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OZET

Fotodinamik tedavi (PDT), tekrarlayan kanserlerin tedavisi icin umut verici bir
terapotik yontemdir. PDT, bir 151k kaynagi tarafindan aktive edilen ve fotosensor
olarak adlandirilan isiga duyarli bir molekiiliin kullanimina dayanmaktadir.

ikinci nesil fotosensérlerden olan ftalosiyaninler(Pc) genellikle timor
dokusunda PDT’nin etkinligini arttirmak icin biyomolekdiller ile konjuge edilmektedir.
Bu tez galismasi icin Pc4a ve Pc5a olarak adlandirilan iki yeni aksiyal silisyum (IV)
ftalosiyanin (Si(IV)Pc) sentezlendi. Bu ajanlar Si(IV)Pc’nin hiicre-ici agregasyonunun
engellenmesi ve kanser hiicrelerini hedef almasi icin arjinin ile konjuge edilmistir.
Sentezlenen ftalosiyaninlerden Pc4a bir arjinin grup igerirken Pc5a ise iki arjinin grup
icermektedir. Bu calisma ile sentezlenen ftalosiyaninlerin serviks kanseri (Hela),
hepatoselliiler karsinoma (HUH-7) ve meme kanseri (MCF-7) hiicre hatlari tizerindeki
antikanser ozelliklerinin fotosensor aracili PDT terapisinde kullanimi icin incelenmesi
amaglanmaktadir. Bu kapsamda, sentezlenen ftalosiyanin tirevlerinin hicre
proliferasyonu, hiicre canliligl, apoptoz, mitokondri potansiyeli ve DNA hasari tizerine
etkileri test edildi. Bunlara ek olarak, 10 uM Pc5a uygulanan hiicrelerde kanser kok
hiicre ve EMT ile iliskili genlerin ifadesi RT-gPCR ile arastirildi. Tum deneyler sirasinda,
farkl konsantrasyonlarda (0, 2.5, 5 ve10 uM) Pc4a ve Pc5a ile inklibe edilmis kanser
hiicreleri 680 nm dalga boyundaki gii¢c kaynagi ile 2 J/cm? olacak sekilde aydinlatildi.
Bu calismalar sonucunda elde edilen bulgulara gére Pc5a’nin Pc4a’ya goére Hela, HuH-
7 ve MCF-7 hicre hatlarinda hicre proliferasyonunun, hiicre canliliginin ve
mitokondri potansiyelinin inhibe edilmesinde daha etkili oldugu tespit edilirken
apoptoz ve DNA hasarini arttirdigi gosterilmistir. Sonug olarak, Pc5a diger hiicre
hatlarina gére Hela hiicrelerinde daha etkili olup serviks kanserinin tedavisinde umut

verici bir PDT ajani olarak karsimizda durmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Fotodinamik Terapi (PDT), Ftalosiyanin (Pc), Silisyum

Ftalosiyanin (Si(IV)Pc).



SUMMARY

Photodynamic therapy (PDT) is a promising therapeutic modality for the cure
of recurrent cancers. PDT is based on the use of a light-sensitive molecule called
photosensitizer, which is activated by a light source.

In this master thesis, two new axial silicon (V) phthalocyanines (Si(IV)Pc), Pc5a
and Pc4a, were synthesized and these were conjugated with arginine to target cancer
cells and reduce to agregation in the cell. Pc4a contains a single arginine group
whereas Pc5a contains two arginine groups. Here, we aimed to investigate the
anticancer activities of these photosensitizers mediated photodynamic therapy on
human cervical cancer cell line (HeLa), hepatocellular carcinoma cell line (HuH-7) and
breast cancer cell line (MCF-7). In this context, the effects of these agents on cell
proliferation, cell cytoxicity, cell apoptosis, DNA damage and mitochondrial potential
were tested. Furthermore, cancer stem cell and EMT related genes’ expression level
were evaluated after the treatment of cells with 10 uM of Pc5a by RT-qPCR. During
the experiments, Cancer cells that pre-treated with Pc5a and Pc4a (0, 2.5, 5 and 10
uM) were illuminated with a light source (680 nm) at a power density of 2 J/cm?2.
Findings from this study showed that Pc5a is more effective than Pc4a in inhibiting
the proliferation, cell viability and potential of mitochondria while increasing the
apoptosis and DNA damage of Hela, HuH-7 and MCF-7 cell lines. In conclusion,
among the other cells, Pc5a is more effective on Hela cells and a promising PDT agent

for the therapy of cervix cancer.

Key Words: Cancer, Photodynamic therapy (PDT), Phthalocyanines (Pc), silicon (IV)
phthalocyanines (Si(IV)Pc).
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin genetik ve cevresel etmenler sonucunda kontrolsiiz olarak
bollinmesi ve cogalmasiyla ortaya ¢ikan kompleks bir hastaliktir. Diinya genelinde
meydana gelen olimler arasinda kansere bagh etmenler ikinci sirada yer almaktadir.
Bu nedenle kanseri hedef alan etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yonelik
kapsamli arastirmalar yapilmaktadir. Bu baglamda, yapilan arastirmalarin bir kismi
radyasyon ve kemoterapi gibi konvansiyonel tedavi yontemleri, diger kismi da
fotodinamik terapi gibi farkh teknolojik yaklasimlar ve hedefe-yonelik tedaviler
alaninda gergeklestiriimektedir [1, 2]. Fotodinamik terapi (photodynamic therapy:
PDT) bu alternatif tedavi yontemleri arasinda lizerinde en ¢ok ¢alisilan ve oldukga
etkin tedavi saglayan bir yontem olarak karsimizda durmaktadir [3].

PDT’de toksik olmayan bir fotosensor (photosensitizer, PS) tiimor dokusuna
yonlendirildikten sonra organizmaya zararli olmayan dalga boyundaki isik ile
uyarildiginda olusan serbest radikaller ve singlet oksijen; yag, protein ve niikleik
asitler gibi birgok biyolojik molekiil ile etkilesir ve kanser hicrelerini tahrip eder [4-6].
PDT’de kullanilan PS’nin fotofiziksel ve fotokimyasal 6zellikleri PDT uygulamasinin
basariya ulagsmasinda belirleyici rol oynamaktadir. Bundan dolay;, PDT
uygulamalarinda kullanilmak Gzere tasarlanan bir PS, kimyasal olarak saf olmali,
agregasyon yapmamali, secici olarak tiimér dokusunu hedeflemeli ve 1sikla
uyarilmadigi durumda toksik etki géstermemelidir [2, 7].

Ftalosiyanin bilesikleri ise ikinci nesil PS olarak adlandiriimakla birlikte yiksek
dalga boyunda (near IR) absorpsiyon yapmalari, yiksek triplet kuantum verimleri,
triplet halde kalma siirelerinin uzun olmasi ve etkili bir sekilde singlet oksijen
olusturabilme kapasiteleri nedeniyle fotodinamik terapi ile kanser tedavisinde
kullanilan 6nemli molekillerdir [7]

Literatlirde PTD’nin cerrahi mldahale, kemoterapi ve radyoterapi gibi kanser
tedavi yontemleri ile birlikte ya da tek basina uygulanabilirligi gosterilmistir [8, 9].
Bununla birlikte, timor dokusunun da 6zgull olarak hedeflenmesinden dolayi saglikli

hiicrelerin daha az zarar gérmesi de PTD’nin avantajlari arasinda yer almaktadir.



PDT'nin kanser tedavisindeki avantajlari goéz onlne alindiginda bu tedavide

kullanilacak yeni ajanlarin gelistirilmesi gerekmektedir.

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Onerilen bu tez calismasi kapsaminda, Dog. Dr. Meltem Goksel Sahin tarafindan
sentezlenen ftalosiyanin tlrevli PDT ajanlarinin antikanser etkilerinin in vitro
arastirilmasi amacglanmistir.

Bu tez calismasinda, HuH-7 Hepatoseliler Karsinoma (HCC) hiicre hatti, Hela
serviks kanseri hilcre hatti ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatti kullanildi. Bu
kapsamda ilk olarak, sentezlenmis olan PDT ajanlari farkli dozlarda kanser hiicrelerine
uygulanarak hiicre proliferasyonu Uzerindeki etkisi xCELLigence RTCA DP Analyzer
sistemi kullanilarak impedansa dayali bir sekilde ve sitotoksik etkileri ise kristal viole
yontemi kullanilarak belirlendi. PDT ajanlarinin hiicre proliferasyonu ve sitotoksik
etkilerinin belirlenmesinden sonra, apoptoz Uzerine etkileri akim sitometresi ve
western blotlama ile sirasiyla AnnexinV/7ADD ve PARP antikoru kullanilarak
gosterildi. Bunlarin yani sira, bu ajanlarin mitokontri potansiyeli ve DNA hasari
Uzerindeki etkileri de konfokal mikroskobu kullanilarak gosterildi. Son olarak, yeni
sentezlenen ftalosiyanin tlrevlerinin kanser hiicrelerinde degistirdigi gen ve protein
ifadeleri de RT-gPCR ve western blotlama ile arastirildi. Bu tez ¢alismasi sonucunda
elde edilen verilerin de isaret ettigi gibi, kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi
tedavilerin kanserli hastalarda meydana getirdigi yan etkiler de gbéz Oniline
alindiginda, yeni sentezlenen ftalosiyanin tiirevlerinin kanser tedavisinde etkin

kullanilma potansiyeli bulunmaktadir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Kanser

Kanser, DNA hasarlari ve genomik instabiliteler sonucunda meydana gelen
kontrolsiiz hiicre biuylimesine ve timoér olusumuna yol agan genetik degisikliklerin
neden oldugu bir hastaliktir [10]. Bu genetik degisikliklerin az bir kismi kalitsal genetik
mutasyonlara bagli iken cogu cevresel faktorler ve yasam tarzi ile liskilendirilmektedir
[11, 12]. Kanser arastirmacilar tarafindan kullanilan "cevresel" terimi, insanlarla
etkilesimde olan hersey olarak tanimlanmakta ve biyofiziksel ortamla sinirli olmayip
yasam tarzi ve davranissal faktorleri de icermektedir [12]. Meydana gelen kanserlerin
yaklasik olarak %90'n1 cevresel faktorlerden kaynaklanmaktadir. Kansere bagli
olumlere katkida bulunan yaygin cevresel faktorler arasinda diyet ve obezite (% 30—
35), titin kullanimi (% 25-30), enfeksiyonlar (% 15-20), radyasyon (%10), fiziksel
aktivite esksikligi, virtsler ve gevre kirliligi bulunmaktadir [12]. Cevresel faktorlerin
etkisi ile olusan mutasyonlar sonucunda kanser hiicreleri viicudun diger bolgelerine
yayllma potansiyeli kazanmakta ve bulunduklari dokulardan ayrilarak metastatik
odaklar olusturmaktadir [13]. Metastaz yetenegi olan timorler kotl kuylu olarak
adlandirilirken iyi huylu timorlerin ise diger doku ve organlara goc¢ etme ozelligi
bulunmamaktir [14].

Hem iyi hem de koth huylu timorlerin siniflandiriimasinda ortaya ciktiklari
hiicre tipi esas alinmaktadir. Genellikle siniflandirma karsinomalar, sarkomalar ve
lenfomalar olmak lizere {i¢ ana grupta yapilmaktadir [15]. Karsinomalar, insan kanser
tiplerinin yaklasik %90’ inini olusturan epitel hiicrelerden kdken alan malignitelerdir
[16]. Diger bir kanser sinifi olan sarkomalar kas, kemik, kikirdak ve lifli doku gibi bag
dokularinda olusan kati tiimérlere verilen isimdir [17, 18]. insan malignitelerinin
kiictik bir kismini olusturan l6semiler kan hiicrelerinden kaynaklanirken lenfomalar
ise bagisiklik sistemi hiicrelerinde meydana gelen anomalilerden kaynaklanmaktadir
[19, 20]. Bunlarin yani sira bazi timoér cesitlerinin insidansi ve mortalite oranlari

ylksek derecede degiskenlik gostermektedir [14].



Kanser hiicrelerinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu ile ilgili bircok ¢alisma
bulunmaktadir [15, 21-23]. Bu calismalardan en 6nemlisi Hanahan ve Weinberg
tarafindan kanser hicrelerinin ayirt edici 6zelliklerinin anlatildig iki farkli derlemedir
[23, 24]. Bu derlemelerde kanser hiicreleri icin alti tane ayirt edici o6zellik
tanimlamislardir. Bu ayirt edici 6zellikler; proliferasyon icin gerekli olan sinyallerin
sirdirdlmesi, timor baskilayici faktorlerden kacinilmasi, hiicre 6limiine direng
kazanilmasi, telomeraz aktivesine bagh hicre 6limsizlGginin kazanilmasi,
anjiyogenezin indiklenmesi ve invazyon ile metastaz yeteneginin kazanilmasi olarak

tanimlanmistir (Sekil 2.1).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Sekil 2.1: Kanserin ayirt edici 6zellikleri.

