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OZET

4-NIiTRO (Zn) FITALOSIYANININ MCF-7 HUCRELERDE OKSIDATIF STRES UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Kanser tedavisinde uygulanan kemoterapinin yan etkileri nedeniyle alternatif olarak
uygulanan fotodinamik tedavi (FDT) 1960’1l yillardan itibaren arastirma konusu olmustur. FDT
nin ana bilegenleri fotoalgilayici (FS), 1s1k ve oksijen olup, kanser hiicrelerinde hedeflenen bir
fotoalgilayiciya 151k verilmesiyle olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) hiicrede oksidatif stres
olusturularak kanser hiicresinin yok edilmesi yontemidir. FDT de FS olarak fitalosiyaninler (Pc)
kullanilmaktadir. Metalofitalosiyaninlerin singlet oksijen verimi oldukea yiiksek oldugundan FDT
kullanimina yonelik ¢alismalarda popiiler hale gelmistir.

Oksidatif stres bircok biyolojik ve patolojik siirecte rol oynamaktadir. Hiicreler, stres
sirasinda meydana gelen olumsuz kosullarla bas edebilmek i¢in antioksidan savunma
sistemlerini devreye sokarlar. Siiperoksitdismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GPx) enzimleri oksidatif strese karsi1 hiicrelerde birincil yanit olusturan antioksidan enzimlerdir.
FDT ¢alismalarinda Pc’lerin uygun fotoalgilayicilar olup olmadiginin arastirilmasinda singlet
oksijen verimi yaninda antioksidan enzim aktiviteleride 6l¢lilmektedir. Bu calismada tetranitro
cinko fitalosiyaninin (4-nitro ZnPc), meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7 hiicrelerdeki etkisi
SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerinin yaninda lipit peroksidasyonu sonucu olusan
malondialdehit (MDA) yan iirilin 6lciilerek incelenmistir.

4-Nitroftalonitrilin, dimetilamino etanol ¢6zgeninin i¢cinde ve ¢inko tuzu varliginda 140
°C sicaklikta 20 saat boyunca siklotetramerizasyon reaksiyonuyla sentezlenmistir. Sentezlenen
4-nitro-ZnPc 20, 30 ve 40 uM’lik iic dozu meme kanseri hiicre (MCF-7) hattina verilmistir. Isik
uygulamasin takip eden 18, 36 ve 48. saatlerde elde edilen verileri karsilastirmak icin kontrol
grubu da olusturulmustur. Sonu¢ olarak kontrol grubu ile karsilastirildiginda; SOD enzim %
inhibisyonunun 18. saatte 40 uM dozda, CAT enzim aktivitesinin 18. saatte 20 pM dozda, GPx
enzim aktivitesinin 36. saatte 40 uM dozda ve MDA’'nin 48. saatte 40 uM dozda istatistiksel olarak
onemli sekilde arttig1 tespit edilmistir. Sentezlenen 4-nitro ZnPc‘nin MCF-7 hiicrelerde oksidatif
stres olusturdugu ve meme kanseri hiicrelerinde FDT i¢in kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fotodinamik Tedavi, Metalofitalosiyanin, MCF-7, SOD, CAT, GPx, MDA

Danisman: Prof. Dr. Birgiil MAZMANCI, Mersin Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Anabilim

Dali, Mersin.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF 4-NITRO (Zn) PHTHALOCYANINE ON
OXIDATIVE STRESS IN MCF-7 CELLS

Photodynamic therapy (PDT), which is applied as an alternative due to the side effects
of chemotherapy in cancer treatment, has been the subject of research since the 1960s. The main
components of FDT are photosensors (FS), light and oxygen, and it is a method of destroying the
cancer cell by creating oxidative stress in the reactive oxygen species (ROT), which is formed by
giving light to a targeted photodetector in cancer cells. Phthalocyanines (Pc) are used as FS in
FDT. Since the singlet oxygen yield of metalophthalocyanines is quite high, it has become popular
in studies for the use of PDT.

