun bu hiicrelerde baskin
olarak goriilen 6lim mekanizmasi olamayisi, bahsedilen kaspaz 3 yoksunlugu ile baglantili
olabilir. Apoptoz, hiicre 6liimilyle sonuglanmasinin yani sira, 6lii hiicrelerin ortamdan
temizlenmesine de yol acar. Apoptoz geciren hiicreler, fagositik hiicreler tarafindan
gerceklestirilen fagositozu takiben heterolitik bozunmayla ortadan kaldirilir. Bununla
birlikte, apoptozun alternatif bir sonucu, apoptoz tamamlanamadiginda apoptotik siirecin
otolitik bir nekrotik sonuca ilerlemesidir (158, 159, 221). Baz1 kemoterapétik ajanlar ve
radyasyon terapisi tlirleri, dlizenlenmis hiicre 6liimiiniin bir formu olan sekonder nekrozu
indiikleyebilmektedir (222-224). PDT’de kullanilan fotosensitizerlerin fizikokimyasal
yapisi ve kullanilmakta olan hiicrelerin farkli karakteristikleri de ortaya ¢ikan hiicre dliimiinii
etkileyebilmektedir (212, 213, 225). 5A ve 5B’nin kimyasal yapilarindaki farkliliklar,
calismada kullanilan hiicrelerin molekiiler ve genetik diizeydeki farkliliklari, hiicrelerin
muamele siiresi ya da uygulanan 151k dozu dahil olmak tizere farkli etkenlerin hiicresel yaniti

etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.

Apoptotik kaskad ilerletilirken, mitokondriyal membran biitlinliigiiniin bozulmasiyla
membran gecirgenligini kontrol eden porlarin agilmasi ve sitokrom c gibi apoptozu
indiikleyen faktorlerin salinimi saglanmaktadir. Literatiirdeki farkli calismalar, azalan

mitokondriyal membran potansiyeli ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ile ilerleyip
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niikleer DNA’nin par¢alanmasina kadar uzayan apoptotik siireclerin gerceklestigini ve farkl
ftalosiyaninlerin de mitokondri lizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu bildirmistir (131,
226-230). Apoptotik mekanizmalarin yani sira, PARP1 gibi hiicresel efektorlerin rol aldigi
kaspaz bagimsiz hiicre Olim tiplerinde de mitokondriyal membran potansiyeli kaybi
yasandigi, degisen membran potansiyeli sayesinde mitokondriden salinan AIF gibi
faktorlerin hiicre Oliimiine aracilik ettigi gosterilmistir (179, 231-233). Calismamizda
kullandigimiz 5A ve 5B’nin PDT esliginde uygulanmasi, MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser
hiicre hatlarinda mitokondriyal membran potansiyelini yiiksek oranda (%20.7 - 29.9
araliginda) azaltmistir. Hiicre 6liimii analizlerinden elde edilen veriler ile uyumlu olarak
mitokondriyal membran potansiyelinin de azalmasi, SA ve 5B muamelesini takiben kanser
hiicrelerinde gergeklesen hiicre 6liimiinde mitokondrinin rolii olabilecegini gostermektedir.
Mitokondrilerin dahil oldugu hiicre i¢i apoptotik yolakta gérevli olan ve mitokondrilerden
apoptoz indiikleyici faktorlerin salinmasimni kontrol eden Bcl-2 protein ailesi gibi
proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin ekspresyonlarindaki degisimlerin belirlenmesi,
apoptoz haricindeki diizenlenmis hiicre 6liim mekanizmalarinda mitokondriden salinarak
niikleusa transloke oldugu bilinen AIF ve Endo G gibi faktorlerin hiicre ici
lokalizasyonlarinin incelenmesi gibi ileri c¢alismalar, ger¢eklesen hiicre Oliimiinde

mitokondrinin rolii tizerine daha detayli verilere ulasmay1 saglayacaktir.