Proliferasyon icin gerekli olan sinyallerin sirdiridlmesi: Normal hiicreler
bliyiimek ve bolinmek icin hiicre-disindan gelen hormonlar ve ligandlar gibi farkh
sinyal molekillerine ihtiya¢ duyarken kanser hiicreleri bu harici sinyaller olmadan da
bliyiime yetenegine sahiptir. Kanser hiicreleri bu sinyallere bagimli olmamak icin
farkli mekanizmalar gelistirmistir. Bunlardan biri kanser hiicrelerinin otokrin olarak
sinyal molekdllerini salgilamasi iken, kanser hicrelerinin gelistirdigi diger bir
mekanizma ise hiicre biylimesini engelleyen sinyallere karsi duyarsiz olmalaridir.
Bununla birlikte, olusan mutasyonlar ile disaridan ligand gelmesine ihtiya¢c duymadan
strekli aktif formda bulunan hiicre yiizey reseptorleri veya proteinler olusmaktadir
[22, 24, 25]. Tim bu meydana gelen degisimler sonucunda hiicre boliinmesi kontrol

mekanizmalari bozulmakta ve hiicreler siirekli bélinme kapasitesi kazanmaktadir.



Timor baskilayict faktoérlerden kaginilmasi: Hicre bolinmesi ve blylimesi
disaridan gelen sinyaller tarafindan aktive edilmesine karsin, hiicre-ici mekanizmalar
ve tUmor-baskilayici genler de hicre boélinmesini baskilamaktadir.  Hicre
proliferasyonunu negatif olarak diizenleyen programlarin birgcogu timor baskilayici
genler tarafindan diizenlenmektedir. Bu genler, hiicre bélinmesi sirasinda DNA
hasari gibi sorunlar gordiigid zaman bolinmeyi durdurmaktadir. Fakat kanserde, bu
timor baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucunda hiicredeki hasara
bakilmaksizin  kontrolstiz birsekilde hiicre bollinmesi gerceklestirilir. Kanser
hiicrelerinde bu timor baskilayici genlerden 6zellikle RB (retinoblastom ile iliskili) ve
TP53 sikhikla mutasyona ugrayarak islevlerini kaybetmektedir[22].

Hicrelerin asiri boliinmesini engelleyen diger bir mekanizma ise temasa bagl
olarak gorilen inhibisyondur (contact dependent inhibition). Hicreler ¢ogalarak
bulunduklari alani doldurarak diger hiicrelere dokunduklarinda bu mekanizma
devreye girerek hiicre blylimesini baskilamaktadir. Ancak kanser hiicrelerinde bu
mekanizma devre-disi kalmakta ve hiicreler bollinmeye devam etmektedir [22, 26].

Hicre 6limine direng kazanilmasi: Hiicrelerde nekroz, otofaji ve apoptoz gibi
farkli  mekanizmalar ile hiicre o6limi gergeklesmektedir. Bu hiicre 6lim
mekanizmalarindan apoptoz, gelisim siirecinde de gortilen ve programli hiicre 6limi
olarak adlandirilan fizyolojik bir siiregtir. Apoptoz sonucunda meydana gelen hiicre
O0liminde hiicre-icerigi kademeli olarak parcalanrak kicik membranlara
paketlenmekte ve immiin sistem elemanlari tarafindan temizlenmektedir. Apoptoz,
dokularin korunmasi ve diizglin bir sekilde gelismeleri icin gereklidir. Saglikli
hiicrelerde meydana gelen hasar eger diizeltilemeyecek boyutta ise hiicre bolliinmesi
durdurulmakta ve apoptoz mekanizmasi aktive olmaktadir. Kanser hiicrelerindeki
mutasyonlar ve buna bagh olarak hicrelerin kazandiklari 6zelliklerden dolayi
hicredeki hasari/anormallikleri tespit eden mekanizmalar ile birlikte bu stiregte gorev
alan protein ve molekilleri degisime ugramakta ve apoptoz engellenerek hiicre
Olimden kagmaktadir [22, 27].

Telomeraz aktivesine bagl hilicre o6limsazliglinin kazanilmasi:  Saghkl
hicrelerin kromozomlarinda telomer olarak adlandirilan bélgeler bulunmaktadir.
Teorik olarak her hiicre béliinmesinde bu bolgeler bir miktar kisalmakta ve bu kisalma

sonucunda da hicreler yaslanmaktadir. Kok hiicre 6zelligine sahip olan hiicrelerde
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bulunan telomeraz enzimi ise her bolinmeden sonra bu telomer bdlgesini uzatarak
kromozomlarin yaslanmaya bagh kisalmasini engellemektedir. Bu siirecte rol oynayan
telomeraz enzimi kok hicreler disinda kanser hiicrelerinde de aktive olmaktadir. Bu
sayede kanser hiicreleri her bolinmeden sonra telomer bélgesindeki kisalmayi
engellemektedir. Boylece kanser hiicrelerinde yaslanma baslamaz ve hiicreler teknik
olarak sinirsiz béliinme 6zelligi kazanmis olurlar [22].

Anjiyogenezin indiklenmesi: Anjiyogenez, yeni kan damarlarinin olustugu
slrectir. Doku ve organlarin gelisimi sirasinda bolinmekte olan hiicrelerin beslenmesi
icin kan damarlarinin olusturulmasina ihtiya¢c duyulmaktadir. Benzer sekilde, hizh
bollinme yenetegine sahip ve kontrolsiiz cogalan kanser hiicreleri de biylyen hiicre
kitlesine bagli olarak ortaya cikan oksijen ve besin ihtiyacinin saglanmasi icin
anjiyojenik anahtari (angiogenic switch) aktive etmektedir. Bu sayede, kan damari
gelisimini engelleyen faktorlerin (retimi azalirken kan damari olusumunu
destekleyen faktorlerin Uretimi artmaktadir [22, 28]. Anjiyogenez sonucunda da
biyldyen timor dokusununun icerisinde yeni kan damarlari olusarak dokunun
beslenmesi garanti altina alinmaktadir.

invazyon ile metastaz yeteneginin kazanilmasi: Embriyonik gelisim ve yara
iyilesmesi gibi fizyolojik siireclerde epitel-mezenkim donisimi (EMT) mekanizmasi
aktive olmaktadir. Bu slirecte, epitel karakterdeki hiicreler mezenkimal bir 6zellik
kazanmaktadir. Embriyonik gelisim ve yara iyilesmesinin yaninda EMT kanser
olusumunda da goriilmektedir. Hiicreler EMT mekanizmasini kullanarak bulunduklari
primer dokulardan ayrilmakta ve lenf ya da kan dolasimina katilarak uzak
doku/organlarda ikincil metastatik odaklar olusturmaktadir. EMT karmasik bir sireg
olup ZEB1, ZEB2, SNAIL, SLUG ve TWIST gibi transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuna bagli olarak epitel hiicre fenotipi ile iliskili E-kaderin ve sitokeratinlerin
ifadesi azalirken, Vimentin ve N-kaderin gibi daha zayif hiicre baglanti elemanlarinin
ifadesi artmaktadir [13, 22]. Bu sayede ortaya c¢ikan metastaz kanser ile iliskili
oltimlerin blyik bir gogunlugunu olusturmaktadir.

Kanser hem diinya hem (lkemiz i¢cin 6lim nedenleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Kiiresel olarak ise yaklasik her alti kisiden birinin kanserden dolayi
hayatini kaybettigi bilinmektedir. 2018'de yaklasik olarak 9.6 milyon kisinin hayatini

kaybetmesine sebep olan kanserin diinyada gorilme sikligi ve 6lim oranlari her
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gecen yil artis gostermektedir [29]. Kansere bagl olarak artan 6lim oranlar da
diuslintldigiinde, yiiksek secicilik 6zelligine sahip olan ve kanser belirteclerini hedef

alan tedavi yontemlerinin gelistiriimesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.2. Giincel Kanser Tedavi Yaklasimlan

GLOBACAN 2018 verilerine gore, Dinya da medana gelen &limlerin ikinci
nedeni kanserdir [30]. Bu nedenle, kanseri hedef alan etkili tedavi yontemlerinin
gelistiriilmesine yonelik kapsaml arastirmalar yapilmaktadir. Glnimuzde yapilan
calismalar konvansiyonel yéntemlerin yani sira, imminoterapi, hormonal tedavi ve
fotodinamik tedavi yontemlerini kapsamaktadir.

Konvansiyonel tedavi yontemleri; Cerrahi yontem: Kanserli dokuyu ve bu dokunun
etrafinda bulunan kanser hicrelerinin yayilimini saglayan dokunun gikartilmasi
esasina dayanmaktadir [31]. Kanser tedavi yaklasimlarindaki gelismelere ragmen
cerrahi yontemler hala en etkili kanser tedavisi ydontemini olusturmaktadir.
Radyoterapi: Bu yontem tek basina kullanilabildigi gibi genellikle cerrahi yaklasimin
ardindan iyonlastirict 1sinlarin kullaniimasiyla timorin yok edilmesi prensibine
dayanmaktadir [32, 33].

Kemoterapi: Sitotoksik terapi olarak da bilinmektedir. Burada amag, anti-kanser
kemoterap®étik ilaglarinin kullanilmasina bagl olarak kanser hiicrelerini yok etmek,
kontrol altina almak ya da kanserin sebep oldugu tahribati ortadan kaldirmaktir [34].
Kanser immiinoterapi yontemleri; son yillarda hedefe 6zgil ve etkili bir tedavi
yontemi olarak karsimiza c¢ikan imminoterapi hastanin bagisiklik sisteminin
uyarilmasi sonucunda kanser ile savagma yetenegini gelistiren bir tedavi yaklagimidir.
immiinoterapiler aktif veya pasif olarak kategorize edilebilmektedir [35-37].

Aktif imminoterapi: Tumor antijenlerininin dendritik hiicrelere yiklenmesi ve
hastanin T hiicrelerinin bu antijenlere karsi uyarilarak timor hiicrelerinin bagisikhik
sistemi tarafindan taninmasini ve yok edilmesini saglamaktadir [38].

Pasif immiinoterapi: Bu yontemde ise immiin-bloke edici molekdllerin (PD-1, PD-L1

gibi) inhibisyonu ile mevcut anti-timor yanitlarinin arttirilmasi hedeflenmektedir. Bu



baglamda, monoklonal antikorlar, lenfositler ve sitokinler kullanilarak kansere karsin
etkin tedavi calismalari yaritilmektedir [37].

Hormonal tedaviler; kanser gelisimi sirasinda etki gdsteren hormonlarin seviye ve
aktivitelerinin degistirilmesinin hedeflenmesi sonucunda kanser biyimesinin ve
gelisiminin durdurulmasi ve tedavi etkinliginin arttirilmasi hedeflenmektedir [39, 40].
Fotodinamik terapi; toksik olmayan bir fotosensoriin normal hiicrelere zarar
vermeyen bir 1sik ile aktif hale getiriimesi sonucunda reaktif oksijen turlerinin
olusmasiyla hastalikli hicrelerin oldirilmesine dayanan bir tedavi yontemidir. Bu
tedavi yontemi hedefe yonelik olabildigi gibi alternatif tedavi ydontemleri arasinda da

en ¢ok calisilan yontemdir [41, 42].

2.3. Fotodinamik Terapi (Photodynamic therapy: PDT)

Fotodinamik terapi (PDT), normal sartlarda toksik olmayan ve isik ile
uyarilabilen bir fotosensoriin (PS) gelistirilmesi ve hicre/dokuya uygulanmasi
temeline dayanmaktadir. PS’yi uyarmak icin kullanilan isik genellikle normal dokulara
zarar vermeyecek dalga boyunda secilmektedir. PS, isik ile uyarildiktan sonra aktif
hale gelerek reaktif oksijen tirevleri Gretmektedir [43]. PDT yaygin olarak sivilce,
sedef hastaligi ve ateroskleroz dahil olmak Uzere bircok hastaligin tedavisinde klinik
olarak kullaniimaktadir. Ayrica kanser tedavisinde de kullanilmaya baslanmis olup
bas-boyun, akciger, mesane ve deri gibi farkli kanser tiirlerinin tedavisinde basari ile
uygunlanmaktadir [42, 44, 45]. PDT’'nin kanser disinda kullanimi ile bakteri, mantar
ve virlsler dahil olmak Uzere bircok mikrobiyal hiicrenin de oldirilebilecegi
gosterilmistir[46].

Kanser tedavilerinde PDT tek basina bir tedavi secenegi olarak kullanilabildigi
gibi kemoterapi veya radyoterapi gibi farkli yontemler ile kombine sekilde kullanilarak
bu yontemlere bagh olarak ortaya cikan yan etkilerin azaltilmasi ve etkinliklerinin
arttirlmasina katki saglamaktadir [47]. Bununla birlikte, kanser tedavisi sirasinda
PS’nin dogrudan kanser dokusunun icerisine verilmesiyle saglikli dokularda goriilen

hasarin en aza indirilmesi bu tedavi yaklasiminin bir diger avantajidir [43].



