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OZET

Zn(II) FiITALOSIYANININ KRONIK MIiYELOID LOSEMi UZERINE ETKIiSININ K562 HUCRE
HATTI KULLANILARAK ARASTIRILMASI

Gilinlimiizde kanser tedavisi icin kullanilan bir ¢ok yontemlerin (radyasyon, ameliyat,
kemoterapi dahil) zararll yan etkileri bulunmaktadir. Fotodinamik tedavi (FDT) giliniimiizde
klinikte kanser veya kanser olmayan lezyonlarin tedavisinde fotosensorlerin kullanildig tedavi
yontemidir. Fotosensor (FS) olarak fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle fitalosiyaninlerin
genis kapsamli kullanim alanlari vardir. Bunlar 600-700 nm arasinda degisen 1s181 cok iyi
absorblama yetenegi sergileyerek singlet oksijen iiretiminde yiiksek kuantum verimi
gostermektedir. Bu calismada ¢inko merkezli iiretilen fitalosiyanin kronik miyeloid kanser hiicre
hattinda (K562) 1s1kl1 ve 151ks1z ortamdaki etkinligi test edilmistir. Bu amagla fitalosiyaninin 12,5
puM; 25 puM; 50 uM dozlarinin 12, 24 ve 48 saatlik etkisi sitotoksik ve genotoksik testlerle
arastirilmistir. Fitalosiyaninin 1sikli ve 1s1ksiz ortamda 50 pM dozun sitotoksik etkisinin yiiksek
oldugu belirlenmistir. En diisiik canlilik ortalamasi 1siksiz ortamda 12. saatte belirlenmistir.
Sitotoksik etki bulgularina gore yapillan KOMET testi sonucunda hasarli hiicreler tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fotodinamik Terapi, Zn (II) Fitalosiyanin, K562, Sitoksisite, Genotoksisite.

Danisman: Prof. Dr. Birgiil MAZMANCI, Mersin Universitesi, Nanoteknoloji ve Ileri Malzemeler
Anabilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

Investigation of Zn (II) phthalocyanine effects using by K562 Chronic Myeloid Leukemia
Cell Line

Nowadays, many methods used for cancer treatment including radiation, surgery, chemotherapy
have harmful side effects. Photodynamic therapy (FDT) is currently the treatment of
photosensors in the treatment of cancerous or non-cancerous lesions in the clinic.
Phthalocyanines are widely used as photosensors because of their physical and chemical
properties advantage. They exhibit a very good absorbing ability of light ranging from 600-700
nm, showing high quantum efficiency in singlet oxygen production. In this study, effect of zinc
center phthalocyanine was evaluated in chronic myeloid cancer cell line (K562). Light and dark
toxicity of phthalocyanine was determined. For this purpose, phthalocyanine 12.5 uM; 25 uM;
Doses of 50 uM were used. The effects of 12, 24 and 48 hours were investigated by cytotoxic and
genotoxic tests. Highest cytotoxic effects of phthalocyanine were determined in the 50 uM dose
group. The lowest average viability is dark conditions at the 12th hour. According to cytotoxic
effects, COMET was applied and damaged cells were detected.

Keywords: Zn (II)phthalocyanine, Photodynamic Therapy, K562, Cytotoxicity, Genotoxicity.

Advisor: Prof. Dr. Birgil MAZMANCI, Department of Nanotechnology and Advanced Materials,
University of Mersin, Mersin.
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1. GIRIS

Son yillarda kanser hizla artmaktadir ve bu hastalik diinyada kardiyovaskiiler
hastaliklarin ardindan en yaygin o6lim nedeni olarak bilinmektedir. Kanser tedavisinin
oniindeki en biiyiik engel tiimor hiicrelerinde proliferasyonun engellenmesinin zorlugudur ve
kanser lizerine ¢alismalar bu amaca yonelik siirdiirilmektedir. Glinlimiizde kanser tedavisi icin
kullanilan yontemlerin ( radyasyon, ameliyat, kemoterapi vb. ) zararli yan etkileri
bulunmaktadir. Fotodinamik tedavi (FDT) kanser veya kanser olmayan lezyonlarin tedavisinde
fotosensorlerin (FS) kullanildigi tedavi yontemidir. Geleneksel kanser terapisine gore FDT
tedavisinin avantaji, saglikli dokularin zarar gérmesi engellendigi icin tekrarlanabilir olmasi,
tedavi sirasinda ve sonrasinda daha az agr1 hissedilmesidir. FDT kanser tedavisinde uygun dalga
boyunda 1sik kullanilarak FS madde ile molekiiler oksijenin uyarilmasini igeren tedavi
yontemidir. FDT’ nin etkinligi 151k, oksijen ve FS’ e bagimlidir.

FS olarak fitalosiyanin (Pc) kullanimi yoniinde arastirmalar giiniimiizde oldukca
yaygindir. Pc’ ler giiniimiizde ¢ok genis ve kapsamli kullanimi, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
nedeniyle dikkat ¢ekici gruptur. Pc’ ler dogal olarak olusan porfirinlere yapisal olarak benzeyen
makrosiklik bilesiklerdir. Pc’ lerin apoptoz indiiksiyonu yoluyla hiicre nekrozu ve 6liime sebep
olduklar1 da aydinlatilmis ve dnemleri artmistir. Pc’ lerin icermis olduklari merkezi metal
iyonlar1 FDT’ nin verimliligini arttirmaktadir.

FDT’ nin etkinligi lizerine yapilan ¢alismalarda merkez atomu Zn, Al olan Pc’ lerin yaygin
olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir. Bu tedavi yonteminin solid kanserlerde veya l6semik
kanserlerde etkisi ise tartismalidir. Bu tez calismasinda cinko merkezli iiretilen Zn(II)Pc’ nin
kronik miyeloid 16semi kanser hiicre hattinda (K562) etkinligi arastirllmistir. FDT ii¢ temel
bilesenden olusmaktadir. Isik bu bilesenlerden biridir. Bu calismada IC 50 altindaki Zn(II)Pc
dozlarinin etkisi arastirilirken 1s181n etkisi de géz onlinde bulundurulmustur. Bu amacla
Zn(I)Pc’ nin 151ks1z olusturabilecegi toksisite calismasi da yapilmistir. Toksisite ¢alismalarinda
sitotoksik etki ve genotoksik etki siklikla kullanilmaktadir. Tez calismasinda sentezlenen
Zn(I1)Pc’ nin IC 50 altindaki dozunun 151kl ve 1s1ks1z olmak iizere 12, 24 ve 48 saatlik sitotoksik
ve genotoksik etkileri belirlenmistir.

Hiicre temelli analizler; test molekiillerinin, hiicre ¢ogalmasi iizerinde etkisinin ya da
etki sonrasi hiicre dliimiine yol agarak sitotoksik etki gosterip gostermedigini belirlemek i¢in
kullanilir. Molekiiler diizeyde gerceklesen bir dizi olaylar sonucu cesitli makro molekiillerin
sentezinin durdurulmasi ve buna bagh olarak hiicrenin fonksiyonlarinda ve yapisinda belirgin
hasarlar meydana gelmesi sitotoksisite olarak adlandirilmaktadir. Hiicrelerde meydana gelen
bu olaylarin varligini tespit ederek hiicrelerdeki hasar boyutunun saptanmasi ise sitotoksisite

testleri yardimiyla yapilmaktadir. Bu sayede test edilecek materyalin secilen hiicre iizerindeki
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toksik etkileri ortaya cikarilabilir. Sitotoksik etkinin ortaya konmasi icin MTT, XTT, Xelinge gibi
testlerden yararlanilmaktadir. Sitotoksisite icin hiicre canliliginin 6lglimiine dayali hiicre
proliferasyon testlerinden biri Metiltiazoldifeniltetrazolyum (MTT) testidir. Hiicrelerin
proliferasyonlarinin gerceklesmesi sonucu artan dehidrojenaz enzim aktiviteleri ile
tetrazolyumu (MTT: sar1,) kullanarak formazan (mor) iiretmesi neticesinde gergeklesen renk
degisiminin absorbans olarak spektrofotometre ile 6l¢iilmesi temeline dayanan bu test, sikca
tercih edilen ve hizli sonu¢ alinan bir yéntemdir [1]. Bu ¢alismada Zn(II)Pc’ nin K562 hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisinin belirlenmesinde MTT testinden faydalanilmistir.

