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OZET

Piridin Grubu iceren Suda Céziiniir Ftalosiyanin Bilesiklerinin Meme Kanseri Hiicre

Hatt1 Uzerine Fotodinamik Terapi Potansiyellerinin incelenmesi

Bu calismada, suda ¢oziinebilen piridin yan grubu igeren silisyum (IV) ftalosiyanin
(3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ) bilesiklerinin, meme kanseri tedavisinde kullanilmak tizere
uygun FDT ajani potansiyeli tasiyip tasimadiklari incelemistir. Bu amag¢ dogrultusunda ilk
olarak bilesiklerin fotokimyasal 6zellikleri degerlendirilmis; agregasyon davranislari, singlet
oksijen kuantum verimleri ve fotobozunma kuantum verimleri incelenmistir. Bilesiklerin
singlet oksijen kuantum verimleri 3PY-7a-SiQ icin @ = 0.181 ve 3PY-8a-SiQ icin ise
®=0.168 hesaplanmistir. Agregasyon incelemeleri sonucunda, her iki bilesik icin de
herhangi bir agragasyon belirtisi gozlenmemistir. Fotobozunma kuantum verimleri ise 3PY-
7a-SiQ icin ®q = 0.64x10~> ve 3PY-8a-SiQ igin @4 = 1.28x10~> olarak hesaplanmistir.
Bilesiklerin DNA baglanma 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla UV-Vis spektrofotometri
ve agaroz jel elektroforezi deneyleri gerceklestirilmistir. UV-Vis spektrofotometri
sonuglarma gore, 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin K, degerleri sirasiyla 1.51 +
(0.02)x10°> M! ve 5.52 £ (0.07)x10° M! olarak hesaplanmustir. Agaroz jel elektroforez
bulgulari, 3PY-7a-SiQ bilesiginin 3PY-8a-SiQ bilesigine gore DNA’ya daha giiclii
baglanma egiliminde oldugunu gostermistir. Bilesiklerin hidrolitik niikleaz, fotoniikleaz ve
oksidatif niikleaz aktiviteleri yine agaroz jel elektoroforezi yontemiyle degerlendirilmistir.
Her iki bilesigin de en yliksek konsantrasyonlarinda, 60 dakika beyaz 1sik uygulamasi
sonrasi anlamli diizeyde oksidatif fotoniikleaz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Son olarak
3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 ie MCF-10A
saglikli meme epitel hiicre hatt1 iizerindeki in vitro sitotoksik ve fototoksik etkileri MTT

yontemi ile incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Fotodinamik Terapi, Fototoksisite, Meme Kanseri, Silisyum (IV)

Ftalosiyanin, Sitotoksisite
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ABSTRACT

Investigation of Photodynamic Therapy Potential of Water Soluble Phthalocyanine

Compounds Containing Pyridine on Breast Cancer Cell Line

In this study, the potential of water-soluble silicon (IV) phthalocyanine derivatives
containing a pyridine side group (3PY-7a-SiQ and 3PY-8a-SiQ) to serve as suitable PDT
agents for breast cancer treatment was investigated. For this purpose, the photochemical
properties of the compounds were first evaluated, including their aggregation behavior,
singlet oxygen quantum yields, and photodegradation quantum yields. The singlet oxygen
quantum yields were calculated as @ = 0.181 for 3PY-7a-SiQ and ®x = 0.168 for 3PY-8a-
SiQ. Aggregation studies revealed no signs of aggregation for either compound. The
photodegradation quantum yields were determined to be ®q=0.64x10 ° for 3PY-7a-SiQ and
®g = 1.28%10° for 3PY-8a-SiQ. To assess the DNA-binding properties of the compounds,
UV-Vis spectrophotometry and agarose gel electrophoresis experiments were conducted.
According to the UV-Vis spectrophotometry results, the K values of 3PY-7a-SiQ and 3PY-
8a-SiQ were calculated as 1.51 £+ (0.02)x10° M and 5.52 + (0.07)x10* M, respectively.
Agarose gel electrophoresis findings indicated that 3PY-7a-Si1Q exhibits a stronger tendency
to bind DNA compared to 3PY-8a-SiQ. The hydrolytic nuclease, photonuclease, and
oxidative nuclease activities of the compounds were also evaluated using agarose gel
electrophoresis. At their highest concentrations, both compounds demonstrated significant
oxidative photonuclease activity after 60 minutes of white-light irradiation. Finally, the in
vitro cytotoxic and phototoxic effects of 3PY-7a-SiQ and 3PY-8a-SiQ on the MCF-7 breast
cancer cell line and the MCF-10A healthy breast epithelial cell line were assessed using the

MTT assay.

Keywords: Breast Cancer, Cytotoxicity, Photodynamic Therapy, Phototoxicity, Silicon (IV)

Phthalocyanine
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, diinyanin neredeyse her iilkesinde 6nde gelen bir 6liim nedeni ve yasam
beklentisini arttirmanin 6niinde 6nemli bir engel olarak goriilmektedir (1). 21. yiizyilda
diinya ¢apinda meydana gelen her alti 6liimden birinin sorumlusudur (2). Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan yayinlanan son rapora goére, 2022 yilinda 20 milyon yeni kanser vakasi
goriiliirken, 9.7 milyon hasta bu nedenle hayatin1 kaybetmistir. Kanser vakalarinin 2050
yilina kadar yaklasik %77 artacagi ve saglik sistemlerini, insanlar1 ve topluluklar1 daha da
zorlayacagi tahmin edilmektedir (3). Bu vakalarin artmasina sosyoekonomik gelismelerle

iligkili olarak niifusun yaslanmasi ve kanser ana risk faktorlerinin artmasi neden olmaktadir
(D).

Meme kanseri, kadinlarda en sik teshis edilen kotii huylu timérdiir ve kotii huylu
tiimorden kaynaklanan 6liim nedenlerinde ilk siradadir (4). Erkek meme kanseri nispeten
nadirdir ancak daha diisiik sag kalim ve daha yiiksek 6liim oranina sahiptir (5). Kanser
Istatistikleri'ne gdre meme kanseri 2022’de yaklasik 2.29 milyon yeni vaka ve 666.103
Olimle tiim kanserlerin %24.5’ini olusturmaktadir (3). Diinya ¢apinda kanser kaynakli
Oliimlerin besinci 6nde gelen nedenidir ve 2020 yilinda kiiresel kanser vakalariin 6nde
gelen nedeni olan akciger kanserini de geride birakarak birinci sirada yerini almistir. Meme

kanseri goriilme siklig1 diinya capinda siirekli artmaktadir (6,7).

Meme kanseri, genetik ve kalitsal yatkinlik dahil olmak tizere bir¢ok risk faktoriiyle
iliskili olan heterojen bir hastaliktir (8). Bunlara yas, tireme risk faktorleri (erken menars ve
gec menopoz), yasam tarzi faktorleri (menopoz sonrasi obezite ve alkol tiiketimi),
radyasyona maruz kalma, yiiksek mamografi yogunlugu ve atipik hiperplazi gibi histolojik
lezyonlarin varlig1 dahildir ve bu faktorlerden bazilar1 genetik yatkinlikla da desteklenebilir
(9). Bu kanserle iliskili en iyi bilinen genetik mutasyonlar arasinda BRCA1 ve BRCA2
genlerindeki mutasyonlar yer alir. Kromozom 17°de bulunan BRCAI geni, genom
stabilitesini korumaktan sorumlu niikleer proteini kodlayan bir baskilayict gendir. BRCA1
proteini, kromozom 13’te bulunan bir baskilayici gen olan BRCA2 gen {irliniiyle birlikte
DNA onariminda rol oynar. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar, DNA hasarlarinin
onarilmamasina ve hiicrelerin kontrolsiiz sekilde biiylimesine yol acar. BRCA1/BRCA2
mutasyonu tastyicilarin meme kanseri gelistirme riskinin 10 kat daha fazla oldugu

bilinmektedir (4).



Meme kanseri biyolojik agidan heterojen bir yapiya sahiptir ve dstrojen reseptorii
(ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2’nin
(HER?2) ekspresyonuna gore siniflandirilir. Bu dogrultuda hastalik liiminal A (ER+, PR+ ve
HER2-), liiminal B (ER+, PR+ ve HER2+), HER2 (ER-, PR- ve HER2+) ve iiglii negatif
meme kanseri (TNBC) olmak {izere dort ana alt tipe ayrilmaktadir (10). Molekiiler
ozelliklerine gore bu alt tipler hastaligin seyri, tedaviye yaniti ve metastaz potansiyeli
bakimindan farkliliklar gosterir. Liiminal tipler daha 1yi prognoza sahipken, HER2 pozitif
timorler daha agresif seyreder. HER2 proteini, tim meme kanserlerinin yaklasik %20’sinde
asirt miktarda lretilmekte ve bu durum hizli tiimor biiylimesiyle iliskilendirilmektedir.
TNBC ise Ostrojen, progesteron ve HER2 reseptorlerini tasimayan alt tip olup, vakalarin
%10-20’sini olusturmaktadir. Bu alt tip genellikle ileri evrede tan1 almakta, tekrarlama riski

ylksek seyretmekte ve sagkalim orani diisiik olmaktadir (11,12).

Meme kanseri tedavi stratejileri molekiiler alt tipe bagli olarak degismektedir ve
multidisiplinerdir. Tedaviler lokal ve sistemik olmak {izere ikiye ayrilir. Lokal tedaviler,
cerrahi ve radyoterapidir. Sistemik tedaviler, hormon pozitif tedavi i¢in hormon tedavisi,
kemoterapi, HER2 pozitif hastalik i¢cin anti-HER2 tedavisi ve son zamanlarda imm{inoterapi
olmak iizere ¢esitli tedavileri icermektedir (4). Tedavi segenekleri cesitli olsa da her
tedavinin yan etkileri ve olumsuz olaylara sebep olma ozellikleri vardir. Kemoterapi,
yorgunluk, alopesi (sa¢ dokiilmesi), sitopeni (normal kan hiicrelerinin sayisinda azalma), kas
agrisi, norobilissel islev bozuklugu, kardiyomiyopati (kalp kasinin anormal sekilde
bliyitimesi), ikinci kanserler, erken menopoz, kisirlik ve psikososyal bozukluklar gibi bir¢ok
yan etkiye sahiptir. Radyoterapinin en 6nemli yan etkilerinden biri kardiyotoksisitedir (10).
Hormon tedavilerinin yan etkileri arasinda yiiksek ates, kilo alimi, kas-iskelet sistemi
semptomlar1 ve yorgunluk bulunur. Immiinoterapinin en yaygmm yan etkileri cilt
reaksiyonlari, ishal, titreme, Oksiirik ve endokrinopatilerdir (endokrin sistemde islev
bozukluklar1). Hedefli tedavi tiirleri arasinda monoklonal antikorlar (HER2 pozitif meme
kanseri i¢in trastuzumab), kinaz inhibitdrleri (hormon pozitif meme kanseri icin CDK4/6
inhibitorleri), mTOR inhibitorleri (hormon pozitif meme kanseri i¢in), ve P13K inhibitorleri
ve PARP inhibitorleri (BRCA pozitif meme kanseri i¢in) bulunur ancak bu tedaviler de
cesitli cilt problemleri gibi yan etkilere sahiptir. Sonug¢ olarak, her alt tip farkli biyolojik
davranislar sergiler ve tedaviye yanitlar degisiklik gosterir. Tiim hastalar kisisellestirilmis

tedaviden yararlanamayacagi i¢in geleneksel tedavilerin 6tesine gegilmelidir (13).



Meme kanseri i¢in en iyi tedavi sonuglari, zamaninda taniya ve ardindan bakima
yonelik ¢ok disiplinli, bir yaklasima baglidir ancak bircok diisiik ve orta gelirli {ilkede,
finansal kisitlamalar, kaynak eksikligi, yeterince egitilmemis is giicii ve zayif altyapi
nedeniyle etkili bakim yonetimi yollarin1 takip etmek zor olabilir (14). Meme kanseri
tedavisinde son yillarda kaydedilen ilerlemeler, tam anlamiyla tatmin edici ¢oziimler ve
sonuglar vermemistir. Bu nedenle yeni tedavi yaklagimlar {izerinde ¢aligmalar yapilmasi

gerekmektedir (4).

Fotodinamik terapi (FDT), kanser tedavisinde yeni bir tedavi olarak son yillarda
biiyiik ilgi géren minimal invaziv bir terapdtik yontemdir. FDT, belirli bir dalga boyundaki
1sikla uyarildiktan sonra, hedef dokuda reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturmak ig¢in
molekiiler oksijenle reaksiyona girerek hiicre dliimiine neden olan fotoduyarlastiricilar
kullanir (15). ROS tiimor hiicrelerinin zarlarina, proteinlerine ve DNA’sina zarar vererek
hiicre oliimiine yol acar (16). FDT, ozellikle meme kanseri gibi yiizeysel ve lokalize
kanserlerde umut vaat eden bir tedavi yaklasimidir. Geleneksel terapotik yontemlerle
karsilastirildiginda FDT, tercihen tiimor lezyonlarinda lokalize olan fotoduyarlastiricilarin
kullanilmast ve bu lezyonlarin hassas bir sekilde 1sikla i1sinlanmasi nedeniyle timor

hiicrelerine kars1 daha segicilik sunar (15).

Fotoduyarlastiricilar, FDT i¢in anahtar unsurlardir. Bu molekiiller tercihen
timorlerde birikmeli, yiliksek singlet oksijen kuantum verimine sahip olmali, karanlikta
diisiik aktiviteye sahip olmali, hasta viicudundan hizla elimine edilmeli, amfifilik 6zellige
sahip olmal1 ve yaklasik 600-800 nm arasinda bir 151k absorpsiyon zirvesine sahip olmalidir
(15). FDT’de kullanilan fotoduyarlastiricilar, porfirin tiirevleri, fotofrin, klorofinler ve
ftalosiyaninler gibi 1518a duyarli molekiilerdir. Hematoporfirin ve fotofrin tiirevi bilesikler
hedefe yonelik olmayan dagilim, kisa dalga boylu 1s1ikta uyarim ve uzun siire viicutta kalma
gibi dezavantajlara sahiptir. Bu 6zellikleri klinik olarak uygulanmalarmi biiyiik olglide
engellemektedir (17). Bu nedenle porfirinler, klorofinler ve ftalosiyaninler gibi yeni
fotoduyarlastiricilar gelistirilmistir. Bu bilesiklerin emilim spektrumlart 650-800 nm
araliginda oldugu i¢in daha 1yi bir tiimor 6zgiinliigii ve derin yerlesimli dokulara penetrasyon
saglar. Ayrica viicuttan daha hizli atilirlar, bu da daha az yan etki ve hastanin karanlik odada
gecirdigi slirenin azalmasint saglar (16). Bu molekiiller, kanser hiicrelerinde birikme
egilimindedir, bu da tedavisinin hedefe yonelik olmasini saglar ve cevredeki saglikli

dokularin zarar gérme riskini azaltir (18).



Sonug olarak, fotodinamik terapi, kanser tedavisinde yenilik¢i ve hedefe yonelik bir
yaklagim sunmaktadir. Son zamanlarda klinik ¢aligmalarin sayisinin artmasi, FDT nin
faydalarmin cazip ve umut verici olmaya devam ettigini ve alaninin ¢ok aktif oldugunu
gostermektedir (19). Gelisen teknoloji ile daha etkili fotoduyarlastiricilarin ve 151k
kaynaklarmin kullanilmasi, FDT’nin klinik uygulamalarda daha genis bir kullanim alanm
bulmasina olanak saglayacaktir (17). Bu kapsamda en sik tercih edilen molekiil gruplarindan
biri olan ftalosiyanin halkasinin merkezinde bulunan metal iyonu, bilesigin kimyasal ve
fiziksel ozelliklerini oldukca etkilemektedir. Merkez kavitesinde silisyumun bulundugu
ftalosiyanin bilesiklerinin ¢esitli kanser tiirlerine karsi etkilerinin incelendigi ve etkili oldugu
in vitro, in vivo ve klinik caligmalar literatiirde bulunmaktadir (20-23). Bu ¢alismamizda
kullanmay1 tercih ettigimiz substitiie grup olan piridin analoglarinin zengin biyolojik ve
farmakolojik etkiye sahip oldugu bilinmektedir (24-27). Bunun yam sira aksiyal konumda
konumlandirilan yan grup tasiyan bilesiklerin agregasyonu azaltmasi ve bu durumun FDT
etkisinin arttiracagi diisiiniilmektedir. Ayrica, piridin yapisinda bulunan kuaterner amonyum
yapilarinin  bilesiklerin  suda ¢Oziiniirliiklerini  arttirmaktadir. Suda  ¢6ziinebilen

fotoduyarlastirici bilesikler FDT de uygulama kolaylig1 agisindan da tercih edilmektedir.

Bu tez ¢aligmasiin amact; suda ¢oziinebilen piridin yan grubu iceren silisyum (IV)
ftalosiyanin tiirevleri (3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ) bilesiklerinin fotokimyasal 6zelliklerini,
DNA ile etkilesimlerini ve MCF-7 (insan meme kanseri) ile MCF-10A (insan saglikli meme

epiteli) hiicre hatlari lizerinde in vitro fotodinamik tedavi etkinliklerini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, viicudun hemen hemen her organinda ya da dokusunda ortaya ¢ikabilen,
normal hiicrelerin biiyiime ve boliinme diizeninin bozulmasiyla karakterize edilen ciddi bir
hastaliktir. Saglikli bir viicutta hiicreler, ihtiya¢ dogrultusunda kontrollii bir sekilde ¢cogalir
ve yasam dongiilerini tamamladiklarinda dogal yollarla yok olurlar. Ancak kanserde bu
denge bozulur ve hiicreler, kontrolsiiz bi¢imde ¢ogalarak ¢evresindeki dokulara zarar veren
kitleler yani tiimorler olustururlar. Bu tiimorler yalnizca bulunduklar1 bolgede kalmayip
zamanla komsu dokular1 isgal edebilir, hatta kan ve lenf dolagimi yoluyla uzak organlara da
yayilabilirler. Hiicrelerin bu sekilde viicudun farkli bdlgelerine ulagmasina metastaz adi

verilir ve kanserin 6liimciil olmasinin en 6nemli nedenidir (28,29).