Oxidative stress plays a role in many biological and pathological processes. Cells activate
their antioxidant defense systems to cope with the adverse conditions that occur during stress.
Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) enzymes are
antioxidant enzymes that create the primary response in cells against oxidative stress. In FDT
studies, in investigating whether PCs are suitable photodetectors, antioxidant enzyme activities
are measured as well as singlet oxygen yield. In this study, the effect of tetranitro zinc
phthalocyanine (4-nitro-ZnPc) on MCF-7 cells, a breast cancer cell line, was investigated by
measuring SOD, CAT and GPx enzyme activities, as well as the by-product of Malondialdehyde
(MDA) formed as a result of lipid peroxidation.

4-Nitrophthalonitrile was synthesized by cyclotetramerization reaction in dimethylamino
ethanol solvent and in the presence of zinc salt at 140 °C for 20 hours. Three doses of synthesized
4-nitro ZnPc 20, 30 and 40 pM were administered to the breast cancer cell line (MCF-7). A control
group was also formed to compare the data obtained at the 18th, 36th and 48th hours following
the light application. As a result, when compared with the control group; It was determined that
SOD enzyme activity increased at a dose of 40 pM at the 18th hour, CAT enzyme activity at a dose
of 20 pM at the 18th hour, GPx enzyme activity at a dose of 40 uM at the 36th hour and MDA at a
dose of 40 uM at the 48th hour. As a result, 4-nitro ZnPc caused oxidative stress in MCF-7 cells
and has the potential to be used for FDT in breast cancer.

Keywords: Photodynamic Therapy, Metalophthalocyanine, MCF-7, SOD, CAT, GPx, MDA

Advisor: Prof. Dr. Birgiil MAZMANCI, Faculty of Science and Letters, Mersin University, Mersin.
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1. GIRiS

Diinya genelinde 6liim oranlarina bakildiginda kanserden kaynakl éliimler ikinci
sirada gelmektedir. Kanser normal sinirlarinin disinda biiyliyen ve sonrasinda
organizmanin diger kisimlarina yayilabilen anormal hiicrelerin kontrol edilemeyen
cogalmalaridir. Kadinlarda en sik rastlanan kanser tiirii meme kanseridir. Kanserin
tedavisinde geleneksel olarak li¢ temel yontem kullanilmaktadir. Bunlar cerrahi yontem,
kemoterapi ve radyoterapidir. Bu yontemlerin tedavi etkinligi yaninda istenmeyen yan
etkileri de mevcuttur. Meydana gelen bu yan etkiler hastanin yasam kalitesini olumsuz
sekilde etkilemektedir.

Kanser hastaligr tedavisinde geleneksel yontemler harici kullanilan bir diger
yontem fotodinamik tedavi (FDT) dir. ilk olarak hematoporfrin’den (HpD) tiireyen
fotofrin isimli fotoalgilayicinin (FS) klinik uygulamalarina onay verilmesiyle deri kanseri
tedavisinde kullanilmistir. Diger kanser tiirlerinin tedavi i¢in kullanilabilirligine yonelik
arastirmalar giinimuizde de popiiler ¢calisma konulari1 arasindadir.

FDT, 1s18a duyarl bir fotoalgilayicinin (fotosensor) hastaya damar yolu, topikal vb.
verilmesiyle bu ilacin tiimoérli dokuda yogunlasmasinin ardindan, belli bir dalga boyunda
151k ile FS’'nin uyarilarak singlet oksijen (*02) ve diger reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
olusmasi ile ROT’un kanserli hiicreleri apoptoz ya da nekroza ugratarak oldiirmesi
yontemidir. FDT; fotoalgilayici, 151k ve oksijen olmak lizere ii¢ unsurdan meydana
gelmektedir. ilk zamanlar FS olarak kullanilan fotofrin kullanilmis ancak fotofrinlerin
aktive oldugu dalga boyunda absorbsiyon 6zelligi diisiik olmasi nedeni ile ikinci nesil
FS’ler gelistirilmistir.