PDT, 151k ve fotosensitizer birlikteligi sayesinde ekzojen olarak iiretilen ROS'un
kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in kullanildigi bir yontemdir (234). PDT esnasinda olusan
ROS, tiimor hiicrelerinde DNA, RNA ve proteinler gibi biyolojik makromolekiilleri okside
ederek hiicre 6liimiinii indiikler (235). Calismamizda ROS olusumunu mikroskobik olarak
goriintiilemek i¢in, yalnmizca ROS varliginda oksitlenip bir floresan iiriine doniistiiriilen
H2DCFDA kullanilmig, SA ve 5B’nin kanser hiicre hatlarinda PDT araciligiyla ROS
seviyelerini artirdigi goriilmiistiir. Tiimorijenik olmayan MCF-10A hiicre hattinda ise zay1f
floresan 1s1malar tespit edilmistir. Kanser hiicrelerinde gézlenen yogun floresan igimalar ve
tiimdrijenik olmayan hiicrelerde gozlenen zayif floresan 1s1malar, SA ve 5B muamelelerinin
hiicreler {izerinde tespit edilen sitotoksik etkileri ile oOrtiismektedir. Kullanilan
ftalosiyaninlerin 6zellikle kanser hiicrelerinde ROS’u indiiklemis olmasi, bu hiicrelerin
ftalosiyanin muamelesinden daha ¢ok etkilenmis oldugunu bir kez daha gostermistir.
Mikroskobik incelemeler sonucu elde edilen veriler, MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hiicre
hatlarinda 5A ve 5B muamelesinin fotositotoksik etkisini destekler niteliktedir ve bu agidan