Kanser, diinyanin neredeyse her iilkesinde 6nde gelen bir 6liim nedeni ve yasam
beklentisini arttirmanin oniinde 6nemli bir engel olarak goriilmektedir (1). 21. yiizyilda
diinya ¢apinda meydana gelen her alti 6liimden birinin sorumlusudur (2). Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) tarafindan yaymlanan son rapora gore, 2022 yilinda yaklasik 20 milyon yeni
kanser vakasi goriiliirken, 9.7 milyon kisi bu nedenle hayatin1 kaybetmistir. Kanser tiirleri
arasinda en yiiksek teshis orani akciger kanserine aittir; ardindan sirasiyla meme, kolorektal
ve prostat kanserleri gelmektedir (Sekil 1). Oliim oranlar1 agisindan bakildiginda ise akciger
kanseri yine ilk sirada yer alirken, kolorektal, karaciger ve meme kanserleri onu izlemektedir
(Sekil 2). Kanser vakalarinin 2050 yilina kadar yaklasik %77 artacagi ve saglik sistemlerini,

insanlar1 ve topluluklar1 daha da zorlayacagi tahmin edilmektedir (29).
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Sekil 2. 2022 yilinda meydana gelen kanser tiirlerinin mortalitesi (DSO’den, 30)

Giliniimilizde kanserin kesin etiyolojisi tam olarak ¢oziilememistir. Bunun temel
nedeni, bu hastaligin gelisiminde tek bir faktoriin degil, ¢ok sayida faktoriin yer almasidir.
Kanser olusumunda hem genetik faktorler hem de gevresel ve yasam tarzina bagl faktorler
birlikte rol oynamaktadir. Genetik faktorler arasinda, bireylerin ailelerinden kalitim yoluyla
aktarilan genetik yatkinliklar ve belirli tiimor baskilayict genlerde ya da onkogenlerde
meydana gelen mutasyonlar 6n plana ¢ikmaktadir. Genetik olmayan faktorler de kanser
riskinde oldukca etkilidir. Ozellikle tiitiin {iriinlerinin kullanimi, sagliksiz ve dengesiz
beslenme aliskanliklari, obezite, asir1 alkol tiiketimi, kronik stres, yetersiz uyku diizeni ve
fiziksel hareketsizlik, kanserin ortaya ¢ikisini kolaylastiran baglica yasam tarzi unsurlaridir.
Bunlarin yaninda, iyonize radyasyona maruz kalmak, hava kirliligi gibi ¢cevresel etkenler ve
baz1 enfeksiydz ajanlarin (6rnegin HIV veya Hepatit viriisleri) neden oldugu kronik
enfeksiyonlar hiicrelerde DNA hasarina yol agabilmekte ve bu hasar zamanla timor
gelisimini tetikleyebilmektedir. Dolayisiyla kanserin ortaya c¢ikisi tek bir nedene bagh
degildir; genetik yatkinlik ile ¢evresel ve yasam tarzina bagl faktorlerin karmasik etkilesimi

sonucunda ortaya ¢ikan ¢ok boyutlu bir hastaliktir (31-33).

Kanser hiicreleri, normal hiicrelerden farkli olarak bir dizi biyolojik 6zellik
kazanarak kontrolsiiz bicimde ¢ogalma egilimi gdsterirler. Bu hiicreler siirekli bliylime ve
cogalma sinyalleri iiretme kapasitesine sahiptir. Ayn1 zamanda, biliylimeyi baskilayan
sinyalleri gébrmezden gelerek hiicre dongiisiiniin dogal diizenini bozarlar. Bununla birlikte,

normal sartlarda hiicrelerin yagam dongiisiiniin bir parcasi olan programli hiicre Sliimii



mekanizmasi, yani apoptoz siirecine karsi1 direng kazanarak, yasamlarini saglikli hiicrelere
kiyasla daha uzun siire devam ettirirler. Kanser hiicrelerinin bir diger belirgin 6zelligi,
sinirsiz ¢ogalma kapasitesi elde etmeleridir; bu durum normal hiicrelerin sahip oldugu yasam
siirmin 6tesinde, neredeyse sonsuz bdoliinme potansiyeline ulasmalar1 anlamina gelir.
Ayrica, hayatta kalabilmek i¢in ihtiya¢ duyduklar1 oksijen ve besin maddelerini karsilamak
lizere anjiyogenez adi verilen yeni damar olusumunu tesvik ederler. Yalnizca bulundugu
dokuyla smirli kalmayip ¢evre dokulara invazyon yapma ve uzak organlara metastaz
olusturma yetenegi kazanarak hastaligin yayilmasina neden olurlar. Tiim bu biyolojik
Ozelliklerin yani sira, kanser hiicrelerinde genom kararsizligr gozlemlenir; bu durum,
DNA'’da biriken hasarlarin artmasina ve genetik materyalde istikrarsizliga yol agar. Ayrica,
enerji liretim siireglerinde degisiklikler meydana gelir ve normal metabolik isleyisten farkli
yollar kullanilir. Ayrica, bagisiklik sisteminin hiicreleri taniyip yok etmesine karsi ¢esitli
mekanizmalar gelistirerek, bagisiklik sisteminden kagmay1 basarirlar ve boylece yasam

stirelerini uzatirlar (34).
2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, anormal meme hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi ve
tiimorler olusturmasiyla ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Meme kanseri hiicreleri genellikle siit
kanallar1 ve/veya siit lireten lobiiller i¢inde gelismeye baglar. En erken evresi olan in situ
formu hayati risk tasimaz ve erken donemde tespit edilebilir. Ancak zamanla kanser
hiicreleri cevre meme dokusuna yayilabilir ve bu durum, memede sertlik ya da kitle seklinde
hissedilen tiimédrlere yol acar. Invaziv kanser tiirleri, yakindaki lenf diigiimlerine ya da diger
organlara metastaz yapabilir. Bu da yasami tehdit eden ciddi bir durumdur ve oliimciil

olabilir (35).

Meme kanseri, kadinlarda en sik teshis edilen kotii huylu timordiir ve kotii huylu
tiimorden kaynaklanan 6liim nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir (4). Erkeklerde
meme kanseri olduk¢a nadir goriilmesine ragmen, sagkalim oranlarinin daha diisiik ve
mortalitenin daha yiiksek olmasiyla dikkat cekmektedir (5). Kanser Istatistikleri’ ne gére,
2022 yilinda diinya genelinde kadinlarda yaklagik 2.29 milyon yeni vaka (Sekil 3) ve
666.103 oliim (Sekil 4) ile tiim kanser vakalarinin %24.5’ini meme kanseri olusturmustur
(3). Diinya genelinde, kanser kaynakli dliimler arasinda besinci sirada yer almakta olup,
2020 yilinda kiiresel insidans agisindan akciger kanserini geride birakarak ilk siraya

yukselmistir (6,7).



Son yillarda meme kanseri vakalarinin sayisi kiiresel 6lgekte artis gostermeye devam
etmektedir. Bu artigin bir kismi, tan1 yontemlerinin gelismesi sayesinde daha fazla vakanin
saptanmasina baglanabilirken; o6zellikle diisiik gelirli iilkelerde, yasam tarzindaki
degisiklikler ve kadinlarin dogurganlik aliskanliklarindaki farklilasmalar da 6nemli bir rol
oynamaktadir. Geligmis lilkeler en yiiksek meme kanseri insidansina sahipken, mortalite
oranlar1 diinya genelinde bolgeden bolgeye belirgin farklilik gdstermektedir. Bu durum,
sosyo-ekonomik olarak dezavantajli bolgelerde erken tan1 ve zamaninda tedaviye erisim

yetersizligini yansitmaktadir (36).
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Sekil 3. 2022 yilinda kadinlarda meydana gelen kanser tiirlerinin insidans1 (DSO’den, 30)
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Sekil 4. 2022 yilinda kadinlarda meydana gelen kanser tiirlerinin mortalitesi (DSO’den, 30)

Meme kanserinin gelisiminde hem genetik hem de ¢evresel faktdrlerin etkili oldugu
bilinmektedir (8). Risk faktorleri genel olarak degistirilemeyen ve degistirilebilir olmak
iizere iki grupta toplanabilir. Degistirilemeyen risk faktorleri arasinda ileri yas, aile dykiisii,
erken adet gorme (erken menars), ge¢ menopoza girme ve kalitsal genetik mutasyonlar yer
alir. Degistirilebilir risk faktorleri ise yasam tarzi ile iliskilidir. Bunlar arasinda obezite, alkol
ve sigara kullanimi, fiziksel hareketsizlik, diisiik dogurganlik orani, kisa siireli emzirme,
menopoz sonrast hormon tedavisi, oral kontraseptif kullanimi, UV ve radyasyona maruz
kalma sayilabilir. Buna karsin diizenli fiziksel aktivite, kilo kontrolii, uzun siire emzirme,
cok sayida dogum yapma ve gerektiginde profilaktik cerrahi gibi Onlemler riski

azaltabilmektedir (6,7,9).

Epidemiyolojik veriler meme kanseri insidansinin etnik ve cografi farkliliklar
gosterdigini ortaya koymaktadir. Kafkas veya Ispanyol kokenli olmayan beyaz
popiilasyonlarda insidans ve mortalite oranlar1 daha yiiksektir. Insan Gelisim Endeksi (HDI)
diizeyi yliksek bolgelerdeki yliksek insidans, ireme ve hormonal risk faktorlerinin yayginligi
ile iliskilidir. Iskandinav iilkelerindeki ikiz ¢alismalar1 kalitim oranin1 %31 olarak tahmin
ederken, Kafkas kokenli bireylerde yapilan genom capinda iligskilendirme c¢aligsmalarinda
(GWAS) bu oran %13 tlir. Buna karsin Sahra Alt1 Afrika’da mortalite oranlar1 dikkat ¢ekici

sekilde yiiksektir ve bu durum ¢ogunlukla ileri evrede tan1 konmasina baglanmaktadir (7).



Amerika Birlesik Devletleri’nde her sekiz kadindan biri yasami boyunca meme kanseri tanisi
almakta olup, vakalarin yaklagik %80’1 50 yas iizerindeki menopoz sonrast donemdeki

kadinlarda goriilmektedir. Bu da yasin 6nemli bir risk faktorii oldugunu gostermektedir (36).

Meme kanseri biyolojik agidan heterojen bir yapiya sahiptir ve dstrojen reseptorii
(ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyiime faktdrii reseptorii 2’nin
(HER2) ekspresyonuna gore siniflandirilir. Bu dogrultuda hastalik liiminal A (ER+, PR+ ve
HER2-), liiminal B (ER+, PR+ ve HER2+), HER2 (ER-, PR- ve HER2+) ve iiglii negatif
meme kanseri (TNBC) olmak iizere dort ana alt tipe ayrilmaktadir (18). Molekiiler
ozelliklerine gore bu alt tipler hastaligin seyri, tedaviye yaniti ve metastaz potansiyeli
bakimindan farkliliklar gosterir (Sekil 5). Liiminal tipler daha iyi prognoza sahipken, HER2
pozitif timorler daha agresif seyreder. HER2 proteini, tim meme kanserlerinin yaklasik
%20’sinde asir1 miktarda TUretilmekte ve bu durum hizh timor biiylimesiyle
iliskilendirilmektedir. TNBC ise Ostrojen, progesteron ve HER2 reseptorlerini tasimayan alt
tip olup, vakalarm %10-20’sini olusturmaktadir. Bu alt tip genellikle ileri evrede tam
almakta, tekrarlama riski ytliksek seyretmekte ve sagkalim orani diisiik olmaktadir (11,12).
Ayrica TNBC i¢in giiniimiizde hedefe yonelik etkin bir tedavi bulunmamakta ve siklikla

beyin, kemik, akciger ve karacigere metastaz yapmaktadir (11).

Genetik yatkinlik meme kanserinde oldukg¢a 6nemli bir faktordiir. En bilinen genetik
degisiklikler BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlaridir. Kromozom 17°de bulunan BRCA1 ve
kromozom 13’te bulunan BRCA2 genleri, DNA onariminda gorevli timdr baskilayici
genlerdir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar, DNA hasarinin onarilamamasina ve
genom stabilitesinin bozulmasina yol agar. BRCA1/BRCA2 mutasyonu tastyan kadinlarin
meme kanseri riski, genel popiilasyona kiyasla yaklasik 10 kat daha fazladir. BRCA1
mutasyonlar1 genellikle TNBC ile, BRCA2 mutasyonlari ise ER+ meme kanseri ile
iliskilendirilmektedir (4). Bunun disinda ATM, BARD1, PALB2 ve CHEK?2 gibi orta diizey
risk olusturan genlerdeki mutasyonlar da riski artirabilmektedir. Yiiksek ve orta dereceli
genetik degisiklikler meme kanseri riskinin yaklasik %25’ini agiklarken, tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP) ise Ozellikle aile Gykiisii olmayan kadinlarda riskin yaklasik

%16’s1na katkida bulunabilmektedir (7).
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Sekil 5. Meme kanserinin molekiiler alt tipleri ve tedavi yontemleri (Burguin’den, 10)

2.2.1.Meme Kanseri Tedavileri ve Dezavantajlar:

Meme kanseri tedavi yaklagimi, hastaligin tiiriine, evresine ve hastanin genel saglik
durumuna gore kisisellestirilmis olarak planlanir. Bu nedenle her hasta i¢in standart tek bir
yontem yerine, farkli tedavi seceneklerinin bir arada veya sirayla uygulanmasi gerekebilir.
Cerrahi miidahale, radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi, hedefe yonelik tedavi ve
immiinoterapi bu siirecte kullanilan baslica yontemlerdir. Ayrica, klinik arastirmalarda yeni
tedavi seceneklerinin siirekli olarak degerlendirilmesi, gelecekte tedavi basarisini artiracak
gelismelere zemin hazirlamaktadir. Tedavinin etkinligi yalnizca uygulanan yontemlerin
niteligine degil, ayn1 zamanda diizenli takip siire¢lerine, erken taniya ve hastalarin tedaviye

uyumuna da siki sikiya baghdir (37).

Tedavi yontemleri genel olarak lokal ve sistemik tedaviler olmak tizere iki ana grupta
incelenir. Lokal tedaviler yalnizca tiimoriin bulundugu bolgeyi hedef alirken; sistemik
tedaviler tiim viicuttaki kanser hiicrelerine ulasma amacini tasir. Lokal tedaviler i¢inde
cerrahi miidahale ve radyoterapi yer almaktadir. Cerrahi, tiimoriin ve ¢evresindeki dokularin
cikarilmasini igerir ve ¢ogu hastada ilk bagvurulan yontemdir. Bununla birlikte, cerrahi
oncesinde tiimorii kiigiiltmek ya da cerrahi sonrasinda geride kalabilecek hiicreleri yok
etmek amaciyla baska tedaviler de eklenebilir. Radyoterapi genellikle cerrahi sonrasi
uygulanir ve kalan kanser hiicrelerini yok etmeyi hedefler. Buna karsilik sistemik tedaviler,

agizdan, kas i¢ine ya da damar yoluyla uygulanan ilaglarla gergeklestirilir. Sistemik tedavi
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secenekleri arasinda kemoterapi, hormon tedavisi, hedefe yonelik ilaglar ve immiinoterapi
yer alir. Kemoterapi, hizli ¢cogalan kanser hiicrelerini ortadan kaldirmaya ¢alisirken; hormon
tedavisi Ozellikle Ostrojen veya progesteron reseptorleri pozitif timdrlerde hormonlarin
etkisini azaltarak etki gosterir. Hedefe yonelik tedaviler, kanser hiicrelerinin 6zgilin
biyomolekiiler dzelliklerini hedef alir. Immiinoterapi ise bagisiklik sistemini uyararak kanser

hiicreleri ile savagmasina yardimci olur (38).

Meme kanseri cerrahisinde iki temel yontem uygulanmaktadir: memenin tamamen
alinmasi (mastektomi) ve meme koruyucu cerrahi (lumpektomi). Lumpektomi, tiimoriin
cevresindeki bir miktar saglikli doku ile ¢ikarilmasi esasina dayanir ve ¢ikarilan dokunun
kenarinda tiimor hiicresi kalmamasi tedavinin basarisi acisindan kritik oneme sahiptir.
Yapilan arastirmalar, mastektomi ve lumpektomi sonrasi uygulanan radyoterapinin,
hastaligin tekrarlama riski ve yasam siiresi bakimindan benzer sonuglar sagladigini
gostermektedir. Ancak yaygin mikrokalsifikasyon varligi, memede kozmetik olarak yeterli
doku korunamamasi ve ATM geninde mutasyon tasiyan hastalar gibi durumlarda meme
koruyucu cerrahi uygun goriilmez. Bunun yami sira, koltuk alt1 lenf diiglimlerinin
degerlendirilmesi de tedavi siirecinin 6nemli bir parcasidir. Eskiden standart kabul edilen
aksiller lenf diigiimii diseksiyonu, kanserli lenf diiglimlerini ¢ikarmada etkili olmakla

birlikte, kolda 6dem ve hareket kisitlilig1 gibi yan etkilere yol agabilmektedir (10).

Radyoterapi, meme kanserinde cerrahi sonrasi tiim meme, gogiis duvari veya
bolgesel lenf diiglimlerine uygulanabilen bir tedavidir. Yiiksek riskli hastalarda belirgin
fayda saglarken, diistik riskli olgularda gerekmeyebilir. Pozitif lenf diiglimii olanlarda niiks
ve Olim riskini azaltir; mastektomi sonrast ek bolgesel radyasyon hastaliksiz sagkalimi
artirsa da pndmonit ve lenfodem riskini yiikseltebilir. En 6nemli yan etkilerden biri

kardiyotoksisite olup, kalp ve akciger maruziyetini azaltmak biiylik 6nem tagir (10).

Hormon reseptor pozitif (HR+) meme kanserlerinde 6strojen (ER) ve progesteron
(PR) reseptorlerinin bulunmasi, tedavi seceneklerinin etkinligini artirir. Bu grupta en sik
kullanilan ilaglar arasinda tamoksifen, aromataz inhibitorleri (anastrozol, letrozol,
eksemestan ve fulvestrant) yer almaktadir. Bu tedavilerin temel amaci, timdr biiylimesini
uyaran hormonlarin etkisini azaltmaktir. Ancak yan etkiler de goriilebilir; sicak basmasi, kilo
artig1, kas-iskelet sistemi sorunlari, yorgunluk ve cinsel islev bozukluklari en yaygin

goriilenler arasindadir (13).
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Hedefe yonelik tedaviler, 6zellikle ileri evre meme kanseri tedavisinde énemli bir
doniim noktas1 olarak kabul edilmektedir. Bu tedavi yaklasimlar1 sayesinde, kanser
hiicrelerine 6zgii mekanizmalar hedeflenerek saglikli dokulara verilen zarar belirli 6lgiide
azaltilabilmektedir. Ornegin, HER2 pozitif meme kanseri hastalarinda monoklonal
antikorlar olan trastuzumab ve pertuzumab yaygin olarak kullanilmaktadir. Benzer sekilde,
HR+ tiimorlerde CDK4/6 ve mTOR inhibitorleri, BRCA mutasyonu tasiyan hastalarda ise
PI3K ve PARP inhibitorleri tedavi segcenekleri arasinda yer almaktadir. Bununla birlikte, bu
tedaviler tamamen yan etkisiz degildir. En sik goriilen yan etkiler arasinda cilt reaksiyonlari
ve gastrointestinal semptomlar bulunmaktadir. Ozellikle ciltte kizariklik, hassasiyet,
kuruluk, dokiintii ve el-ayak sendromu, hedefe yonelik ajanlarin kullaniminda sik gézlenen

klinik bulgular arasinda sayilmaktadir (13).