Ikinci nesil FS’ler arasinda yiiksek absorbsiyon 6zelligine sahip fitalosiyaninler
(Pc) on plana ¢ikmistir. Fitalosiyaninlerin fotofiziksel 6zellikleri merkezinde bulunan
metalin varhi@ina ve tiirline ¢ok baghdir. Merkez atomu Zn?*, AI3* ve Ga3* iceren
fitalosiyanin komplekslerinin singlet oksijen iiretimin yliksek oldugu tespit edilmistir.

Planlanan bu tez ¢alismasinda merkezinde ¢inko bulunan ve hidrofobik yan grup
olan nitro grubu ile fonksiyonel hale getririlmis, tetranitro ¢inko fitalosiyaninin (4-nitro
ZnPc) FDT de kullanilabilirligi arastirilmistir. ilaveten FDT’nin meme kanseri tedavisinde
etkin bir ydntem olup olmadigini ortaya koymak icin calismada meme kanseri hiicre hatti
(MCF-7) kullanilmstir.

Fotodinamik tedavide amag fotoalgilayicinin absorbladigi 151k enerjisini oksijene



Ali UGUR, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

aktararak kanser hiicrelerinde oksidatif stres yaratmak. Hiicrede olusan reaktif oksijen
tiirleri, savunma sisteminin 6nemli pargasi olan antioksidanlarla ortadan kaldirilirlar.
Antioksidan sistemin ortadan kaldirdig1 ve daha fazla ROT birikmesiyle hiicredeki
dengenin bozulmasi durumu oksidatif stres olarak tanimlanir. Oksitatif stres
arastirmalarinda ROT artis1 veya antioksidan savunma parametreleri calisiilmaktadir.
ROT son derece reaktif ve kisa omiirlii olmasindan dolay1 direkt olarak o6l¢iilmeleri
zordur. MCF-7 hiicrelerde 4-nitro ZnPc’'nin etkisinin belirlenecegi bu ¢alismada oksidatif
stresin belirlenmesinde antioksidan enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) aktiviteleri ve oksidatif hasarin gostergesi lipit

peroksidasyonu diizeyi olan malondialdehit (MDA) miktar: 6l¢iilmustiir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Kanser

Diinyadaki en sik 6liim sebebi olarak goriilen kanser; viicudumuzun bir ¢ok bolgesindeki
hiicrelerin kontrolii olmadan biiyiimesiyle olusan bir durumdur. Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO)
2014 yilinda yayinladigi raporda, 2012 yilinda yaklasik olarak 14 milyon yeni vaka ve 8 milyon
kansere bagl 6liimle birlikte tiim tilkelerde ve tiim boélgelerde niifusu etkileyen 6énemli bir
morbidite ve mortalite nedeni olmustur. Kanser WHOQ'’ya gore, 2018 yilinda yaklasik olarak 9.6
milyon o6lime ve Oliimlerin yakalasik %17’sine sebep vermesiyle diinyada kalp ve damar
hastaliklardan sonra ikinci 6liim nedenidir. Diinyada erkekler arasinda, 2012 yilinda en sik teshis
edilen bes kanser tipi akciger (toplamin % 16.7'si), prostat (% 15.0), kolorektum (% 10.0), mide
(% 8.5) ve karacigerdir (% 7.5). Kadinlar arasinda en sik goriilen bes kanser tiirii olarak meme
(toplamin% 25.2'si), kolorektum (% 9.2), akciger (% 8.7), serviks (% 7.9) ve midedir (% 4.8)
[1,2]. Ulkemizde de kanser 6liim nedenleri arasinda ikinci siradadir. Fakat diinyada her alti
6liimde birine sebep olan kanser, Tiirkiye’de bes éliimden birine sebep olmaktadir. Ulkemizde
erkekler arasinda birinci sirada olan kanser tiirti akciger (% 21) iken kadinlarda ise meme
kanseri (% 24.7) birinci sirada olup tanisi konulan her dort kadin kanserinden biri meme

kanseridir [3].