PDT uygulamasinin basariya ulagsmasi igin PS, isik ve reaktif oksijen olusumu
olmak Uzere baslica ¢ etmenin dikkatle ele alinmasi gerekmektedir [48]. PDT
uygulamasi sirasinda uygun dalga boyunda ve normal dokularak zarar vermeyecek
sekilde secilen bir isikla aktive olan PS, temel enerji seviyesinden triplet ener;ji
seviyesine ge¢mektedir. Triplet enerji seviyesinden tekrar temel enerji seviyesine
gecerken bu sirecte kazandigi enerjiyi hilicre icerisindeki oksijene aktararak reaktif
oksijen tiurleri  (ROS) olusturmaktadir. ROS olusumu iki farkli sekilde
gerceklesmektedir. Birinci tip reaksiyonda, triplet halde bulunan PS sahip oldugu
enerjiyi hicresel bir molekiile aktarmasi sonucunda yiiksek reaktif 6zellik gbsteren
serbest radikaller olusturur. Tip Il reaksiyonlarinda ise triplet halde bulunan PS’ler
enerijilerini dogrudan molekdler oksijene aktararak singlet oksijenleri olusturmaktadir
(Sekil 2.2). Her iki durum sonucunda da olusan oksijen tirevleri hiicre ici yapilarla
etkileserek hasar olusturmakta ve hasarli hiicreler de apoptoz ya da nekroz
sonucunda 6lmektedir. En son basamakta da, temel hale donen PS genellikle ortamda

olusan ROS’lardan etkilenerek 1siga duyarhligini kaybetmektedir [48-51].

TYPE | Reaction ’
r

[ 1ps ]»[ 1ps* ]»[ 3ps ] 1ps

TYPE Il Reaction

(= 0=

FLUORESCENSE

Sekil 2.2: PDT’de ROS olusum mekanizmalari.

PDT’'nin etkinligini belirleyen dnemli faktorlerden bir digeri de PS'nin hedef

dokuda yer alan hiicreler ile olan etkilesimidir. Bu etkilesimde PS’nin hiicre icindeki



lokalizasyonu temel faktor olup Uretilen ROS’un kisa bir yari 8mre sahip olmasindan
dolayi ancak uretildigi bolgenin ¢evresinde etki gosterebilir [48, 49, 51]. PS’nin hiicre-
ici lokalizasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda mitokondri, lizozomlar,
endoplazmik retikulum, Golgi aparati ve plazma membranlari gibi bircok farkh
organelde lokalize olabildigi gdsterilmistir [52]. Hicre-igi lokalizasyonuna bagl olarak
olusan ROS’lar ortamda bulunan nikleik asitler, lipitler ve proteinler basta olmak
Uzere birgok biyomolekiilli etkilemektedir. Bu baglamda PDT’nin apoptoz ve nekrotik
yolaklarin yani sira hiicrede kalsiyum dengesini, lipit metabolizmasini, tirozin
kinazlarin  aktivitelerini, bazi transkripsiyon faktorlerinin, hicre adezyon
molekiillerinin ve sitokinlerin ifade dlzeylerini degistirdigi gosterilmistir (Sekil 2.3)

(48, 49] .

Ins{1,4,6)P3
diacylglycerol

Sphingosine
phosp|

PLAZ = Phospholipase A2

PLC = Phospholipase C

ASM = Acid sphingomyelinase

Bid EGFR = Epitarmal growth
factor receptor

FA = Fibrablast associated

PGE2 = Prostaglandin E2

" TBX2 = Thromboxane B2
Viable Apoptosis i
ERK = Extracellular signal-

=

regulated kinases

Sekil 2.3: PDT’den sonra hiicre icinde degisen sinyal iletim yolaklari[49].

PS’nin hicre-ici lokalizasyonuna bagh olarak etkiledigi molekiller géz 6niine
alindiginda, uygulama alanina gore etkili PS’yi secerken lokalizasyonunun da dikkate

alinmasi gerekmektedir.

10



2.3.1. PDT de Fotosensorler ve Isik

Fotosensorler (PS) belirli dalga boyundaki isikla uyarildiginda aktif hale gelen ve
enerjisini biyomolekillere transfer ederek ROS olusumu saglayan kimyasal
birlesiklerdir [49, 51]. PDT’de kullanilan fotosensoriin 6zellikleri PDT uygulamasinin
basariya ulasmasinda belirleyici rol oynamaktadir. Bundan dolayi, PDT
uygulamalarinda kullanilmak Gzere tasarlanan bir PS, kimyasal olarak saf olmall,
agregasyon yapmamali, secici olarak tiimoér dokusunu hedeflemeli ve isikla
uyarilmadigi durumda ise toksik etki gostermemelidir [2, 7].

PDT de ilk olarak Lipson tarafindan Hematoporfirin tiirevleri (HpD) fotosensor
olarak kullanilmis ve birinci nesil PS’ler olarak adlandiriimistir. Ancak, secici 6zelliginin
ve timor dokusundaki aktivasyonunun disik olmasi ile uzun slre vicuttan
uzaklasmamasi gibi dezavantajlara sahip olmalarindan dolayr ftalosiyaninlerin
(Phthalocyanine: Pc) de aralarinda bulundugu ikinci nesil PS’lerin sentezlenmesine
neden olmustur [53, 54].

PDT’nin temelinde yer alan PS’nin isik tarafindan uyarilarak aktif hale gelmesi
ve ROS iretimine bagh kanser hiicrelerinin yok edilmesinde kullanilan isiginda uygun
dalga boyunda ve PS’nin absorbsiyon spektrumunda bulunmasi gerekmektedir [55,
56]. Bu gereklilikler gbz 6niinde bulunduruldugunda, PS aktivasyonu icin kirmizi ya da
baska bir deyisle kizildtesi ve uzun dalga boyuna sahip isiklar kullanmaktadir [49].

Pc’ler sahip olduklari avantajlardan dolayr PDT ¢alismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Bu avantajlar arasinda uzun dalga boyuna sahip (660-700 nm) 118!
absorbe edebilmeleri, karanlikta toksik etki gdstermemeleri, timor dokusunda segici
olarak birikebilmeleri, yiiksek oranda ROS Uretebilmeleri ve kararl yapiya sahip
olmalari yer almaktadir [54, 57]. Bununla birlikte, klinik ¢alismalari tamamlananan
Silisyum Ftalosiyanin (Si(IV)Pc) gibi ftalosiyanin ajanlarinin kanser tedavisinde
kullanilmasi bu bilesikler Gzerine yapilan arastirmalarin artmasina sebep olmustur
[58, 59]. Bundan dolayi bu tez calismasinda, arjinin ile konjuge edilen Si(IV)Pc

turevlerinin antikanser etkileri arastirilmistir.
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2.3.2. PDT’nin Etkiledigi Hiicre-i¢i Olim Mekanizmalari

PDT’de ROS olusumu sonucunda hicre-igerisinde birgok sinyal yolaginin
degismesi ile birlikte esas olarak hiicre 6limiinin indiiklenmesi amacglanmaktadir.
Son vyillarda yapilmis olan in vitro c¢alismalar ile PDT’ye bagl hiicre 6lim
mekanizmasinin  aktivasyonunun  PS’nin  konsantrasyonuna, fizikokimyasal
Ozelliklerine, hiicre igerisindeki lokolizasyonuna, ortamda bulunan oksijen seviyesine
ve kulanilan 1sigin dalga boyu ile hiicre tipine bagli olarak degistigi gosterilmistir [49].

PDT’de iki farkli hiicre 61im mekanizmasinin aktive oldugu saptanmistir; Nekroz
ve Apoptoz [4, 48]. Nekroz, bir veya daha fazla hiicrenin ya da dokunun hasar gormesi
sonucunda gerceklesen patolojik 6liim olarak tanimlanmaktadir. Hiicrelerin yasamsal
islevlerini  ve bUatunlGglni yitirmesinden sonra nekroz yolu ile Olim
gerceklesmektedir. Bu siirecte, hicrelerin cekirdekleri eriyerek kaybolurken
sitoplazmalari siserek hiire membranina zarar vermekte ve hiicrenin patlamasina
sebep olmaktadir. Hicrelerin patlamasiyla sitoplazmik sivi doku araligina salinir ve
bu da komsu hiicrelerde inflamatuvar etki gostererek dokuda inflamasyona sebeb
olur. Kisaca nekroz, fiziksel veya kimyasal hasardan kaynaklanan ve
programlanmamis bir stireg olarak kabul edilmektedir [60]. Nekrotik hiicre 6limuiniin
apoptotik hiicre oliminden en onemli farki programlanmamis olmasi ve
inflamasyona sebep olmasidir.

Apoptoz ise programli hiicre 6limu olarak bilinen fizyolojik bir olaydir. Apoptoz
hiicre-ici ve hiicre-disi sinyaller ile aktive olmaktadir. Apoptotik hiicre 6liminin
basladigl durumlarda hiicrenin kromatini ve sitoplazmasinin yogunlasmasi ile hiicre
kiicilmeye baslar. Bu siirecte, hiicrenin membran bitinligl bozulmaz ancak hiicre
bir slire sonra apoptotik cisimcikler olarak adlandirilan daha kiiglik pargalara
bolinmektedir [61].

Genel olarak, dusiik dozlarda PDT'nin apoptotik hiicre élimiine yol agtig ve
yiksek dozlarin orantili olarak daha fazla nekrotik hiicre 6limiine neden oldugu
dislintlmektedir [62].

PDT'nin hiicre-iginde etkiledigi moleklller arasinda pro-apoptotik Bcl
proteinlerinin aktivasyonu yer almaktadir. Literatiirde, hicrelerin PDT'ye genel
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yanitini degerlendirmek icin Bcl-2 proteinin ifadesine bakilabilecegi 6nerilmektedir
[63]. Bcl ailesinin yanisira in vitro PDT uygulanmasinin ardindan hiicre lizatlarinda
kaspaz-3 ve kaspaz-9'un ifadesinin arttig1 gosterilmis ve bu da apoptozun bir kaniti
olarak degerlendirilmistir [64, 65]. Tim bu calismalarinin yaninda PDT'ye bagl
apoptoz indiiklenmesinde Bax, sitokrom-c ve hiicre 6lim reseptorlerinin de rol aldigi

saptanmistir (Sekil 2.4) [49].
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Sekil 2.4: PDT sonrasi hiicrelerde apoptoza yol acan sinyal yolaklarinin incelenmesi.
PDT ile Giretilen ROS’un baslangi¢c hedefleri PS’nin lokolizasyonuna bagl olarak
degismektedir [49].

| Nucleus with DNA
‘Fragmentation

Apoptoz ve nekrozun ortak baslangi¢ yollarini paylastigi ve nihai sonucun aktif

bir kaspaz varligi ile belirlendigi distnilmektedir [66].

2.3.3. PDT’de Tiimor imha Mekanizmalari

PDT sirasinda, PS kan dolasimina enjekte edildiginde cesitli serum proteinlerine

baglanmakta ve PS’nin insan viicudundaki farmako-kinetigi ve biyo-distriblisyonunu
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etkileyebilmektedir [49, 67]. PDT ajani olarak kullanilan PS'nin farmako-kinetik
ozelliklerinin timu, aydinlatma parametrelerini dogrudan etkileyebileceginden
beklenen hiicre 6liimii {izerine etkisini degistirebilmektedir [49]. intravendz olarak
enjekte edilen PDT ajanlari viicut icinde bir dizi biyo-distriblisyon fazina maruz
kalmaktadir [49, 62]. Baslangicta, 1s1ga duyarlilagtiricilar serum proteinlerine baglanir,
sonra ise endotel hiicrelerine aktarilir ve damarlarin duvarlarina baglanir. Ardindan,
PDT ajani hicre disi matrise baglanabilir veya timor hiicrelerinin igerisine lokalize
olabilir [49, 52, 68].

PS’nin tiimor dokusundaki lokalizasyonu ve etkinligi PS'nin verilmesi ve i1sinlama
arasindaki zaman ve timorin bulundugu yer, etrafindaki damarlar, tiimérli dokunun
bulundugu bolgedeki bagisikhk sistemi hicreleri gibi faktorlere baglh olarak
degismektedir [49].

PDT ile tedavi edilen tiimorlerin yikimina ve kaybolmasina katkida bulunan g
farkli mekanizma tanimlanmistir [69]. Bunlardan ilki, timo6r hicreleri tarafindan
alinan PS’nin uyarimi sonucunda Uretilen ROS’a bagl olarak tlimor hicrelerinin
dogrudan apoptoz ve/veya nekroz ile 6lmesidir [4, 50, 70]. ikincisi, PDT ‘nin timérle
iliskili kan damarlarina zarar vermesi ile tromboz ve kanamaya yol acabileceginden
timor hicrelerinin besin ve oksijen eksikligi nedeniyle 6lmesidir[66, 69]. Son olarak,
PDT ile timorde indiiklenen sitokinlerin ve stres yanitinin bagisiklik sistemini uyararak
timor hicrelerinin taninmasi ve yok edilmesidir[52, 68, 69]. Bu lic mekanizma da
birbirini etkileyebilmektedir. Her mekanizmanin genel timor yaniti igin goéreceli
onemi henliz tanimlanmamistir ve bu nedenle daha fazla arastirma yapilmasina

ihtiyag duyulmaktadir [49].
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3. GERECLER

3.1. Genel Kimyasallar

EDTA (Merck), Etanol (Riedel de Haen), Metanol (Fischer), DMSO (Fischer
Scientific), B-Mercaptoetanol (Fischer Scientific), Gliserol (Fischer Scientific), Tris
(Fischer Scientific), HCL (Fischer Scientific), RNase-ExitusPlus (AmpliChem) ve Aseton
(Fischer).