Immiinoterapi, dzellikle {iclii negatif meme kanseri (TNBC) gibi tedavisi zor ve
agresif alt tiplerde 6n plana ¢ikmaktadir. Kanser hiicrelerinin yiizeyindeki PD-L1 proteini,
bagisiklik sistemini baskilayarak tlimoriin bagisiklik hiicreleri tarafindan taninmasin
engeller. Klinik uygulamalarda PD-1 veya PD-L1’i hedefleyen monoklonal antikorlar
(6rnegin pembrolizumab) bu mekanizmay1 bloke ederek bagisiklik sisteminin tiimdrle
savasmasini saglar. Immiinoterapinin yan etkileri genellikle tedavinin ilk haftalarinda ya da
li¢ ay icinde ortaya ¢ikar, ancak bazi durumlarda tedavi kesildikten sonra bile bir y1l boyunca
devam edebilir. Bu siiregte cilt reaksiyonlari, ishal, endokrin bozukluklar, titreme,

istahsizlik, okstiriik, yorgunluk ve infiizyon iligkili reaksiyonlar yaygin olarak gézlemlenir
(13).

Kemoterapi, hizli cogalan kanser hiicrelerini hedef alan sitotoksik ilaclarla uygulanir
ve meme kanseri tedavisinde uzun siiredir kullanilan 6nemli bir yontemdir. En sik tercih
edilen ilag gruplari alkilleyici ajanlar, antrasiklinler ve taksanlardir. Kemoterapi, neoadjuvan
(cerrahi Oncesi) veya adjuvan (cerrahi sonrasi) olarak uygulanabilir. Neoadjuvan tedavi,
biiylik tiimdrlerde tiimdriin boyutunu kiiciiltmek i¢in tercih edilirken; adjuvan tedavi, cerrahi
sonrasi niiks riskini azaltmak i¢in uygulanir. Kemoterapinin kisa vadeli yan etkileri arasinda
sa¢ dokiilmesi, yorgunluk, bulanti, istah kaybi, kabizlik veya ishal, agi1z yaralar1 ve nétropeni
bulunur. Uzun vadede ise kardiyomiyopati, ikincil kanserler, erken menopoz, kisirlik ve
psikososyal sorunlar goriilebilir. Kanser hiicrelerinin direng gelistirme mekanizmalari
arasinda ABC tasiyici proteinlerin asir1 ekspresyonu, mikrotiibiil yapilarinda degisiklikler

ve detoksifikasyon enzimlerindeki farkliliklar yer almaktadir. Bu nedenle kemoterapi
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cogunlukla tek basina yeterli olmayip, hormon tedavisi, hedefe yonelik ilaglar veya

immiinoterapi ile kombine edilerek kullanilmaktadir (10,13).

Sonug¢ olarak, meme kanseri tedavisi multidisipliner ve bireysellestirilmis bir
yaklasim gerektirir. Cerrahi, radyoterapi, hormon tedavisi, hedefe yonelik tedavi,
immiinoterapi ve kemoterapi ¢cogunlukla birbirini tamamlayici sekilde uygulanir. Molekiiler
testler, genetik mutasyon analizleri ve gen ekspresyon profilleri, her hasta i¢in en uygun
yontemin belirlenmesinde kritik rol oynar. Boylelikle tedavi plan1 hem sagkalim oranlarini
artirir hem de yasam kalitesini olabildigince korur. Ancak diisiik ve orta gelirli iilkelerde
finansal kisitlamalar, kaynak yetersizligi, egitimli saglik personeli eksikligi ve altyap:

sorunlart nedeniyle tedavi yonetimi ciddi zorluklarla karsilasmaktadir (14).

Meme kanseri tedavisi i¢in son yillarda kaydedilen ilerlemeler umut verici olsa da
hala tam anlamiyla tatmin edici degildir. Bu nedenle, yeni tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine yonelik arastirmalar yogun bir sekilde stirdiiriilmektedir (4).
2.3. Fotodinamik Terapi (FDT)

FDT, kanser tedavisinde giderek daha fazla 6nem kazanan, minimal invaziv ve
hedefe yonelik modern bir tedavi yontemidir. Bu tedavi, temel olarak {i¢c ana bilesene
dayanir: fotoduyarlagtirici, belirli dalga boyunda 151k ve molekiiler oksijen.
Fotoduyarlastiricilar 1518a duyarli molekiiller olup tiimdr dokularinda yogun vaskiilarizasyon
nedeniyle tercihli olarak birikirler. Belirli dalga boyundaki 1sikla uyarildiklarinda ROS
iretirler ve bu reaktif tiirler kanser hiicrelerinde apoptoz, nekroz veya otofaji yoluyla hiicre
Oliimiini tetikler. Bu mekanizma sayesinde FDT, saglikli dokulara minimum zarar vererek

secici sitotoksisite saglayan bir tedavi segenegi haline gelmektedir (39,40).

Klinik uygulamalarda FDT, geleneksel tedavilere kiyasla daha yiiksek hedef
Ozgiilligi ve doku segiciligi sunar. Fotoduyarlastiricilarin  tiimor lezyonlarinda
yogunlasmasi ve bu bolgelerin hassas 1s1k 1sinimiyla aydinlatilmasi, kotii huylu hiicrelerin
yok edilmesine olanak tanirken saglikli dokularin korunmasini saglar. Bdylece tedavi
yalnizca tiimor dokusuna odaklanir, hastalarin yasam kalitesi artar ve sagkalim oranlarinda
anlaml 1iyilesmeler elde edilir. FDT’nin bu segiciligi, onu diger sistemik tedavi

yontemlerinden farkli ve avantajl kilar (40,41).

FDT’nin avantajlar1 arasinda invaziv olmamasi, ayaktan hastalarda uygulanabilmesi,

hizli iyilesme siireci ve uzun donem yan etkilerinin sinirli olmasi 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica
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ayni bolgede birden fazla seansin giivenle uygulanabilmesi, tedavi sonrasi genellikle iz
birakmamasi ve ¢ogu zaman diger kanser tedavilerine kiyasla daha diisiik maliyetli olmasi
yontemin degerini artirmaktadir. FDT yalnizca tiimor hiicrelerini hedeflemekle kalmaz, ayni
zamanda iligkili damarlar1 da ortadan kaldirarak tiimor yikimina katkida bulunur ve kanserin
nikks etme riskini azaltir. Uygulama yontemi de esnek olup, topikal kullanimda
fotoduyarlastirict dogrudan lezyona uygulanarak segicilik artirilirken, intravendz kullanimda

ise dolasim yoluyla tiimor dokusunda yogunlasarak segici etki gosterir (42).

Sonu¢ olarak FDT, klinik etkinligi kanitlanmis ve son yillarda artan ilgiyle
degerlendirilen yenilik¢i bir kanser tedavi yontemidir. Yiiksek seciciligi, minimal invaziv
yapisi, esnek uygulama secenekleri ve ¢ok yonlii avantajlar1 sayesinde FDT, giinlimiiz
kanser calismalarinda 6nemli bir yer edinmektedir. Ayrica kemoterapi, radyoterapi,
immiinoterapi ve cerrahi gibi geleneksel tedavi yontemleriyle kombine edildiginde terapotik
etkinligi artirmakta, tiimdr direncini azaltmakta ve sagkalim oranlarini iyilestirmede giiclii
bir potansiyel sunmaktadir. Bu nedenle FDT, gelecekte kanser tedavilerinde 6ne ¢ikan

yontemlerden biri olma potansiyelini tasimaktadir (43).
2.3.1.FDT’nin Tarihcesi

Isik, insanlik tarihi boyunca tedavi edici amaglarla kullanilan en eski yontemlerden
biri olmustur. Antik Misir, Hint ve Cin uygarliklart giines 151811 vitiligo, sedef ve cilt
tiimdrleri gibi ¢esitli deri hastaliklarinin tedavisinde kullanmislardir. Benzer sekilde 18. ve
19. yiizyillarda Fransa’da giines 15181; tiiberkiiloz, rasitizm, iskorbiit, romatizma, fel¢ ve kas
gligsiizliigli gibi bir¢cok hastaligin iyilestirilmesinde yaygin bigimde uygulanmistir. Modern
doneme geciste ise Danimarkali hekim Niels Ryberg Finsen’in ¢aligmalar1 6nemli bir doniim
noktasi olmustur. Finsen, 1s1 filtreli karbon ark lambasindan elde ettigi 15181 lupus vulgaris
tedavisinde basariyla kullanmis ve bu calismalariyla 1903 Nobel Fizyoloji veya Tip
Odiilii’ne layik goriilmiistiir. Onun buluslari, fototerapinin bilimsel bir yontem olarak kabul

edilmesini saglamis ve modern fotodinamik tedaviye giden yolu agmistir (15,41).

Fototerapi, 151gmm tek basma tedavi amaciyla kullanimimi ifade ederken,
fotokemoterapi 1s1ga duyarli kimyasal bir ajanin verilmesini ve sonrasinda 1sikla aktive
edilmesini gerektirir. Bu yaklagimin kokenleri binlerce yil dncesine dayanir; 6rnegin
Misirhilar ve Hintliler dogal psoralen tlirevlerini cesitli deri hastaliklarinin tedavisinde
kullanmiglardir. Ancak 151k ve kimyasal maddelerin birlikte olusturdugu sitotoksik etkinin

bilimsel olarak belgelenmesi 20. yiizyilin baglarinda gergeklesmistir. 1900 yilinda Oscar
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Raab, akridin kirmizisi ile 15181n protozoalar {lizerindeki oldiiriicii etkisini gdstermis ve
toksisitenin 151k araciligiyla kimyasala enerji aktarimi sonucu ortaya ¢iktigini agiklamistir.
Ayni yillarda Hermann von Tappeiner ve A. Jesionek, eozin ve beyaz 151k ile deri timorlerini
tedavi etmis, Jodlbauer ise bu reaksiyonlarda oksijenin vazgeg¢ilmez roliinii ortaya
koymustur. Tappeiner, 1907°de bu olguyu tanimlamak icin “fotodinamik etki” kavramini
literatiire kazandirmistir. Bu c¢alismalar, 151k ve kimyasal ajanlarin birlikte kullanildiginda

biyolojik dokular iizerinde gii¢lii terapdtik etkiler olusturabilecegini géstermistir (15,42).

Fotoduyarlastiric1 bilesiklerin kesfi FDT’nin gelisiminde kritik rol oynamistir.
1841°de Johann Joseph von Scherer, kandan hematoporfirini izole etmis ve bu siire¢ sonraki
arastirmalara onciiliik etmistir. 1911°de W. Hausmann, hematoporfirin ve 15181n protozoa ile
kan hiicreleri iizerindeki etkilerini tanimlamis; 1913’te F. Meyer-Betz kendisine
hematoporfirin enjekte ederek insanlar {izerinde fotosensitizasyonu belgeleyen ilk
arastirmact olmustur. Meyer-Betz, 1s18a maruz kalan bolgelerde siddetli agri ve sislik
gbzlemlemis ve bdylece bu bilesigin insanlar iizerindeki giiclii etkilerini ortaya koymustur

(15,41).

FDT’nin modern dénemi 20. yilizyilin ortalarinda baslamistir. 1942°de Hans Auler
ve Georg Banzer, hematoporfirinin malign tiimdrlerde secici olarak biriktigini rapor
etmiglerdir. 1955’te Taxdal ve arkadaslari, porfirinlerin tiimdér lokalizasyonu
saglayabildigini dogrulamis; 1960’11 yillarda ise Mayo Clinic’te Lipson ve Schwartz,
hematoporfirin  tiirevlerinin (HpD) tiimorlerin  goriintiilenmesi  ve tedavisinde
kullanilabilecegini gdstermistir. Bu gelismeler, FDT nin deneysel bir gézlemden klinik

olarak uygulanabilir bir yonteme doniismesinde kritik rol oynamustir (42).

1970’1i yillar, FDT agisindan gergek bir atilim donemi olmustur. 1975’te Thomas
Dougherty ve ekibi, HpD uygulamasi ve kirmizi 1s1k aktivasyonu ile farelerde meme
tiimorlerini ortadan kaldirmayi1 basarmistir. Aymi yil J. F. Kelly ve arkadaslari, mesane
karsinomunu HpD ve 151k kombinasyonu ile tedavi edebilmis, 1976’da Kelly ve Snell
mesane kanserinde FDT nin etkinligini arastiran ilk klinik ¢alismay1 yiiriitmislerdir. Bu
donemde gelistirilen Fotofrin, saflagtirilmis HpD formu olarak 1995 yilinda FDA tarafindan
onaylanmis ve klinikte kullanilan ilk fotoduyarlastirici olmustur. Bu onay, FDT nin yalnizca
deneysel bir yaklasim olmaktan ¢ikip diinya capinda kabul goren bir tedavi secenegine

doniligmesini saglamistir (15).
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FDT’nin klinik potansiyeli sonraki yillarda yapilan c¢ok sayida calisma ile
pekistirilmistir. 1989—-1992 yillar1 arasinda Furuse ve arkadaslari, erken evre akciger
kanserinde Fotofrin’in etkinligini faz II ¢alismalarla degerlendirmistir. Bu bulgular
sonucunda 1993°te Kanada’da mesane kanseri tedavisi i¢in onay verilmis, 1998°de ise kiiclik
hiicreli olmayan akciger kanserinde etkinligi dogrulanmistir. Sonraki siirecte FDA, farkli
fotoduyarlastiricilart klinik kullanim i¢in onaylamistir: 1999°da S-aminolevulinik asit
(aktinik keratoz), 2001°de temoporfin (bas-boyun kanserleri), 2004°te metil aminolevulinat
(aktinik keratoz) ve 2018’de padeliporfin (prostat kanseri). Bu gelismeler, FDT nin farkl
kanser tiplerinde ve prekanserdz lezyonlarda giivenle kullanilabilecegini gostermistir

(41,42).

Giliniimlizde FDT yalnizca kanser tedavisinde degil, ayn1 zamanda antimikrobiyal
uygulamalarda da degerlendirilmektedir. Coklu direngli bakterilere, viriislere ve parazitlere
kars1 etkili olabilmesi, yontemi modern tipta yenilik¢i bir tedavi segenegi haline getirmistir.
Ayrica lazer teknolojileri ve 11k iletim sistemlerindeki ilerlemeler, FDT nin daha derin
dokulara ulagmasini miimkiin kilmistir. Boylece tedavi etkinligi artmis, yontemin hem
onkolojik hem de enfeksiyon hastaliklarinda daha genis bir kullanim alanina sahip olacagi
Ongorilmiistiir (15,41,42). Bu siirecte yiiriitiilen klinik arastirmalar da FDT’nin
giivenilirligini ve etkinligini pekistirmistir; bugiine kadar bu alanda 652 klinik c¢aligsma
gerceklestirilmis olmasi, FDT’nin bilimsel temellerinin gii¢lii oldugunu ve gelecekteki

uygulamalar i¢in 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir (43).
2.3.2. FDT’nin Mekanizmasi

FDT, fotoduyarlastirici, 151k kaynagi ve molekiiler oksijenin ortak etkisine dayanan
0zel bir 151k temelli tedavi yontemidir. Bu yontemde fotokimyasal reaksiyonun
baslatilabilmesi i¢in 151k kaynaginin emisyon bandi ile fotoduyarlastiricinin emilim bandi
arasinda tam bir uyum bulunmasi gereklidir. FDT uygulamalarinda lazerler, filtreli lambalar,
liiminesan ve siiperliiminesan LED/SLED diyot dizileri gibi ¢ok cesitli 151k kaynaklari
kullanilabilmektedir. Hangi 151k kaynagimin tercih edilecegi ise hedeflenen bdolgenin
ozelliklerine, kullanilan fotoduyarlastiricinin fotofiziksel yapisina ve uygulanmasi gereken
151k dozunun biiyiikliigiine bagli olarak degismektedir. Fotoduyarlastirict molekiilleri, hiicre
icinde mitokondri, lizozom, endoplazmik retikulum, golgi aygiti ve plazma membrani gibi
farkli organel ve yapilarda yerlesim gosterebilir. Uygun dalga boyunda 151k altinda, hedef

dokuya yonlendirilen ve baslangicta toksik olmayan fotoduyarlastirict molekiil aktive olur;
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bu siirecte fotonlar1 emerek enerji kazanir ve elektron aktarimi sirasinda ortamda bulunan
oksijen molekiilleri elektron alicist olarak gorev yapar. Boylece sitotoksik 6zellik gosteren
ROS meydana gelir ve bu tiirler hiicre zarin1 pargalayarak hiicre 6liimiine yol agar; sonugta

mikroorganizmalar ve hedef dokular geri doniissiiz sekilde hasar goriir (16,44,45).

FDT’de ROS iiretimi iki temel mekanizma {izerinden gerceklesmektedir (Sekil 6).
Bir fotoduyarlastirici, foton emilimi ile temel durumdan (So) singlet uyarilmis duruma (S:)
gecer ve ardindan intersistem gegisiyle triplet uyarilmig duruma (T:) ulasir (45).
Fotoduyarlastiricinin bu triplet durumunda iki farkli yol izlenebilir. Tip I mekanizmasinda
uyarilmis fotoduyarlastirici, elektron veya hidrojen transferi yoluyla substratlarla etkilesime
girer ve bunun sonucunda siiperoksit anyonu (O:"), hidroksil radikali (HO-), hidroperoksil
radikali (HOO-) ve hidrojen peroksit (H20:) gibi serbest radikaller ortaya ¢ikar. Tip II
mekanizmasinda ise fotoduyarlastirici, enerjisini dogrudan molekiiler oksijene aktarir ve
bunun sonucunda olduk¢a reaktif singlet oksijen (*O:) olusur. Singlet oksijen, lipitler,
proteinler ve niikleik asitlerle reaksiyona girerek hiicresel yapilarda oksidatif hasara neden

olur ve bu siire¢ sonunda hiicre 6liimiinii tetikler (16).