Genotoksik etki test materyallerinin ¢ekirdek ve DNA iizerinde meydana getirdikleri hasarlari
ifade etmektedir. Genotoksik etkilerin belirlenmesi icin yaygin olarak kullanilan test
yontemlerinden biri Tek Hiicre Jel Elektroforez Teknigi olarak da bilinen KOMET testidir.
“Komet Assay” basit, hizli, duyarli olmasi, farkli hiicre tipleri ve DNA hasar cesitleri icin
uygulanabilirligi, en 6nemlisi ise radyoaktif isaretleme gerektirmemesi nedeniyle DNA hasar
Olctimiinde siklikla tercih edilen bir yontemdir [2]. “Komet Assay” Singh ve ark. tarafindan
gelistirilmis olan, tek ve cift zincir kiriklarin tamaminin tanimlanmasina olanak saglayan
metodolojidir [3]. Son yillarda ise “Komet Assay” belirli DNA dizilerine spesifik isaretli problar
kullanilarak fluoresan in situ hibridizasyon teknigi ile birlestirilerek uygulanmaktadir. Komet
degerlendirmesinde hiicrede meydana gelen hasar, hiicreden gé¢ eden DNA’ nin olusturdugu
kuyruk uzunluguna gore degerlendirilir. Calismada Zn(II)Pc’ nin genotoksik etkisinin tespitinde

KOMET testinden yararlanilmistir.
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2.KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Fotodinamik Terapi

Fotodinamik tedavi (FDT) gilinlimiizde klinikte kanser veya kanser olmayan lezyonlarin
tedavisinde foto sensorlerin kullanildig1 tedavi yontemidir [4]. FDT; Fotosensor (FS) olan bir
ajanin 1s1k ile aktive olmasi ve aktive olan ajanin singlet oksijen olusturarak hiicre tahribati
yaratmasi esasina dayanir [5]. Fotodinamik terapinin gerceklestirilebilmesi icin bir FS, bir 151k
kaynag1 ve oksijen gereklidir. FDT de her bilesen kendi basina zararsizdir, ancak kombinasyon
halinde hedef hiicrelere ve dokulara karsi ciddi toksisite olustururlar. Molekiiler oksijenin
varliginda oksidatif hiicre hasarinin ve hiicre dliimiiniin meydana gelebilmesine yol agan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasi icin belirli dalga boyunda goriiniir 151k kullanilir [6,7].

PDT’ nin etki mekanizmasi genel anlamda spesifik olmamakla birlikte iki mekanizma ile
spesifik hale getirilir. ilk olarak, secilen FS’ nin hedef hiicre veya dokuya yéneliminin ve
birikiminin saglanmasi, ikincisi 1s181n FS birikimi olan sinirli alana uygulanmasidir. Boylelikle
ROS iiretimi FS bulundugu alanda ayni anda oksijen ve 151k uygulanmasi ile meydana gelir ve
lokalize alanda sitotoksik etki olusturulur [8]. Fotodinamik terapiyle kanser tedavisi, hastaya
diizenli bir sekilde bir FS’ nin verilmesinin ardindan uygun dalga boyunda ki bir 1s1k kaynaginin
1si1ma yapmasina, bu sayede FS’ nin uyarilarak molekiiler oksijenden yiiksek reaktif oksijen
olusturmasina, olusan reaktif oksijenin ise proteinler, lipitler ve niikleik asitler gibi hedefleri
okside ederek nekroz ya da apoptoz ile hiicre 6liimiine yol agmasina dayanir [9]. PDT, bir FS
veya FS onciiliinlin intravendz, intraperitonal veya topikal uygulamasindan ve ardindan 1s18a
maruz kalmasindan olusan iki asamali bir prosediirdiir. Bu iki asamali prosediir, zararsiz FS’ nin
yalnizca yonlendirilmis bir aydinlatma ile aktive olmasi nedeniyle lokal doku tahribatina yol
acarak yan etkiler 6nemli oOlglide azalir [10]. Saglikli hiicreler kanserli hiicrelere kiyasla
oksidatif strese karsi ¢ok daha direnclidir. FDT bilesenleri ¢evredeki saglikli hiicreleri hasar
gormesini engelleyerek, timor dokusunun tahrip olmasina izin verir. PDT genellikle etraftaki
kan damarlarina zarar verir ve boylece tiimorin besin almasini onler ve ayrica kanser

hiicrelerine karsi bir immiin tepkiyi tetikleyebilir [8].

2.1.1. Fotodinamik Terapinin Temel Prensipleri

FDT’ nin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik ¢ok sayida calisma
yapilmistir. FDT; 151k ile uyarildiginda kararsiz halde bulunan FS’ nin yapisindaki fazla enerjiyi
etrafindaki molekiillere transfer etmesiyle radikallerin (hidrojen peroksit, stiperoksit, hidroksil
radikali) olusmasidir [11]. Bir FS 1siklandirildiginda bir fotonu alir ve bir elektronun daha

3
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yliksek enerjili bir yoriingeye dogru kaydirildigi uyarilmis tekli durumuna veya S;' e ytkselir.
FS; meydana gelen bu stabil olmayan kisa 6miirlii durumundan (bir nanosaniye), teshis ve optik
izleme amaciyla kullanilabilecek bir 6zellik olarak 1s1 veya floresan olusturarak temel enerji
durumu olan So a doénebilir [12]. Bir diger mekanizma, FS’ nin uyarilmis tekli durumundan daha
yliksek kararliliga sahip uzun omiirli Gg¢li duruma doniismesidir. Bu da uzun omiirli
elektronun dontsiiniin tersine cevrilmesi veya sistemler arasi gecisi yoluyla gerceklesir
[11,13,14]. Elektronlarin cevre ile etkilesimi iki tip mekanizmayla gerceklesir. 1. Tip
mekanizmada uyarilmis t¢lii durumundaki FS, bir elektron / hidrojeni veren veya alan bir
organik hiicresel substrat ile etkilesime girer. Serbest radikalleri ve radikal iyonlar: iiretir ve
boylece zincir reaksiyonlarini baslatir. FS’ nin oksijenle etkilesimiyle, siiperoksit anyonu (02),
hidrojen peroksit (H20;), peroksit anyonlar1 ve yliksek oranda reaktif hidroksil radikal (OH:)
gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusabilir, bunlar hiicresel bilesenlere saldirarak zarar verebilir
[15-17]. Serbest radikaller dogrudan hiicresel hasara neden olabileceginden, bu siirecte oksijen
gerekli degildir. Tip Il reaksiyonda uyarilmis li¢gli durumundaki FS, enerjisini enerji aktarimi
yoluyla iicli temel durumundaki molekiiler oksijene dogrudan aktarir ve oldukca reaktif ve
sitotoksik singlet oksijen (O1) olusur [18]. Her iki tip reaksiyon ayni anda gerceklesir ve
aralarindaki denge FS' e baghdir. Ancak PDT sirasinda gecerli mekanizmanin bir Tip II
reaksiyonu ile gerceklestigi diistinilmektedir [15-17,19-21]. Sitotoksik ROS iiretildikten sonra,
FS molekiilii oksidasyondan dolay1 foto-agartma yoluyla tahrip olabilir ya da kimyasal degisiklik
olmadan temel durumuna geri donebilir ve uyarma-enerji transfer islemi bircok kez
tekrarlanabilir [22-24].

Singlet oksijen ve siiperoksit anyonu lipit, protein ve niikleik asitlerle reaksiyona girerek
sitotoksik etkiye yol agabilir [25]. Tip I reaksiyonlarinda olusan siiperoksit anyonlar1 dogrudan
biyolojik sistemlere zarar vermez ancak hidrojen peroksit olusumuna yol acan reaksiyonlara
katk: yapar. Hidrojen peroksit, Fenton reaksiyonu yoluyla siiperoksit anyonlariyla reaksiyona
girerek hidroksil radikallerini olusturulabilir. Hidroksil radikaller hemen hemen tim
biyomolekiillerin ciftli baglarina veya hidrojen atomlarina kolayca eklenebilen reaktif bir
tiirdiir. Ornegin bir yag asiti ile reaksiyonu sonras1 hidroksillenmis bir iiriin meydana getirir.
Boylece, lipid peroksidasyonlarinin zincirleme reaksiyonlar1 baslar lipit radikaller

sekillenir[26].

FS’ lerin ¢ogunun singlet oksijenin oksidatif hasara yol actig1 Tip II reaksiyonlarla etki
ettigi diisiiniilmektedir. Singlet oksijenin membran lipidleri ile reaksiyonu lipid peroksidasyonu
yoluyla ve hiicresel membranlarin bozulmasina yol agabilir. Ayrica amino asitler ile reaksiyona
girerek, hayati fonksiyona sahip proteinlerin islevini bozabilir. Olduk¢a reaktif olan singlet

oksijenin yarilanma 6mrii 40 ns civarinda ve maksimum aksiyon yaricapt da 20 nm’ dir. Cogu
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organellerin capindan daha az olan bu kisa etki ¢api, sadece FS’ nin lokalize oldugu alandaki
dokunun 1siklandirilmasiyla ile FDT’ nin spesifik ve kontrol edilebilir hale gelmesini saglar. Yani

FS’ nin lokalizasyonu, FDT’ nin hiicre i¢i seviyedeki etki alanini belirlemektedir [27,28].