3.2. Cihazlar

-80°C Derin Dondurucu (Thermo, Forma -86°C ULT Freezer), -20°C Derin
Dondurucu (Ariston), +4°C Buzdolabi (Ariston) , Buz Makinesi (BAR-LINE BF85),
Karbondioksit Inkiibatérii (Labogene, Scancell), Laminar Akim Kabini (Labconco,
Logic), Otoklav (Hirayama, Hiclave HVE-50), RT-qPCR (Applied Biosystem,
StepOnePlus), PCR Kabini (Lab Companion), Su Banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette),
Santriflij (NGve, NF400), Sogurmali Santriflij (Labogene, Scanspeed 1580R), Votex
(DragonLabs, MX-S), PCR (Biorad, Mj Mini). Laminar Kabin, Class Il Tip (PMV Clean
Air), Sogutmali santrifij (Heraeus Instruments Function Line), Sogutmall
Mikrosantrifuj (Beckman Coulter microfuge 22R), Minisantrifiij 96 kuyulu mikroplak
rotorlu (Labogene), Mini Western Blot Sistem ve Transfer Tanki (BioRad), Floresan
atasmanli ters 1stk mikroskobu (Nikon TMS), Yatay Mini Jel Sistemi (BioRad), Floresan
atasmanl 1stk mikroskobu (Nikon), Hassas terazi, 0,1 mg hassasiyetli (Sartorius
BL210S), Sarjli pipetleyici (PipetAid, Biohit Midi Plus), Isiticili blok (Denville Scientific),
Isiticth  manyetik karistirict (Denville Scientific), Sivi Azot tanki (Arpege 140),
Mikrodalga firin (Kumtel), Mikrobiyal izolasyon Kabin (Nive MNO090), Orbital
Calkalayici (Denville Scientific), Termal-déngi cihazi (Biometra), Jel/membran
gorintileme sistemi (Biorad ChemiDOC XRS), Otoklav (Niive), Accuri C6 (Becton
Dickinson), NanoDrop (Thermo Scientific), Bioruptur Pico (Diagenode), Qubit 3
(Thermo Scientific), LSM 880 Airyscan Konfokal Mikroskop (ZEISS), xCELLigence DP
(ACEA), LC-122 Isik kaynagi (LumaCare), Thermo Varioskan Flash.
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3.3. Hilicre Kiiltiirii Besiyerleri ve Malzemeler

Hicre kiltlirG besiyeri olarak yliksek-glukoz igerikli DMEM (Gibco) igerisinde
%10 fotal dana serumu (FBS, Gibco), %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco) ve 1X non-
essential aminoasit (NEAA) (Gibco) ile zenginlestirilerek kullanildi. Ayrica hiicrelerin
yikanmasi ve petriden kaldirilmasi igin hiicreler 1X fosfat tamponlu tuz sollisyonu
(PBS, Gibco) ile yikandiktan sonra 2X Tripsin (Gibco) kullaniimistir.

HuH-7 insan Hepotoselliler karsinoma (HCC) hiicre hatti, HelLa insan rahim agzi
kanseri hiicre hatti ve MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatlari yiksek-glukoz icerikli

zenginlestirilmis DMEM besiyerinde buyatildi.

3.4. Cozelti ve Tamponlar

e 10X PBS: NaCl 80 g, KCI 2 g, Na2HP0O4.2H20 17,8 g, KH2PO4 2,4 g belirli
miktarda ddH20 igerisinde ¢6zunlip pH:7.4’ye ayarlandiktan sonra hacim ddH20
ile bir litreye tamamlanir.

e Dondurma Ortami: %90 FBS ve %10 DMSO.

e 2x Laemmli buffer: 4% SDS, 20% glycerol ve 0.125 M Tris HCI.

e 10X TBS: 30g Tris, 88g NaCl, 2g KCl belirli miktarda ddH20 igerisinde ¢dzunlip
pH:7.5’ye ayarlandiktan sonra hacim ddH20 ile bir litreye tamamlanir.

e TBS-T: 1X TBS ve %5 Tween-20.

e  Triton-X100 buffer: 50mM Tris-cl pH 7.4, 150mM NacCl, 1% TritonX-100 ve
proteaz inhibitori.

e 4x Yukleme Tamponu: %40 Gliserol, %20 SDS, 800 mM B-merkaptoetanol,
200mM Tris (pH=6.8) ve %0,1 Bromofenol mavi.

o  %8'lik SDS-PAGE Ayirma Jeli: 2,5 ml 1,5M Tris (pH:8,8), 100ul SDS (%10), 2 ml
Ac/Bis (%40), 75ul APS (%10), 5 pl TEMED ve 5.5 ml ddH0.

e  %4'liik SDS-PAGE istifleme Jeli: 2,5 ml 0,5M Tris (pH:6,8), 100ul SDS (%10), 1
ml Ac/Bis (%40), 75ul APS (%10), 5 ul TEMED ve 6,4 ml ddH-0.
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e Elektroforez Yiritme Tamponu: 25 mM Tris base, 190 mM glycine ve 0.1%
SDS ile hazirlanan tamponun pH'i 8,3 getirilir.

e Transfer Tamponu: 190 mM glycine, 25 mM Tris base, 0.1% SDS ve %10
metanol.

e  WB Blocking Sollisyonu: %5 Yagsiz stt tozu ve 1X TBS-T.

e |F Blocking Sollisyonu: %2 BSA ve 1X TBS-T.

e 10X Baglanma Tamponu: 10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl ve 2.5

mM CaCl2.

3.5. Primerler

Tez calismasi sirasinda kullanilan primerler iontek firmasi tarafindan temin

edilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: ileri ve geri primer listesi.

ileri primer (5'-3') geri primer (5'-3')
CD90 GTCCTTTCTCCCCCAATCTC ACGAAGGCTCTGGTCCACTA
EpCAM GGATCTGGATCCTGGTCAAAC GCTATCACCACAACCACAATAAC
Snail CTCTAGGCCCTGGCTGCTAC TGACATCTGAGTGGGTCTGG
ZEB1 GATCAAAGACATGTGACGCAG TGTGTGAGCTATAGGAGCCAG
BRCA1 GGAATCAGCCTCTTCTCTGATG TGCAGAGGTTGAAGATGGTATG
ABCC1 CAAGTCATCCTTGCTCTCTAC CACCTGATACGTCTTGGTCTT
CK19 CCGCGACTACAGCCACTACT AGAGCCTGTTCCGTCTCAAA
CEACAM6 | ATGTGCCAAGCCCATAACTC GTCTGGTCCAATCTGCCAGT
GAPDH GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT | CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA

3.6. Antikorlar, Boyalar ve Ftalosiyanin Maddeleri

Western blot antikorlari; B-actin (Cell Signaling, 1/5000), PARP (Cell Signaling,
1/1000), ERK (Cell Signaling, 1/1000), p-ERK1/2 (Cell Signaling, 1/1000), AKT (Cell
Signaling, 1/1000), p-AKT (Cell Signaling, 1/1000), Antimouse-HRP ve antirabbit-HRP
sekonder antikorlar (Cell Signaling, 1/4000).
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Akim Sitometresi Antikorlari; AnnexinV-APC (BD), 7ADD (Miltenyi Biotech).
Boyalar; Kristal Viole (BD), DAPI (Thermo Scientific) , TMRE (Thermo Scientific),
Cell mask (Thermo Scientific), H2AX Alexa-593 (Biolegend).

3.7. Kitler

NucleoSpin RNA Il izolasyon kiti (Macharey-Nagel, ABD), High-Capacity cDNA
Reverse Transcriptase (Thermo Scientific, ABD), Maxima Cybergreen Master Mix

(Thermo Scientific, ABD), Qubit protein assay kit (Thermo Scientific, ABD).

18



4. YONTEMLER

4.1. Hiicre Kiltiira

Kullanilan hiicre hatlari sivi azot tankindan ¢ikartilip oda sicakhiginda eritildikten
sonra Uzerlerine yavas¢a 5 mL %10 Fotal dana serumu, %1 penisilin-stereptomisin ve
%1 non-essential aminoasit ile desteklenen yiiksek-glukoz iceren DMEM besiyeri
eklendi ve 400 g’de 5 dk santrifiijlendi. Ust sivi aspire edildikten sonra hiicre pelleti
besiyeri ile ¢ozilerek 60mm’lik kiltlir petri kabinlarina ekim yapildi. Hiicreler
blylmesi igin 37°C'de %5 CO_'li inklibatore yerlestirildi.

100 veya 60 mm kiltir petri kablarinda bulunan hiicreler haftada iki kez
pasajlanarak cogaltildi. Kisaca, hiicreler Petrinin %80-90’ini kapladiklarinda besiyeri
aspire edilip 1X PBS eklenerek yikandiktan sonra 2X tripsin eklendi ve inklibatérde 3
dk tutularak hicrelerin kiltir petri kabinin yiizeyinden ayrilmalari saglandi. Hiicre

pasaji ihtiyaca ve hiicre tlrine bagh olarak 1/2 - 1/6 dilisyonlarinda yapildi.

4.2. Hiicre Stoklarinin Olusturulmasi

Hiicreler stok yapma amaciyla dondurularak saklandi. Petri kapinin %80-90’nini
kaplayan hiicreler tripsinle kaldirildiktan sonra 400 g’de 5 dk santrifijlendi. Sonra st
sivi aspire edildi ve hiicre pelletinin tizerine hiicre dondurma ortami eklendi. 2ml kriyo
tlplerde hiicreler 6nce -80°C derin dondurucuya alinip bir giin bekletildikten sonra

uzun sure saklanmalari igin sivi azot tankina aktarildi.

4.3. Fonksiyonel Analizler

Fitolasiyanin tlirevli maddelerin Hela, HUH-7 ve MCF-7 hiicreleri lizerindeki
etkileri 1sik varhginda ve yoklugunda degerlendirildi. Bundan dolayi her deney igin

aydinlik (light) ve karanlik ( dark) olarak iki ana grup olusturuldu.

19



Fitolasiyanin tlrevi maddeler oncelikle DMSO igerisinde ¢ozllerek 10 mM
konsantrasyonunda bir ana stok olusturuldu. Daha sonra ise deneylerde kullanilmak
Uzere bu ana stok DMEM besiyeri ile seyreltilerek 2.5, 5 ve 10 uM

konsantrasyonlarinda hiicrelere uygulandi.

4.3.1. Hiicre Proliferasyonu Analizi

Hela, HUH-7 ve MCF-7 hiicre hatlari kuyu basina 1x10* olacak sekilde ekilerek
24 saat boyunca buydtildi. Pc5a ve Pc4a’nin hiicrelere 2.5, 5 ve 10 uM
konsantrasyonlarinda uygulanarak 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra 2 Jem™2 isik ile
uyarildigi (Light) ve uyarilmadigi (Dark) sartlarda hiicre proliferasyonlari tizerindeki
etkisi 72 saat boyunca xCELLigence cihazi ile gercek zamanli olarak incelendi.

Farkh zaman araliklarindaki “normalize hiicre indeksi” degerleri kullanilarak
hiicrelerin proliferasyon yeteneklerindeki degisikliklerin istatistiksel analizleri
GraphPad Prism6 programi ile t-testi kullanilarak yapildi ve grafikler elde edildi.

Istk kaynagl olarak, non-coherent (lazer olmayan, 1sig1 dogrusal olarak
vermeyen) LumaCare Model LC-122 cihazi kullanildi. Cihaz, 100 W gliciinde 1sik
verebilen kuartz halojen bir lamba, kontrol paneli, giic kaynagi ve 400-800 nm dalga
boyu araligindaki isik i¢in uygun filtreye sahip degistirilebilir FOP’lardan (Fiber Optic
Probe-FOP) olusmaktadir. FOP’lar isigin dalga boyuna bagh olarak 20 mW.cm?den
1.0 W/cm? ‘ye kadar glic yogunlugu saglayabilmektedir. Isik kaynagi olarak LumaCare
Model LC-122’nin kullanildigi uygulamalarda, PDT ajani igin aktivasyon dalga boyuna
uygunluk gosteren FOB kullanilacaktir. Isik kaynagindan gelen 1sigin glic yogunlugu
(Watt/cm?), silikon detektére sahip bir giic Olcer (Powermeter-OPHIR) ile
belirlenmistir. Isik uygulanan yiizeydeki glic, yuzeyin farkli bolgelerinden elde edilen
guc degerlerinin ortalamalarinin alinmasiyla elde edilecektir. Yiizeydeki ortalama i1sik
giiciiniin belirlenmesinin ardindan 2 Jcm-? enerji yogunlugu icin hiicrelerin 1si8a
maruz kalacagi sire:

t=P\E formuliiyle hesaplandi. Burada t, zaman (dakika); P, glic (Watt); E ise

enerji (Joule) dir.
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2 Jem-nin Uzerindeki enerjilerde, hicreler icin optimal biuytume kosullarina
uygun olmayan ortamda bulunma siliresi artacagindan, bu tez calismasinda PDT

uygulamalarinda 2 Jcm-2isik enerjisi kullanilarak deneyler gerceklestirildi.