Ali UGUR, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

Tablo 2.1. Biitiin yas gruplarindaki erkeklerde en ¢cok goriilen kanserlerin bu grup

icindeki yuzdelik dagilimlar (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2015)

Trakea, Brong Akciger I 210
Prostat | 129
Kolorektal | .G
Mesane [N .1
Mide NN -2
Mon-Hodgkin lenfoma [ 2.8
Bibrek ([N 2.8
Tiroid [N 2.7
Larinks [EE 2.7
Pankreas [ 73

0. 5.0 10u0 15.0 20.0 25.0

Tablo 2.2. Biitiin yas gruplarindaki kadinlarda en ¢ok goriilen kanserlerin bu grup icindeki
ylizde dagilimlar (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2015)

Meme NI .
Tiroid (N 1.1
Kolorektal I = 3
Uterus Korpusu [ 5.5
Trakea Brons Akciger I .1
Mide N 3.7
Over [N 3.5
Non-Hodgkin lenforna [ 2.8
Uterus Serviksi [ 2.5

Beyin, sinir sistemni [l 2.1

0.0 5.0 10.0 15.0 20,0 250 30.0

Kanserin risk faktorleri arasinda en 6nemli olarak; tiitiin kullanimi (diinya da kanserle
Olenlerin yaklasik % 22'sinden titiin sorumludur), obezite, yeterli meyve ve sebze

alinamamasina bagli sagliksiz beslenme, az fiziksel aktivite, alkol, cinsel yolla bulasan human

4
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papilloma virus (HPV) enfeksiyonu, hepatit veya diger kanserojen enfeksiyonlarla olusan
enfeksiyon, radyasyon, hava kirliligi yapilan ¢calismalarda gosterilmistir. Bu risk faktorlerinden
kacginarak kanser yiikiinii %30-50 oraninda azaltabiliriz [4]. Gliniimiizde kanser tedavisinde
kullanilan cerrahi yontem, kemoterapi ve radyoterapi en sik kullanilan yontemler olarak
bilinmektedir. Bu yontemlerin bulanti, kusma, sa¢ dokiilmesi, kemik iliginde hasarla olusan kan
hiicreleri bozukluklari, siddetli halsizlik, deri bozukluklar1 vs. gibi bir¢ok dezavantajlari
bulunmaktadir. Bu dezavantajlarin olmadig1 ya da en disiik seviye de olan kanser tedavi
yontemleri arastirilmakta ve gelistirilmeye calisilmaktadir. Fotodinamik tedavi (FDT) yontemi,
kanser tedavisinde geleneksel yontem tedavilerindeki dezavantajlarinin olmamasindan dolayi

alternatif bir kanser tedavisi olarak bulunmustur [5].

2.2. Fotodinamik Tedavi

Fotodinamik tedavi (FDT), oksijenin varliginda belirli bir dalga boyunda goriiniir 151k
tarafindan fotoalgilayicilarin (FS) uyarilmasiyla reaktif oksijen tiirlerinin (ROT), 6zellikle singlet
oksijenin (*02) iiretilmesine yol acar. Bu ROT, fotoalgilayicilarinin dokulara lokalizasyonuna
baglh olarak hiicresel ve vaskiiler etkilere aracilik eder ve hedef hiicreler tizerinde dogrudan veya
dolayl sitotoksik etki ile sonuglanir. FDT sadece istenilen tiimoral Kitleyi hedef olarak yok etmeyi
ve boylece normal dokulara verilen hasari en aza indirmeyi amac¢lamaktadir. FDT 'nin bilesenleri
olarak oksijen, 1s1k ve FS kendi baslarina zararsizdir fakat kombinasyon halinde bulunduklari
hiicrelere ve dokulara karsi ciddi bir toksisite gosterir [5,6].