ROS iiretiminde hangi mekanizmanin baskin olacagi cesitli faktorlere baghdir.
Oksijen konsantrasyonu, ortamin pH’1, dokularin dielektrik sabiti, kullanilan
fotoduyarlastiricinin kimyasal yapis1 ve hiicre i¢i lokalizasyonu bu stirecte belirleyici rol
oynar (45). FDT’de genellikle Tip II mekanizmas1 baskindir ve sitotoksik singlet oksijen
('O2), tedavi etkinliginin ana aracidir. Bu nedenle ylizeysel ve iyi oksijenlenmis tiimorler

tedaviye daha duyarl olurken, hipoksik ve derin dokular daha direngli kalmaktadir (15).
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Sekil 6. FDT Mekanizmasi (Niculescu’dan, 16)

FDT’nin antitimor etkileri lic temel mekanizma iizerinden ortaya ¢ikmaktadir: (i)
ROS araciligiyla gerceklesen dogrudan hiicre 6liimii, (ii) tiimdrle iliskili damar yapilarinin
hasar1 sonucu gelisen besin ve oksijen yoksunlugu, (iii) bagisiklik sisteminin aktivasyonu

(Sekil 7) (15).

Hiicre 6liimiiniin tiiri, biiyiik 6l¢iide fotoduyarlastiricinin hiicre i¢i lokalizasyonuna
baghdir. Mitokondride biriken fotoduyarlastiricilar sitokrom ¢ salimimi ve Bcl-2 hasar
yoluyla apoptozu tetiklerken; lizozomlarda lokalize olan fotoduyarlastiricilar katepsinlerin
sitoplazmaya salinmasina yol agar, bu da Bid’in tBid formuna déniismesini saglayarak
apoptozu destekler. Endoplazmik retikulumda yerlesen fotoduyarlastiricilar Beclin-1 ve
mTOR araciligiyla otofajiyi baglatir; plazma zarinda bulunanlar ise membran biitiinliigiinti
bozarak nekroza neden olur. Bu nedenle FDT de apoptoz, nekroz ve otofaji mekanizmalari
birlikte gézlemlenebilir. Yiiksek 151k yogunlugunda genellikle hizli nekroz baskin olurken,
diisiik 151k dozlarinda apoptozun 6ne ¢iktig1 bilinmektedir (15,39,40).

Ayrica fotoduyarlastiricilarin damar endotelinde birikmesi ve 1s1k aktivasyonu
sonrasinda damar biitiinliigli bozulur; bu durum tiimér dokusunda hipoksiye yol agarak

beslenme kaynaginin ortadan kalkmasina neden olur (15).
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Uretilen ROS; DNA, proteinler, lipitler ve organellerde oksidatif hasara neden olarak
hiicre 6liimiinii tetiklemenin yani sira immiinojenik hiicre 6liimii (ICD) siirecini de baslatir.
Bu siiregte salian Hasar Iliskili Molekiiler Desenler (DAMP’ler) ve sitokinler inflamasyonu
artirir, antijen sunumunu giiclendirir ve nétrofil ile makrofaj infiltrasyonunu destekler.
Makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan sunulan tiimor antijenleri, CD8" sitotoksik T
hiicrelerini aktive ederek adaptif bagisiklik yanitin1 baslatir. Boylece FDT, yalnizca lokal
tiimor kontrolii saglamakla kalmaz, ayni1 zamanda sistemik antitiimor bagisiklik tepkisini de

uyararak uzun siireli timor baskilanmasina katki sunar (15,17,39).

FDT’nin bagisiklik sistemini aktive eden bu 6zelligi, bircok geleneksel kanser
tedavisinin aksine immiin yanit1 baskilamak yerine giiclendirmesi agisindan biiyiik bir
avantaj olusturmaktadir. Bu nedenle FDT, dogrudan hiicre 6liimii, damar hasar1 ve immiin
sistem aktivasyonu yoluyla ¢ok yonlii antitiimor etki saglayan umut verici bir tedavi yontemi

olarak degerlendirilmektedir (39-42).

FOTODINAMIK TERAPI

Reaktif Oksijen Tiirleri

Fototoksik Hasar
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* Otofaji

| Antijen sunan hiicrelerin ¢ekimi ‘

Kismi veya tam vaskiiler kapatma ve iskemik hiicre 6liimii ‘

CD8+ sitotoksik hiicrelerin
indiiksiyonu

L

TUMOR HUCRESI
OLUMU

Sekil 7. FDT nin hiicre 6liimii etki mekanizmasi (Akbulut’tan, 46)
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2.4. Fotoduyarlastiricilar

Fotoduyarlastiricilar, FDT’nin temel bilesenleridir. Bu bilesikler belirli dalga
boylarindaki 15181 absorbe ederek fotofiziksel ve fotokimyasal reaksiyonlar1 baslatir. ideal
bir fotoduyarlastiricinin kimyasal olarak saf ve homojen yapida olmasi, yiiksek singlet
oksijen kuantum verimine sahip bulunmasi, hedef dokuda se¢ici birikim gostermesi, 151k
yoklugunda toksik olmamasi, 600-850 nm araliginda 15181 absorbe etmesi, biyolojik
ortamlarda stabil kalabilmesi, organizmadan kolay atilmasi ve ekonomik iiretim yontemine
sahip olmas1 gerekir (15,16). Giiniimiizde 1000’den fazla dogal ve sentetik fotoduyarlastirici
tanimlanmistir ve bunlarin gelistirilmesi nesiller boyunca evrimsel bir ilerleme gostermistir

(16).

Fotoduyarlastiricilar  ii¢ nesil altinda smiflandirilmaktadir. Birinci  nesil
fotoduyarlastiricilar hematoporfirin tiirevlerine dayanir; bunlarin en bilinenleri HpD ve ticari
adiyla Fotofrin®’dir. Fotofrin, kiigiik hiicreli akciger kanseri, mesane, 6zofagus ve erken
evre serviks kanserlerinin yan sira bas-boyun, meme ve beyin tiimoérlerinde kullanilmigtir.
Bununla birlikte, Fotofrin diisiik kimyasal saflik, diisiik 151k emilim orani, yalnizca 640
nm’nin altindaki dalga boylarinda aktivasyon, sinirli doku penetrasyonu ve uzun yari démri
nedeniyle haftalar siiren fototoksisite gibi dezavantajlara sahiptir. Bu siirlamalar ikinci

nesil fotoduyarlastiricilarin gelistirilmesine yol agmistir (16,42).

Ikinci nesil fotoduyarlastiricilar, 1980’lerin  basinda  gelistirilmis  olup
benzoporfirinler, klorinler, bakterioklorinler, ftalosiyaninler, teksafirinler, metilen mavisi
(MM), toluidin mavisi ve tiyopurin tiirevlerinden olusmaktadir. Bu grupta en onemli
orneklerden biri, protoporfirin dnciisii olan 5-aminolevulinik asittir (5-ALA) (29,31). ikinci
nesil fotoduyarlastiricilar, 650-800 nm araliinda 15181 absorbe ederek daha derin doku
penetrasyonu saglar, tiimor segicilikleri yliksektir ve viicuttan hizli uzaklastirildiklar igin
daha az yan etki olustururlar. Ancak suda diisiik ¢oziiniirliikleri ve fizyolojik kosullarda
agregasyona egilimleri, ROS iiretim verimliligini azaltmakta ve intravendz uygulamalarini
sinirlamaktadir. Bu nedenle, bu bilesiklerin gelistirilmesi de kritik bir gereklilik haline

gelmistir (16).

Ucgiincii nesil fotoduyarlastiricilar, ikinci nesil bilesiklerin modifikasyonu ile
gelistirilmis ve tiimor 6zgilliglini artirmay1 hedeflemistir. Bu nesilde fotoduyarlastiricilar,
antikorlar, amino asitler, karbonhidratlar ve peptitlerle konjuge edilerek ya da lipozom,

misel, kuantum noktalari, altin ve silika nanopartikiilleri gibi tasiyict sistemlere
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kapsiillenerek kullanilmaktadir (16,42). Boylece fotoduyarlastiricilarin  hidrofilikligi,
stabilitesi, farmakokinetigi ve in vivo biyodagilimlar iyilestirilmis, yan etkileri azaltilmig ve
karanlik toksisite siirlandirilmistir (16,41). Giinlimiizde 300°den fazla dogal ve sentetik
fotoaktif bilesik fotoduyarlastirict olarak tanimlanmis olup, bunlarin bir kismi klinik olarak
etkinlikleri kanitlanarak FDA tarafindan onaylanmistir (42). Buna ragmen FDT nin klinik
etkinligi baz1 temel sorunlarla kisitlanmaktadir. Fotoduyarlastiricilarin diistik ¢oziintirliigi,
hipoksiye bagimlilik ve smirli tiimor hedeflemesi tedavi basarisini azaltan baglica
dezavantajlardir. Bu nedenle, daha iyi ¢oziiniirliik 6zelliklerine sahip, hipoksiye kars1 daha
direngli ve tiimor dokularmi secici sekilde hedefleyebilen yeni fotoduyarlastiricilarin

gelistirilmesine hala ihtiya¢ duyulmaktadir (15,16,42).
2.4.1. Ftalosiyaninler

Ftalosiyaninler, 18 m elektron iceren aromatik heterosiklik yapilar1 ve dikkat ¢ekici
fotofiziksel ile fotokimyasal 6zellikleri sayesinde ikinci nesil fotoduyarlastiricilar arasinda
Oonemli bir yere sahiptir. Porfirinlere benzer sekilde tasarlanmig olan bu sentetik boyalar, dort
izoindol grubunun birlesiminden olusur. Her izoindol birimi, pirollerle kaynasmis ve azot

atomlariyla kopriilenmis bir benzen halkasindan meydana gelmektedir.

Birinci nesil fotoduyarlastiricilara kiyasla ftalosiyaninler, terapotik pencere
araliginda (~650-800 nm) yiiksek molar sogurma katsayilarina (> 2 x 10° M'cm™) sahip
olmalariyla 6ne ¢ikar. Bu dalga boyunda 15181n biyolojik dokularda daha derin penetrasyon
saglamasi ve giines 15181 yogunlugunun en yiikse oldugu 400—600 nm araliginda minimum
absorpsiyon gostermeleri, tedavi sonrasi ciltte fotohassasiyet riskini belirgin sekilde
azaltmaktadir. Ayrica, viicuttan nispeten hizli elimine edilmeleri ve topikal uygulamadan 24

saat sonra dokularda floresans gézlenmemesi, klinik agidan 6nemli avantajlar saglamaktadir.

Bununla birlikte, ftalosiyaninlerin hidrofobik yapilari, diisiik suda ¢oziiniirliikleri ve
agregasyona yatkinliklar1 fotofiziksel etkinliklerini sinirlamaktadir. Agregasyon, uyarilmis
durum Omriinii kisaltarak ROS iiretimini azaltir ve biyoyararlanimi diisiiriir. Bu
dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in molekiil yapisindaki esneklikten yararlaniimaktadir.
Ozellikler; merkezi metal atomu, eksenel baglanma noktalar1 ve cevresel substitiientler
araciligiyla modifiye edilebilir. Literatiirde, merkezi atom olarak o6zellikle aliiminyum,

c¢inko, silisyum, galyum ve indiyumun yaygin sekilde tercih edildigi bildirilmektedir (47).

Metal ftalosiyaninler (MPc’ler), yapisal koordinasyonun sagladig: iistiin elektriksel

ve optik nitelikleri sayesinde FDT’de giiglii fotoduyarlastirici adaylaridir. MPc¢’lerin

22



elektronik yapisinda gozlenen giiclii m-n* gegisleri, goriiniir ve yakin kizilotesi bolgede
yogun 151k absorpsiyonuna yol acar. Ozellikle 600-800 nm araligindaki genis sogurma
bantlari, terapotik pencere icerisinde etkin doku penetrasyonu saglar ve lazerler ile LED’ler

gibi farkli 151k kaynaklariyla verimli sekilde uyarilmalarina imkan verir (48).

Baz1 gecis metali ftalosiyaninlerin (Fe, Co, Ni, Cu, Pt, Pd) aksine, merkezi atom
olarak ana grup elementleri (Al, Ga, In, Si, Ge, P) iceren ftalosiyaninler, aromatik diizlemin
istiine veya altina eksenel ikame gruplarinin eklenmesine imkan tanir. Bu yapisal 6zellik,
sterik engel olusturarak molekiiller aras1 agregasyonu azaltir ve farkli organik ¢oziiclilerde
¢cOziiniirligli artirir. Boylece, gegis metali ftalosiyaninlerinde karsilagilan bazi temel

sinirlamalarin agilmasina katki saglar.

Ozellikle, hekzakoordineli makrosiklik halka yapisina sahip silisyum ftalosiyaninler
(SiPc’ler), yiiksek coziiniirliikleri, yakin kizil6tesi floresan goriintiileme imkani ve yapisal
modifikasyonlarla desteklenen verimli singlet oksijen tretimleri sayesinde dikkat
cekmektedir. Silisyum cekirdegi, tiimor dokularini yiiksek hassasiyetle hedefleyerek cevre
dokulara verilen zarar1 azaltirken; eksenel ligand modifikasyonlar1 antikanser etkinligi ve
hiicresel alimi1 giiglendirmektedir.  Bu dogrultuda CGP55847, Pc4, Photosens ve
Photocyanine gibi ¢esitli ftalosiyanin tiirevleri, farkli klinik deneme asamalarinda
degerlendirilmeye devam etmekte ve biyomedikal uygulamalarda ftalosiyaninlerin

gelecegine yonelik giiclii kanitlar sunmaktadir (49).

OR

Sekil 8. Silisyum ftalosiyanin (a) ve metal ftalosiyaninin (b) temel yapis1 (Seyhan’dan, 47)
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2.5. Literatiir Ozeti

2021 yilinda Sar1 ve arkadaslari, piperazin-furan halkasi igeren silisyum (IV)
ftalosiyanin (Bilesik 1) ve onun kuaternize formunu (Bilesik 2) sentezleyip karakterize
ettiklerini bildirmislerdir (Sekil 9). Daha sonra, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
hiicre canlilig1 ve hiicre 6liim mekanizmalarint MTT yontemi kullanarak (680 nm 151k, 10
J/em? doz) incelemislerdir. Calismada saglikli hiicre hatti olarak MCF-10A tercih edilmistir.
ICso degerleri, Bilesik 1 icin MCF-7 hiicrelerinde 0.53 uM, MDA-MB-231 hiicrelerinde 0.61
uM; Bilesik 2 i¢in ise sirastyla 0.29 uM ve 0.36 uM olarak bulunmustur. Her iki bilesigin
FDT etkisinin, saglikli hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinde daha belirgin oldugu tespit
edilmistir. Hiicre 6liim mekanizmalarini aragtirmak i¢in akis sitometrisi ve western blotlama
yontemleri kullanilmistir. Akis sitometrisi sonuclari, Bilesik 1’in apoptotik siirecleri
tetikledigini, Bilesik 2’nin ise sekonder nekroza yol actigini géstermistir. Western blotlama
caligmalar1 ise DNA hasar onariminda gérevli PARP1 proteininin ekspresyonunu incelemis
ve FDT varliginda Bilesik 1’in pargalanmis PARP1 diizeyini artirarak hiicre Sliimiiniin

apoptotik yolla gerceklestigine dair kanit saglamistir (50).

N
o O Q .
. ) (E 5—
<~2\|/\I ~iN/;\//! = bilesik 1
"“‘N\ ’ N R:

bilesik 2

Sekil 9. Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin molekiiler yapis1 (Sar1’dan, 50)
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2022 yilinda Nalgaoglu ve arkadaslari, furan-2-yl(4-(2-hidroksi-3-metoksipropil)
piperazin-1-yl) metanon ikameli silisyum (IV) ftalosiyanin (Bilesik 3) ile onun kuaternize
formunu (Bilesik 4) sentezlemis (Sekil 10) ve bu bilesiklerin FDT aktivitelerini MDA-MB-
231 hiicrelerinde (680 nm, 10 J/cm?) incelemislerdir. Bilesik 3 ve 4’iin ICso degerleri
sirastyla 0.18 uM ve 0.22 uM olarak hesaplanmistir. Her iki bilesigin de ROS iirettigi ve
apoptozu indiikledigi belirlenmistir (51).

70 bilesik 4

Sekil 10. Bilesik 3 ve Bilesik 4’iin molekiiler yapis1 (Nalgaoglu’ndan, 51)

2022 yilinda Zhou ve arkadaslari, FDT de tiimor segici ajan gelistirmek amaciyla
ultra kii¢iik pH-duyarl: silisyum ftalosiyanin misellerini (Bilesik 5) sentezlemislerdir (Sekil
11) (671 nm, 192 J/cm?). 4T1 fare hiicrelerinde yapilan incelemelerde, bilesigin biiytlik
Olclide tiimor dokusunda biriktigi, bobrek ve karacigerde ise yalnizca diislik seviyelerde
bulundugu gézlemlenmistir. Tedavi sonrasinda, 2 pmol/kg dozda 151k uygulamasi ile Bilesik

5’in varliginda timor hacminin neredeyse tamamen ortadan kalktig1 rapor edilmistir. Bu
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sonuclar, gelistirilen miselin hem se¢ici hem de yiiksek etkinlige sahip oldugunu

gostermektedir (52).

PEG-p-hidroksifenilpropionik asit

bilesik 5

Sekil 11. Bilesik 5’in molekiiler yapisi (Zhou’dan, 52)

2023 yilinda Balcik-Ercin ve arkadaslari, eksenel di-arjinin ikameli silisyum (IV)
ftalosiyaninin (Bilesik 6) (Sekil 12) MCF-7 hiicrelerine kars1 FDT aktivitesini MTT testi (2
J/cm?) kullanarak degerlendirmistir. Daha sonra, bilesigin hiicresel alimi, mitokondriyal
membran potansiyeli, apoptoz potansiyeli ve PARP ekspresyonu c¢esitli tekniklerle
incelenmistir. Sonuglar, Bilesik 6’nin 5 ve 10 pM konsantrasyonlarinda MCF-7 hiicre
canliligimi baskiladigimi ortaya koymustur. Isik uygulamasi sonrasinda, Bilesik 6 DNA
kiriklarimi tetiklemis ve MCF-7 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelinde
belirgin bir azalma meydana getirmistir. Western blotlama analizleri ise, 151k 1ginlamasi
sonrasinda pargalanmis PARP’m MCF-7 hiicrelerinde diisiik diizeyde ekspresyon
gosterdigini ortaya koymustur (53).
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bilesik 6

Sekil 12. Bilesik 6’nin molekiiler yapisi (Balcik-Ercin’den, 53)

2023 yilinda Wu ve arkadaglari, calismalarinda piperazin tiirevi bir silisyum
ftalosiyanin (Bilesik 7) sentezlemis (Sekil 13) ve bu bilesigin MCF-7 hiicrelerine kars1 FDT
aktivitesini incelemislerdir (671 nm, 5 mW/cm?, 5 dk). Sonuglar, piperazin grubunun
varliginin, iki fotonlu konfokal lazer tarama yontemiyle gosterildigi lizere hiicre i¢i alimu
artirdigini ortaya koymustur. Hiicreye alinan bilesik hem mitokondride hem de lizozomlarda
tespit edilmistir. Apoptotik silire¢ yoluyla hiicre 6liimiine neden olan bu bilesigin ICso degeri,

151k uygulamasiyla MCF-7 hiicrelerinde 0.2 uM olarak belirlenmistir (54).