4.3.2. Hiicre Canlihig Analizi

HUH-7, Hela ve MCF-7 hiicreleri kuyu basina 7.5x103 hiicre olacak sekilde 24
kuyucuklu plakalara ekildi ve 24 saat sonra 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda
Pc5a iceren besiyeri ile eski besiyerleri degistirilerek 24 saat inkiibe edildi. Sonra Pc5a
iceren besiyerleri uzaklastirilip taze besiyerleri eklenerek aydinlik gruba dahil olan
plakalar 2 Jem™ 1sik ile uyarildi. Ertesi giin hiicrelerin besiyerleri uzaklastirilarak
yavasca PBS ile yikandiktan sonra hiicreleri fikse etmek icin her bir kuyuya 500 ul %4
formaldehit eklendi ve 20 dk oda sicakliginda inklibe edildi. PBS ile yikanan fikse
edilmis hicrelerin lizerine 300 pl %1 Kristal viole eklenerek 10 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra ortamdaki boya uzaklagsana kadar plakalar distile su ile yikandi.
Kuruyan plakalarin fotograflari Azur 600 gorintlileme sistemi kullanilarak cekildi.
Fotograflama isleminin ardindan, hiicrelerdeki kristal violeyi ¢dzmek igin %10
metanol %10 acetic-asid ve %80 su iceren ¢ozici hazirlanarak her kuyuya 200 pl
eklendi. Daha sonra her bir kuyudan 100 ul alinarak 96-kuyucuklu plakaya aktarildi ve

OD 590 nm de Thermo Varioskan Flash cihazinda okutuldu.

4.3.3. Hiicresel Alim

HUH-7, HelLa ve MCF-7 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara kuyu basi 2.5x10° hiicre
olacak sekilde ekildi. Ertesi glin hiicrelerin besiyerleri 10 uM Pc5a iceren besiyeri ile
degistirilerek 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan hiicreler PBS ile yikanarak
2X tripsinile kaldirildi. 2000 g’de +4 °C 5 dakika santrifujlenek hiicre pelleti elde edildi.
Ardindan hiicre pelleti bir kez PBS ile yikanarak ¢oktiiraldi. Pelletlerin Gzerine 500 pl
DMSO eklenip iyice vortekslendikten sonra Bioruptor Pico (Diagenode) ile 30-sec-
on/30-sec-off olacak sekilde 10 dongii sonike edildi. Sonikasyondan sonra 10.000 rpm

de oda sicakhginda 10 dk santrifiij yapildi ve Ust-sivilar baska ependorfa aktarildi. Elde
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edilen Ust-sivilarin her birinden 150 ul alinarak 96 kuyulu siyah plate (Thermo
Scientific™ Black 96-Well Plates) aktarildi. Orneklerin floresans siddeti 690-700 nm de

Thermo Varioskan Flash cihazinda kullanilarak olguld.

4.3.4. Apoptozun Belirlenmesi

Akim Sitometresi ile

HUH-7 ve Hela hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara kuyu basi 2.5x10° hiicre olacak
sekilde ekildi. 24 saat sonra hiicrelerin besiyeri 10 uM konsantrasyonlar da Pc5a
iceren besiyeri ile degistirildi. Ertesi glin Pc5a iceren besiyerleri uzaklastirilarak her
kuyuya taze besiyeri eklenip aydinhk gruplar 2 Jem™ isiga maruz birakildiktan sonra
24 saat blyutilmeye devam edilidi. 24 saat sonra hiicreler toplandi ve santrifij
isleminin ardindan 4 mM EDTA solisyonu ile 10 dk inkiibe edilerek hiicre kiimelerinin
birbirinden ayrilmasi saglandi. Daha sonra hiicreler PBS ile yikanarak 300 g’de 5 dk
santirijlendi. Hucreler ml’sinde 1x10° hicre olacak sekilde 1X baglanma
tamponunda ¢o6zildi ve 100 ul hiicre 5 pl AnnexinV-APC (BD, ABD) ve 5 ul PI (BD,
ABD) ile oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi. Apoptotik ve canli hiicre hiicre ylizdesi
Accuri C6 akim sitometresi cihazi incelendi.

Western Blotlama ile

Pc5a’nin pro-apoptotik etkilerini incelemek amaciyla HUH-7, Hela ve MCF-7
hicre hatlari 60 mm kdltir kaplarina ertesi giin %70-80 dolulukta olacak sekilde
ekildi. 24 saat sonra hicrelere 10 uM Pc5a eklenerek 24 saat inkiibe edildi.
inkiibasyonun ardindan Pc5a iceren besiyerleri taze besi yerleri ile degistirilip aydinlik
grup 2J 1saga maruz birakildi ve hiicreler 24 saat inkiibe edildi. Hiicreler daha sonra
tripsin ile kaldirilarak western blot ile kesilmis PARP proteini ifadesine bakildi.

10 uM Pc5a uygulanan hicre hatlarinda protein ifadesinin belirlenmesi
amaciyla total protein lizatlari elde edildi.

Kisaca pelletlerin Gizerine 2x Laemmli buffer eklenerek vortexlendikten sonra
buzda 20 dk inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan Bioruptor Pico (Diagenode) cihazi
kullanilarak 30-saniye-on/30-saniye-off olacak sekilde 6 déngi sonike edildi. Son
olarak 6rnekler 14000 rpm’de +4°C’de 15 dk santrifiijlenerek ust-sivi kesimi yeni bir
ependorfa aktarilip protein lizati olarak -20°C’de saklandi.
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Elde edilen lizatlardaki protein miktari Qubit protein assay kit (Thermo
Scientific, ABD) kullanilarak belirlendi. 40 pg protein 4x yikleme tamponu ile
karistinlarak 10 dakika 90°C' de inkube edilerek ylklemeye hazir hale getirildi.
Ornekler %10’luk SDS-PAGE jele yiiklendikten sonra st jelden gecene kadar 80 V'ta
devaminda ise 120 V’ta yuritllda. Proteinleri PVDF membrana aktarimini saglamak
icin TransBlot (Biorad) cihazi yliksek molekiler agirhg programinda, 30 dk kullanildi.
Membranlar %5 Tween-20 igeren yagsiz sit tozu ile 1 saat oda sicakliginda bloklandi.
Bloklanan membranlar primer antikorlar ile +4°C’de gece boyu inkibe edildi.
Membranlar 3 kez 5 dk TBS-T ile yikandiktan sonra uygun sekonder antikorlar ile 1,5
saat inklbe edildi. Ardindan 3 kez 5 dk TBS-T ile yilkanan membranlara Amersham ECL
Select (GE Healthcare) kemiliiminesan substrati uygulanarak proteinler Goriinti

Analiz Sisteminde (Biorad) fotograflanarak dosyalandi.

4.4. Konfokal Hiicre Goriintiilemesi

ilk olark Pc5a’nin hiicre icerisine girdigi gdsterildi. Ardinda Pc5a’nin mitokondri
membran potansiyeli ve DNA hasari Gzeriindeki etkileri konfokal mikroskopu

kullanilarak analiz edildi.

4.4.1. Hicre-igi Ftalosiyanin Tiirevlerinin Goriintiilenmesi

6-kuyucuklu plakalara steril edilmis lameller yerlestirildikten sonra kuyu basi
2.5x10° hiicre ekildi. Ertesi giin hiicrelerin besiyerleri 10 uM Pc5a iceren besiyeleri ile
degistirildi. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda Once Pc5a iceren besiyerleri taze
besiyeri ile degistirildi ve aydinlik gruba dahil olanlar 2 Jem i1s18a maruz birakildi. 24
saat sonra slaytlar chamber glasslara yerlestirildi. Slaytlarin lizerine 1 mL DMEM
eklendi. Ardindan chamber glasslarin Gizeri bir lamel ile kapatildi. Hazirlanan 6rnekler

Zeiss LSM 880 Airyscan Konfokal Mikroskop ile goriintiilenip fotograflandi.
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4.4.2. DNA Kingi Analizi

Pc5a’nin HUH-7, Hela ve MCF-7 hiicrelerinde olusturdugu DNA hasari H2AX
boyamasi ile gosterildi. 6-kuyucuklu plakalara steril edilmis lameller yerlestirildikten
sonra kuyu basi 2.5x10° hicre ekildi. Ertesi gtin hiicrelerin besiyerleri 10 uM Pc5a
iceren besiyeleri ile degistirilerek 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda énce
Pc5a iceren besiyerleri taze besiyeri ile degistirildi ve aydinlik gruba dahil olanlar 2
Jem 2 1s18a maruz birakildi. 24 saat sonra hiicreler 2 kere PBS ile yikandiktan sonra %2
Paraformaldehit (PFA) ile 10 dakika fikse edildi. Ardindan 3 kere PBS ile yikanan
hiicreler 6nce %0,5 TiritonX-100 iceren PBS ile 10 dakika inkiibe edildikten sonra %2
BSA-PBS ile 60 dakika oda sicakliginda bloklandi. Bloklama isleminin ardindan,
hiicreler 2 ug H2AX- Alexa 594 antikoru ile 2 saat inklibe edildi. Ardindan 3 kere PBS
ile yikanan 6rnekler 15 dakika DAPI (1:1000) sollisyonu icerisinde inklibe edildi. Son
olarak sirasiyla birer kere PBS ve distile su ile yikanan 6rnekler sabitleme ajani (%80
gliserol) yardimiyla lam Uzerine ters gevrilerek kapatildi. Hazirlanan slaytlar Zeiss LSM

880 Airyscan Konfokal Mikroskop ile gorintiilenip fotograflandi.

4.4.3. Mitokondri Potansiyelinin Analizi

Pc5a’nin mitokondri potansiyeli Gzerindeki etkisi Tetrametilhodamin, etil ester
(TMRE) boyamasi ile gosterildi. 6-kuyucuklu plakalara steril edilmis lameller
yerlestirildikten sonra HUH-7, Hela ve MCF-7 hiicreleri kuyu basi 2.5x10° olacak
sekilde ekildi. Ertesi giin hicrelerin besiyerleri 10 uM Pc5a iceren besiyeleri ile
degistirilerek 24 saat inkiibe edildi. inkiilbasyonun sonunda &énce Pc5a igeren
besiyerleri taze besiyeri ile degistirildi ve aydinlik gruba dahil olanlar 2 Jem™2 isiga
maruz birakildi. 24 saat sonra slaytlar chamber glasslara yerlestirildi. Slaytlarin
Uzerine DMEM ile 1,5X’e seyreltilen Cell Mask dan 1 mL eklendi ve 10 dk inkiibatorde
bekletildi. inkiibasyonun ardindan 2 kez PBS ile yikanan slaytlarin (izerine DMEM ile
seyretilmis 1X TMRE boyasindan 1mL eklenerek 20 dk inkiibatorde bekletildi. 20
dakikanin ardindan chamber glasslarin Gzeri bir lamel ile kapatildi. Hazirlanan

ornekler Zeiss LSM 880 Airyscan Konfokal Mikroskop ile goriintiilenip fotograflandi.
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4.4.4. Pc5a Uygulanan Hiicrelerin Gen ifadesi Analizleri

Gen ifadesi analizleri igin 6ncelikle HUH-7, HeLa ve MCF-7 hiicreler ertesi glin
%70-80 dolulukta olacak sekilde 60 mm petri kaplarina ekildi. Ertesi giin hiicrelerin
besiyerleri 10 uM Pc5a igeren besiyeri ile degistirilerek 24 saat inkibe edildi.
inkiibasyonun ardindan hiicrelere taze besiyeri verildi ve aydinlik gruba dahil olanlar
2 Jem? is18a maruz birikilarak yine 24 saat inkibe edildi. Hicreler 2xTripsin ile

kaldirilarak pelletleri -80 °C de saklandi.

4.4.5. RNA izolasyonu

Hicrelerden RNA izolasyonu NucleoSpin RNA Il izolasyon kiti (Macharey-Nagel,
ABD) kullanilarak retici firmanin talimatlarina uygun bir sekilde yapildi. Kisaca, hiicre
pelleti RE buffer ile ¢6ziindiikten sonra hiicreler lizis tamponu kullanilarak ile lizis
edildi. Lizis isleminin ardindan filtrelendi ve RNA-baglama sollisyonu eklenerek total
RNA’yi tutacak olan kolondan gecirildi. Daha sonra kolon yikama soliisyonlari ile
yikandi ve yuksek saflikta RNA elde etmek igin eliisyon 30 pl dH,0 kullanilarak yapildi.

izole edilen RNA’larin konsantrasyonu ve safliklari OD 260/280 de NanoDrop
(Thermo Scientific, ABD) cihazi kullanilarak ile 8l¢iildii. izole edilen RNA’lar -80°C derin
dondurucuda saklandi.

izole edilen total RNA &rnekleri, 65°C’de 5 dakika inkiibe edilerek buza alindi.
Ornekler 6X DNA yiikleme boyasi ile son hali 2X olacak sekilde karistirilip %2’lik agaroz
jelde 1X TAE tamponu kullanilarak ydratalda. Jelde ydrdtilen nikleik asitler,

ChemiDoc XRS+ (BioRad) jel gortintileme cihazi ile gorintilendi.