Fotokimyasal olarak; fotoalgilayicisi kirmizi 1sik enerjisini absorblayarak uyarilmis
singlet hale gecer ve hizla triplet hale doniisiir. Fotoalgilayicis1 triplet durumunda (1
milisaniyeden 1 saniyeye kadar) singlet durumuna (~10 nanosaniye) gore daha uzun stire kalr
ve singlet oksijenin olusumuna neden olur. Fotoalgilayicinin singlet halde kalmasi ile ROT
olusumu saglanamaz, fotoalgilayici bu durumdan floresans yaparak temel durumuna doner,
ancak triplet haldeyken enerjisini oksijene vererek singlet oksijen ve ROT olusumunu saglar.
Daha sonra fosforesans yaparak temel durumuna doner ve baska bir fotonu absorblayarak
dongliyii devam ettirir. Fotoalgilayicisinin enerjisini aktarmasiyla olusan singlet oksijen veya
hidroksil radikalleri (OH") ¢ok reaktiflerdir ve cok kisa bir 6mre (0,04 mikro saniye) sahiptirler.
Cok kisa 6miirleri oldugundan uzaklara yayilamadan ¢ok kiiciik bir alanda (0,02 pm) lokal olarak
etki gosterirler. Singlet halden triplet hale doniisiimii sistemler arasi gecis (ISC) olarak bilinir.
Fotoalgilayicisi temel durumuna doniisiinde enerjiyi ya 1s1 olarak ya da floresans ve fosforesans
seklinde 1s1k sacarak yapar. Reaktif oksijen tiirlerini tiireten iki tip mekanizma vardir; Tip [ ve Tip
[I. Tip I'de ROT olusumu saglanirken, Tip II'de singlet oksijen olusumu gerceklesir. Genel olarak

hiicrede oksidatif hasarin nedeninde singlet oksijenin anahtar rol oynadig: bilinmekte olup FDT
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sirasinda Tip Il mekanizmasinin daha baskin bir rolii oldugu bilinmektedir. Reaktif singlet oksijen
hedef dokuda vaskiiler endotele, hiicrede ise membranlarina saldirarak oksidatif hasara sebep
olur. Singlet halde olan oksijenin 6mrii kisa olmasindan dolay1 hasar ¢ok sinirlandirilmis ve daha

uzaktaki saglikli doku etkilenmez [7-10].

| Tip1 mekanizma |

Elektron Transfer
Serbest radilal ohsumu

Uyanims hal i
51 A Sistemler arasi gecls | /
W[ Oqumipehhal | | Fototoksisite |
| —
m m 0,
Horesans Fosforesans | Tip2 mekanizma |
l Enen tranden
\d \,
S0 0,
fomelhal |

Sekil 2.1. Sistemler arasi gecis (ISC) [7,8]

Olusan singlet oksijen ve ROT un biyolojik etkileri birincil olarak hiicresel ikincil olarak
vaskiler hasara sebep olarak etki gosterirler. Topikal yontemle uygulanan FDT’de birincil etki
olan hiicresel zarar fazla iken sistemik yontemle uygulanan FDT'de ikincil etki olan vaskiler
sisteme olan hasar daha fazla goriilmektedir. Hiicresel hasar olarak FS'nin hiicre ici
lokalizasyonuna bagh olarak, mitokondri, lizozomlar ve endoplazmik retikulum gibi hiicre
organellerinde hasar meydana gelirken DNA, tiyol grubu iceren proteinler ve membran lipidleri
birincil olarak hedeftir. Erken gozle goriiliir 61diiriicii hasar, lipit peroksidasyonunun bir sonucu
olarak hiicre zar1 hasarlarindan olusur ve bunun sonucunda hiicre lizisi olusur. Vaskiiler sistem
hasari, vazokonstriksiyon ve kan stazi ile tiimor iskemisine neden olarak, dendritik hiicreler ve
notrofiller gibi 1okositleri ¢eken akut bir enflamatuar yanit liretip nekroza neden olan bir
durumdur [5,11].