literatiirdeki PDT caligmalart ile benzerlik gostermektedir (130, 236, 237).
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ROS gibi DNA hasarini indiikleyebilecek uyaricilarin merkezi rol oynadigi PDT’ de,
bu uyaricilarin neden oldugu PARP aktivasyonu ya da apoptotik mekanizmalarin devreye
girmesiyle goriilebilecek proteolitik kesilmeye bagli PARP inaktivasyonu, hiicre 6liimiine
dair ipuglar1 verme acisindan dnemlidir. Kaspazlar gibi proteazlar i¢in 6nemli bir substrat
olan PARP1, proteolitik kesilme sonucu farklt molekiiler agirliklara sahip fragmanlar iiretir.
Olusan bu PARP1 fragmanlari, ger¢eklesmekte olan hiicre 6liim mekanizmalari i¢in 6nemli
birer biyobelirtegtir. PARP1’in, ¢ogunlukla kaspaz 3 ve kaspaz 7’nin hedefi olarak kesilmesi
sonucu olusan 89-kDa ve 24-kDa molekiiler agirliktaki fragmanlar, apoptozun birer isareti
olarak kabul edilmektedir (238). 89-kDa molekiiler agirliktaki PARP1 fragmanu ile etkilesen
antikorlarin kullanildig1 bu ¢alisma sonucu, 5A ve 5B muamele edilerek PDT uygulanan
hiicre gruplarindan MCF-10A hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde kesilmis
PARP1 aktivitesi goriilmezken, meme kanseri hiicre hatlarinda anlamli diizeyde artan
kesilmis PARP1 seviyeleri tespit edilmistir. Bununla birlikte, MDA-MB-231 hiicre hattinin
kesilmis PARP1 seviyesindeki artigin (%14.7 - 16.4), MCF-7 hiicre hattina kiyasla (%2.6 -
4.0) daha yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir. Bu artislarin tiimii istatistiksel olarak anlamli
olsa da MCF-7 hiicre hattinda goriilen artisin MDA-MB-231 hiicre hattina kiyasla diisiik
diizeyde kalmasi dikkat ¢ekici bir veri olarak degerlendirilmektedir. PARP1, kaspaz 3 ve
kaspaz 7 gibi proteazlar tarafindan kesildigi i¢in, kaspaz 3 eksprese etmeyen MCF-7
hiicrelerinde kesilmis PARPI1 seviyelerinin daha diisiik diizeyde kalmasi kismen
ongoriilebilir bir sonuctur. Bununla birlikte, Annexin V/7AAD analizleri sonucu MCF-7
hiicrelerinde goriilen yliksek orandaki sekonder nekrozun da PARP1 aktivitesi ile ilgili
oldugu diistintilmektedir. Hiicre i¢i ROS miktarinin artmasi ile aktiflesen PARP1, kaspazlar
gibi proteazlar tarafindan kesilip inaktif hale gegmedikge diizenlenmis bir nekrotik hiicre
Oliimiine aracilik etmektedir. PDT sonucu olusan yiiksek diizeydeki ROS’un, DNA hasarina
neden olarak PARP’lar aktiflestirdigi ve hiicreleri diizenlenmis nekroza yonlendirebildigi
daha once gosterilmistir (180). MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde diisiik miktarda
PARP1’in kesilerek inaktif hale gegmis olmasi ve hiicre 6liim profilinde goriilen nekrotik
kayma, bu hiicrelerde SA ve 5B muamelesi sonrast ger¢eklesen hiicre 6limiinde aktif
PARP1’lerin anahtar rol oynayabilecegini gostermektedir. Literatiirde sunulan verilere gore,
PARP aracili nekrozun meydana gelmesindeki etkenlerden bir digeri ise hiicrelerdeki pS53
ekspresyonudur. Wild tip p53'in, ROS indiiklii DNA hasarina yanit olarak meydana gelen
PARP aracili nekrozda rol oynadigit ve PARP aktivasyonunu transkripsiyonel, post-
translasyonel veya dogrudan etkilesimle diizenledigi diisiiniilmektedir (239-241). MCF-7
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hiicrelerinin  wild tip, MDA-MB-231 hiicrelerinin ise mutant p53’e sahip oldugu
bilinmektedir (242, 243). Bu durumda MCF-7 hiicrelerindeki wild tip p53, PDT sonucu
olusan PARP1 aktivasyonu ile iligkili olabilir. Apoptotik hiicre Sliimiiniin yogun olarak
gerceklestigi ve mutant p53’°e sahip MDA-MB-231 hiicre hattinda ise kesilerek inaktive
edilmis PARP1 diizeyinin daha yiiksek olmasi, hem Annexin V/7AAD verilerimizle hem de
literatiir ile uyumludur (244, 245). Bununla birlikte, farkli kaspazlarin ve p53’iin, SA ve 5B
indiiklii PDT aktivitesindeki olasi rollerini aydinlatmaya yonelik yapilacak farkli caligmalar

detayl1 verilerin elde edilmesini saglayacaktir.

PDT ile uygulandiginda hiicre i¢i ROS olusumuna ve hiicre 6liimiine neden oldugu
onceki veriler ile gosterilen SA ve 5B’nin, hiicrelerin koloni olusturma kabiliyetlerine etkisi
incelenerek kiiltiirdeki uzun siireli proliferasyon durumlar1 analiz edilmistir. Hiicrelerin
ftalosiyaninler ile muamelesi ve PDT’ye maruz birakilmalar1 koloni olusturma kapasitelerini
de etkilemektedir. Ozellikle kanser hiicrelerinde koloni olusturma kapasitesinin kaybi ile
goriilen antiproliferatif etki, hiicrelerin tiimor olusturma yeteneklerini kisitlamaktadir (246,
247). 5A ve 5B muamelesinin ardindan PDT’ye maruz birakilan MCF-7, MDA-MB-231
meme kanseri hiicreleri ve  MCF-10A normal meme hiicreleri, koloni olusturma
kapasitelerini koruma konusunda farkliliklar gostermistir. PDT uygulanmayan ve yalnizca
5A ya da 5B ile muamele edilmis tiim hiicre gruplarinda, koloni olusumu kismen azalsa da
istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir degisim olmamuistir. Hiicre canliligi deneylerinde iist
seviyelerde canlilik profili sergileyen MCF-10A hiicrelerinin biiyiik ¢ogunlugu, koloni
olusturma potansiyelini korumustur. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlarinda ise, PDT uygulamasini takiben koloni olusumunda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azalmalar s6z konusu olmustur. Deneysel radyasyon biyolojisi ¢aligmalar ile
literatiire ilk kez giren koloni olusturma analizleri, PDT’de farkli fotosensitizerler
kullanilarak ¢alisilmig ve PDT nin uzun doénem etkisi i¢in son derece 6nemli oldugunun alt1
cizilmistir (248-251). 5A ve 5B muamelesinin, uzun siireli kiiltiirdeki hiicre proliferasyon