2.1.2. Fotodinamik Terapinin Bilesenleri

Fotodinamik terapi li¢ temel bilesenle gerceklestirilir. Bunlar 151k, oksijen ve FS’ lerdir.

2.1.2.1.Isik

FS’ ler belirli dalga boyunda 1s18a maruz birakilarak aktive edilirler. FS’ leri aktive etmek
icin kullanilan 15181 FS molekiilii ne kadar gii¢lii absorbe ederse o kadar yiliksek kuantum verimi
yani ROS iiretimi gerceklesir. In-vivo uygulamalarda kullanilacak FS’ ler icin maksimum
absorbans dalga boyunun endojen pigmentlerin ( melanin, hemoglobin gibi) optimum dalga
boyu olan 650 nm’ nin {izerinde olmas1 gereklidir. Endojen pigmentlerin penetrasyon derinligi
1-3 mm’e 151k siddeti 400-600 nm’ dir [29-31]. Derin tiimorlere erismek penetrasyonu artirmak
icin yiiksek enerjili 151k kaynag1 (Lazer) kullanmak gerekir. Bu uygulama doku ylzeyinde
yaniklara neden olur. Kirmizi gériiniir bélgede (650-780 nm) ve kizilétesi bolgede >750 nm’ den
diisik yogunluklu 1sik saglikli dokuda hasar olusturmadan birka¢ cm derinlige ulasmayi
miimkiin kilar [29,30]. Singlet oksijenin enerjisi 1270 nm’ dir. Bununla beraber 800 nm’ den
daha yiiksek olan bolgede 15181 absorbe edecek bilesikler ise oldukc¢a azdir. Bu tiir yliksek emilim
dalga boylar icin aromatik bagin konjuge edilmesi veya bilesiklerin yapisina metal iyonlarinin
dahil edilmesi gerekir. FDT terapide 650-780 nm olan goriiniir spektrumun kirmizi bélgesi
tercih edilir [29]. Fitalosiyanin, nafitalosiyanin, benzoporfirin gibi porfirin tiirevi yapilar bu
dalga boyunda yiiksek 151tk emme Kkatsayisina sahip olup yiiksek oranda ROS olustururlar.
Timor dokusunda secici olarak birikmeleri de bu II. Nesil FS’ leri avantajli hale getirmektedir.
Lazer; idrar kesesi, sindirim sistemi, beyin veya derin tiimorlere erisimi saglamak i¢in fiberoptik

sistemler ile birlikte kullanilabilir.

2.1.2.2. Oksijen

Kanser tedavisinde oksijen olduk¢a 6nemlidir. Tiimoérlerde var olan hipoksik durum
tedaviyi engellemektedir. Oksijen radyoterapi ve kemoterapinin etkisi i¢in gereklidir. FDT’ de
basariy1 saglamak icin singlet oksijen olusumuna bunun iginde temel hal durumundaki oksijene

ihtiya¢ duyulur. Timorler icerisindeki damar tikanikliklar1 tiimér dokusunda hipoksik alan
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olusmasina neden olmaktadir. Hipoksik alanlar FDT' nin etkinligini 6nemli Olgiide
azaltmaktadir. Timoér dokusuna oksijenasyonun arttirilmasinin kemoterapi ve radyoterapinin
etkinligini arttigi gosterilmistir [32-34]. FDT ile ilgili yapilan c¢alisma sonuglarn celiskili
olabilmektedir. Fotofrin ile yliksek oksijen uygulanan tiimorli farelerde FDT sonrasi 6limiin
arttign gozlemlenmistir [35,36]. Bir diger calismada diisiik oksijen seviyelerinin tedaviyi
etkilemedigi bildirilmistir [37]. FDT sirasinda meydana gelen ROS’ lar oksijen azalmasina neden
olur. Yine FDT sonrasi damar dejenerasyonu tiimorde oksijen azalmasina neden olur. Isik ve FS

diizenlenmesi yapilarak bu sorunlar asilabilir [38].

2.1.2.3. Fotosensor (FS)

FS’ ler gelistirilme zamanlar ve karakteristik 6zelliklerine gore simflandirilir. ilk nesil FS’ ler
hematoporfirinler (Hp) olup 19 YY kesfedilmistir. Kandan Izole edilmis olan Hp Tiirevleri
fotoporfirinler adi altinda 1. nesil FS olarak kullanilmistir. Bu tiirevlerin 1sik emiliminin zayif
olmasi bu nedenle hastalarin daha fazla 1518a maruz kalmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir
[39,40]. 2. nesil FS’ ler porfirin benzeri molekiiller olup pirol halkasina benzer yapilar igerir.
Cogunlukla sikliktetrapiroller iceren tlrevleri kullanilmaktadir. Bu yapilar insan viicudunda
bulunan endojen yapilara benzerlik gosterdiginden toksik etkileri ya ¢ok azdir ya da
bulunmamaktadir. Ilaveten 151k emilimi yiiksek olup fazla miktarda ROS iiretmektedirler
[29,41]. Pirol halkalar ile birlestirilmis porfirin benzeri yapilar; benzoporfirinler, Pc’ ler ve
nafitalosiyaninlerdir [8].

Pc’ ler, FDT icin fototoksik ilaclar olarak kullanilma potansiyeline sahip 2. nesil FS’
lerdir. Pc’ ler yiiksek 151k emme kabiliyetlerine bagh olarak yiiksek reaktif oksijen tiirlerinin
iiretkenligine sahiptir ilaveten kimyasal stabilite ve floresans 6zellikleri de yiiksektir [42-45].
Sentetik olarak elde edilen ve énemli bir boyar madde grubu olan Pc’ ler, ilk kez 1907 yilinda
Braun ve Tcherniac isimli arastirmacilar tarafindan fitalimid ve asetikanhidrit ile o-
siyanobenzamid sentezi sirasinda mavi renkli bir yan iiriin olarak rastlanti sonucu bulunmustur
[46]. Pc molekiiliiniin gercek yapisi 1929 yilinda Linstead ve ekibinin ¢alismalari sonucunda
belirlenmistir [47]. Pc dogal olarak olusan porfirinlere yapisal olarak benzeyen makrosiklik
bilesiklerdir. Pc’ ler etkili FDT icin "terapotik pencere" olarak kabul edilir kirmiz1 spektral
bolgede (maksimum 680-700 nm' de) yiiksek 151k emilimi ve singlet oksijen liretiminde yiliksek
kuantum verimi gostermektedirler. Pc’ lerin apoptoz indiiksiyon yoluyla hiicre nekrozu ve
Oliime sebep olduklar1 da aydinlatilmis ve 6nemleri artmistir [5].

Pc tiirevlerinin PDT uygulamalarinda popiiler olmasi ile ilgili 6nemli bir konu, singlet
oksijen iiretim etkinligi, suda c¢oziiniirlik ve toplanma 6zellikleri ve buna bagh in vivo

dagilimlarinin ve biyoyararlanimlarinin avantajli olmasidir [48]. Lipofilik Pc’ lerin yiiksek
6
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kutanoz fototoksisiteyle birlikte tiimorlere baglanma afinitesi de yiiksektir [49]. Katyonik Pc’ ler
yeni nesil fotoalgilayicilar olup, suda c¢oziiniirliikleri gelistirilerek FDT etkinligini azaltan
agregasyonu engeleyebilirler. Riega ve ark. (2018) yaptiklar bir calismada hidrofilik ve lipofilik
iki farkli Pc’ nin sitotoksik etkilerini miirin kolon karsinoma hiicrelerinde (CT26)
arastirmiglardir. Calisma sonucu IC 50 doz yanitina gore lipofilik Pc’ lerin canlilik oranini
hidrofilik olan Pc den daha fazla etkiledigi tespit edilmistir [48].