4.4.6. cDNA Sentezi

RT-gPCR analizi igin izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi High-Capacity cDNA

Reverse Transcriptase (Thermo Scientific, ABD) kiti kullanilarak dretici firmanin
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talimatlarina uygun olarak yapildi. Kisaca, her 20 ul reaksiyon igin 2 ug total RNA

kullanildi. ilk olarak 2X RT master karisimi Tablo 4.1 de gosterildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 4.1: 2X RT master karigimi.

10X RT tampon 2 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 ul
10X RT Random Primer 2 ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 2 ul
dH20 4.2 ul
Toplam hacim 10 ul

Hazirlanan 2X RT master karisimindan 10 ul alinarak icerisinde 10 pl total RNA
ornegi (2 ug total RNA) bulunan PCR tliptne aktarildi. Finalde hacmi 20 ul olan cDNA
sentez karisimi PCR cihazina yerlestirilerek kitin belirttigi dongi sartlarinda cDNA
sentezi yapildi. (Tablo 4.2). PCR isleminin ardindan sentezlenen cDNA’lar, -20°C derin

dondurucuda saklandi.

Tablo 4.2: cDNA sentezi igin gerekli olan PCR dongu sartlari.

Basamak | Basamak | Basamak | Basamak
1 2 3 4
Sicaklik
(°C) 25 37 85 4
Sure (dk) 10 120 5| oo

4.4.7. RT-qPCR ile Gen ifadesi Analizi

Gen ifadesi degisimlerini kantitatif olarak belirleyebilmek icin 40 ng cDNA, 2X
master mix, primerler ve nuclease-free dH20 kullanilarak 20 pl’lik RT-qPCR reaksiyon
hacmi hazirlandi (Tablo 4.3). RT-gPCR reaksiyonu Maxima Cybergreen Master Mix
(Thermo Scientific, ABD) kullanilarak Kitin 6nerdigi dongi sartlarinda gerceklestirildi
(Tablo 4.4).
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Tablo 4.3: RT-gPCR reaksiyon tablosu.

2X master mix 10 wl
ileri primer (125 mM) | 0,25 pl
Geri primer (125 mM ) | 0,25 ul

cDNA (40 ng) 2 ul
NF dH,0 7.5ul
Toplam hacim 20 ul

Tablo 4.4: RT-qPCR dongu sartlari.

Dongl Sayisi Sicaklk (2C) | Sure
1 dongl 95 10 dk
95 20 sn
45 dongl 60 30 sn
72 30sn
0.1 sicakhk
Erime egrisi 55-95 degisiminde
Olglim

Gen ifadesi analizleri ddCt formill ile internal kontrol olan GAPDH’a gore
normalize edilerek hesaplandi.

ddCt = EgendCtgen(kalibrator-ornek)/Enorm. AdCtnorm. (kalibrator-érnek) (4.2)

Relative ekspresyon = Loga(ddCt) (4.2)

gRT-PCR reaksiyonu duplike yapilmis ve deneyler 2’ser kez tekrarlanmistir.

4.5. istatistiksel Analizler

Goriintii analizleri Image) programi kullanilarak yapildi. istatistiksel analizler de

GraphPad Prism 6 programinda Student’s t-test yapilarak gerceklestirildi.
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5. BULGULAR

5.1. Ftalosiyanin Tiirevlerinin Sentezi

Onerilen tez calismasinda kullanilan Pc4a ve Pc5a PDT ajanlari Dog. Dr. Meltem

GOKSEL SAHIN tarafindan sentezlenmistir. Bu ajanlarin sentezlenmesi igin ikinci nesil

fotosensor olan silicon(IV) phthalocyanine (Pc4) kullaniimistir. Bu tez calismasinda

kullanilan PDT ajanlardan Pc4a, Pc4’e bir tane arjinin eklenmesi ile Pc5a ise Pc4’e iki

tane arjinin eklenmesi ile elde edilmistir (Sekil 5.1).

MM Tetralin / Tributhylamine

@z‘ CH,0Na INH, .
" Sicl,

1 2 MM

Sekil 5.1: Pc4a ve Pc5a maddelerinin yapisi
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5.2. Ftalosiyanin Tiirevlerinin Hiicre Proliferasyonu Uzerine
Etkisi

5.2.1. Pc4a’nin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisinin incelenmesi

Pc4a’'nin Hela (insan rahim agzi kanseri hiicre hatti) ve HuH-7 (Hepatoseliler
karsinoma hiicre hatti) hiicrelerinin proliferasyonu lzerine etkisi xCELLigencegergek
zamanl analiz sistemi kullanilarak arastirildi ( Sekil 5.2). Analiz sonuclarina gére 5 ve
10 uM Pc4a 2 Jem 2 isik ile uyarildigi zaman (Light) Hela hiicrelerinin proliferasyonunu
anlamli bir sekilde azaldigi HUH-7 hiicre hattinda ise sadece 10 uM konsantrasyonda

hiicre proliferasyonunu anlamli bir sekilde azalttigl saptandi.

HelA Pc4a HUH7-Pc4a
14 P 14
[ |
12 12
1 1
& bl
T 02 T 08
£ £
308 T s
o ]
04 & 04
0.2 02
o o
Kontrol  Kontrol DMSO 2,5 pM 10 pm Kontral  Kontrol DMSO 2,5 puM
M Pcda Dark  1Pcda Light WPcdaDark  11Pcda Light

Sekil 5.2: Pc4a’nin hiicre proliferasyonu uzerine etkisinin xCELLigence analiz sistemi
ile incelenmesi. Pc4a 0, 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda HelLa, HU7 ve MCF-7
hiicrelerine verildikten 24 saat sonra aydinhk grup 2 Jcm2 1siga maruz birakildi. Isik
verme isleminden 24 saat sonra hiicre proliferasyonunda meydana gelen degisimler
dark ve light olarak her bir konsantrasyon igin karsilastirildi. Kontrol: Sadece DMEM
de buydatilen, Kontrol-DMSO: 1:1000 oraninda DMSO igeren DMEM de biyitilen
hicreler (p= *<0.05, **<0.001, ***<0.0001).

xCELLigence sonucuna gore Pc4a’'nin 10 pM konsantrasyonda hiicre
proliferasyonunu etkiledigi saptanmis olmasina karsin apoptoz analizlerinde

beklenilen etki saptanamadigi igin tez calismasinin devaminda Pc4a kullaniimamistir.
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5.2.2. Pc5a’nin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisinin incelenmesi

Diger bir Ftalosiyanin tlrevi olan Pc5a’nin Hela, HuH-7 ve MCF-7 hiicrelerinin
proliferasyonu (izerine etkisi xCELLigence cihazi ile gercek zamanl olarak incelendi.
xCELLigence gercek zamanli analiz sistemi sonuglarina gére HelLa ve MCF-7 hicre
hatlari 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda Pc5a ile muamele edilip 2 Jem2isik ile
uyarildiginda tim konsantrasyonlarda hicre proliferasyonunu anlamli bir sekilde
azalttigi saptandi. HUH-7 hiicre hatti icin ise 5 ve 10 uM da hiicre proliferasyonunun

onemli olglide azaldigi gozlemlenmistir (Sekil 5.3).

HelA- Pc5a HUH7-Pc5a
14 [Ty £a% 14
I T ey
12 T 12 - x
T 1 sux
1 1
x x I
&g L8
£ £
T 05 T 08
o o
04 o4
x
02 02
0 = [
Kontrol Kontrol DMSO 2,5puMm 5 uM 10 pM Kontrol Kontrol DMSO 2,5pM 5 uM 10 ph
WPc5aDark 1 PcSaLight W Pc5a Dark () Pe5a Light
MCF7- Pc5a
16
=5 ses
14 I 1 - [l
12
H 1
=
£os
S os
04
02 - =
o
Kontrol Kontrol DMSO 2,5uMm 5 pMm 10 pm
W Pc5a Dark PcSa Light

Sekil 5.3: Pc5a’nin hiicre proliferasyonu tzerine etkisinin xCELLigence analiz sistemi
ile incelenmesi. Pc5a 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda Hela, HU7 ve MCF-7
hiicrelerine verildikten 24 saat sonra aydinlik grup 2 Jem=2 isiga maruz birakildi. Isik
verme isleminden sonra 24 saat sonra hiicre proliferasyonunda meydana gelen
degisimler dark ve light olarak her konsantrasyonda karsilastirildi. Kontrol: sadece
DMEM de buyitilen, Kontrol-DMSO: 1:1000 oraninda DMSO iceren DMEM de
blydatilen hicreler (p= *<0.05, **<0.001, ***<0.0001).
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Bu bulgular isiginda, her 3 hiicre hattinda da Pc5a, 5 ve 10 uM konsantrasyonda
kullanilip 2 Jem2 1sik ile uyadirildigi zaman hiicre proliferasyonunu anlaml bir sekilde

azalttig gosterilmistir.

5.3. Ftalosiyanin Tiirevinin Hiicre Canlihig Uzerine Etkisi

xCELLigence ile hiicre proliferasyonu uzerine etkisi incelenen Pc5a’nin hiicre
canlihg Gzerine etkisi koloni olusturma kapasitesine dayanan kristal viyole testi ile
incelenmistir. Hela, HuH-7 ve MCF-7 hicre hatlarina 0, 2.5, 5 ve 10 uM
konsantrasyonlarin da Pc5a verildikten 24 sonra hicreler isik verilmis (light) ve 1sik
verilmemis (dark) sartlarda 48 saat blyitildi ve hiicre canliigi kristal viyole
boyamasi ile goriintilendi (Sekil 5.4). Kristal viole ile boyanan hiicrelerin
fotograflarina ve OD (optic density) sonuglarina gore Pc5a’nin igik varliginda tiim
konsantrasyonlarda Hela hiicrelerinin canlihigini  blylk o6lcide azalttig
gozlemlenmigtir. MCF-7 ve HUH-7 hiicre hatlarinda ise 6zellikle 10 uM Pc5a uygulanip
1sik ile uyarilan hiicrelerin canlihginin anlamh bir sekilde azaldigi saptanmistir.

Pc5a ile yapilan hiicre proliferasyonu ve hiicre canliligi deneylerinin sonucu
birlikte degerlendirildigi zaman 10 uM konsantrasyonunun her (g hiicre hatti igin de
en etkin doz oldugu saptandi. Bundan dolayi, calismanin devaminda hiicrelere 10 uM
Pc5a uygulanarak deneyler gerceklestirildi. Ayrica hiicre proliferasyonu ve canlihgi
Uzerine etkisinin hiicre-icine alinmasindan mi yoksa hiicreler arasi ortamda (rettigi
ROS’lar aracili oldugunun incelenmesi igin Pc5a ile hiicre-igerisine alim deneyleri

yapildi.
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Sekil 5.4: Pc5a’nin hiicre canlihg Gzerine etkisinin isik verildigi ve verilmedigi
durumlarda kristal viole gosterilmesi. HeLa, HUH-7 ve MCF-7 hiicre hatlarina 0, 2.5,
5 ve 10 uM Pc5a uygulandiktan 24 saat sonra light grup 2 Jem=2 isik ile uyarildi. Bu
islemden 48 sonra hiicre canliligi kristal viole analizi ile test edilerek kristal viyole ile
boyanmis hiicreler Azur600 da fotograflandi. Daha sonra, kuyulardaki kristal viyole
metanol ile ¢ozuldikten sonra hiicre gruplarindaki kristal viyole yogunlugu Thermo
Varioskan Flash gériintileme sistemi ile OD 590 nm de belirlendi. K-DMSO: 1:1000
oraninda DMSO iceren DMEM de biiyitilen hiicreler. Her grup kendi iceresinde
dark ve light olarak karsilastirildi (p= *<0.05, **<0.001, ***<0.0001).

5.4. Ftalosiyanin Tirevinin Hiicre-icine Alinmasinin
Gosterilmesi

Pc5a’'nin hiicre-icine alinabildigi hem florometrik olarak hem de konfokal
gorintileme ile arastirildi. 10 uM Pc5a Hela, HuH-7 ve MCF-7 hiicrelerine uygulanip
24 saat beklendikten sonra analizler gergeklestirildi (Sekil 5.5). Florometrik 6lglim
sonuclari madde verilmemis kontrol hiicrelerine gore artan floresan yogunlugundan
Pc5a’nin Hela, HUH-7 ve MCF-7 hiicrelerinin igerisine alindigini gosterdi (Sekil 5.5a).

Pc5a’'nin hiicre icersine alinmasi konfokal gorintileme ile de incelendi. Bu analiz
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sirasinda canli hiicre goriintiileme yontemi kullanildi. Pc5a hiicrele verildikten 24 saat
sonra hicreler yikandi ve chamber glass icerisinde gorintiler alindi. Konfokal
goruntileri analiz edildiginde ise Pc5a’nin bitiin hiicre hatlarinda, hiicrenin igerisine
girebildigi tespit edilmis olup florometrik 6lciim sonuclari da dogrulanmistir (Sekil

5.5b).