/\/N NH
R "7 \/

bilesik 7

Sekil 13. Bilesik 7’nin molekiiler yapis1 (Wu’dan, 54)
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2023 yilinda Xu ve arkadaslari, silisyum i¢eren klorofenil-tiyofen ¢apraz yapili yeni
bir iki fotonlu fotoduyarlastirici olan silisyum (IV) ftalosiyanini (Bilesik 8) sentezlemislerdir
(Sekil 14). Daha sonra bu bilesigin MCF-7 hiicrelerine alimi, hiicre alt1 lokalizasyonu, hiicre
i¢ci ROS {iretimi, apoptoz analizi ve FDT etkinligini arastirmiglardir (671 nm, 100 mW/cm?,
10 dk). Sonuglar, bilesigin hiicrelere yiiksek verimlilikle girdigini ve esas olarak
lizozomlarda biriktigini gostermis, bu da yiiksek biyouyumlulugunu ortaya koymustur.
Bilesik 8’in, MCF-7 hiicrelerinde 4.16 uM’lik I1Cso degeri ile ROS iireterek fototoksisite
olusturdugu belirlenmistir. Apoptoz analizinde ise hiicrelerin %83 liniin lizozom

disfonksiyonu yoluyla apoptoza ugradig: tespit edilmistir (55).

Cl

(§)
<0
O/ S

bilesik 8

Sekil 14. Bilesik 8’in molekiiler yapis1 (Xu’dan, 55)

2023 yilinda Zheng ve arkadaslari, MCF-7 hiicrelerinde lizozomu hedeflemek
amaciyla 2-[4-(difenilamino)-1-difenikasit-1-karbobenzoksi-4-(1,1,1,3,3,3-
hekzafloropropan-4-fenoksi) silisyum (IV) ftalosiyanin ve 1,2-distearoil-sn-glisero-3-
fosfoetanolamin-N-[siiksinil (polietilenglikol)-2000]’1 birlestirmislerdir (Bilesik 9) (Sekil
15). Yapilan ¢aligmalar, Bilesik 9’un MCF-7 hiicreleri iizerinde belirgin fototoksik aktivite
gosterdigini ortaya koymustur (671 nm, 100 mW/cm?, 5 ve 10 dk). Ayrica, bu bilesigin hiicre
lizozomlarinda biriktigi, yiiksek seviyelerde ROS firettigi ve lizozom yapisin1 bozarak

hiicreleri apoptoza siiriikledigi belirlenmistir (56).
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DSPE-PEG

Sekil 15. Bilesik 9’un molekiiler yapisi (Zheng’den, 56)

2024 yilinda Huang ve arkadaslari, kolesteril, trifenilfosfin ve asimetrik silisyum
ftalosiyanini erastin ile ferritine konjuge ederek Bilesik 10’u formiile etmislerdir (Sekil 16).
Daha sonra, bu bilesigin in vitro FDT aktivitesi ¢esitli yontemlerle degerlendirilmistir (671
nm, 100 mW/cm?, 10 dk). Analizler, bilesigin hiicre i¢inde agirlikli olarak mitokondrilerde
biriktigini gostermistir. Bilesik 10’un MCF-7 hiicrelerinde ICso degeri 1.04 uM olarak
belirlenmistir. Ayrica, erastinin etkisiyle Bilesik 10’un ROS iiretimini artirarak MCF-7

hiicrelerini ferroptoza siiriikledigi ortaya konmustur (57).

Sekil 16. Bilesik 10’un molekiiler yapis1 (Huang’dan, 57)
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. GEREC
3.1.1.Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar

Cihazin Adx

Marka/Model

COz inkiibatorii

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)
Elektroforez gii¢c kaynagi
Faz kontrast mikroskop
Hassas analitik terazi
Isitict

Isik Kaynagi

Jel goriintiileme sistemi
Kirmizi Isik Kaynagi
Laminar akig kabini
Lazer Gii¢ Olcer
Manyetik karistirici
Otomatik pipetler

pH metre

Santrifij

Su banyolu calkalayici
Sogutmali santrifiij
UV-Vis spektrofotometre
Vorteks

Yatay DNA elektroforezi

Esco Lifesciences

Argelik

Thermo Scientific 88400V
BioRad Power PacTM Basic
Zeis-Primovert

Ohaus PA 214C

Wisd Hotplate MSH-20A

Akari Shin

Bio Rad Universal Hood Imager Gel
Akari Shin

Thermo Fischer

UNI-T UT385

Heidolph MR

Socorex

Ohaus Starter 300

Niive MFS800R

Memmert WNB 7-45

Sigma 3-30K

Thermo Scientific Multiskan Go
Visemix WM-10 Wisd

Biorad Wide Mini-Sub Cell GT System
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3.1.2.Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Ad1

Marka, Kodu

1,3-Difenilisobenzofuran (DPBF)

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-difenil tetrazolyum bromiir

(MTT)

Agaroz

Asetik asit

Bromofenol mavisi

Calf thymus-DNA (CT-DNA)

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Doksorubisin HCI (DOX)

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)
Etidyum bromiir (EB)

Etilendiamin tetraasetik asit disodyum (EDTA-
Nay*2H>0)

Fetal bovine serum (FBS)

Gliserol

Hidrojen peroksit (H20.)

Ksilen siyanol

Metilen mavisi (MM)

pBR322 plasmid DNA

Sodyum kloriir (NaCl)

Streptomisin/Penisilin

Tripsin/EDTA

Trisma baz

Sigma, 105481
Sigma, M2128

Sigma, A9539

Sigma, A6283

Sigma, B0126
Calbiochem, 2618

Sigma, 472301
Sigma-Aldrich/ D2975000
Gibco, 41966-029

Sigma, E7637

ZAG Kimya, 10378-21-1

Gibco, 10500064

Sigma, G5516

Sigma, 349887

Sigma, X4126

Sigma, M9140

Thermo Scientific, SD0041
Sigma, 71383

Gibco, 15140122

Gibco, 25200056

Sigma, T1503
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3.1.3.Calismada Kullanilan Bilesikler

Calismada kullanilan ve Sekil 17°de sunulan 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin
sentezi ve karakterizasyonu Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii

ogretim iiyesi Prof. Dr. Zekeriya BIYIKLIOGLU ve ekibi tarafindan gergeklestirildi (58).

o
ALY
OR' R'=
(o)
\ N/ e
3PY-7a-SiQ BN

OR' R'= =

IPY-8a-SiQ BN\

Sekil 17. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin molekiil sekli

3.1.4.Calismada Kullanilan Cozeltiler

5 mM Tris-HC1/50 mM NaCl (pH 7.2) tamponu (TBS)

302.86 mg trisma baz ve 1450 mg NaCl tartildiktan sonra, bir miktar saf su igerisinde
¢Oziildii ve toplam hacim 425 mL’ye tamamlandi. Ardindan, ¢6zeltinin pH’1 seyreltik HCI

kullanilarak 7.2’ye ayarland1 ve son olarak saf su ile hacim 500 mL’ye tamamlandi.

CT-DNA (Calf thymus-DNA) cozeltisi

Belirli bir miktar katt CT-DNA 5 mM Tris-HCI/50 mM NaCl (pH 7.2) tamponunda
4 °C’de 3 giin boyunca yavasca karistirildi. CT-DNA stok ¢6zeltisinin konsantrasyonu, 260
nm’de Ol¢iilen absorbans degeri ve bu dalga boyundaki molar absorpsiyon katsayisi (€260 =
6600 M'cm™) kullanilarak Lambert-Beer kanununa goére hesaplandi. Ayrica ¢ozeltinin

protein ile kontamine olmadigindan emin olmak i¢in 280 nm’de de absorbans ol¢iimi
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yapildi; 260/280 nm absorbans oraninin 1.8-1.9 aralifinda olmasina dikkat edildi.
Hazirlanan CT-DNA stok ¢ozeltisi +4 °C’de sakland1 ve bir hafta igerisinde kullanildi.

1 mM EB cozeltisi

1 mM EB ¢ozeltisi yarismali EB baglanma c¢aligmalari i¢in hazirlandi. 0.5 mg EB

tartildi ve saf su ile ¢oziilerek hacmi 1 mL’ye tamamlandi.

5 mg/mL EB cozeltisi

5 mg EB tartild1 ve saf su ile ¢oziilerek hacmi 1 mL’ye tamamlandi.

Yiiriitme tamponu (10X TAE) (pH 8)

48.40 g trisma baz, 11.2 mL asetik asit, 20 mL 0.5 M EDTA son hacim 1 L olacak
sekilde saf su ile ¢oziilerek 4 °C’de muhafaza edildi.

%0.8’lik agaroz jel

0.8 g agaroz tartilarak 100 mL TAE (1x) c¢ozeltisi eklendi. Isitic1 yardimiyla
kaynatilarak ¢oziinmesi saglandi. Cozelti sogutulduktan sonra 7 uL. EB (5 mg/mL) ilave

edildi ve agaroz jel tankina dokiilerek sogumaya birakildi.

Agaroz jel yiikkleme bovyasi

2 g SDS (%10), 40 mg bromofenol mavisi (%0.2), 40 mg ksilen siyanol (%0.2) ve 6

mL gliserol (%30) karistirilarak son hacim 10 ml olacak sekilde saf su ile tamamlandi.

50 mM Tris-HCI (pH 7) tamponu

1.21 g trisma baz tartildi. Saf su ile ¢oziilerek hacmi 150 mL’ye tamamlandi. Daha

sonra seyreltik HCI ile pH 7’ye ayarlanip, saf su ile hacmi 200 mL’ye tamamland.

0.4 M H20: cozeltisi

Stok H>O» ¢ozeltisinden 31.274 pL alindi. Daha sonra son hacim saf su ile 1 mL’ye

tamamlandi.

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

5 adet PBS tableti bir balon jojeye yerlestirildi, ardindan son hacim saf su ile 450
mL’ye tamamlandi. Cozeltinin pH’1 7.4’e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 500

mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti otoklavladiktan sonra +4 °C’de saklanda.
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Tripsin-EDTA cozeltisi

400 mg tripsin, 80 mg EDTA tartildiktan sonra PBS ¢ozeltisi ile hacmi 200 mL’ye
tamamlandi. Daha sonra hazirlanan ¢dzelti 0.22 um capindaki steril filtreden gecirilerek

sterilize edildi.

Antibiyotik cozeltisi

0.1 mL streptomisin (10 mg/mL) /penisilin (10.000 U) alinarak saf su ile hacim 1
mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0.22 um ¢apindaki steril filtreden gecirilerek

sterilize edildi.

Hiicre stoklama besiveri

800 uL FBS, 200 pL gliserin ve 10 pL antibiyotik igerecek sekilde besiyeri

hazirlandi.

MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri icin besiveri

10 mL FBS, 1 mL antibiyotik ¢ozeltisi ve 89 mL DMEM c¢ozeltisi igerecek sekilde

besiyeri igerigi olusturuldu.

MTT cozeltisi

1 g MTT tartilarak iizerine 200 mL fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.4) eklendi.

Hazirlanan ¢ozelti +4°C’de karanlikta muhafaza edildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Fotokimyasal Olgiimler

Suda ¢6ziinebilen piridin grubu igeren silisyum (IV) ftalosiyanin tiirevleri (3PY-7a-
SiQ ve 3PY-8a-SiQ), FDT’de fotoduyarlastirici olarak potansiyellerini degerlendirmek
amaciyla incelenmis; bu kapsamda fotokimyasal 6l¢iimler yapilarak singlet oksijen kuantum

verimleri ve fotobozunma oranlar1 belirlenmistir.
3.2.1.1. Singlet Oksijen Kuantum Verimi (®a)

Singlet oksijen kuantum verimini (®4) hesaplamak amaciyla, karanlik ortamda 3PY-
7a-SiQ, 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin her birine, singlet oksijen sondiiriicii olarak gorev yapan
1,3-difenilisobenzofuran (DPBF) (DMSO ¢ozeltileri i¢in) eklenmistir. Daha sonra 6rnekler,

650 = 20 nm filtre kullanilarak 15 mW/cm? siddetindeki 1s18a farkli siirelerle maruz
birakilmig ve UV-Vis spektrofotometre ile DPBF’in 417 nm’deki absorpsiyon bantlarindaki
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degisimler incelenmistir. Cozeltilerin UV-Vis Olgiimleri belirli araliklarla tekrarlanarak,
DPBF’in maksimum absorbansa sahip oldugu dalga boyundaki azalma miktarindan
konsantrasyon degisimi takip edilmistir. Elde edilen veriler kullanilarak singlet oksijen

kuantum verimi agsagidaki denklem yardimiyla hesaplanmistir (59).

g Rl
= R L (Esitlik 1)
Bu formiilde;
)N :  Bilesiklerin singlet oksijen kuantum verimi.
(Ditd :  Standart bilesigin singlet oksijen kuantum verimi (DMSO igerisinde) ¢inko
ftalosiyanin: 0.67.

R :  DPBF bilesik varliginda absorbans degisimi.
Rsa  : DPBF standart bilesik varliginda absorbans degisimi.
Labs :  Bilesigin absorpladigi 151k miktart.
3 : Standart bilesigin absorpladigi 1s1ik miktari.

3.2.1.2. Bilesiklerin Fotokararhhklarmin Olgiilmesi

Fotobozunma kuantum verimlerinin 6l¢iimiinde singlet oksijen kuantum verimi
Olciimiinde uygulanan diizenek kullanilmistir. Sentezlenen bilesikler DMSO igerisinde
¢oOziildiikten sonra farkli zaman araliklarinda (0-60 dakika) 1s18a maruz birakilmistir.
Ardindan spektrofotometre ile UV-Vis spektrumlar1 alinarak bilesiklerin maksimum
absorpsiyon gosteren Q bandlarindaki degisim incelenmistir (60). Bilesiklerin fotobozunma

kuantum verimleri Esitlik 2 yardimi ile hesaplanmustir.

~_(Co—=Cy.V.Na
Tabs .S . t (ESItllk 2)

[OF

Bu formiilde; ®4: Numunenin fotobozunma kuantum verimi. Co: Numunenin 151k
uygulamadan oOnceki konsantrasyonu. C;: Numunenin 1sik uygulandiktan sonraki
konsantrasyonu. V: Kullanilan hacim. Na: Avagadro sabiti. t: Isinlama zamani. S: Isinlama

icin kullanilan UV-Vis kiivetinin alant. Laps: Kullanilan 1s181n giicii.
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3.2.2. DNA Baglanma Deneyleri

3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin DNA baglanma etkilesimlerini incelemek
icin s1g1r timus DNA (CT-DNA) kullanilmistir. Bu ¢alismada CT-DNA’nin stok ¢ozeltisi 5
mM Tris-HCl/ 50 mM NaCl (pH 7.2) (TBS) tamponu yardimiyla hazirlanmistir. Ardindan
UV-Vis titrasyon baglanma ve agaroz jel elektroforez baglanma deneylerinde kullanilmistir

(61).
3.2.2.1. UV-Vis Absorpsiyon Baglanma Calismasi

3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesikleri DMSO kullanilarak hazirlanmis ve UV-Vis
spektrumlar1 kaydedilmistir. Daha sonra artan konsantrasyonlarda (2.5, 5, 10, 15 ve 20 uM)
CT-DNA ilavesi gergeklestirilmistir. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildiktan
sonra UV-Vis spektrumlar1 kaydedilmistir. Bu islem esnasinda CT-DNA’nin absorbansini
elimine edilebilmesi amaciyla kor ¢ozelti iizerine de esit miktarda CT-DNA ilave edilmistir.
Calismada pozitif kontrol olarak MM kullanilmistir. Bilesiklerin, CT-DNA baglanma sabiti
(K») degerleri Wolfe-Shimmer esitligi kullanilarak belirlenmistir.

[DNA] — [DNA] 1
(Ea_ef) (Sb—{;‘f) Kb(gb_gf)

(Esitlik 3)

Yukaridaki denklemden yararlanilarak DNA konsantrasyonuna ([DNA]) karsi
([DNA]/(ea-€f)) degerleri grafige gecirilmistir. Grafikten elde edilen dogrunun egimi 1/(ep-
er)’y1, kesim noktast ise 1/Kp(ep-€r) olarak bulunmustur. Bu iki deger birbirine oranlanarak

K» degerleri hesaplanmistir (62).

[DNA] : DNA konsantrasyonu

K» :  Bilesigin DNA’ya baglanma sabiti

€a :  Bilesigin absorbansinin bilesigin konsantrasyonuna orani.
ef : Serbest haldeki bilesigin soniim katsayisi.

€b : Tam bagh bilesigin soniim katsayisi.
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3.2.2.2. Agaroz Jel Elektroforez Baglanma Calismasi

3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin CT-DNA’ya baglanma tiirlerini
dogrulamak amaciyla tercih edilen yontemlerden biri de agaroz jel elektroforez teknigi
kullanilarak baglanma c¢aligmas1 gergeklestirilmesidir. Bu c¢alismada CT-DNA’nin
konsantrasyonu sabit tutulmus (100 uM) ve bilesiklerin ¢esitli konsantrasyonlar1 (25, 50,
100 ve 250 uM) ilave edilerek 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Sonra, bu karisim TAE
tampon icerisinde agaroz jele yiikleme tamponuyla birlikte yiiklenip, 100 V, 400 mA
uygulanarak 30 dakika jelde yiiriitiilmistiir. Sonuclar BioRad Gel Doc XR system cihazi
yardimiyla goriintiilenmistir (63). Calismada pozitif kontrol olarak MM kullanilmistir.