Pc’ ler uygun kirmizi spektral boélgede glicli bir 151k emilimine ve singlet oksijen
olusumuna yol acan, kanser hiicrelerini yliksek miktarda tahrip eden FS adaylaridir. Kuzyniak
ve arkadaslar1 (2016), yapmis olduklar1 c¢alismada tetra-trietileneoksistilfonil c¢inko
fitalosiyaninin (ZnPc) PDT icin yeni FS olarak uygunlugunu degerlendirmislerdir. ZnPc’ nin
indiikledigi fototoksisite, apoptoz indiksiyonu ve hiicre donglisii durdurma etkileri, farklh
kokenli insan gastrointestinal kanser hiicre hatlarinda incelenmistir. ZnPc ile 6n isleme tabi
tutulmus (1-10 M) kanser hiicrelerinin fotoaktivasyonu, 10]J/cm2 gii¢ yogunlugunda genis bant
beyaz 151k kaynagiyla (400-700 nm) aydinlatilarak gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda;
ZnPc yikli hiicrelerin fotoaktivasyonu, giliclii fototoksik etkileri ortaya cikarmis ve hiicre
dongiisiiniin  G1-fazinda durdurarak apoptozu indiikledigi rapor edilmistir. Buna karsilik,
aydinlatma olmadan ZnPc’ ler herhangi bir sitotoksisite, apoptoz, hiicre dongiisii durmasi veya
hiicre biiylimesinde azalmaya neden olmamistir [50].

Pc’ nin yapisinda merkezi metal iyonunun bulunmasi foto fiziksel o6zelliklerini
giiclendirmektedir. Bunun sebebi; metal ile fitalosiyanin arasindaki bagin oldukca kuvvetli
olmasidir. Bu sayede tiim molekiil aromatik bir yap1 kazanarak dayanim ve verim maksimum
diizeyde artmaktadir. Zn(I)Pc’ ler kirmizi goriintir bolgede yogun 1sik emilim kabiliyetine
sahiptir. Tekli ve li¢lii kuantum verimleri yiiksek ve tli¢lii uyarilma durumlari uzun omirlidiir.
Bu 6zellikler ZnPc’ leri PDT i¢in degerli kilmaktadir [48].

Tedesco ve arkadaslar1 (2003) tarafindan gerceklestirilen calismada, in vitro hiicresel
sistemler kullanilarak, metaloftalosiyaninlerin etkili fotodinamik duyarllastiricilar oldugu
gosterilmistir. Kloroaluminyum ftalosiyanin tetrasiilfonat (AlPcS4Cl), tiimorlerde bircok PDT
calismast icin fotosensitizer olarak kullanilmistir. Ek olarak, aliiminyum fitalosiyanin
tetrasiilfonatin (AlPcS4) tiimor dokusunda lokalize oldugunu ve kirmizi 1s18a maruz kaldiktan
sonra doku nekrozuna yol a¢tigin1 gosteren in vivo calismalar yapilmistir [51]. Bir diger
calismada Erdem ve ark (2017) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada sentezlenen Zn(I[)Pc’ nin
iyi bir fotosensor oldugu ovaryum kanser hiicre hattinda (SKOV- 3) gdsterilmistir. Calismada
Zn(I)Pc’ nin 100 pM dozunun SKOV-3 hiicre hattinda toksik etkisinin olmadig, 5] siddetinde
1s1kla aktive edildiginde ayni hiicre hattinda yiiksek oranda toksisite sonucu hiicre 6liimiine yol
actig1 belirlenmistir [52]. Avsar ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilan ZnPc ile ilgili calismada
10uM ve 90uM dozlarn farkl hiicre hatlarina uygulanmistir. Uygulanan dozlar insan meme
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kanser (MCF-7) hiicreleri, ovaryum kanser (MDAH), insan akciger fibroblast (WI-38)
hiicrelerinde toksik etkiye neden olmamistir [53]. Cinko fitalosiyaninin fotoalgilayic1 olarak
kullanildigi bir diger ¢calismada serbest Zn(II)Pc ve titanyumdioksit nanopartikiilii ile baglanmis
formu hepatoseliiler karsinoma (HepG2) kolorektal karsinoma (HT29) ve saglikli akciger
kanser hiicre hattindaki etkisi arastirilmistir. Calisma sonucu titanyumdioksitin (TiOz ZnPc’
ninin toksik etkisini azalttig1 belirlenmis, TiO2-ZnPc nin kolorektal kanser icin kullanilabilecegi
bildirilmistir [54]. Mehreban ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada Zn(II)Pc’ i, polimerik
nanopartikiille (PLGA-b-PEG ) kaplayarak insan akciger hiicre hattina (A549) uyguladiklarinda
serbest Zn(I[)Pc’ e oranla 500 kat daha etkili olduklarini belirlemislerdir [55]. Mayahi ve ark.
(2019) tarafindan yapilan, merkezi galyum metal iyonu iceren calismada; galyum Zn(II)Pc
kloriiriin (GaPcCl) bir radyoterapi ajam1 ve 1s18a duyarhlastirici olarak MCF-7 meme kanseri
hiicre hatti1 lizerindeki etkisi degerlendirilmistir. GaPcCl’ nin farkli konsantrasyonlar: ile
hiicreler inkiibe edilmis, ardindan tekli ve kombinasyonlu olarak 2-Gy-X isinlar altinda farkl
dalga boylan ile 1s18a maruz birakilmistir. Hiicre canliligi ve apoptozun belirlenmesi igin
uygulanan MTT ve akim stometri analizleri sonucu; X-1s1n1 ile GaPcCl PDT (fotodinamik terapi)
entegrasyonunun kullanilmasinin, X-1simn1 yokluguna kiyasla biiylik olciide hiicre o6limint
arttirdigin1  gosterilmistir. Bu calisma sonucu metal iyonu eklemesinin fitalosiyaninin
fotofiziksel 6zelliklerini gelistirdigi belirlenmistir. PDT de kullanilan GaPcCl’ nin radyoterapi ile
kombinasyonunun meme kanseri tedavisinde basariy: arttirabilecegi rapor edilmistir [56].

Pc ile yapilan ¢alismalara bakildiginda in-vitro deneylerde adherent hiicre hatlarinin
kullanildig goriilmektedir. Planlanan bu tez calismasinda merkez atomu Zn olan Pc kullanilarak
solid hiicre olan K562 hiicrelerdeki etkisinin ¢alisilmasi amaglanmistir. Pc nin 1s1kli ve 1s51ksiz
ortamdaki etkisi, 12.5 uM; 25 uM ve 50 uM dozlar uygulanarak belirlenmistir. Maruziyet stiresi
olarak 12., 24. ve 48. saatlerdeki etkisi arastirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Zn(II)Pc Sentez ve Karakterizasyonu

Calismada kullanilan merkezinde ¢inko atomu igeren simetrik fitalosiyanin molekiilii
Dog. Dr. Mine INCE OCAKOGLU ve ekibi tarafindan sentezlenmistir. Pc’ nin sentezi icin gereken
baslangic maddesi fitalonitrildir. Ftalonitrilin, dimetilamino etanol gibi yiliksek kaynama
noktasina sahip bir ¢ozgen icinde ve bir ¢inko tuzu varhginda siklotetramerizasyon
reaksiyonuyla hedeflenen fitalosiyaninin sentezi gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonunda elde
edilen ham iiriin kromotografik yontemlerle saflandirilmis, NMR, IR, UV-Vis ve MALDI-TOF gibi

spektroskopik yontemlerle karakterize edilmistir.

’ =
<
ll
z
/
Ej N
4,5-bis(4-tert-butylphenylthio)benzene-1,2-dinitrile \p’ Q(

Sekil 3.1. sentezlenen Zn(II)Pc’ ninin yapisi

s: : :CN Zn(OAc);
S CN DMAE

3.2. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalarn

Sentezi ve karakterizasyonu gergeklestirilen Zn(II)Pc’ nin fotosensor olarak K562 kronik
miyeloid 16semi hiicre hatt1 tizerinde fotodinamik terapi etkinligini belirlemek icin sitotoksik ve
genotoksik etkileri arastirlmigtir. Hiicre kiiltiirii uygulamalari Mersin Universitesi ileri
Teknoloji Egitim Arastirma ve Uygulama Merkezi (MEITAM) biinyesindeki Kok Hiicre
Rejeneratif Tip (MERKOK) biriminde yapilmistir.

Calismada K562 kronik miyeloid 16semi hiicre hatti kullanilmistir. K562 hiicreleri,
kronik miyeloid 16seminin blastik kriz evresinden kaynakli bir miyeloid seri hiicre dizisidir.
Elektron mikroskobunda bakildiginda K562 hiicreleri kolay bagintili, diizgiin sekilli, kisa
mikrovilliislii, farklilasmis l6semik hiicrelerine benzer sekilde goriilebilir. Giemsa ile
hazirlanmis preparatlarda K562 hiicreleri yaklasik 20 uM capinda iki ya da daha fazla parcal

9



Nijat Novruzly, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

niikleuslu farklilasmamis blast hiicreleri olarak tanimlanabilir. Bazofilik sitoplazmalar1 grantil

icermez.