Hiicresel Alim
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=
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Sekil 5.5: Pc5a’nin hiicre icerisine alindiginin gésterilmesi. A) HUH-7, HelLa ve MCF-7
hiicrelerine 10 uM Pc5a verildikten 24 saat sonra hiicreler DMSO ile patlatildi ve
hicre icerisindeki Pc5a’nin florasan yogunluklari 690\700 nm de Thermo Varioskan
Flash ile 6lculdd. B) HUH-7, HelLa ve MCF-7 hiicrelerine 10 uM Pc5a uygulandiktan
24 saat sonra hicreler canli hiicre gérintiileme yontemi ile konfokal mikroskopta
goruntilendi. Pc5a: 633 nm lazer ile uyarildi ve 650-720 nm filtre araliklarinda
gorintilendi.

Flurometrik 6lgim sonuglarina gére Pc5a’nin hicrelere farkli miktarlarda
alindigi ve en cok Hela hiicrelerinde biriktigi gorilmektedir. Bununla birlikte konfokal
mikroskop ile yapilan canli hiicre analizi sonucunda hiicre ¢ekirdegi yani nikleus
cogunlukla hiicrelerin ortasinda siyah bir bosluk seklinde goriilmekte ve Pc5a’da
nikleusun cevresinde yaygin boyama gostermektedir. Pc5a’nin hiicre igerisine
alindigi basarih bir sekilde gosterildikten sonra Pc5a’nin etkiledigi hiicre fonksiyonlari

daha ayrintili bir sekilde incelendi.
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5.5. Ftalosiyanin Tirevinin Apoptotik Etkisi

10 uM Pc5a’nin apoptoz lizerine etkisi akim sitometresi kullanilarak AnnexinV-
7AAD boyamasiyla ve western blotlama teknigi ile PARP kesimi lizerinden incelendi.
Akim sitometresi analizleri HeLa ve HuH-7 hiicreleri ile gergeklestiridi. 10 uM Pc5a
uygulanan hiicreler 24 saat inklibe edildikten sonra iki gruba ayrildi ve bu gruplardan
bir tanesi 2 Jem2 isik ile uyarilirken diger grup herhangibi bir uyarima maruz
birakilmadi. Bu islemden 24 saat sonra apoptotik, nekrotik ve canli hiicre yizdeleri
AnnexinV-7AAD boyamasi ile belirlendi. Akim sitometrisi sonuclarina gére 10 uM
Pc5a uygulamasinin sonucunda karanlik ve aydinlik kosullarda canh hiicre oranlari
karsilastirildiginda HUH-7 icin 1sik varliginda Annexin V-/ 7ADD" canli hiicre oraninda
anlamli bir azalma saptanmadi. Fakat Hela hiicre hattinda isik varliginda canli hiicre
oraninin yaklasik %30 azaldigi saptandi (Sekil 5.6a). Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP),
DNA ipligi kopmalarini tespit edebilen ve baz eksizyon onariminda rol oynayan bir
nikleer DNA baglayici proteindir. PARP apoptoz sirasinda kaspaz tarafindan
parcalandiginda, DNA onarim fonksiyonu bozulur. Bu nedenle, kesilmis PARP
Western blotlama analizinde apoptozun bir gostergesi olarak kullanilmaktadir [71].
Western Blotlama sonucuna gore HuH-7’de kesilmis PARP agisindan isik verilmis ve
verilmemis duruma gore bir farklihk gézlenmemis iken HeLa ve MCF-7 hiicrelerinde
Pc5a’nin 1sik ile uyarilmasina bagli olarak PARP kesiminin blyik 6lctide arttigi PARP
(p89) bandinin artisindan gérulmektedir (Sekil 5.6b) .
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Sekil 5.6: Pc5a’nin apoptotik etkisinin akim sitometresi ve western blotlama ile
gosterilmesi. A) HelLa ve HUH-7 hiicre hatlarina 10 uM Pc5a uygulandiktan 24 saat
sonra bir grup 2 Jem=2 isik ile uyarildi. Bu islemden 24 sonra hiicre gruplarindaki
apoptotik hiicre orani AnnexinV/7-ADD boyamasi ile akim sitometresi kullanilarak
gosterildi. B) HUH-7, Hela ve MCF-7 hiicrelerine 10 uM Pc5a uygulandiktan 24 saat
sonra bir grup 2 Jem=2 isik ile uyarildi. Bu islemden 24 sonra elde edilen total hiicre
lizatlarinda apoptoz analizi c-PARP kesimine dayanan western blotlama yontemi ile
analiz edildi. B-aktin ylikleme kontroli olarak kullaniimaktadir.

Yeni sentezlenen ftalosiyanin tirevi Pc5a’nin apoptotik etkisi hem akim
sitometresi hem de western blotlama ile incelendiginde 6zellikle HeLa ve MCF-7
Uzerinde etkili oldugu saptanmistir. Ftalosiyaninlerin hiicre-igi lokalizasyonlarina bagl
olarak etkiledigi molekillerin farkli olusundan dolayi calismanin devaminda DNA ve

mitokondri Gizerine etkileri de ayrica incelend.i.

35



5.6. Ftalosiyanin Tiirevinin DNA Hasar Uzerine Etkisinin
incelenmesi

Hicrelere Pc5a uygulanmasindan sonra hiicrelerdeki DNA hasari H2AX
boyamasi ile incelendi. DNA sarmalinin her iki iplikciginde meydana gelen kopmalar
(DSB'ler) H2AX histon varyantinin eklenmesi ile isaretlenmekte ve onarilmadan
birakilirsa, kromozom anormalliklerine, genomik instabiliteye veya hiicre olimine
yol agmaktadir. H2AX'in fosforilasyonu hasar gormiis kromatin iceren bolgelerde DNA
onarim proteinlerinin birlestirilmesi ve aktivasyonu icin gereklidir. Dolayisiyla,
nikleustaki H2AX varhginin saptanmasi DNA hasarinin analizininde kullaniimaktadir
[72, 73]. Hela, HuH-7 ve MCF-7 hiicre hatlarina 10 uM Pc5a verildikten sonra isik
verildigi veya verilmedigi durumda 24 saat sonra H2AX boyamasi ile DNA hasari
analizi gergeklestirildi (Sekil 5.7). HeLa ve MCF-7 hiicrelerinde sadece isik verildigi
durumda H2AX boyamasi gozlenmekte iken HuH-7 hiicre hattinda isik verildigi
durumda daha fazla H2AX boyamasi bulunmasina karsilik isik verilmedigi durumda da

hafifte olsa H2AX boyamasi gézlenmektedir.
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Sekil 5.7: Pc5a uygulanan hiicrelerde H2AXboyamasi. Hela, HUH-7 ve MCF-7
hiicrelerine 10 uM Pc5a uygulamasi yapildiktan sonra light grup 2 Jcem2 1siga maruz
birakildi. Bu islemin 24 saat ardindan hiicrelerde H2AX boyamasi yapildi ve konfokal

mikroskobu ile gérintilendi. DAPI: 405 nm lazer ile uyarildi ve 410-579 nm filtre
araliginda goruntilendi. H2AX: 543 nm lazer ile uyarildi ve 585-733 nm dalga
boylarinda gorintilendi.

37



Pc5a’nin sadece HuH-7 hiicrelerinde isik verilmedigi durumda az bir miktar DNA
hasarina sebep oldugu gorilmesine karsin her 3 hiicre hattinda da isik verildigi
durumda belirgin ve karanlik duruma gore anlamli bir DNA hasarina sebep

olmaktadir.

5.7. Ftalosiyanin Tiirevinin Mitokondri Potansiyeli Uzerine
Etkisinin Analizi

Ftalosiyanin tirevlerinin 1sik ile aktivasyonu sonucunda olusan ROS’larin
etkiledigi onemli hiicre-ici organellerden biri de mitokondridir. Mitkondri
polaritesindeki degisimler TMRE (tetramethylrhodamine, ethyl ester) boyamasi ile
arastirilmaktadir. Mitokondriyal membran potansiyeli (AWm) mitokondriyal
aktivitenin dnemli bir gostergesidir, ¢linkii ATP Uretiminin arkasindaki itici gli¢ olan
elektron taginmasi ve oksidatif fosforilasyon sirecini yansitir. TMRE AWm ile ters
orantili olarak birikir, yani AWm ne kadar negatif yilikli olursa, TMRE o kadar fazla
birikir. Bu da saglikli bir hiicrenin daha fazla boya igerecegi, apoptotik bir hiicrenin ise
daha az boya icerecegi anlamina gelmektedir [74, 75]. Hela, HuH-7 ve MCF-7
hicreleri 10 uM Pc5a uygulandiktan sonra isik ile uyarilma ve karanlik kosullarda
mitokondri potansiyelindeki degisimler acisindan TMRE boyasi ile konfokal mikroskop
kullanilarak incelendi (Sekil 5.8). TMRE boyamasinin sonucuna gore Hela ve MCF-7
hiicrelerindeki mitokondri potansiyelinin HuH-7’ye gore daha yliksek oldugu ayni
lazer ve filtre ayarlari ile alinan goriintilerde daha parlak boyama ile anlasild.
Bununla birlikte her ¢ hiicrede de i1sik verilmemis ve kontrol hiicrelere gore isik

verildigi durumda mitokondri potansiyelinin anlamli 6lctide azaldig1 saptandi.
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Sekil 5.8: Pc5a uygulanan hiicrelerde TMRE boyamasi. HelLa, HUH-7 ve MCF-7
hiicrelerine 10 uM Pc5a uygulandiktan 24 saat sonra gruplardan biri 2 Jcm2 1siga
maruz birakildi. Bu islemden 24 saat sonra hiicrelerin mitokondri polaritelerinin
incelenmesi amaciyla hiicrelere TMRE verildi ve 20 dk hticrelerin ekildigi lameller

chamber glass’a aktarildi ve konfokal mikroskobu ile fotograflandi. TMRE: 543 nm
lazer ile uyarildi ve 458/543 araliginda goruntilendi.

Mitokondri potansiyelinindeki degisimlerin TMRE boyamasi ile analizi sonucuna
gore Pc5a’'nin hicre canliigina mitokondri tizerinden de etki ettigi floresan boyanin
daha zayif olmasi ile saptandi. Ayrica, Hela hiicrelerine uygulanan Pc5a’nin 2J 1sik
uyarisindan sonra hiicrelerin mitokondri potansiyellerinineredeyse saptanamayacak
seviyeye indirdigi agik¢a gorilmektedir.

Yeni sentezlenen ftalosiyanin tirevinin farkli kanser hiicrelerindeki apoptotik,
DNA hasari ve mitokondri potansiyeli Uzerine etkilerinin farkh oldugunun
anlasilmasindan sonra gen ve protein ifadesi diizeyindeki degisiklikler de son olarak

incelenmistir.

5.8. Ftalosiyanin Tiirevinin Gen ifadesi Uzerinden etkisinin
Arastirilmasi

Son olarak Pc5a’nin Hela, HuH-7 ve MCF-7 hiicrelerine 10 uM dozunda
uygulanmasinin ardindan isik ile aktive oldugu durumda karanlik duruma gore
hiicrelerde degisen gen ifadesi incelendi. Kanser hiicrelerinin heterojen yapida olmasi
ve hiicre grubunun igerisinde mezenkimal 6zellikte ve kanser kdk hiicre benzeri
Ozellikler tasiyan kiiglik bir grubun metastatik kapasite gdstermesi ve timor niksu ile
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iliskilendirilmesinden dolayi sentezlenen ftalosiyasin tiirevinin bu kiiglik grup tzerine
etkisi gen ifadesi diizeyinde analiz edildi. Bu analizlerde; EMT ve Kok Hiicre Ozelligi ile
iliskili genlerden SNAIL, ZEB1, CK19, CD90 ve EpCAM, ilag direnci ile iliskili olan
genlerden de BRCA1, ABCC1 ve CEACEM®6 genlerinin ifadesi RT-gPCR ile incelendi
(Sekil 5.9). Pc5a’nin uygulandigl HelLa ve MCF-7 hiicrelerinde 1sik verildigi durumda
EMT ve Kok hiicre 6zelligi ile iliskili olan genlerin ifadesi artarken HuH-7 hiicrelerinde
1stk varhginda sadece CD90 ve SNAIL ifadeleri artmakta buna karsin diger genlerin
ifadesi azalmaktadir. Bununla birlikte, yine HeLa ve MCF-7 hiicrelerinde ilag direnci
ile iliskili genlerin ifadesi artarken HuH-7'de sadece ABCC1 ifadesi artmakta ve geri

kalan genlerin ifadesi azalmaktadir.

i
B

&

HUH7 Hela MCF7

Sekil 5.9: Pc5a uygulamasi sonucunda HUH-7,Hela ve MCF-7 hiicrelerindeki EMT,
Kok Hiicre Ozelligi ve ilag direnci ile iliskili genlerin ifade analizi. 10 pM Pc5a
uygulanan hiicrelerin 2Jem2 isik ile uyarildig ve uyarilmadigi durumlarda CD90,
EpCAM, Snail, ZEB1, BRCA1, ABCC1, CK19 ve CEACAMS6 gen ifadelerindeki
degisikliklerin RT-gPCR ile karsilastiriimasi. Gen ifadeleri GAPDH’a gére normalize
edilerek ddCT metodu ile hesaplandi.