Fotodinamik tedavinin diger kanser tedavilerine gore avantajlari arasinda yiiksek timor
seciciligi ile tiim organizmayi etkilememesi, bagisiklik sisteminin zayiflatilmasindan ziyade daha
fazla glgclendirilmesi, 151k olmadiginda toksik olmamasi, kiimiilatif toksisite olmaksizin ayni

tiimore tekrarl tedavi yapma olasiligl, non-invaziv bir yontem oldugundan yara izi birakmayan
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ve kanserojenik olmamasini sdylenebilir [12,13].

Tarihsel olarak bakildiginda; FDT Lipson ve Baldes'in hematoporfirin (HpD) tiirevi olarak
adlandirilan porfirinin tiimoral dokularina verilmesiyle ultraviyole 1sik 1sinlamasi altinda
floresan olabilecegini bildirmesinden sonra 1960'larda sekillenmeye baslamistir. Resmi olarak
ilk kez 1970'li y1llarda Schwartz tarafindan hazirlanan porfirin kompleksinin tiimér dokusu i¢in
daha iyi bir afinitesi ve ham HpD’ye gore daha giiclii fototoksisiteye sahip oldugu bulunmus, hem
klinik oncesi hem de klinik g¢alismalarda porfirin tiirevlerinin fototerapotik potansiyelini
arastirmak icin erken calismalar hizla genisletilmistir. Dougherty tarafindan sentezlenen ilk
fotoalgilayici Photofrin, Amerikan Yiyecek ve ila¢ Yonetimi Dairesi (FDA) yoénetmeliklerine gore
tiretilmis klinik kullanim i¢in onaylanmigtir. Ilk ticari fotoalgilayici olarak 1993 yilinda Kanada,
mesane kanseri i¢cin klinik kullanimimi onaylamis ve daha sonra 1995 yilinda ABD de porfirin
tiirevi fotoalgilayicilarin bazi kanser tiirlerinin (6zofagus ve akciger) tedavisinde kullaniminm
onaylamistir. Ardindan Japonya, Hollanda ve diinyadaki diger gelismis iilkelerin diizenleyici
otoriteleri tarafindan onaylanarak yayginlasmustir. ilk olarak ézafagus, cilt, bas ve boyun ve
akciger kanserlerinin tedavisi i¢cin FDT uygulanmistir [14,15].

Fotodinamik tedavi uygulamasi giinlimiizde malign ve benign tlimoral Kkitlelerin
tedavisinde uygulanmakta ve bugiine kadar ¢ok sayida tedavilerde kullanim alani bulmustur. Bir
cilt hastalig1 olan Bowen hastalig1 icin Robinson ve arkadaslari iki hasta tizerinde 500’e yakin
lezyonu FDT ile tedavi etmis ve 6 ay takip edilen hastalarda niiks olmadig1 tespit edilmistir. FDT
bu lezyonlarin tedavisinde kullanilan geleneksel yontem olan sivi nitrojenle kriyoterapiye gore
¢ok daha iyi sonug¢ almistir [16]. Deri kanserinin bir tiirii olan bazal hiicre karsinomu tlizerinde
FDT uygulamasi yapan pennigton ve arkadaslar1 21 yiizeysel karsinom da % 100 erken klinik
yanit alindigini, karsinomlarin histopatolojik degerlendirmesinde % 50 sinde rezidiiel tiim6riin
saptandigini ve baska calismalarda ikinci bir FDT’nin uygulamalarinda daha iyi bir sonug
alacaklarii bildirmislerdir. Birgok cilt kanseri tiirleri tizerine yapilan FDT’de olumlu yanitlar
alindigi ¢alismalar bulunmaktadir [17]. Pamukkale iiniversitesinde ratlarla yapilan FDT
calismasinda walker 256 meme kanseri hiicre hatti ile olusturulan tiimoéral dokunun boyutunun
kiiguldiigliniin takibinde ise tiimoriin zamanla kayboldugu gozlemlenmistir [18]. Bugiine kadar
yapilan FDT calismalarina bakildiginda daha ¢ok ytizeyel tiimoéral kitleler lizerine calisilmis
oldugunu, endoskopik 1siklarin kullanimi ile i¢ organ kanserlerinin tedavisinde de uygulamalarin
artacag distiniilmektedir.