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii icin Kullanilan Materyaller:

e Fetal Bovine Serum+ 0,3 mg/ml G418

¢ L-glutamin 1X

* Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium
¢ DMSO %8 (v/v)

¢ Penisilin/Streptomicin Antibiotic (G418 Sulfate)
* DPBS 1X

¢ Pastor pipeti

e 25 cm?2 flask

* 6 Well Plate

¢ 15 ml ve 50 ml falconlar

¢ 2 ml ependorflar

¢ Isik mikroskobu

3.2.2. Deney Plam

K562 hiicreleri %10 FBS, 2,5 mM L-glutamin (fenol red’siz) ve Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 Medium kullanilarak flask i¢cinde ¢ogalmaya birakilmistir. 48-72 saat
stireyle flask icinde CO; inkiibatoriinde bekletilen K562 hiicrelerinin biiyiime durumlarina 1sik
mikroskobunda bakilmistir. Hiicrelerin yogun oldugu flasktan hiicreler pasajlanarak 3 ayri
flaska bollinmiistiir.

Daha sonra 6 kuyucuklu well plate’ e kuyucuk basina 150x103 hiicre ekilmistir. %1’ lik
DMSO icersinde ¢oziilen Zn(II)Pc’ nin ¢ farkhh konsantrasyonu (12,5 puM; 25 pM; 50 pM)
eklenmistir. Sentez molekiiliin 1s1kl1 (Xenon lamba) ve 1s1ksiz olmak tizere iki farkli durumdaki
etkinligi calisilmistir. Bu nedenle bir grup bir saatlik inkubasyon sonrasi 10 dk 1s18a maruz
birakilmistir. Weller tekrar inkubatore kaldirilarak 12, 24 ve 48 saatliklerdeki sitotoksik etkiler
incelenmistir. Elde edilen verileri karsilastirmak icin kontrol grubu ve ¢6ziicli kontrol grubu da
deney gruplarina eklenmistir. Pc’ nin; Uygulama streleri ve uygulama sekilleri g6z ontlinde

bulundurularak yapilan deney plani tablo 3.1. gdsterilmistir.
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Tablo 3.1. Deney Gruplari

Deney gruplan

Uygulama

siireleri (Saat)

Uygulama sekli

(Xenon lamba)

12
Isikl ort Isik t

Kontrol (K.) : Besiyeri+hiicreler 24 piortam Frstz ortam

48

12
Dimetilsiilfooksit Kontrol(DMSO K.): 24 Isikli ortam | Isiksiz ortam
50uM DMSO+besiyeri+hiicreler o

12
12,5 puM Zn(II)Pc 54 Isikli ortam | Isiksiz ortam
Besiyeri+hiicreler

48

12
25 puM Zn(I1)Pc o Isikli ortam | Isiksiz ortam
Besiyeri+hiicreler

48

12
50uM Zn(II)Pc 24 Isikli ortam | Isiksiz ortam
Besiyeri+hiicreler

48

3.3. Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Sitotoksisite i¢in hiicre canlilifinin 6l¢iimiine dayali hiicre proliferasyon testlerinden

metiltiazoldifeniltetrazolyum (MTT) testi kullanilmistir.

3.3.1.MTT Testi icin Gerekli Malzemeler

e MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5- diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue, SIGMA.)
¢ DMSO (dimetilstilfoksit)
* PBS (Phosphate Buffered Saline) 1X

e Etanol

e CO; inkiibatoru

 Spektrofotometre 6l¢ciim kiivetleri
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3.3.2. MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

MTT suda (10 mg / mL), etanolde (20 mg / mL), tamponlu tuz ¢ozeltileri (PBS) icinde
veya besiyeri (5 mg / mL) icinde ¢oziinebilir. Calismada PBS’ de 5 mg / mL' lik bir ¢ozelti
hazirlanilarak kullanilmistir. Elde edilen soliisyon 6nce vortekslenerek iyice homojenize
edilmis, ardindan filtreden gecirilerek sterilizasyon islemi yapilmistir. Stok MTT ¢6zeltisi -20°
C'de saklanmis (en az 6 ay boyunca stabil); stoktan elde edilen ¢ozeltiler ise +4° C’ de yalnizca

birkac giin bekletilerek kullanilmistir.

3.3.3. MTT Test Protokolii

Hazirlanan MTT stok soliisyonu 1/20 oraninda diliie edilmistir. 6’ 1 well plate’ e ekimi
yapilmis hiicrelere, Zn(II)Pc dozlar1 (12,5pM, 25uM, 50uM) eklenerek, hiicreler 1 saat inkiibe
edilmistir. Isikla uyarilan gruba 10 dk 1sik verilmistir. Isiksiz grup karanlikta bekletilmistir.
Daha sonra 151kl ve 151ks1z gruplarda 12, 24 ve 48 saatlerde, plate’ in her bir kuyucuguna 300uL
MTT soliisyonu eklenmis, plate 151k gdrmemesi icin aliiminyum folyoya sarilarak 2 saat 37° C’ de
inkiibatorde bekletilmistir. 2 saatlik siire sonunda her bir kuyucukta bulunan MTT soliisyonu
lizerine 300pL DMSO (dimetilsiilfooksit) eklenmistir. Bu ¢6ziicliniin eklenme amaci
kuyucuklarda olusan mavi-mor renkli formazani ¢6zmektir. DMSO eklendikten sonra yeniden
folyolanan plate, 30 dakika boyunca orbital ¢alkalayict yardimi ile karistirilmistir. Siire sonunda
her bir gézde bulunan soliisyonlar cekilerek spektrofotometre kiivetlerine aktarilmis ve OD:570

nm’ de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

3.4. Genotoksik Etkinin Belirlenmesi
Genotoksisistenin belirlenmesi icin KOMET testi yapilmistir. Kolay, hizli, oldukc¢a hassas
bir test olan komet testi, farkl hiicre tipleri ve DNA hasar cesitlerini tespit icin uygulanabilirligi,

en Oonemli Ozelligi olarak radyoaktif isaretleme ihtiyacinin olmamasi sebebiyle DNA hasar

Olgtimiinde siklikla tercih edilen bir yontemdir.

3.4.1. Komet Testinde Kullanilan Malzemeler

12



Nijat Novruzly, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

e Lizis ¢ozeltisi: 445 ml tampon ¢ozeltisi icin; 73.05 gr NaCl, 18.6 gr EDTA, 0.6 gr Tris-Trisma ve
4gr NaOH kullanilarak tiim malzemeler ¢oziiniinceye dek karistirilarak stok lizis ¢ozeltisi
hazirlandi. Coézeltinin pH' 1 10" a ayarlandi. Hazirlanan lizis ¢ozeltisi 1 gece boyunca 4°C’ de
bekletildi. Deney giinii, 71 ml Lizis soliisyonu igerisine 8 ml DMSO ve 1 ml TritonX-100
eklenerek hazirlandi.

e Notralizasyon Tampon Cozeltisi: 500 ml’ lik tampon ¢ozeltisi icin; 24 gr Tris (Tris HCI) 500
ml distile su icinde ¢ozdiriildii. Cozeltinin pH’ 1 asetik asit yardimiyla 7,5’e ayarlandi. 4°C’de
saklanan ¢6zelti deney sirasinda soguk olarak kullanildi.

¢ Elektroforez Tampon Cézeltisi: 1.5 L’ lik elektroforez tampon ¢o6zeltisi icin; 18 gr NaOH ve
0.63 gr EDTA distile suda ¢ozdiiriildii. NaOH eklenerek pH’ 1 13’ e ayarlandi. Hazirlanan
elektroforez tampon ¢6zeltisi 4°C’ de saklanarak deney sirasinda soguk olarak kullanild.

e Normal Erime Noktal1 Agar (NMPA): Lam kaplamalarinda kullanim icin hazirlandi. 0.50 gr
NMPA sicak su banyosu kullanilarak 100 ml PBS (phosphate buffered saline) igerisinde
¢cozdiruldu.

e PBS (Phosphate Buffered Saline): 200 ml Distile su i¢inde 1.92 gr PBS c¢o6zdiiriilerek
hazirlandi.

e Diisiik Erime Noktali Agar (LMA): 0.065 gr LMA icine 10 ml PBS c¢ozeltisi eklenerek
hazirlandi.

e Hidrojen Peroksit Soliisyonu: 100 pM hidrojen peroksit soliisyonu icin; 100 mL distile su
icerisine 51 pl hidrojen peroksit eklenerek hazirlandu.

e Etidiyum Bromiir (EtBr) Cozeltisi: 50 ml distile suya 0,1 mg etidyum bromiir eklenerek

hazirland.