Gen ifadesi analiz sonuglarina gére Pc5a hem Hela hem de MCF-7 hiicre
hatlarinda benzer bir profil sergilemekte ancak HuH-7 (izerindeki etkisi incelenen 8

genin 5’inde genel duruma gore ters bir profil géstermektedir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Kanser, hiicrelerin genetik ve cevresel etmenlere bagh olarak kontrolsiiz
bollinmesi ve cogalmasi sonucunda ortaya cikan karmasik bir hastahktir [10].
Kanserin gorilme sikligi ve mortalite oranlari her yil artis géstermekte olup diinya
saglik 6rglitt 2030 yilinda diinya ¢capinda 12 milyondan fazla kisinin kanser nedeni ile
hayatini kaybedecegi 6ngérmektedir. Bundan dolayi 6zgul olarak kanser hiicrelerini
hedef alan etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yonelik kapsamli arastirmalar
tiim hiziyla artarak devam etmektedir. Bu kapsamda yapilan arastirmalarin bir kismini
radyasyon ve kemoterapi gibi konvansiyonel tedaviler olustururken 6nemli bir
kisminda da fotodinamik terapi (PDT) gibi farkh teknolojik yaklasimlar ve hedefe-
yonelik tedaviler yer almaktadir [2, 76, 77].

PDT bir fotosensoriin (PS) zararsiz bir 1sik ile uyarilmasina bagl olarak aktif hale
gelmesi sonucunda reaktif oksijen tirevlerinin (ROS) Uretilmesi ile kanser
hiicrelerinin 6lduridlmesine dayanan bir tedavi yontemidir[2]. Bu tez ¢alismasinda PS
olarak merkezinde silisyum atomu iceren, agregasyon egilimleri diisiik, singlet oksijen
verimleri yiksek olan ftalosiyanin tdrevi Si(IV)Pc kullanilmistir.  Si(IV)Pc kanser
tedavilerinde kullanilan klinik galismalari tamamlanmis ve ticari olarak satilan bir PDT
ajani olup fototoksisitesi V79, MCF-7ve HUH-7 hiicrelerinde in vitro ve in vivo dliizeyde
gosterilmistir [58, 59, 78, 79]. Bununla birlikte PS’lere oligopeptitler ve amino asitler
gibi kiicik biyomolekiller eklenerek hiicrelerdeki agregasyonunun azaltiimasi
ve/veya kanser hicrelerinin hedeflenmesi saglanabilmektedir [80]. lJia-Wen ve
arkadaglari, Pc4’ti arjinin iceren oligopeptiler (Arg-Arg, Cys-Arg, ve Cys-Arg-Arg) ile
konjuge ettikleri zaman sulu ¢ozeltilerde agregasyonunun azaldigini, hem HepG2 hem
de Hela hicreleri tarifindan aliminin arttigini ve bu hiicrelere karsi yuksek
fotositotoksisite sergilerdiklerini gosterdiler[81]. Buradan yola cikarak Dog. Dr.
Meltem Goksel Sahin’in laboratuvarinda Si(IV)Pc’ye bir (Pc4a) ve iki tane (Pc5a)
arjinin konjugasyonu ile elde edilen yeni ftalosiyanin tiirevlerinin anti-kanser
etkinlikleri ve kanser tedavisinde PDT ajani olarak kullanilabilirlikleri bu tez
calismasinda incelenmistir. Bu kapsamda yapilan calismalar ile yeni sentezlenen

ftalosiyanin tirevlerinin farkli konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonu ve hiicre
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canhhg Gzerine etkisi incelendikten sonra daha ileri ¢alismalar ile apoptotik etkisi,
DNA hasari ve mitokondri potansiyeli Gizerindeki etkileri arastirildi. Son olarak bu PDT
ajanlarinin 1sik yoklugunda, isik ile uyarildigi duruma gore hiicrelerde EMT-K&k hiicre
ve ila¢ direnci ile iliskili genlerin ifadelerindeki degisiklikler mRNA diizeyinde ve hiicre
sag kalimi Gzerine etkisi de protein diizeyinde incelend.i.

Oncelikle Pc4a ve Pc5a’nin hiicre proliferasyonu lizerine etkisi xCELLigenceile
gercek zamanli olarak incelendi. Tek arjinin eklenmis Pc4a’nin en vyuksek
konsantrasyon olan 10 uM’da HuH-7 hiicrelerinde 1sik varliginda yaklasik olarak %30
oraninda hiicre proliferasyonunu baskiladigl saptandi. Bununla birlikte Hela
hicrelerinde bu oran daha yiksek olmasina karsin iki arjinin iceren Pc5a’nin hiicre
proliferasyonu lzerine etkisinin goreceli olarak ¢ok daha yiliksek olmasindan dolayi
galismanin devaminda sadece Pc5a kullanildi. Si(1V)Pc’ye cift arjinin eklenmesinin bu
maddeye selektif bir avantaj sagladigi her 3 hiicre hattinda hiicre proliferasyonunun
daha etkin baskilanmasindan anlasiimaktadir.

Pc5a’nin hiicre proliferasyonu Uzerine etkisinin saptanmasindan sonra hiicre
canhhg tGzerine etkisi de farkl konsantrasyonlarda ve isik varligi ile yoklugunda Hela,
HuH-7 ve MCF-7 hiicre hatlarinda koloni olusumu temeline dayanan kristal viyole
boyamasi ile incelendi. HeLa ve MCF-7 hiicrelerinde xCELLigencesonuclari ile tutarh
bir sekilde hicrelerin artan Pc5a konsantrasyonlarinda isik verildiginde koloni
olusturma kapasitelerinin azaldigi saptandi. HuH-7 hiicre hattinda ise sadece 10 uM
konsantrasyonda hiicrelerin canhliginda anlamli bir azalma saptandi. Buraya kadar
elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde Pc5a’nin her 3 hiicre hattinda farkl
seviyelerde de olsa hiicre proliferasyonu ile hiicre canhhigini azalttig1 gérilmektedir.
Ve yine her 3 hiicre hattinda da etkin oldugu doz olarak 10 uM’lik konsantrasyon
secilmis ve devam eden ¢alismalarda bu doz kullaniimistir.

Literatlirde yer alan c¢alismalarda PDT ajaninin  konsantrasyon ve
lokalizasyonuna gore kanser hiicrelerinde apoptoz ya da nekroz yolaklarini aktive
ettigi gosterilmistir [49]. Mfouo-Tynga ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada
metaloftalosiyanin aracili PDT'nin MCF-7 meme kanseri hicre hattinda apoptotik
hicre 6limine yol agtig rapor edilmistir [82]. Bununla birlikte, benzer sekilde HCC
ve serviks kanserlerinde gergeklestirilen calismalarda da Ftalosiyanin aracili PDT’nin

apoptotik hicre 6limine yol actigi saptanmistir [79, 83]. Tez ¢alismasi kapsaminda

42



karakterize edilen ftalosiyanin tlirevi Pc5a’nin meme, HCC ve serviks kanseri hiicre
hatlarinda apoptotik etkisi incelendiginde literatiir ile uyumlu bir sekilde erken ve geg
apoptotik grup olarak tanimlanan AnnexinV*/7AAD ile AnnexinV*/7AAD* hicre
sayilarinin arttigi saptandi. Bununla birlikte, apoptoz analizi sirasinda HuH-7 HCC
hicre hattinda 1sik verilmedigi durumda da apoptotik ylizdenin goreceli olarak yiiksek
oldugu gozlendi. Bu durum, ayni zamanda DNA hasari ve mitokondri potansiyeli
analizlerinde de ayrica gorildi. Hicrelerin apoptoz vyolagl ile o6ldiginin
saptanmasinda kullanilan diger bir yontem olan PARP kesimi sonuglari da Pc5a’nin
apoptoz yolagi Gzerinden hiicre 6liimine sebep oldugunu dogrulamaktadir.

PS’ler hicre-igi lokalizasyonlarina gore isikla aktive hale geldikten sonra
Urettikleri ROS’lar ile cevrelerindeki makromolekiilleri etkilemektedir. PDT'nin DNA
hasari ve mitokondri potansiyeli Uzerine etkisine dair literatlir de c¢alismalar
bulunmaktadir [84-89]. Meme, Serviks ve HCC kanserlerinde sirasiyla stlfonlanmis
ginko ftalosiyanin (ZnPcSmix), beta-karbolin tiirevli ve indosiyonin yesili aracili PDT’ler
sonucunda hiicrelerde hiicre canliligl Gzerine olan etkinin yaninda DNA hasarininda
olustugu rapor edilmistir [84, 86, 87]. H2AX'In fosforilasyonu hasar gérmiis kromatin
iceren bolgelerde DNA onarim proteinlerinin birlestirilmesi ve aktivasyonu igin
gereklidir [90]. Bu yeni sentezlenen ftalosiyanin tlirevi Pc5a’nin da her 3 hiicrede de
farkl seviyelerde DNA hasarina neden oldugu konfokal mikroskop kullanilarak
hiicrelerin niikleuslarinda daha fazla H2AX sinyalinin kaydedilmesi ile gosterilmistir.
Ozellikle Hela hiicrelerinde diger iki kanser hiicre hattina oranla DNA hasarinin daha
fazla oldugu tespit edilmistir.

PDT’nin mitokondri potansiyelini azalttigina dair literatiirde g¢alismalar
bulunmaktadir. HCC'de ftalosiyaninin 1sik ile uyarilmasindan sonra apoptozun
efektorlerinden olan caspase-3 aktivasyonunun arttigi ve mitokondri potansiyelinin
(AWm) azaldigi gosterilmistir [79]. Diger bir calismada, PDT ajani olarak kullanilan
veterpofin’nin mitokondride lokalize oldugunu ve singlet oksijen tilrevlerinin
olusumu ile mitokondri membran potansiyelini azalttigl saptanmistir [91]. Bu tez
calismasinda da Pc5a’nin mitokondri potonsiyeli Uzerindeki etkisi mitokondri
potansiyeli ile dogru orantili olarak mitokondrilerde biriken TMRE boyamasi ile
incelendi. Yapilan TMRE boyamasi sonucunda, Pc5a’nin uygulandigi her 3 hiicre

grubunda da 1sik varliginda boyamanin yani mitokondri potansiyelinin azaldigi
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saptandi. Bununla birlikte, Pc5a’nin 6zellikle Hela hicrelerinin mitokondri
potansiyelini biylik 6lclide azalttigi hatta tamamiyle durdurdugu gosterilmistir.

Pc5a’nin Meme, HCC ve Serviks kanseri hlicrelerine uygulanmasindan sonra
EMT-Kok hiicre 6zelligi ve ilag direnci ile iliskili genlerin ifadelerindeki degisiklikler RT-
gPCR yontemi ile mRNA diizeyinde incelendi. Bu kapsamda ilging sayilabilecek
sonuclar elde edildi. Yakin zamanda Zhang ve Weinberg’'in yayinladiklari derleme
makalesinde konvansiyonel olarak kullanilan bir¢ok kemoterapi ajaninin timor
kitlesindeki kanser kok hicre 6zelligi gostermeyen blyik bir hiicre grubunu hedef
aldigi ancak metastaz ve timor nikst ile iliskilendirilen mezenkimal hiicre
ozelligindeki kanser kok hiicre grubunu etkilemedigi belirtiimektedir [92]. Buradan
yola c¢ikarak, Pc5a’nin hiicrelere uygulanmasindan sonra geriye kalan hicrelerin
diren¢ kazanmasi ya da yeni sentezlenen ftalosiyanin tiirevleri ile dormant haldeki
kanser kok hiicre benzeri 6zellik gosteren mezenkimal hiicre grubunu hedef
alamamasi ve/veya zenginlestirmesinden dolayl HelLa ve MCF-7 hiicre hatlarinda bu
genlerin ifadesinde anlamli bir artis saptandi. Buna karsin HuH-7 hiicre hattinda bu
genlerden CD90, SNAIL ve ABCC1 disinda kalan diger genlerin ifadesi genel duruma
gore azaldi. Bu durumun hicre tipinden ya da ftalosiyaninin HCC hiicre hattinda
etkilesime girdigi molekillerin farklh olmasindan kaynaklanabilecegi tahmin
edilmektedir.

Yapilan tim bu calismalar ile yeni sentezlenen ftalosiyanin tiirevi Pc5a’nin
meme, HCC ve serviks kanseri hiicre hatlarina farkl seviyelerde de olsa benzer etkiler
gosterdigi saptandi. Bununla birlikte, 6zellikle Hela serviks kanseri hiicre hattinda
hicre proliferasyonunu, canliligini ve mitokondri potansiyelini 6nemli 6lglide
dustlirtirken, bu hiicrelerde DNA hasari ve apoptozu arttirdigi agikca goriilmektedir.
Sonug olarak, kadinlarda en sik goriilen dordiincii kanser tlrl olan serviks kanserinde
bu ftalosiyanin tirevinin etkinligi in vitro calismalar ile gosterilmis olup, gen ifadesi
sonuclari da goz ontine alindiginda, Pc5a’nin serviks kanseri tedavisinde PDT ajani
olarak tek basina veya metastatik hicreleri de hedef alan baska tedavilerle

kombinasyonununpre-klinik olarak degerlendirilmesi dnerilmektedir.
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