yeteneklerini sinirlandirilmasi, in vitro PDT etkinligini bu agidan desteklemistir.

Hiicrelerin hareket yetenekleri sayesinde go¢ edebilmesi, embriyonik gelisim ve yara
iyilesmesi gibi farkli fizyolojik siirecler icin gerekli olsa da metastaz ve tiimor invazyonu
gibi patolojik durumlarda da karsimiza ¢ikmaktadir (252-254). Farkli sitotoksik ajanlarin
veya fotosensitizerlerin kullanildig1 caligsmalar ile metastatik potansiyele sahip hiicrelerin

hareket yetenekleri incelenmekte ve ilag adaylarinin hiicre hareketine etkisi belirlenmektedir
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(102, 103, 255-257). Calismamizda, 5A ve 5B’nin PDT ile uygulanmasinin hiicre
hareketinde neden olacagi degisimi analiz etmek i¢in yara iyilesmesi deneyi yapilmistir. 48
saat sonunda, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinin karanlik kontrol
gruplarindaki yara bolgeleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde kapanirken, ayni hiicrelerin
PDT gruplarindaki yara bolgelerinde anlamli bir kapanma olmamistir. Hiicre hareketi
acisindan agresif oldugu rapor edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin yara bdlgesindeki
kapanma, MCF-7 hiicrelerine kiyasla daha hizli olmustur. Buna ragmen, MDA-MB-231
hiicrelerinin PDT gruplar1 ve karanlik kontrol gruplar1 kiyaslandiginda, PDT uygulamasinin
hiicre hareket kabiliyetine etki ettigi goriilmiistiir. Bu nedenle, PDT indiiklii 5A ve 5B
muamelesinin her iki hiicre hattinda da hareketi kisitladig1 goze ¢arpmaktadir. MCF-10A
hiicrelerinin PDT grubunda hiicre hareketi kismen etkilense de, 48. saatte 5A ve 5B
muameleli kiiltiirlerdeki yara bolgesinde olusan kapanma istatistiksel olarak anlamli
sonuglar vermistir. Ayni1 hiicrelerin karanlik kontrol gruplari, yara bolgesini hizl bir sekilde
kapatmistir. SA ve 5B kullamilarak gergeklestirilen PDT uygulamalarinin, meme kanseri
hiicrelerinde proliferasyon ve koloni olusumunun yani sira hiicre hareketini de etkiledigi
goriilmiistiir. Bu alandaki son ¢aligmalara bakildiginda, test edilen fotosensitizerlerin hiicre
hareketi {izerine etkilerinin, sitotoksik diizeydeki etkileri kadar ©Onemli oldugu
diistintilmektedir (258-261). Bu agidan, SA ve 5B’nin meme kanseri hiicrelerinin hareket
kabiliyetinde neden oldugu etki agiktir. Gergeklesen bu etkinin detayli arastirilmasiyla,
ozellikle aktin hiicre iskeleti iizerindeki etkilerin incelenmesiyle daha ileri verilerin elde

edilmesi muimkiin olacaktir.