3.2.3. DNA Niikleaz Calismalar:

3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin DNA niikleaz aktiviteleri, siipersarmal
pBR322 plazmid DNA kullanilarak agaroz jel elektroforez yontemiyle analiz edilmistir.
pBR322 plazmid DNA, molekiillerin niikleaz aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilan bir DNA tiiriidiir. Siipersarmal plazmid DNA elektroforeze maruz kaldiginda,
siipersarmal formun (Sc) en hizli sekilde ilerlemektedir. Molekiil 151k veya kimyasal
maddelerle etkilestiginde tek zincirde kirilma olursa kirik form (Nc¢) olusur ve bu form en
yavas ilerleyen yapidir. Eger cift zincir kirilirsa ¢izgisel form (Lc) ortaya ¢ikar ve bu form
Sc ile Nc arasinda bir hiza sahiptir (64). Bu tez ¢alismasinda 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ
bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plazmid DNA iizerindeki niikleaz aktiviteleri, 151k ve

oksidatif ajanlarin varliginda ve yoklugunda degerlendirilmistir.
3.2.3.1. Bilesiklerin Hidrolitik Niikleaz Aktivitesi

Bilesiklerin hidrolitik niikleaz aktivitelerini degerlendirmek amaciyla, farkli
konsantrasyonlarda hidrolitik deneyler yapilmistir. Agaroz jel deneylerinde her kuyu 10 pL
olacak sekilde hazirlanmistir. Her kuyuda, 1 uLL 250 ng pBR322 plazmid DNA, 7 uL 50 mM
Tris-HCI tamponu (pH 7) ve 2 pL bilesiklerin artan konsantrasyonlar1 (1,10, 50 ve 100 uM)
eklenerek ve 37 °C’de 30 ve 60 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra, hazirlanan karigimlar jel yiikleme boyasi eklenerek agaroz jellere
yuklenmistir. Jelde yiiriitme, TAE tamponu ile gerceklestirilmis ve 100 V, 400 mA akim
uygulanarak 90 dakika siirdiiriilmiistiir. Deneyde pozitif kontrol olarak MM kullanilmastir.
Elde edilen sonuclar BioRad Gel Doc XR System ile goriintiilenmis ve bilesiklerin niikleaz

yiizdeleri Image Lab Version 4.0.1 yazilimi kullanilarak hesaplanmistir (65).
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3.2.3.2. Bilesiklerin Fotoniikleaz Aktivitesi

FDT’de bilesiklerin kullanilabilirlik potansiyelini degerlendirmek i¢in beyaz ve
kirmizi 151k altinda siipersarmal pBR322 plazmid DNA’nin fotoniikleaz aktiviteleri
degerlendirilmistir. Agaroz jel deneyleri i¢in her kuyu 10 pL olacak sekilde hazirlanmistir.
Kuyulara 1 pL (250 ng) pBR322 plazmid DNA, 7 pL 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7) ve
2 pL bilesiklerin farkli konsantrasyonlar1 (1, 10, 50 ve 100 uM) eklenmistir. Hazirlanan
karigimlar, 30 ve 60 dakika boyunca beyaz (4.9 mW/cm?) ve kirmizi (4.5 mW/cm?) 1518a
maruz birakilmis, ardindan 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 6rnekler jel
yiikleme boyas1 eklenerek agaroz jellere yiiklenmis, TAE tamponu kullanilarak 100 V ve
400 mA ile 90 dakika yiiriitiilmiistiir. Deneyde pozitif kontrol olarak MM kullanilmistir.
Elde edilen sonuglar BioRad Gel Doc XR System ile goriintiilenmis ve niikleaz yiizdeleri
Image Lab Version 4.0.1 programi kullanilarak hesaplanmistir (65).

3.2.3.3. Bilesiklerin Oksidatif Niikleaz Aktivitesi

Bilesiklerin niikleaz aktivitelerinin ¢esitli ajanlarin varliginda degisebildigi
bilinmektedir. Bu ¢alismada, H20: (0.4 M) kullanilarak bilesiklerin oksidatif niikleaz
aktiviteleri degerlendirilmistir. Agaroz jel deneyleri i¢in her kuyu 10 pL olacak sekilde
hazirlanmistir. Her kuyuda, 1 pL (250 ng) pBR322 plazmid DNA, 5 pL 50 mM Tris-HCI
tamponu (pH 7), 2 uL H202 ve 2 pL bilesiklerin artan konsantrasyonlar (1, 10, 50 ve 100
uM) eklenmis ve 37 °C’de 30 ve 60 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan karigimlar jel ylikleme boyasi eklenerek agaroz jellere yiikklenmis, TAE tamponu
ile 100 V ve 400 mA akim uygulanarak 90 dakika jelde yiiriitiilmiistiir. Deneyde pozitif
kontrol olarak MM kullanilmistir. Elde edilen sonuclar BioRad Gel Doc XR System ile
goriintiilenmis ve niikleaz yiizdeleri Image Lab Version 4.0.1 programi ile hesaplanmistir

(65).
3.2.3.4. Bilesiklerin Oksidatif Fotoniikleaz Aktivitesi

Agaroz jel kuyu igerikleri 10 puL olacak sekilde hazirlanmistir. Her kuyuda 1 pL (250
ng) pBR322 plazmid DNA, 5 pL. 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7), 2 pL H20: ve 2 pL
bilesiklerin farkli konsantrasyonlar1 (1, 10, 50 ve 100 puM) eklenmistir. Hazirlanan
karigimlar, 30 ve 60 dakika boyunca beyaz (4.9 mW/cm?) ve kirmizi (4.5 mW/cm?) 1518a
maruz birakilmis, ardindan 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
tamamlanmasinin ardindan 6rnekler jel yiikleme boyasi eklenerek agaroz jellere yiiklenmis

ve TAE tamponu ile 100 V, 400 mA akim uygulanarak 90 dakika yiiriitiilmiistiir. Deneyde
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pozitif kontrol olarak MM kullanilmistir. Sonuglar BioRad Gel Doc XR System ile
goriintiilenmis ve niikleaz yiizdeleri Image Lab Version 4.0.1 programi ile hesaplanmistir

(65).
3.2.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin insan meme kanseri hiicre hatt1 tizerindeki
sitotoksik  etkinliklerinin  tespit edilmesi amaciyla [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolium bromiir] (MTT) hiicre canlilik testi gerceklestirilmistir.
3.2.4.1. Hiicre Dizisinin Acilmasi, Pasajlanmasi ve Sayllmasi

-196 °C’de kriyovial tilipler iginde muhafaza edilen hiicreler, 37 °C’deki su
banyosunda hizli bir sekilde ¢oziilmiistiir. Coziinme sonrast 1 mL hiicre siispansiyonu 15
mL’lik falcon tiipline aktarilarak ve lizerine besiyeri eklenerek toplam hacim 10 mL’ye
tamamlanmistir. Hiicre siispansiyonlar1 100 rcf’de 3 dakika siireyle santrifiij edilmistir.
Santrifiij isleminin ardindan siipernatant uzaklastirilarak, olusan hiicre pelletine 1 mL taze
besiyeri ilave edilerek nazikge pipetaj yapilmis ve homojen bir siispansiyon elde edilmistir.
Elde edilen hiicre siispansiyonu, 10 mL besiyeri i¢geren T-25 flasklara ekilerek 37 °C’de ve
%35 CO: igeren inkiibatdr ortaminda kiiltiire alinmistir. Inkiibasyon siireci sonunda hiicrelerin
faz kontrast mikroskop altinda incelenmesiyle, flask yiizeyinin yaklasik %70-80 oraninda
hiicrelerle kaplandigr gozlemlendiginde pasajlama islemi gergeklestirilmistir. Hiicre
pasajlama agamasinda Oncelikle flasklardaki besiyeri ortamdan uzaklastirilmistir. Ardindan,
hiicrelerin yiizeyden ayrilmasini saglamak i¢in flasklara tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenecek
ve 37 °C’deki inkiibatdrde yaklasik 5 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda,
hiicrelerin tripsin etkisinden korunmasi i¢in uygun miktarda besiyeri ilave edilecek ve hiicre
stispansiyonu 100 rcf’de 3 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminin ardindan
siipernatant kisim, yaklasik 1 mL kalacak sekilde uzaklastirilmistir. Elde edilen hiicre
stispansiyonundan 10 pL alinarak steril bir ependorf tiip icinde 10 pL tripan mavisi ile
karigtirllmistir. Hazirlanan karigim lam {izerine alinarak Neubauer hematositometre

yardimiyla mikroskop altinda canli hiicre sayimi1 gergeklestirilmistir.
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3.2.4.2. MTT Testi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

3PY-7a-SiQ  ve 3PY-8a-SiQ  bilesiklerinin  fototoksisite  profillerinin
degerlendirilmesi amaciyla, %10 fetal sigir serumu (FBS; h/h) (Gibco, Waltham, MA, ABD)
ve %1 penisilin-streptomisin (h/h) iceren renksiz Dulbecco’nun Modifiye Edilmis Ozgiil
Ortaminda (DMEM) kiiltiirlenen insan meme kanseri hiicre hattt MCF-7 (ATCC® HTB-22)
ile saglikli kontrol olarak insan meme epitel hiicre hattt MCF-10A (ATCC® CRL-10317)
kullanilmistir. Sitotoksisite profillerinin belirlenmesi i¢in MTT testi uygulanmistir. MCF-7
ve MCF-10A hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara ekilmis ve 24 saat boyunca 37 °C’de, %5
CO: igeren inkiibasyon kosullarinda tutulmustur (66). Ardindan, hiicreler bilesiklerin 0.01,
0.1, 1 ve 5 uM konsantrasyonlarna 24 saat maruz birakilmigtir. Fototoksisite
degerlendirmesi i¢in ise ayni sekilde ekilen hiicreler, belirtilen konsantrasyonlara 2 saat
maruz birakildiktan sonra 1 saat beyaz 1s18§a maruz birakilmistir (67). 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan besiyeri uzaklastirilmis ve ardindan her kuyuya MTT (0.5 mg/mL)
eklenmigtir. 2 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. Bu siirenin ardindan ortam uzaklastirilip
formazan kristallerini ¢6zmek i¢in kuyulara 100 pL izopropanol ilave edilmistir (68).
Negatif kontrol olarak %0.5 DMSO (h/h), sitotoksisite deneylerinde pozitif kontrol olarak
0.1, 1 ve 10 uM konsantrasyonlarinda doksorubisin hidrokloriir (DOX), fototoksisite
deneylerinde ise pozitif kontrol olarak 1 ve 10 uM konsantrasyonlarinda MM kullanilmistir.
570 nm’de yapilan spektrofotometrik Olgiimle absorbans degeri belirlenmistir. Hiicre

canlilig1 yiizdesi “Esitlik 4” denklemi ile hesaplanmistir (69).

%Hiicre canliligL = OD""ZZ‘”_OD””"" X 100 (Esitlik 4)
kontrol

3.2.4.3. Isik Maruziyeti

3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin in vitro fototoksik etkinligini incelemek
amaciyla 5 cm uzakliktan beyaz ve kirmizi 1sik kullanilarak bilesikler 1s18a maruz
birakilmistir. Bilesiklerin farkli konsantrasyonlarini igceren besiyerleri plakalara ilave edilip,
2 saat 37 °C’de ve %5 CO; inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan plakalar
beyaz (4.9 mW/cm?) ve kirmizi (4.5 mW/cm?) 1s18a maruz birakilmistir. Daha sonra MTT
testi yapilmustir (70).
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3.2.5. istatiksel Analiz

Her bir deney li¢ bagimsiz kez gergeklestirilmis ve veriler ortalama + standart sapma
(SD) olarak sunulmustur. Sitotoksisite verilerinin istatistiksel anlamliligi, GraphPad Prism
(9.0) (La Jolla, California, ABD) kullanilarak tek yonlii ANOVA ile degerlendirilmistir.
Veri gruplar1 arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Agregasyon Calismalari

Fotoduyarlastiricilarin FDT etkinligi, siklikla molekiillerin bir araya gelme egilimi
nedeniyle diiger; bu durum, 151k sogurma kapasitesi ve sitotoksik singlet oksijen iiretim
yetenegini olumsuz etkiler. Bu sorunu gidermek amaciyla, agregasyon olusturmayan
ftalosiyanin tiirevleri arastirmalarda 6n plana ¢ikmaktadir. Ozellikle, silisyum ftalosiyaninler
gibi eksenel olarak bagli biiylik hacimli gruplar igeren bilesikler, molekiiller arasi
etkilesimleri engelleyerek agregasyon gostermemeleriyle bilinir. Bu yapisal o6zellikleri,
onlar1 yliksek verimli FDT uygulamalar1 i¢in olduk¢a cazip adaylar haline getirir.
Agregasyon potansiyeli agisindan, 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesikleri incelenmistir. Bu
dogrultuda, bilesiklerin DMSO ¢o6zeltisindeki farkli konsantrasyonlarda (1-10 uM) UV-Vis
spektroskopi analizleri gergeklestirilmistir. Her iki bilesik de spektral olarak herhangi bir

agregasyon belirtileri gostermemistir (Sekil 18 ve 19).

1,5

—10 M

1,04

Absorbans

0,54

) T L)
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Dalga boyu (nm)

Sekil 18. 3PY-7a-SiQ bilesiginin DMSO i¢inde agregasyon egilimleri
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Sekil 19. 3PY-8a-SiQ bilesiginin DMSO i¢inde agregasyon egilimleri
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4.2. Fotokimyasal Olciimler
4.2.1. Singlet Oksijen Kuantum Verimi (®a)

FDT, fotoduyarlastirici bilesiklerin 1s1kla aktive edilerek kanser hiicrelerinde reaktif
oksijen tiirler {iretmesini igerir. Bu siirecin etkinligi, bilesigin fotokararliligina ve singlet
oksijen tliretme kapasitesine baghdir. Yiiksek fotokararlilik diizeyi, bilesigin fotoaktivasyon
sonras1 kararli kalmasini1 saglarken; yiiksek singlet oksijen liretimi, tedavi sirasinda hedef

hiicreler lizerinde maksimum biyolojik etki elde edilmesine olanak tanir.

Bu calismada, 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin singlet oksijen iiretim
Ol¢timleri DMSO ortaminda, kimyasal bir singlet oksijen tuzagi olan DPBF kullanilarak
gerceklestirilmistir. Deneyler UV-Vis spektrofotometrisi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Zamanla DPBF konsantrasyonundaki azalmaya dayanarak singlet oksijen kuantum verimleri
hesaplanmigtir. Sentezlenen bilesiklerin singlet oksijen verimleri 3PY-7a-SiQ icin ®A =

0.181 ve 3PY-8a-SiQ icin ise ®A = 0.168 hesaplanmistir (Sekil 20 ve 21).
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Sekil 20. Isinlama ile 3PY-7a-SiQ varliginda DPBF konsantrasyonu degigimi
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Sekil 21. Isinlama ile 3PY-8a-SiQ varliginda DPBF konsantrasyonu degisimi
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Sekil 22. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ i¢in UV-Vis spektrumlarinda, DPBF absorbansinin
zamana kars1 degisimi

4.2.2. Fotobozunma Kuantum Verimi

Fotoduyarlastiricilar i¢in fotokararlilik, singlet oksijen iiretme yetenekleri kadar
onemlidir. Bu c¢aligmada, bilesiklerin, 1518a bagli bozunmaya kars1 direnglerini
degerlendirmek amactyla 3600 saniye boyunca yogun 1s18a maruz birakilmistir. Deneyler
DMSO ortaminda gerceklestirilmis ve absorbansin zamana gore degisimi izlenmistir. UV-
Vis spektrumlarinda goriildiigii tizere (Sekil 23 ve 24), tiim bilesikler literatiirde yer alan
benzer ftalosiyaninlerle karsilastirilabilir diizeyde fotokararlilik sergilemistir. Isinlama
siiresi sonunda 3PY-7a-SiQ bilesiginin Q-band absorbansinda %6.9’luk bir azalma
gbzlemlenirken, 3PY-8a-SiQ bilesiginin Q-band absorbansinda %9.5 oraninda bir kayip
gostermistir (Sekil 25). Her iki bilesik i¢in fotobozunma kuantum verimleri 3PY-7a-SiQ i¢in
®g = 0.64x107 ve 3PY-8a-SiQ igin ®gq = 1.28x107° olarak hesaplanmustir.
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Sekil 23. 3PY-7a-SiQ bilesiginin fotokararlilik UV-Vis spektrumu
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Sekil 24. 3PY-8a-SiQ bilesiginin fotokararlilik UV-Vis spektrumu
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Sekil 25. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ i¢in 1s1nlama ile absorbansinin zamana kars1 degisimi

4.3. DNA Baglanma Deneyleri
4.3.1. UV-Vis Absorbsiyon Baglanma Cahismasi

Bu c¢alismada, bilesiklerin tampon c¢ozeltisine kademeli olarak artan
konsantrasyonlarda CT-DNA eklenmis ve bu ilavelerin absorpsiyon spektrumlari iizerindeki
etkileri incelenmistir. Bilesiklerin CT-DNA ile etkilesim 6zellikleri, Tablo 3 ve Sekil 26-
27°de 6zetlenmistir. Deneylerde pozitif kontrol olarak MM kullanilmistir.
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Tablo 3. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin CT-DNA ile baglanma verileri

Bilesikler A (nm) Absorbans Kayma (nm) K, (M) %H
Degisim
3PY-7a-SiQ 663 Hipokromizm 0 1.51£(0.02)x10°  %34.89+1.47
3PY-8a-SiQ 671 Hipokromizm 0 5.52+(0.07)x10%  %53.66+1.33
1.4000
1,2000
1.,0000
g 0.8000 /
£ 0.6000 l"".,‘
0.4000 ! 4 \
0.2000 // ‘
0,0000 * e -
400 450 500 550 600 650 700 750 800
Dalga boyu (nm)
——0uM 2.5 uM -5uM ——10 uM -15 pM

Sekil 26. CT-DNA yoklugunda ve varliginda 3PY-7a-SiQ bilesiginin UV-Vis absorpsiyon
spektrumu

Absorbans
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0,0000
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IN____

Sekil 27. CT-DNA yoklugunda ve varliginda 3PY-8a-SiQ bilesiginin UV-Vis absorpsiyon
spektrumu
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3PY-7a-SiQ bilesiginin UV-Vis spektrumunda en yiiksek absorbans 663 nm’de
saptanmistir. Artan CT-DNA konsantrasyonlari, %34.89+1.47 hipokromizm ile
sonuglanmstir. Bilesigin Kp sabiti 1.51£(0.02)x10° M olarak belirlenmistir (Sekil 26).
3PY-8a-SiQ i¢in maksimum absorbans 671 nm’de gozlenmis ve CT-DNA eklenmesi
%353.66+1.33 hipokromizme yol agmistir. Bu bilesigin K, sabiti ise 5.52+0.07 x10* M™
olarak hesaplanmistir (Sekil 27).

4.3.2. Agaroz Jel Elektroforezi Baglanma Calismasi

Bu calismada, bilesiklerin CT-DNA ile etkilesimleri agaroz jel elektroforezi yontemi
kullanilarak degerlendirilmistir. CT-DNA konsantrasyonu sabit tutulmus (100 uM) ve
bilesiklerin artan konsantrasyonlari (25-250 uM) ilave edilmistir; ardindan CT-DNA’nin jel
iizerindeki bant yogunluklar1 goézlemlenmistir (r = [bilesik]/[CT-DNA]). Elde edilen
sonuglar Sekil 28’de sunulmustur. Deneylerde pozitif kontrol olarak MM kullanilmistir.