3.4.2. Komet Testi Protokolii

K562 hiicreleri 6’ I well plate’ lere ekilerek ve 37° C’ ye ayarlanmis %5 CO: iceren
inkiibatore yerlestirilmistir. 12.5 pM, 25 pM, 50 pM Zn(II)Pc dozlar iceren soliisyonlar ile
hiicreler 12 saat muamele edilmistir. Muamele siireleri sonrasinda inkiibatérden alinan
platelerden besi ortamlari cekilerek, santrifiij yardimiyla falcon tiiplerde hiicrelerin ¢oktiirtilme
islemi gerceklestirilmistir. K562 hiicreleri slispanse hiicreler olduklar i¢in platelerden alinan
besiyeri + hiicre ortamlar1 dogrudan 15 mL’ lik falconlara alinarak 7 dakika 1080 RPM’ de
santrifiij edilerek hiicreler c¢oktirilmiistiir. Tiiplerin lizerindeki siipernatant kisim
uzaklastirilarak hiicre eldesi saglanmistir. Hiicreler diisiik erime noktali agar (LMA) icerisine
eklenerek, 6nceden hazirlanmis normal erime noktali agarla kaplanmis, lamlara yayma islemi

gerceklestirilmistir. Yayma isleminden sonra lamlar 20 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Stire
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sonunda lameller alinmis ve lamlar +4° C’ deki lizis soliisyonu igerisine yerlestirilerek ve 1 saat
bekletilmistir. Lizis isleminden sonra lamlar elektroforez soliisyonuna yerlestirilmistir. Lamlar
sollisyon igerisinde 20 dakika bekledikten sonra elektroforez tankinda 25 volt, 300 mA’de 20
dakika ytriitme islemi gerceklestirilmistir. Yiriitme isleminden sonra lamlar nétralizasyon
tamponunda 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra kurutulan lamlar %96’ lik etanolde 10 dakika
bekletilmistir. Hazirlanan preparatlar 80 pl etidyum bromiir kullanilarak boyanmis ve boyanan
preparatlar floresan mikroskopta incelenmistir. Komet degerlendirmesinde hiicrede meydana
gelen hasar, hiicreden go¢ eden DNA’ nin olusturdugu kuyruk uzunluguna goére degerlendirilir.
Kuyruk uzunluguna gore hiicreler 5 tipte simiflandirilir [57].

Tip 0: Kuyruk icermeyen dairesel DNA’ ya sahip hiicre

Tip I: Kii¢iik kuyruk iceren diisiik DNA hasarl hiicre

Tip II: Biraz daha uzun kuyruk iceren orta seviyede DNA hasarli hiicre

Tip III: Daha uzun kuyruga sahip, yiiksek seviyede DNA hasarl hiicre

Tip IV: Kii¢iik bir bas iceren uzun kuyruklu cok ytliksek hasarli DNA’ ya sahip hiicre
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Sentezi ve karakterizasyonu tamamlanan Zn(II)Pc, sitotoksik ve genotoksik etkilerinin
arastirilmasi i¢in K562 hiicreleri ile muamele edilmistir. Zn(II)Pc’nin 12,5 uM, 25 uM ve 50 uM
dozlarinin 12. saat, 24. saat ve 48. saatlerdeki etkileri 151kl ve 151ksiz ortamda incelenmistir.
Belirlenen siireler sonrasinda Zn(II)Pc ve hiicre etkilesimlerini incelemek icin sitotoksik,

sitotoksik etki gdzlenen grupta da genotoksik etki belirlenmistir.

4.1. Sitotoksik Etki

MTT testi; hizli sonu¢ vermesi ve oldukca hassas olmasi gibi avantajlarinin yani sira,
materyallerin cok diisiik seviyedeki toksisitelerinin dahi tespitine olanak saglamasi nedeniyle
giivenilir yontemlerden biri olarak kabul goren hiicre canlilig1 analiz yontemlerinden biridir. Bu
nedenle calismamizda Zn(I[)Pc’ in sitotoksik etkileri, MTT testi ile degerlendirilmistir.
Fotodinamik terapide kullanilan Zn(II)Pc’ ler 1sikla aktiflestirilerek kullanilmaktadir. Bu
calismada sentez molekiiliin Zn(II)Pc hem 1s1kli hem de 1siksiz ortamdaki sitotoksik etkisi
degerlendirilmistir. Isikli ortamda canllik ortalamasi % 82,33 olarak saptanirken, 1siksiz
ortamda % 90,53 olarak tespit edilmis, aradaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamaistir (p
=0,05). Isik acisindan deney gruplar1 arasinda interaksiyon olmadigindan sitotoksik etki
degerlendirilirken doz ve siirelerin etkisi ayr1 ayr1 ele alinmistir. Hiicre canliligt % olarak

hesaplanmistir.

4.1.1. Isikli Ortamdaki Canlhilik Degerleri

12,5 pM; 25 pM; 50 pM dozlarda Zn(II)Pc uygulanip 10 dk. Isiga maruz birakilma sonrasi

12. Saatte elde edilen canlilik ytlizdeleri Sekil 4.1 de verilmistir.
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Sekil 4.1. Isik uygulamasi sonrasi 12. Saatteki canlilik ytlizdesi.

Isik uygulamasini takip eden 12. saatte doza bagli canlilik oranlari arasi farkin istatiksel
olarak 6nemli olmadig belirlenmistir (p= 0,05). Kontrolle karsilastirildiginda canlilik ytizdesi
12,5 pM dozda %18,15, 25 uM dozda % 26,03 ve 50 uM dozda %25,71 azalmistir.

12,5 pM; 25 puM; 50 puM dozlarda Zn(Il) Pc uygulanip 10 dk. Isiga maruz birakilma

sonrasl 24, Saatte elde edilen canlilik ylizdeleri Sekil 4.2 de verilmistir.
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Sekil 4.2. Isik uygulamasi sonrasi 24. Saatteki canlilik ylizdesi.

Isik uygulamasini takip eden 24 saatte doza bagh canlilik oranlari arasi farkin istatiksel olarak
onemli olmadig1 belirlenmistir (p= 0,05). Kontrolle karsilastirildiginda canlilik ytizdesi 12, 5 uM
dozda %14,58, 25 pM dozda %18,43 ve 50 uM dozda %21,80 azalmistir.
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12,5 pM; 25 puM; 50 puM dozlarda Zn(Il) Pc uygulanip 10 dk. Isiga maruz birakilma

sonrasi 48. Saatte elde edilen canlilik yiizdeleri Sekil 4.3 de verilmistir.
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Sekil 4.3. Isik uygulamasi sonrasi 48. Saatteki canlilik ylizdesi.

Isik uygulamasini takip eden 48 saatte doza bagl canlilik oranlari arasi farkin istatiksel
olarak 6nemli olmadig1 belirlenmistir (p= 0,05). Kontrolle karsilastirildiginda canlilik ytizdesi
12,5 pM dozda %19,69, 25 uM dozda %12,83 ve 50 uM dozda %7,01 fazla bulunmustur.

Bulgulara gore 1sikla aktive edilen Zn(II)Pc’ nin 12. ve 24. saatlerde K562 hiicrelerde
sitotoksik etki olusturdugu belirlenmistir. Canlilik ortalamasi en diisiik 50 pM doz grubunda
tespit edilmistir. Yiksek dozda Zn(II)Pc nin kanser hiicrelerini o6ldiirdiigii belirlenmistir.
Siireler acisindan karsilastirildiginda 12. saatte canlilik ortalamasi en diisiiktiir (1,28+0.07 ).

Ince ve ekibi tarafindan sentezlenen iki farkli cinko fitalosiyaninin (Zn(I)Pcl ve
Zn(I)Pc2) fototoksisitesinde li¢ farkli dozu kullanilmis (3.13, 6.25 ve 12.5 puM) ve ¢ farkl
dozdasikla (10, 20 ve 30 J/cm2 ) uyarim yapilmistir. Bu ¢alismada in vitro sitotoksisiteyi tespit
etmek i¢cin fare meme kanser hiicre hatti (EMT6/P) ve HeLa servikal adenokarsinoma hiicre
hatti kullanilmistir. Diistik doz Zn(II)Pcl in HeLa hiicrelerde proliferatif etki yaparken ytliksek
dozun kanser hiicrelerinde sitotoksik etki yaptig1 belirlenmistir. Benzer sekilde EMT6/P
hiicrelerde de 6,25 pM doz toksik degilken, 12.5 pM lik doz toksik bulunmustur. Calismada FDT
de Zn(1I)Pc1 icin etkin 151k siddeti de 30 J/cm2 olarak rapor edilmistir [58].