PDT’nin antitiimoral etkinliklerinin énemli bir kismini, migrasyon ve invazyonu
kisitlayict etkiler olusturmaktadir. Calisilan hiicre tiirleri, fotosensitizerler ve 1siklandirma
kosullarina bagli olarak, migrasyon ve invazyonun énemli dl¢lide azaldigini ve bu etkilerin,
farkli molekiiler yolaklar iizerinden gerceklestigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (102, 249,
260, 262-265). ROS olusumunu sagladigi, hiicre 6liimiinii indiikledigi ve hiicre hareketini
kisitladigr gosterilen 5A ve 5B’nin, hiicrelerdeki migrasyon ve invazyona Kkarsi
olusturabilecegi etkinin anlagilmasi i¢in transwell sistemler kullanilmistir. MCF-10A
hiicrelerinde, muameleler sonucu transwell sistemlerden gegebilen hiicre sayisindaki
degisim diistik diizeylerde (%9 — 12 araliginda) kalmis, yalnizca PDT uygulanan grupta
istatistiksel olarak anlamli sonuglar (%16 — 18 araliginda) elde edilmistir. Zayif metastatik
potansiyele sahip MCF-7 hiicreleri ve invazyona yatkinligi ile bilinen MDA-MB-231

hiicrelerinde ise PDT uygulamasinin hiicrelerdeki migratif ve invaziv karaktere yiiksek
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seviyelerde etki ettigi gozlenmistir (MCF-7; migrasyon i¢in %30, invazyon igin %56 —
MDA-MB-231; migrasyon i¢in %55, invazyon i¢in %58). Kontrol gruplarindaki ve PDT
gruplarindaki total hiicre kiimeleri ele alindiginda, MDA-MB-231 hiicrelerinin MCF-7
hiicrelerine kiyasla transwell sistemde daha fazla hareket edebildigi ve membranin alt
kismina daha fazla sayida hiicre gectigi goriilmiistiir. Ozellikle matrijelin kullanilmis oldugu
invazyon deneylerinde, MCF-7 hiicrelerinin transwell sistem igerisindeki yayilimi
kisitlanmis ve migrasyon deneylerine kiyasla membranin alt kismina ulagabilen hiicre
sayisinin azaldig1 goriilmiistiir. MCF-7 hiicrelerinin zayif migrasyon potansiyeli nedeniyle
transwell membran boyunca hareket edebilen total hiicre kiimeleri az sayida olsa da,
PDT’nin hiicrelerdeki migrasyon ve invazyonu 6nemli dl¢iide etkiledigi gézlenmistir. Buna
ragmen, MDA-MB-231 hiicrelerinin PDT gruplarinda muamelelere verilen tepkinin daha
yiiksek seviyelerde oldugu ve bu hiicrelerin transwell sistem boyunca migratif ve invaziv
hareketinin daha yiiksek diizeyde kisitlandig1 saptanmistir. Migrasyon ve invazyon, pek ¢cok
faktorii icinde barindiran kompleks birer stirectir. Hiicrelerin genetik diizeydeki farkliliklari,
eksprese edilen genler ve olusan proteinlerin islevselligi, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinin migrasyon ve invazyon kapasitesine etki edebilmektedir. Literatiirdeki farkli
caligmalar, anjiyogenezdeki en Onemli rollerden birine sahip olan vaskiiler endotelyal
bliytime faktoriiniin (VEGF), MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde farkli diizeylerde
eksprese edildigini ve bu durumun hiicrelerdeki metastatik kapasiteyi etkiledigini
gostermistir (266, 267). Buna gore, zayif metastatik 6zellikteki MCF-7 hiicreleri, yiiksek
invazyon ve migrasyon kapasitesine sahip MDA-MB-231 hiicrelerine gore daha diisiik
seviyelerde VEGF eksprese eder (266). Bu durum, hiicrelerin metastatik karakterini
etkileyen unsurlardan biridir. Deneysel metotlar ile VEGF ekspresyonu artirilan MCF-7
hiicrelerinde, invazyon kapasitesinin yiiksek oranda arttigi rapor edilmistir (268). Bunun
yant sira, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde eksprese edilen iyon kanallarinin
migrasyonda rolii oldugunu ortaya koyan calismalar mevcuttur. Roger ve ark., invaziv
kapasitesi yiiksek olan MDA-MB-231 hiicrelerinde hizli bir i¢ce yonelik sodyum akisi
bulundugunu, zayif metastatik MCF-7 hiicrelerinde ise bu akisin olmadigini bildirmistir.
MDA-MB-231 hiicrelerinde Tetrodotoksin kullanilarak bloke edilen sodyum akisi
sonrasinda hiicrelerin invaziv karakterinin azaldigi gortilmistiir (269). Gillet ve ark.
tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada ise, MDA-MB-231 hiicrelerinde sodyum kanal
aktivatorii Veratridin’in kullanilmasi ile hiicrelerin invazyon kapasitesinde artis tespit