FDT, fotoalgilayici, 151k ve oksijen gibi li¢ temel bilesenden olusan tedavi yontemidir.
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2.2.1 Fotoalgilayici

Fotodinamik tedavinin kimyasal ajan1 olan fotoalgilayicilar kritik bir 6neme sahiptir.
Tedavinin genel etkinligi biiyiik 6l¢ciide fotoalgilayicilarin davranisina baghdir [19].

Ideal bir FDT fotoalgilayicisinin 6zellikleri sunlardir;

* Tek tip bir tiir olmali izomer karisimi olmamalidir,

* Hedeflenen doku ve hiicrelere karsi secici 6zelligi olmalidir,

» Karanlikta toksisitesi olmamali yada ¢ok diisiik toksisite gostermeli, 1sikta ise yiiksek
fototoksisite gdstermelidir,

 lyi bir 151k gecirimi icin yiiksek absorbsiyona sahip olmaldur,

* Viicuttan hizli bir sekilde atilmasi gerekmektedir,

* Yiiksek fotokimyasal reaktiviteye ve yiiksek kuantum verimine sahip olan uzun émiirli
triplet seviyeye sahip olmaly, yeterli singlet oksijen tiretmelidir,

¢ Safve kolay tiretilmeli, ayrica uzun depolama icin yeterince kararl olmahdir.

Isik enerjisini absorblayarak kimyasal enerjiye doniistiiren fotoalgilayicilar ilk olarak
1970’lerde ilk jenerasyon FDT ilac1 olarak hemaglobinin par¢alanmasiyla olusan hematoporfirin
tiirevi photofrin kullanimiyla baslanmis fakat bu fotoalgilayici etkili olmasina ragmen, en aktif
oldugu dalga boyunda diisiik siddetli absorbsiyona sahip olmasindan dolay1 ve 1s183a karsi
hassasiyeti dusiikligiinden ikinci nesil FDT ilaclarinin arastirilip gelismesinin gerektigi
gorilmiistiir. Ikinci nesil FDT fotoalgilayicilart olarak; porfirin tiirevi olan visudyne, klorofil
tiirevi olan foscan ve en ¢ok yer bulan Pc-4 gibi fitalosiyanin tiirevleri sdylenebilir. ikinci nesil
fotoalgilayicilar, yapilarinin belirli ve iyi karakterize edilmis olmasi, tedavinin oldugu dalga boyu
bolgesinde (650nm - 800nm) yiiksek absorbsiyon yapmasi, daha diistik toksik etkilerinin olmasi
ve kimyasal modifikasyon kolayligi gibi bir dizi avantajli 6zellige sahip olmasi sebebiyle FDT i¢in
uygun fotoalgilayicilar olarak timit vaat etmektedir [15,19].