3PY-7a-SiQ bilesiginde, r degeri 2.5 olan kuyucukta CT-DNA bant yogunlugunda
azalma goriilmiustiir (Sekil 28 (a), bant 5). 3PY-8a-SiQ i¢inde r degeri 2 olan kuyucukta CT-
DNA yogunlugunda diislis gézlenmistir (Sekil 28 (b), bant 5).

Sekil 28. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin elektroforez baglanma caligmasi. (a)
3PY-7a-SiQ, (b) 3PY-8a-SiQ, (¢) MM. (1: r=0, 2: r=0.25, 3: r=0.5, 4: r=1, 5:
=2.5)
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4.4. Bilesiklerin Niikleaz Aktivitesi

Bilesiklerin siipersarmal pBR322 plasmid DNA {izerindeki niikleaz aktivitelerini
belirlemek amaciyla agaroz jel elektroforezi yontemi uygulanmistir. Niikleaz reaksiyonlari,
optimize edilmis uygun kosullar altinda yiiriitiilmiistiir. Reaksiyon sonucunda olusan DNA
tirtinleri BioRad Gel Doc XR system cihazi ile goriintiillenmis ve Image Lab Version 4.0.1
yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Bu analizler sirasinda DNA bantlarinin yogunlugu ve
ayrisma profilleri incelenmis, bilesiklerin niikleaz aktivitesi karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, bilesiklerin plasmid DNA {izerindeki potansiyel

etkilerini detayli sekilde ortaya koymaktadir.
4.4.1. Bilesiklerin Hidrolitik Niikleaz Aktivitesi

3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plasmid DNA’nin
fosfodiester baglarini hidroliz yoluyla kesebilme yetenekleri, hidrolitik niikleaz denemeleri
zamana ve konsantrasyona bagli olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 29°da
sunulmustur ve deneylerde pozitif kontrol olarak MM kullanilmistir. 30 ve 60 dakikalik
inkiibasyon siireleri sonrasinda 3PY-7a-SiQ i¢in 1, 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda
belirgin bir niikleaz aktivitesi gézlenmemistir (Sekil 29 (a ve b), bant 2-5). Benzer sekilde,
3PY-8a-SiQ, 1, 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda niikleaz aktivitesi gdzlenmemistir
(Sekil 29 (ave b), bant 6-9). 3PY-7a-SiQ, 3PY-8a-SiQ ve pozitif kontrol MM ’nin varliginda
ise tiim c¢alisilan konsantrasyonlarda ve siirede negatif kontrole kiyasla anlaml1 bir niikleaz

aktivitesi gozlenmemistir.
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Sekil 29. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plazmid DNA
hidrolitik niikleaz aktivitesi. (a) 30 dakika inkiibasyon ve (b) 60 dakika
inkiibasyon. Bant 1: DNA kontrol; bant 2: DNA + 3PY-7a-SiQ (1 uM); bant 3:
DNA +3PY-7a-SiQ (10 uM); bant 4: DNA + 3PY-7a-SiQ (50 uM); bant 5: DNA
+ 3PY-7a-SiQ (100 uM); bant 6: DNA + 3PY-8a-SiQ (1 uM); bant 7: DNA +
3PY-8a-SiQ (10 uM); bant 8: DNA + 3PY-8a-SiQ (50 uM); bant 9: DNA + 3PY-
8a-SiQ (100 uM); bant 10: DNA + MM (1 uM); bant 11: DNA + MM (10 uM);
bant 12: DNA + MM (50 uM); bant 13: DNA + MM (100 uM).

4.4.2. Bilesiklerin Fotoniikleaz Aktivitesi

3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plasmid DNA
tizerindeki 1s18a bagimli niikleaz etkilerini incelemek amaciyla fotoniikleaz denemeleri
gergeklestirilmistir. Deney sonuglart Sekil 30 ve 31°de sunulmustur. Deneylerde pozitif
kontrol olarak MM kullanilmistir. 30 ve 60 dakikalik 1s1k maruziyeti sonrasinda 3PY-7a-
SiQ i¢in 1, 10, 50 ve 100 puM konsantrasyonlarinda belirgin bir fotoniikleaz aktivitesi
gozlenmemistir (Sekil 30 (a ve b), bant 2-5). Benzer sekilde, 3PY-8a-SiQ, 1, 10, 50 ve 100
uM konsantrasyonlarinda niikleaz aktivitesi gozlenmemistir (Sekil 30 (a ve b), bant 6-9).
Pozitif kontrol olarak kullanilan MM’de ise, konsantrasyona bagimli olarak fotoniikleaz
etkinlik gozlenirken, calismada kullanilan en yiiksek konsantrasyon olan 100 uM’da ise
tamamen plasmid DNA bozunmaya ugramistir (Sekil 30 (a ve b), bant 13). Sekil 31°de ise
kirmiz1 151k varliginda bilesiklerin fotoniikleaz etkinligine dair sonuglari sunulmustur. 30 ve
60 dakikalik 151k maruziyeti sonrasinda 3PY-7a-SiQ i¢in 1, 10, 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda belirgin bir fotoniikleaz aktivitesi gozlenmemistir (Sekil 31 (a ve b),
bant 2-5). Benzer sekilde, 3PY-8a-SiQ, 1, 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda niikleaz
aktivitesi gozlenmemistir (Sekil 31 (a ve b), bant 6-9).
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Sekil 30. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plazmid DNA
fotoniikleaz aktivitesi (beyaz 1s1k). (a) 30 dakika inkiibasyon ve (b) 60 dakika
inkiibasyon. Bant 1: DNA kontrol; bant 2: DNA + 3PY-7a-SiQ (1 uM); bant 3:
DNA + 3PY-7a-SiQ (10 uM); bant 4: DNA + 3PY-7a-SiQ (50 uM); bant 5: DNA
+ 3PY-7a-SiQ (100 uM); bant 6: DNA + 3PY-8a-SiQ (1 uM); bant 7: DNA +
3PY-8a-SiQ (10 uM); bant 8: DNA + 3PY-8a-SiQ (50 uM); bant 9: DNA + 3PY-
8a-SiQ (100 uM); bant 10: DNA + MM (1 uM); bant 11: DNA + MM (10 uM);
bant 12: DNA + MM (50 uM); bant 13: DNA + MM (100 uM).

N Q) s ) ) o N ) &
1 2 3 4 5 6 7 8 9 I 11 2 13

Sekil 31. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plazmid DNA
fotontikleaz aktivitesi (kirmizi 1s1k). (a) 30 dakika inkiibasyon ve (b) 60 dakika
inkiibasyon. Bant 1: DNA kontrol; bant 2: DNA + 3PY-7a-SiQ (1 uM); bant 3:
DNA +3PY-7a-SiQ (10 uM); bant 4: DNA + 3PY-7a-Si1Q (50 uM); bant 5: DNA
+ 3PY-7a-SiQ (100 uM); bant 6: DNA + 3PY-8a-SiQ (1 uM); bant 7: DNA +
3PY-8a-SiQ (10 uM); bant 8: DNA + 3PY-8a-SiQ (50 uM); bant 9: DNA + 3PY-
8a-SiQ (100 uM); bant 10: DNA + MM (1 uM); bant 11: DNA + MM (10 pM);
bant 12: DNA + MM (50 uM); bant 13: DNA + MM (100 uM).

50



4.4.3. Bilesiklerin Oksidatif Niikleaz/Fotoniikleaz Aktivitesi

3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin hidrolitik ve fotoniikleaz aktivitelerinin
belirlenmesinin ardindan, oksidatif niikleaz/fotoniikleaz etkilerini incelemek amaciyla
niikleaz reaksiyonlar1 H2O: ilavesiyle gerceklestirilmistir. Deneylerde pozitif kontrol olarak
MM kullanilmistir ve reaksiyonlar 30 ve 60 dakikalik inkiibasyon siirelerinde
degerlendirilmistir. 3PY-7a-SiQ i¢in 1, 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda herhangi bir
belirgin oksidatif niikleaz aktivitesi gozlenmezken (Sekil 33 (a ve b), bant 3—6), 3PY-8a-SiQ
i¢cin de ayn1 konsantrasyonlarda oksidatif niikleaz aktivitesi tespit edilmemistir (Sekil 32 (a
ve b), bant 7-10). Bilesiklerin varliginda yapilan 151k maruziyeti sonrasi oksidatif
fotoniikleaz etkinligi analiz edilmis ve sonuglar Sekil 33°te sunulmustur. 30 dakikalik 151k
uygulamas1 sonrasinda negatif kontrol bantlarinda herhangi bir degisiklik gézlenmezken,
3PY-7a-SiQ bilesiginde artan konsantrasyonlarla siipersarmal (Sc) DNA yiizdesinde azalma
baslamistir; 3PY-8a-SiQ varliginda ise 30 dakika 1s1k maruziyetinde herhangi bir degisim
kaydedilmemistir. Isik maruziyeti siiresi 60 dakikaya ¢ikarildiginda, indiikleyici ajan H2O-
ile her iki bilesik de Form I yiizdesinde belirgin azalmalar yaratmigtir. 3PY-7a-SiQ’de Form
I ylizdesi %47.30’dan %27.50’ye diiserken, 3PY-8a-SiQ’de en yiiksek konsantrasyonda
Form I tamamen bozunmaya ugramistir. Bu sonuglar, 60 dakikalik 1s1k maruziyetinde ve
indiikleyici ajan varliginda her iki bilesigin DNA’y1 etkili bir sekilde hasarladigini ortaya
koymaktadir. Sekil 34°te ise kirmiz1 151k uyarilmasi sonucu bilesiklerin varliginda oksidatif

fotontikleaz etkinligi goriilmedigi belirlenmistir.
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Sekil 32. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plazmid DNA
oksidatif niikleaz aktivitesi. (a) 30 dakika inkiibasyon ve (b) 60 dakika
inkiibasyon. Bant 1: DNA kontrol; bant 2: DNA + H»0;; bant 3: DNA + 3PY-7a-
SiQ (1 uM) + H202; bant 4: DNA + 3PY-7a-SiQ (10 uM) + H2O»; bant 5: DNA
+ 3PY-7a-SiQ (50 uM) + H2O; bant 6: DNA + 3PY-7a-SiQ (100 uM) + H>O;
bant 7: DNA + 3PY-8a-SiQ (1 uM) + H202; bant 8: DNA + 3PY-8a-SiQ (10 uM)
+ H20»; bant 9: DNA + 3PY-8a-SiQ (50 uM) + H2O»; bant 10: DNA + 3PY-8a-
SiQ (100 uM) + H20»; bant 11: DNA + MM (1 uM) + H2O»; bant 12: DNA +
MM (10 uM) + H20»; bant 13: DNA + MM (50 uM) + H2O»; bant 14: DNA +
MM (100 uM) + H20,.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 33. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plazmid DNA
oksidatif fotoniikleaz aktivitesi (beyaz 1s1k) (a) 30 dakika inkiibasyon ve (b) 60
dakika inkiibasyon. Bant 1: DNA kontrol; bant 2: DNA + H>O; bant 3: DNA +
3PY-7a-SiQ (1 uM) + H2O»; bant 4: DNA + 3PY-7a-SiQ (10 uM) + H2O»; bant
5: DNA + 3PY-7a-S1Q (50 uM) + H2O2; bant 6: DNA + 3PY-7a-SiQ (100 uM)
+ H20»; bant 7: DNA + 3PY-8a-SiQ (1 uM) + H202; bant 8: DNA + 3PY-8a-SiQ
(10 uM) + H202; bant 9: DNA + 3PY-8a-SiQ (50 uM) + H>O»; bant 10: DNA +
3PY-8a-SiQ (100 uM) + H20g; bant 11: DNA + MM (1 uM) + H>O»; bant 12:
DNA + MM (10 uM) + H202; bant 13: DNA + MM (50 uM) + H20»; bant 14:
DNA + MM (100 uM) + H>0a.
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Sekil 34. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin siipersarmal pBR322 plazmid DNA
oksidatif fotoniikleaz aktivitesi (kirmizi 151k) (a) 30 dakika inkiibasyon ve (b) 60
dakika inkiibasyon. Bant 1: DNA kontrol; bant 2: DNA + H>O3; bant 3: DNA +
3PY-7a-SiQ (1 uM) + H2O3; bant 4: DNA + 3PY-7a-SiQ (10 uM) + H>O3; bant
5: DNA + 3PY-7a-SiQ (50 uM) + H2O2; bant 6: DNA + 3PY-7a-SiQ (100 pM)
+ H202; bant 7: DNA + 3PY-8a-SiQ (1 uM) + H2O2; bant 8: DNA + 3PY-8a-SiQ
(10 uM) + H20»; bant 9: DNA + 3PY-8a-SiQ (50 uM) + H>O»; bant 10: DNA +
3PY-8a-SiQ (100 uM) + H202; bant 11: DNA + MM (1 uM) + H20O3; bant 12:
DNA + MM (10 uM) + H20Og; bant 13: DNA + MM (50 uM) + H>O»; bant 14:
DNA + MM (100 uM) + H20:.

4.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin de hi¢gbir konsantrasyonu, MCF-7 ve MCF-
10A hiicre hatlarinda 24 saatlik maruziyet sonrasi sitotoksik etki gostermemistir (Sekil 35
ve 36). MCF-7 hiicre hattinda fototoksisite profilinin degerlendirilmesi amaciyla pozitif
kontrol olarak kullanilan MM, 10 uM konsantrasyonda 11k maruziyeti sonrast istatistiksel
olarak anlamli fototoksisite ortaya koymustur (*p<0.001). Ayrica MM’nin 1-10 uM
konsantrasyonlari, 151k uygulanmayan kosullarda hiicresel canlilig1 kontrole kiyasla sirasiyla
%80.08 ve %80.14’e distiriirken (p<0.05), 151k maruziyeti altinda bu degerler sirasiyla
%71.31 ve %9.04’e gerilemistir (p<0.01; p<0.001). MM’nin 151k uygulanan kosullarda
MCF-7 hiicrelerinde ICso degeri 4.08 uM olarak belirlenmistir. Doksorubisin, 151k
maruziyeti olmayan kosullarda hiicresel canlilig1 kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azaltmistir (0.1 uM: %35.97 (p<0.001); 1 uM: %26.78 (p<0.001); 10 uM: %19.44
(p<0.001)). Isik maruziyetinin olmadig1 kosullar altinda DOX ig¢in ICso degeri 0.1 uM’nin
altinda oldugu tespit edilmistir. Ancak doksorubisinin 1518a duyarli bir bilesik olmasi
nedeniyle, 151k maruziyeti sonrasinda sitotoksik aktivitesinde azalma goézlenmis ve bu
kosullarda ICso degeri 0.68 uM olarak bulunmustur. Bu bulguya ek olarak, beyaz 1s1k
uygulanan kosullarda da doksorubisin, 151k uygulanmayan kosullardaki gibi, kontrole

kiyasla hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmistir (0.1 uM: %72.66
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(p<0.01); 1T uM: %37.57 (p<0.001); 10 uM: %30.17 (p<0.001)). Ayrica, 3PY-7a-SiQ
bilesiginin MCF-7 hiicre hattina uygulandig1 diizenekte tiim konsantrasyonlarda 1sik
maruziyeti sonrasinda hiicre canliliginda 1s1ksiz kosullara kiyasla bir azalma gozlenmis olsa
da, bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bir fototoksik profil géstermemistir. 3PY-8a-
SiQ bilesiginde ise yalnizca 0.01 uM konsantrasyonda beyaz 1sik uygulanan kosullarda
hiicresel canlilik, 151k uygulanmayan kosullara kiyasla azalma gdstermistir; ancak bu azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 35).

MCF-7

Hicresel canlihk %

Fekk
1 1 ' 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
+ =

Kontrol - + - + - + - + - + - + - + - + - + - + - + - +
0.1 1 10 1 10 0.01 0.1 1 5 0.01 0.1 1 5

DOX (1M) MM (uM) 3PY-7a-SiQ (uM) 3PY-8a-SiQ (uM)

Sekil 35. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin MCF-7 hiicre hattinda sitotoksisite ve
fototoksisitesi.  MB’nin ayni1 konsantrasyonunda beyaz 1sik varligit ve
yoklugundaki gruplar arasindaki istatistiksel fark *p<0.001; Kontrol ve gruplar
arasindaki istatistiksel farklar “p<0.05; “p<0.01; ““p<0.001. Kontrol: Negatif
kontrol (DMSO 9%0.5; h/h); DOX: doksorubisin HCL; MB: MM; (-): Beyaz
151ks1z ortam; (+): Beyaz 151kl ortam.

Sekil 36’da goriildiigli tizere, doksorubisin MCF-10A hiicre hattinda 151k uygulanmayan
kosullarda hiicresel canlilig1 kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmigtir
(0.1 uM: %52.00 (p<0.001); 1 uM: %29.10 (p<0.001); 10 uM: %30.40 (p<0.001)) ayrica
ICso degeri 0.18 uM hesaplanmigtir. Benzer sekilde, 1sik maruziyeti altinda da hiicresel
canlilikta kontrole kiyasla anlamli diistisler gézlenmistir (0,1 pM: %44.40 (p<0.001); 1 uM:
%21.00 (p<0.001); 10 uM: %25.50 (p<0.001)). MM, 151k uygulanmayan kosullarda yalnizca
10 uM konsantrasyonda hiicresel canlilikta istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya yol
acmustir (%83.60; p<0.001). Ancak beyaz 151k maruziyeti sonrasinda, MM her iki
konsantrasyonda da canlilig1 anlamh diizeyde diistirmiistiir (1 puM: %47.54 (p<0.001); 10
uM: %10.10 (p<0.001)). Pozitif kontrol olarak kullanilan MM test edilen her iki
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konsantrasyonda da belirgin fototoksik etki gostermistir (p<<0.001). 3PY-7a-SiQ bilesigi,
MCF-10A hiicre hattinda 151k maruziyeti sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fototoksik aktivite sergilemis (p<0.05), ancak bu sonug bilesigin selektif olmadigini ortaya
koymustur. Ayni zamanda 3PY-8a-SiQ, MCF-10A hiicre hattinda istatistiksel olarak anlamli
bir etki gdstermemistir. Her iki bilesik i¢in, hem MCF-7 hem de MCF-10A hiicrelerinde ICso
degerleri ¢oziilebilir en yiiksek konsantrasyon araliginda hesaplanamadigindan selektivite

indeksleri belirlenememistir.
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Sekil 36. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin MCF-10A hiicre hattinda sitotoksisite
ve fototoksisitesi. MB’nin ayni konsantrasyonunda beyaz 1sik varli§i ve
yoklugundaki gruplar arasindaki istatiksel fark (*p<0.001); Bilesiklerin ayni
konsantrasyonlarinda beyaz 151k varligi ve yoklugundaki gruplar arasindaki
istatiksel fark (*p<0,05); kontrol ve gruplar arasindaki istatistiksel farklar
"p<0.001. Kontrol: Negatif kontrol (DMSO %0.5; h/h); DOX: Doksorubisin
HCI; MB: MM; (-): Beyaz 1siksiz ortam; (+): Beyaz 1s1kli ortam.