edilmistir (270). Bu alanda yapilan son arastirmalar, normal meme hiicrelerine kiyasla
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sodyum kanallarini yiiksek diizeyde eksprese eden metastatik meme kanseri hiicrelerinde,
bu kanallarin inhibisyonu ile invazyonun ve metastazin Onemli Ol¢lide azaldigim
dogrulamustir (271, 272). Bu tiir genetik farkliliklar nedeniyle farkli adezyon profiline sahip
hiicrelerde ilaglara karsi ortaya c¢ikan molekiiler diizeydeki cevabin da degisiklik
gosterebilecegi farkli caligmalar ile rapor edilmistir (273-277). MCF-7 hiicrelerinin migratif
potansiyelinin SA ve 5B muamelesi karsisinda diistik seviyede degiskenlik gostermesi, giiclii
metastatik ve invaziv karakterdeki MDA-MB-231 hiicrelerinin ise bu durumdan daha ¢ok
etkilenmesi hiicrelerin genetik farkliliklar1 ve farkli adezyon profilleri ile iligkilendirilebilir.
5A ve 5B’nin PDT ile uygulanmasinin, biiylime faktorleri ve iyon kanallar1 da dahil olmak
tizere hiicredeki farkli molekiiler bilesenleri etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle,
migrasyon ve invazyon siirecinde rol alabilecegi diisliniilen hiicre adezyon molekiilleri,
hiicre gdocilinden sorumlu farkli proteinler, biiyilime faktorleri ve iyon kanali alt birimleri gibi
cesitli biyobelirteglerin knock out veya knock in gibi diizenlemeler ile ekspresyon
davranislarinin degistirilmesi ya da bu belirteglere spesifik inhibitor veya aktivator
kullanilmasi, SA ve 5B muamelesinin migrasyon ve invazyona olan etkisinin ileri diizeyde

anlagilmasini saglayacaktir.

Sonu¢ olarak bu tez c¢alismasinda, ekibimizce ilk kez sentezlenen
aminofenoltiyoetanol ¢evreli siliyum ftalosiyaninlerin MCF-7, MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatlar1 ve tiimorijenik olmayan MCF-10A hiicre hatti iizerindeki PDT etkinligi
ilk kez galisilmistir. SA ve 5B'nin meme kanseri hiicrelerinde neden oldugu antiproliferatif
ve antitiimoral etkilerin tiimorijenik olmayan hiicrelerde diisiik seviyelerde kaldigi
belirlenmis, kanser hiicrelerinde yliksek seviyelerde ROS olustugu ve hiicre 6liimiiniin
indiiklendigi, hiicrelerin uzun siireli kiiltiirlerinde koloni olusturma kapasitesinin son derece
azaldigi, yara iyilesmesi modellerinde hiicre hareketinin kisitlandigi ve hiicrelerin hem

migratif hem de invaziv potansiyellerinde azalma egilimleri oldugu gdsterilmistir.

Elde edilen tiim veriler, PDT odakli anti kanser tedavi ¢calismalarinda fotosensitizer
olarak kullanilabilecegini 6nerdigimiz SA ve 5B'nin bu 6zelliklerini tanimlamaya yonelik
aydinlatici olmakla birlikte, bu molekiillerin aday ila¢ ¢alismalarinda kullanilmak tizere

potansiyel tasidigini gostermistir.
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