Avsar ve ark. tarafindan yapilan calismada, Ince Ocakoglu ve ekibi tarafindan
sentezlenen ZnPc radyoaktif iyot ile isaretlenerek hiicresel alim diizeyleri ve sitotoksisitesi
belirlenmistir. Calismada insan meme kanser hiicre hatti (MCF-7), ovaryum kanser hiicre hatti

(MDAH) insan epitel serviks karsinoma (HeLa), fare meme kanser hiicre hatt1 (EMT-6) ve insan
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akciger fibroblast (WI-38) hiicre hatti kullanilmistir. ZnPc nin kanser hiicrelerine (MCF-7)
aliminin normal hiicrelere (WI-38) alimindan dort kez daha yiliksek oldugu tespit edilmistir. 10-
90 uM’ ik doz araliginda uygulanan ZnPc nin sitotoksik etkisine yonelik yapilana MTT testi
sonuclarina gore; MCF-7, MDAH ve WI-38 hiicrelerde 90 uM’ a kadar toksik etki gézlenmemistir.
EMT®6 hiicreler icin IC50 degeri 50 uM ve HeLa hiicreler i¢in 35 pM olarak belirlenmistir [53].

F. Yurt ve ark. tarafindan yapilan calismada ZnPc sentezlenmis. Radyoaktif isaretli
fitalosiyanin hem serbest (ZnPc) hem de TiO; ile kombinlenmis (ZnPcTiO2), toksik etkisi
hepatoseliiler karsinoma (HepG2), kolorektal karsinoma (HT29) ve saglikli akciger (WI38)
hiicrelerinde ¢alisilmistir. Toksik etki bulgularina gore; IC50 degeri hiicre hatlarina goére, HepG2
icin 7.30 uM; HT29 icin 18.20 pM ve WI38 hiicreler i¢in 5.60 uM olarak belirlenmistir. ZnPcTiO2
icin IC50 degerleri HepG2 hiicreler i¢in 16.09 pM, HT29 i¢in 35.68 uM ve WI38 20.19 uM olarak
bulunmustur. Hiicre hatlar1 ayni molekiile farkli diizeylerde tepki vermistir. HepG2 hiicrelerde
ZnPc’ nin ZnPc-TiO2 den daha toksik oldugu bulunmustur. Calismada ZnPc toksisitesini TiO2 in
azalttigl rapor edilmistir. Diger yandan HT29hiicreleri i¢in TiO2-ZnPc, ZnPc den daha toksik
bulunmustur [59].

Cinko fitalosiyaninlerin etkilerine yonelik yapilan in vitro calismalar incelendiginde
calismada kullanilan hiicre hatlarinin tiirtine gore toksisitenin de degistigi belirlenmistir. Bu
calismada dozlar belirlenirken Ince ve ekibi tarafindan sentezlenmis Zn(I)Pc ve etkileri
calisilmis kaynaklar referans olarak alinmistir. ince ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismada 3,13;
6,25 ve 12,5 puM dozlardan 12,5 pM dozun toksik oldugu belirlendigi [58] i¢in, 12,5 uM ve
tizerindeki dozlar (12,5 pM, 25 pM, 50 pM) kullanilmistir. Calisma sonucu 151k uygulamasi
sonrasi 12. ve 24. saatte 50 pM dozda sitotoksisite olustugu belirlenmistir.

Yapilan bu calismada K562 hiicreler i¢in toksik dozun 50 pM oldugu belirlenmistir.
Calismalar goz oniine alindiginda etkin bir fotodinamik terapi icin yliksek doz uygulamak
gerekmektedir. K562 hiicreler silispanse hiicrelerdir ve yapilan literatiir c¢alismalarinda
fotodinamik terapi calismalari icin ¢ok fazla tercih edilmedigi gozlenmistir. Moosavi ve ark.
bizim ¢alismada kullandigimiz K562 hiicrelerle ¢alismislar, K562 hiicrelerin kronik miyeloid
l6seminin fotodinamik tedavinin ¢oklu hiicresel yanitlarinin degerlendirilmesi icin uygun
hiicreler oldugu ifade edilmistir. Moosavi ve ark. calismada fitalosiyaninleri TiO2 nanopartikiili
ile kombinleyerek uygulamislar ve diisiik doz ve diisiik 151k siddetinde herhangi bir hiicresel
yanit olusmadigini1 rapor etmislerdir. Yine bu calismada yiliksek dozda ve 1sikla uyarilarak
aktiflestirilen nanopartikiil fitalosiyanin kompleksinin K562 hiicrelerde megakaryosit
farklilasmasimi veya hiicre 6ltimiini indiikledikleri belirlenmistir. Hiicre 6liimiiniin, hiicre ici
ROS seviyelerinde artisa bagl oldugu ve otofajiye aracilik ettigi bildirilmistir [60].

Bizim ¢alismamizda da yiiksek doz grubunda i1s1ik uyarimina bagli ROS olusumu ve buna
bagli olarak K562 hiicrelerde sitotoksik etkinin olustugunu soyleyebiliriz. Bulgular
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degerlendirildiginde hiicrelere Zn(II)Pc verilip 1sikla uyarildiktan sonra olusan singlet oksijen
tirevlerinin ilk 12. ve 24. saatlerde etkili oldugu 48. saatte etkinin ortadan kalktig
diistiniilmektedir. Fotodinamik aktivitenin siiresi ile ilgili pek fazla ¢alisma bulunmamakla
birlikte Avsar ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada kullanilan iyot isaretli Zn(II)Pc’ nin
fotoaktivasyonu sonrasi kuantum veriminin yiiksek oldugu ve in vitro da verimin yaklasik 24
saate kadar yiiksek oldugu rapor edilmistir. ilk fotoaktivasyonda 100 olan verim 24. saate 81 e
kadar azalmistir [53]. Bu calismada etkinin ilk 12. ve 24 saatlerde daha yiliksek olmas1 48. saatte

etkinin ortadan kalkmasi kuantum verimin azalmasi ile ilgili olabilir.

4.1.2. Isiks1z Ortamdaki Canlilik Degerleri

12,5 uM; 25 uM; 50 pM dozlarda Zn(II) Pc uygulama sonrasi 1s1ksiz ortamda 12. Saatte

elde edilen canlilik ytizdeleri Sekil 4.4 de verilmistir.
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Sekil 4.4. Isiks1z ortamda 12. Saatteki canlilik yiizdesi.

Isik uygulamasi olmadan 12. saatte doza bagh canlilik oranlar arasi farkin istatiksel
olarak 6nemli olmadig: belirlenmistir (p= 0,05). Kontrolle karsilastirildiginda canlilik ytizdesi
12,5 pM dozda %8,69, 25 pM dozda %14,20 ve 50 uM dozda %19,39 azalmistir.

12,5 uM; 25 pM; 50 pM dozlarda Zn(II) Pc uygulama sonrasi 151ksiz ortamda 24. Saatte

elde edilen canlilik ytizdeleri Sekil 4.5. de verilmistir.
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Sekil 4.5. Isiks1z ortamda 24. Saatteki canlilik yiizdesi.

Isik uygulamasi olmadan 24. saatte doza bagli canlilik oranlar1 arasi farkin istatiksel
olarak 6nemli olmadig belirlenmistir (p= 0,05). Kontrolle karsilastirildiginda canlilik ytizdesi
12,5 uM dozda %10,15, 25 uM dozda %18,40 ve 50 uM dozda %31,84 azalmistir.

12,5 uM; 25 pM; 50 pM dozlarda Zn(II) Pc uygulama sonrasi 151ksiz ortamda 48. Saatte

elde edilen canlilik yiizdeleri Sekil 4.6de verilmistir.
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Sekil 4.6. Isiks1z ortamda 48. Saatteki canlilik yiizdesi.
Isik uygulamasi olmadan 48. saatte doza baghh canlilik oranlar arasi farkin istatiksel

olarak onemli olmadigi belirlenmistir (p= 0,05). Kontrolle karsilastirildiginda canhilik yiizdesi

12,5 pM dozda %19,58, 25 uM dozda %15,20 ve 50 uM dozda %21,43 azalmistir.
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Isikla uyarilmaksizin 12,5 pM; 25 pM; 50 uM dozlarda uygulanan Zn(II)Pc nin de toksik
etkili oldugu bu deney sonucu tespit edilmistir. Kontrol grubuna gore tiim doz gruplarinda
canlilik ortalamasi azalmistir. En fazla azalma 50 uM doz grubunda meydana gelmistir. Oluwole
ve ark. (2018) farkli kimyasal gruplar eklenerek suda ¢oziiniirliik 6zelligi kazanan iki farkli ZnPc
(LID) ile yaptiklar1 calismada hem karanlik hem de aydinlik toksisitesini MCF-7 hiicrelerde
arastirmislardir. Calisma sonucu ZnPcl ve ZnPcll nin karanlkta toksik olmadig yiiksek doz 80
uM dozda canlilik % 85 oldugu bildirilmistir. Isikli uygulamada ise canlilik %40-55 araliginda
belirlenmistir [61].