55



5. TARTISMA ve SONUC

Meme kanseri, kadinlarda en sik teshis edilen kétii huylu timoérdiir ve kotii huylu
tiimorden kaynaklanan 6liim nedenlerinde ilk sirada yer almaktadir (4). Meme kanseri i¢in
tedavi secenekleri gesitli olsa da her tedavinin yan etkileri ve olumsuz olaylara sebep olma
ozellikleri vardir. Meme kanseri tedavisinde son yillarda kaydedilen ilerlemeler, tam
anlamiyla tatmin edici ¢oziimler ve sonuglar vermemistir. Bu nedenle yeni tedavi
yaklagimlar tizerinde ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir (10). FDT, kanser tedavisinde
yeni bir tedavi olarak son yillarda biiyiik ilgi géren minimal invaziv bir terapotik yontemdir.
FDT, belirli bir dalga boyundaki 1s1kla uyarildiktan sonra, hedef dokuda ROS olusturmak
icin molekiiler oksijenle reaksiyona girerek hiicre dliimiine neden olan fotoduyarlastiricilar

kullanir (15).

Fotoduyarlastiricilar, FDT icin anahtar unsurlardir. Bu molekiiller tercihen
timorlerde birikmeli, yiliksek singlet oksijen kuantum verimine sahip olmali, karanlikta
diisiik aktiviteye sahip olmali, hasta viicudundan hizla elimine edilmeli, amfifilik 6zellige
sahip olmal1 ve yaklasik 600-800 nm arasinda bir 151k absorpsiyon zirvesine sahip olmalidir
(15). Bu kapsamda en sik tercih edilen molekiil gruplarindan biri olan ftalosiyanin halkasinin
merkezinde bulunan metal iyonu, bilesigin kimyasal ve fiziksel ozelliklerini oldukga
etkilemektedir. Merkez kavitesinde silisyumun bulundugu ftalosiyanin bilesiklerinin ¢esitli
kanser tiirlerine karsi etkilerinin incelendigi ve etkili oldugu in vitro, in vivo ve klinik
caligmalar literatiirde bulunmaktadir (20-23). Bu ¢alismamizda kullanmay1 tercih ettigimiz
substitiie grup olan piridin analoglarinin zengin biyolojik ve farmakolojik etkiye sahip
oldugu bilinmektedir (24-27). Bunun yan1 sira aksiyal konumda konumlandirilan yan grup
tasiyan bilesiklerin agregasyonu azaltmasi ve bu durumun FDT etkisinin arttiracagi
diisiiniilmektedir. Ayrica, piridin yapisinda bulunan kuaterner amonyum yapilar1 bilesiklerin
suda ¢oziiniirliiklerini arttirmaktadir. Suda ¢oziinebilen fotoduyarlastirici bilesikler FDT de

uygulama kolaylig1 agisindan da tercih edilmektedir.

Bu tez calismasi kapasaminda suda ¢oziinebilen piridin yan grubu igeren silisyum
(IV) ftalosiyanin (3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ) bilesiklerinin FDT i¢in uygun
fotoduyarlastirici bilesikler olup olmadigmi belirlemek i¢in ilk olarak fotokimyasal
caligmalar yapilmistir. Singlet oksijen kuantum verimi, etkili bir fotoduyarlastiricinin
degerlendirilmesinde dikkate alinan en kritik parametrelerden biri olarak kabul edilmektedir

(71). Bu nedenle DMSO igerisinde ¢oziilen 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin
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singlet oksijen kuantum verimleri DPBF kullanilarak dl¢tilmistiir. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-
SiQ bilesiklerin singlet oksijen verimleri 3PY-7a-SiQ i¢in ®A = 0.181 ve 3PY-8a-SiQ i¢in
ise ®A = 0.168 hesaplanmistir. 2017 yilinda Omeroglu ve arkadaslarinin yaptign bir
caligmada diiz (aksiyalsiz) SiPcCla’nin ®4’si 0.15 olarak belirlenmistir (72). Bu sonugla
kiyaslandiginda piridin yan grubunun singlet oksijen kuantum verimini bir miktar arttirdig1
diistiniilmektedir. Ayrica FDT de kullanilan molekiillerin agregasyon gdstermesi nedeniyle
singlet oksijen kuantum verimi olumsuz etkilenir. Agregasyon potansiyeli ac¢isindan, 3PY-
7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesikleri incelenmistir. Bu dogrultuda, bilesiklerin DMSO
cozeltisinde UV-Vis spektroskopi analizleri gerceklestirilmistir. Her iki bilesik de spektral

olarak herhangi bir agregasyon belirtileri gostermemistir.

Fotoduyarlastiricilar igin fotokararlilik, singlet oksijen iliretme yetenekleri kadar
onemlidir.  Fotoduyarlastiricilar,  1518a  maruz  kaldiklarinda ~ fotobozunmaya
ugrayabilmektedir (73). Bilesikler, 1s18a bagli bozunmaya kars1 direnglerini degerlendirmek
amaciyla 3600 saniye boyunca yogun 151a maruz birakilmistir. Deneyler DMSO ortaminda
gergeklestirilmis ve absorbansin zamana gore degisimi izlenmistir. Isinlama stiresi sonunda
3PY-7a-SiQ bilesiginin Q-band absorbansinda %6.9’luk bir azalma gézlemlenirken, 3PY-
8a-SiQ bilesiginin Q-band absorbansinda %9.5 oraninda bir kayip gostermistir. Her iki
bilesik i¢in fotobozunma kuantum verimleri 3PY-7a-SiQ i¢in @4 = 0.64x10~> ve 3PY-8a-
SiQ icin ®d = 1.28x10~° olarak hesaplanmistir. Degirmencioglu ve arkadaslarinin
caligmasinda ise Bilesik 9 ve Bilesik 10°’un ®q4 degerleri sirasiyla 1.40x107° ve 2.19x10°°
olarak raporlanmistir (74). Bu c¢alismayla kiyaslandiginda 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ

bilesiklerinin daha az fotobozunmaya ugradig1 gézlemlenmistir.

DNA, canli organizmalarda genetik bilgiyi tasiyan temel biyomolekiildiir. Gen
mutasyonlari, onarim mekanizmalarindaki aksakliklar ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi gibi
durumlarda kritik bir rol oynar. DNA’da meydana gelen geri doniisii olmayan degisiklikler
ise kanser gelisiminde 6nemli etkiler gosterir. Bu nedenle, antikanser ila¢ tasariminda, DNA
ile bilesikler arasindaki etkilesimlerin incelenmesi biiyiik bir 6neme sahiptir (75, 76). Bu
kapsamda bilesiklerin DNA baglanma etkilesimlerini degerlendirmek i¢in UV-Vis
absorbsiyon baglanma calismasi ve agaroz jel elektroforez baglanma c¢alismasi
gerceklestirilmistir. UV-Vis absorbsiyon baglanma c¢alismasinda, bilesiklerin tampon
cozeltisine kademeli olarak artan konsantrasyonlarda CT-DNA eklenmis ve bu ilavelerin

absorpsiyon spektrumlar {izerindeki etkileri incelenmistir. Sonuglar incelendiginde, her iki
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bilesik i¢in de hipokromizm gerceklestigi gozlemlenmistir. 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ
bilesiklerinin K, degerleri sirasiyla 1.51+(0.02)x10° M ve 5.52+(0.07)x10° M! olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar 3PY-7a-SiQ bilesiginin 3PY-8a-Si1Q bilesigine gore CT-DNA’ya
daha iyi baglandigin1 gostermektedir. 3PY-7a-SiQ bilesiginin K degerinin 10°’ten biiyiik
olmas1 kovalent bir baglanma olabilecegini gosterirken, 3PY-8a-SiQ bilesiginin K5 degerinin
10°ten kiigiik olmas1 kovalent olmayan bir baglanma oldugunu gostermektedir. 3PY-7a-SiQ
bilesiginde iki piridin yan grubunun bulunmasina karsin, 3PY-8a-SiQ bilesiginde yalnizca
bir piridin yan grubu yer almaktadir; bu durum, piridin grubunun DNA’ya baglanmay1

kolaylastirict bir etkiye sahip olabilecegini gostermektedir.

Bilesiklerin CT-DNA baglanma 6zelliklerini belirlemek amaciyla yapilan bir diger
caligma da agaroz jel elektroforez teknigidir. Bu ¢alismada, CT-DNA konsantrasyonu sabit
tutularak bilesiklerin artan konsantrasyonlar1 ilave edilmistir; ardindan CT-DNA’nin jel
tizerindeki bant yogunluklar1 gozlemlenmistir. Bilesikler CT-DNA ile kuvvetli etkilesim
gerceklestirdiklerinde, CT-DNA’y1 doygunluga ulastirip etidyum bromiir ile baglanmasini
engelleyerek CT-DNA’nn elektroforez jeli {izerindeki goriiniirliigiinii azaltir (77,78).
Calismada pozitif kontrol olarak MM kullanilmistir. Sonuglar incelendiginde 3PY-7a-SiQ
bilesiginin bant yogunlugunda 3PY-8a-SiQ bilesigine gore daha fazla azalma oldugu
gozlemlenmistir. Bu sonuglar UV-Vis absorbsiyon baglanma deneyindeki sonuglar
desteklemistir. Bilesikler pozitif kontrol ile kiyaslandiginda pozitif kontrol kadar etkili bir

baglanma gerceklestirmedikleri gozlemlenmistir.

DNA zincirinin kesilmesi, DNA’nin modifikasyonu ve kanser gelisiminin 6nlenmesi
acisindan Onemli bir stratejidir. DNA iizerinde olusturulan hasar, replikasyon ve
transkripsiyon siireclerini engelleyerek hiicreleri apoptoz veya nekroz yoluna yonlendirebilir
ve boylece kanserli hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasini engelleyebilir (75). DNA’nin niikleaz
aktivitesi, li¢ farklt mekanizma ile gergeklesebilir. Bunlar; fosfodiester baglarimin hidrolizi
yoluyla meydana gelen hidrolitik kesim, deoksiriboz veya bazlarin oksidasyonu ile
gerceklesen oksidatif kesim ve son olarak 151k etkisi altinda olusan fotokesimdir (79).
Bilesiklerin niikleaz aktivitelerini belirlemek i¢in agaroz jel elektroforez yontemi
kullanilmistir. Bu ¢alismada bilesiklerin niikleaz aktivitelerini belirlemek i¢in pBR322
plazmid DNA kullanilmistir. Stipersarmal plazmid DNA elektroforeze maruz kaldiginda,
stipersarmal form (Sc) en hizli sekilde ilerlemektedir. DNA 151k veya kimyasal maddelerle

etkilestiginde tek zincirde kirilma olursa kirik form (Nc) olusur ve bu form en yavas ilerleyen
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yapidir. Eger cift zincir kirilirsa ¢izgisel form (Lc) ortaya ¢ikar ve bu form Sc ile Nc arasinda

bir hiza sahiptir (64).

Bu ¢alismada, oncelikle 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin siipersarmal
pBR322 plasmid DNA’nin fosfodiester baglarin1 hidroliz yoluyla kesebilme yetenekleri,
hidrolitik niikleaz denemeleri ile zamana ve konsantrasyona bagli olarak degerlendirilmistir.
30 ve 60 dakikalik inkiibasyon siireleri sonrasinda her iki bilesikte de belirgin bir hidrolitik
niikleaz aktivitesi gézlenmemistir. Daha sonra, 3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin
stipersarmal pBR322 plasmid DNA iizerindeki 1s1ga bagimli niikleaz etkilerini incelemek
amaciyla fotoniikleaz denemeleri gerceklestirilmistir. Bilesikler 30 ve 60 dakika boyunca
beyaz (4.9 mW/cm?) ve kirmizi (4.5 mW/cm?) 1518a maruz birakilmis, ancak her iki bilesikte
de belirgin bir fotonilikleaz aktivitesi goézlenmemistir. Hidrolitik ve fotoniikleaz
aktivitelerinin Dbelirlenmesinin ardindan, oksidatif niikleaz ve fotoniikleaz -etkilerini
incelemek amaciyla niikleaz reaksiyonlar1 H,O: ilavesi ile gergeklestirilmistir. Oncelikle,
bilesiklerin oksidatif niikleaz aktiviteleri, 30 ve 60 dakika boyunca H>O- ile inkiibe edilerek
belirlenmistir. Her iki bilesik i¢in de oksidatif niikleaz aktivitesi tespit edilmemistir. Daha
sonra, oksidatif fotoniikleaz aktivitelerini degerlendirmek amaciyla bilesikler 30 ve 60
dakika boyunca beyaz (4.9 mW/cm?) ve kirmizi (4.5 mW/cm?) 1518a maruz birakilmistir. 30
dakikalik beyaz 151k uygulamasi sonrasi negatif kontrol bantlarinda herhangi bir degisiklik
gbzlenmezken, 3PY-7a-SiQ’de artan konsantrasyonlarla siipersarmal (Sc) DNA yiizdesinde
azalma baglamistir. 3PY-8a-SiQ varliginda ise 30 dakikalik beyaz 1sik maruziyetinde
herhangi bir degisim kaydedilmemistir. Beyaz 151k maruziyeti siiresi 60 dakikaya
cikarildiginda, indiikleyici ajan H2Oz ile her iki bilesik de Form I DNA yiizdesinde belirgin
azalmalar yaratmistir. 3PY-7a-SiQ’de Form I yiizdesi %47.30°dan %27.50’ye diiserken,
3PY-8a-SiQ’de en yiiksek konsantrasyonda Form I tamamen bozunmaya ugramistir. Bu
sonuglar, 60 dakikalik beyaz 151k maruziyeti ve indiikleyici ajan varliginda her iki bilesigin
DNA iizerinde etkili bir sekilde hasar olusturdugunu gostermektedir. Kirmizi 151k uyarist

altinda ise oksidatif fotoniikleaz etkinligi gézlenmemistir.

Bilesiklerin MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki in vitro sitotoksik ve fototoksik etkileri
MTT yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. MTT, canli hiicreler tarafindan aktif olarak
alinan ve mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi araciligiyla suda ¢éziinmeyen mavi-
mor formazana indirgenen bir maddedir. Deney sonucu olusan renk degisimi, 570 nm’de

spektrofotometrik olarak ol¢iilmektedir ve elde edilen degerler, canli hiicre sayist ile ilgili
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bilgi vermektedir (80). Ideal bir fotoduyarlastiric1 karanlikta diisiik, 151k varhiginda ise
yiiksek toksisite gostermeledir. Ayrica saglikli hiicrelere de mininal invaziv etki
gostermelidir. Bu nedenle bu c¢alismada saglikli hiicre hatti olarak da MCF-10A
kullanilmistir. MCF-7 ve MCF-10A hiicre hatlar1 bilesiklerin farkli konsantrasyonlarina 24
saat maruz birakilmistir. Fototoksisite degerlendirmesi i¢in ise ayni sekilde ekilen hiicreler,
belirtilen konsantrasyonlara 2 saat maruz birakildiktan sonra 1 saat beyaz 1s1ga maruz

birakilmistir ve 24 saatlik inkiibasyonu devam etmistir.

3PY-7a-SiQ ve 3PY-8a-SiQ bilesiklerinin ¢alisilan konsantrasyonlarinda, MCF-7 ve
MCF-10A hiicre hatlarinda 24 saatlik maruziyet sonrasi sitotoksik etki gdstermemistir. 3PY-
7a-SiQ bilesiginin MCF-7 hiicre hattina uygulandig: diizenekte tiim konsantrasyonlarda 1g1k
maruziyeti sonrasinda hiicre canliliginda 1s1ksiz kosullara kiyasla bir azalma gozlenmis olsa
da bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bir fototoksik profil géstermemistir. 3PY -8a-
SiQ bilesiginde ise yalnizca 0.01 uM konsantrasyonda beyaz 1sik uygulanan kosullarda
hiicresel canlilik, 151k uygulanmayan kosullara kiyasla azalma gdstermistir; ancak bu azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. 3PY-7a-SiQ bilesigi, MCF-10A hiicre hattinda
151k maruziyeti sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir fototoksik aktivite sergilemis
(p<0.05), ancak bu sonug bilesigin selektif olmadigin1 ortaya koymustur. Ayn1 zamanda
3PY-8a-SiQ, MCF-10A hiicre hattinda istatistiksel olarak anlaml bir etki gdstermemistir.
Her iki bilesik i¢in, hem MCF-7 hem de MCF-10A hiicrelerinde ICso degerleri ¢oziilebilir
en yiiksek konsantrasyon aralifinda hesaplanamadigindan selektivite indeksleri

belirlenememistir.

Sentezlenen bilesiklerin hedeflenen hiicrelerde belirgin sitotoksik ve fototoksik
etkiler gostermemesi birka¢ olas1 mekanizmayla agiklanabilir. Yapilan deneyler sonucunda
bilesiklerin singlet oksijen kuantum verimlerinin diisiik oldugu goriilmiis olup, bu durum
bilesiklerin FDT potansiyellerini énemli Olgiide sinirlamaktadir. Bilesiklerin kimyasal
yapilari, singlet oksijen iiretimi i¢in gerekli fotofiziksel 6zellikleri yeterince desteklememis
ve hedeflenen biyolojik mekanizmalarin etkin sekilde gerceklesmesine olanak saglamamis
olabilir. Ayrica kullanilan konsantrasyon ve 1s1k dozu, bilesiklerin gercek etkinligini ortaya
koyacak diizeyde olmayabilir. Bilesiklerin hiicre i¢ine alim verimleri diisiik olabilir, bu
nedenle yeterli etki gdstermemis olabilirler. Ilerleyen calismalarda bilesiklerin singlet
oksijen kuantum verimlerini ve hiicre igine girislerini arttirmaya yonelik yapisal

modifikasyonlar yapilmasi, FDT agisindan daha giiclii sonuglar elde edilmesini saglayabilir.
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Ayrica farkli 151k dalga boylarmin, 151k yogunluklarinin ve inkiibasyon siirelerinin test
edilmesi optimum sonuglarin belirlenmesine katki sunacaktir. Bunun yani sira bilesiklerin
farkli hiicre hatlarinda degerlendirilmesi, olas1 biyolojik aktivitelerinin daha kapsamli
sekilde anlasilmasim1i  saglayacaktir. Tim bu 1iyilestirmeler, bilesiklerin FDT

potansiyellerinin daha dogru bir sekilde belirlenmesine katki saglayacaktir.
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