Elde etigimiz sonuclara gore bu calismada kullanilan Zn(II)Pc, K562 hiicrelerinde 1s18a
bagl olmaksizin da sitotoksik etki olusturmustur. Bu sonuclara gore Zn(II)Pc k562 hiicreler icin
kemoterapik ajan olarak da kullanilabilir oldugu ortaya konmustur.

Daha once yapilan calismalarda fitalosiyaninlerin farkl 1sik kaynagi ve siddetine bagh
olarak gostermis olduklar1 etkilerin degistigi rapor edilmistir. Ince ve arkadaslar1 (2016)
tarafindan c¢inko fitalosiyaninlerin kullanilarak in vitro PDT aktivitelerinin ve in vivo biyo
potansiyelinin meme kanseri, HeLa servikal kanser hiicre hatlarinda arastirildig1 calismada;
karanlikta bilesik ile 3 saat inkubasyon sonrasi, hiicreler 10-30 ] / cm? dozlar vermek i¢in
kirmizi 1s18a (660 nm) maruz birakilmistir. Calisma sonucu elde edilen deneysel bulgularda her
bir hiicre hatt1 i¢in fitalosiyaninlerin PDT aktiviteleri farklh dozlarda etki gostermesine ragmen;
en uygun 151k siddetleri 20 J/cm2 ile 30 ] /cm2 olarak tespit edilmistir [58].

Bir diger calismada Yurt ve arkadaslar1 (2017) TiO, immobilize edilmis c¢inko
fitalosiyaninin PDT aktivitelerini hepatoseliiler karsinoma (HepG2), kolorektal adenokarsinoma
(HT29) tiimori ve insan saglikli akciger (WI38) hiicre hatlar iizerinde test etmistir. Hiicreler
karanlikta PS ile 3 saat inkubasyon sonrasi 30-60-90 | / cm? ‘ lik dozlar vermek icin kirmizi 1518a
(660 nm) maruz birakilmistir. Elde edilen deneysel sonuclara gore; HepG2 hiicreleri icin en
uygun fitalosiyanin dozu 6.25 pM olarak belirlenirken, en uygun 1sik siddeti 90 J/cm2 olarak
belirlenmistir. Bu dozlarda kaydedilen en yiiksek fototoksisite oram ise %69,7 olarak rapor
edilmistir. HT29 hiicrelerinde ise fototoksik etkinin yiiksek oldugu iki farkl fitalosiyanin dozu
tespit edilirken (3.13 mM (57.32%) ve 6.25 mM (59.67%) ), en uygun 1sik siddeti 90 ]J/cm2
olarak belirlenmistir. WI38 hiicre hatti lizerinde ise ZnPc' nin diisiik afinitesi sayesinde 1s1ksiz
ortamda uygulanan PDT ile saglikli hiicrelerin korundugu rapor edilmistir. [59].

Oluwole ve arkadaslar1 (2018) ise yapmis olduklar1 suda ¢o6zilinebilen, makrosaykl
slibstitiientleri olarak imidazol (ZnPc 1) veya piridiloksi (ZnPc2) kisimlarina sahip cinko
fitalosiyaninin fotofizikokimyasal ve PDT aktivitelerini tespit etmek icin insan meme
adenokarsinom hiicre hatt1 tizerinde test etmislerdir. Sabit lazer 151k kaynagini 170 ] / cm?
siddet ile kullanarak; belirli dozlarda FS’'nin hiicreler iizerinde etkinligi incelenmistir. Yapilan

calisma sonucu elde edilen deneysel bulgulara gore; <80 uM konsantrasyonda 1siksiz ortamda
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uygulanan her iki ZnPc ¢esidinde % 85 canli hiicre ile ¢ok az bir in vitro sitotoksisite degerine
ulasilirken, 1s1k uygulamasi sonrasi ZnPc 1 aktivitesi sayesinde =% 50 hiicre dliimii degeri

kaydedilmistir [61].

4.2. Genotoksik Etki

Biyolojik etkinligi incelenmek istenen malzeme ¢alismalarinda genotoksisite yontemi
olarak one ¢cikan Komet testi; kolay, hizli, olduk¢a hassas bir test olmasinin yani sira, farkl hiicre
tipleri ve DNA hasar cesitlerini tespit icin uygulanabilirligi, en dnemli 6zelligi olarak radyoaktif
isaretleme ihtiyacinin olmamasi1 sebebiyle DNA hasar o6l¢iimiinde siklikla tercih edilen bir
yontemdir. Calismada Zn(II)Pc’ nin genetik materyale etkisi icin 151ks1z ortamdaki 12. saatteki
etkisi degerlendirilmistir. K562 hiicreler 12,5, 25 ve 50 uM Zn(II)Pc iceren soliisyon ile 12 saat’
lik inkiibe edilmis ve 12. Saat sonrasi test komet test protokolii uygulanmistir. Komet
degerlendirmesinde hiicrede meydana gelen hasar, hiicreden gé¢ eden DNA’ nin olusturdugu
kuyruk uzunluguna goére degerlendirilmektedir. Kuyruk uzunluguna gore hiicreler 5 tipte
siiflandirilir; Tip 0: Kuyruk icermeyen dairesel DNA’ ya sahip hiicre, Tip I: Kii¢iik kuyruk iceren
diisiik DNA hasarli hiicre, Tip II: Biraz daha uzun kuyruk iceren orta seviyede DNA hasarli hiicre,
Tip III: Daha uzun kuyruga sahip, yliksek seviyede DNA hasarl hiicre, Tip IV: Kii¢lik bir bas
iceren uzun kuyruklu c¢ok yiliksek hasarli DNA’ ya sahip hiicreyi ifade etmektedir. Calismada
MTT testinden elde edilen sonuglar g6z 6nlinde bulundurularak KOMET testinin maruziyet
sliresi 12 saat olarak secilmistir. 12 saat’ ik maruziyet sonrasi Genetik Hiicre Hasar indeksi
(GHI) ve Hasarli Hiicre Yiizdesi (HHY) hesaplanmistir. Hasarli Hiicre Yiizdesi Hesaplanmasi:
HHY= T,+T3+T4 formiiliine gére hesaplanmistir [63]. Genetik Hasar indeksi Hesaplanmasi ise
GHI= (T1+2xT2+3xT3+4xT4)/100 formiiliine gore hesaplanmistir [64]. GHI ve HHY’ nin 50 uM
konsantrasyonda kontrol grubuna goére onemli oranda arttigi goézlemlenmistir. GHI kontrol
grubunda % 0,46 iken 50 pM dozda % 1,51’ e ylikselmistir. HHY kontrol grubunda %12 iken 50
UM dozda %40’ a yiikkselmistir. Komet Goriintiileri sekil 7° de gdsterilmektedir.
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Sekil 4.7. Komet goriintiileri.
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5.SONUC ve ONERILER

e Bu tez calismasinda kullanimi tercih edilen Zn(II)Pc’ ler kirmizi goriintir bolgede yogun
emilim kabiliyetine sahiptir, tekli ve iiclii kuantum verimleri yiiksek ve tliclii uyarilma
durumlari uzun dmiirliidiir. Bu 6zellikler ZnPC’ leri PDT icin degerli kilmaktadir.

e Yapilan bu ¢alismada K562 hiicreler icin toksik dozun 50 pM oldugu belirlenmistir.
Calismalar goz onlne alindifinda etkin bir fotodinamik terapi i¢in yliksek doz
uygulamasi gerekmektedir.

e (alisma sonucu 1sikla aktivasyon sonrasi sitotoksik etkinin 12. saate % 73,62 oldugu
tespit edilmistir.

e Isiksiz ortamda en diisiik canlilik ortalamasi 24. saatte % 68,16 olarak bulunmustur.

e Bundan sonraki Zn (II) Pc nin hiicreler i¢in hasar mekanizmalarinin aydinlatilmasina
yonelik yapilacak calismalarda ilk 6. ve 12. saatlerdeki etkilerin calisilmasi uygun
olacaktur.

e (Calisma sonucu K562 hiicrelerde Zn(II) Pc nin karanlikta toksisitesinin ytliksek olmasi
molekilin FDT disinda da kullanilabilme potansiyeli oldugunu gostermektedir.

o Sitotoksik etki mekanizmasinin aydinlatilmasi igin oksidatif stres ve apoptotik
mekanizmalarla ilgili ¢alismalarin yapilmasi Zn(II)Pc nin miyeloyid 16semi tedavisinde
kullanilabilirligi ile ilgili 6nemli katkilar saglayacaktir.

e Elde edilen verilere gore burada kullanilan Zn (II)Pc nin, FDT icin siispanse hiicreler

cok uygun olmayip, solid tiimorler tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir.
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