Bunlarin icinden fitalosiyaninler (Pc), FDT i¢in fototoksik ilaclar olarak en ideal ikinci
nesil fotoalgilayicilar arasindadir, ¢linkii yiiksek 151k absorbansi, yliksek kimyasal stabilite ve ISC
tizerine yiiksek ROT firetimi verimliligine sahiptirler. Fitalosiyaninlerin porfirinlerden farki,
porfirinde yalmiz bulunan herbir pirol halkasina eklenen benzen halkasina sahip olmalaridir.
Bunun icin de daha ¢ok kirmizi 1s518a dogru kayma egilimi gosterirler. Porfirinler yaklasik 400 nm
de yogun absorbsiyon gosterirken Pc’ler 650- 800 nm dalga boylarinda yogun bir absorbsiyon
gosterirler. Isigin kirmizi dalga boyuna dogru kaymasinin avantaji, doku penetrasyonunu

arttirarak derin yerlesmis tiimorlere uygulamada avantaj saglamaktadir [20].
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Sekil 2.2. a) Porfirin halkasi b) Fitalosiyanin halkas1 [20].

Fitalosiyanin molekiiliiniin merkezindeki iki adet hidrojen atomunun hemen hemen
metallerin tamamina yakimi ile yer degistirmesiyle bircok metalli fitalosiyanin (MPc)
sentezlenmistir. Fitalosiyaninlerin fotofiziksel 6zellikleri merkezde bulunan metalinin varligiyla
ve tiirliyle ¢ok iligkilidir. Fitalosiyanine baglanan metal ISC'i arttirarak triplet haline déniisiim
olasiligini arttirir. Dis kabuklarindaki orbitalleri dolu diyamanyetik metal iyonlar (Znz+, Al3+ ve
Ga3+) iceren fitalosiyanin tiirlerinin singlet oksijen verimleri yiiksektir. Ozellikle agregasyonu
azalttigr ve ytliksek uzun omiirlii triplet durum yaratarak singlet oksijen tiretimini de arttirdig
icin bu diamanyetik iyonlu fitalosiyaninler FDT icin daha ¢ok tercih edilmektedirler [6,21,22].
Ozellikle merkezinde Zn?* iyonunu iceren Pc’lerin d orbitalinde 10 elektronlu konfigiirasyonu
nedeniyle daha yogun bir kirmizi gériintir bolge emilimiyle genis bir sekilde FDT de calisiimistir
[23].

Son zamanlarda, FDT de fotoalgilayici olarak fitalosiyaninlerin biyolojik etkinliklerini
artirmak, FS'nin hedef kitlesini hedeflemesi ve hedefte birikmenin saglanmasi icin cesitli
proteinler, peptidler, oligoniikleotidler ve monoklonal antikorlar konjuge edilmektedirler.
Bundan dolay, tiirevlenebilerek sentezlenmis olan ve fonksiyonel amino grubu igceren asimetrik
cinko fitalosiyanin (ZnPc), kanser hiicrelerinin ekstraselliiler olarak ytliksek derecede salgilandigi
matriks metalloproteinaz (MMP) enzimlerinin substrati olacak bir peptid dizisi ile konjuge
edilmistir. Bu nedenle MMP enzim substrati olacak peptid dizileriyle konjuge edilen fitalosiyanin
tiirevleri istenen hedefe yonlendirilmistir [24,25].

Periferal halkalarina siibstitiisyon yapilmamis Pc’lerde, makrohalkalar arasindaki
yakinligindan dolay1 molekiil ici etkilesimler fazla olur bu nedenle pek ¢ok organik coziiciide
coziinmez ve bu nedenle kullamim alanlar1 kisitlanir. Periferal pozisyonlarda siibstitiisyon
yapildiginda, fitalosiyaninlerin konjuge 18-m elektron iceren halkalar arasindaki uzakligim
artirarak c¢oziiniirliikklerini arttirmis olurlar [26]. Yapilan c¢alismalarda lipoproteinlerin

hidrofobik gruplar hiicre icine aliminda rol oynadigini1 gostermis, bundan dolay1 hidrofobik bir
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grupla siibstitiite edilen ZnPc’'nin hiicre i¢i aliminda daha kolaylik saglandigi bilinmektedir
[27,28]. Siibstitiite edilecek grubun ayni zamanda organik bilesiklerle afinitesi de 6nemlidir.
Hidrofobik bir grup olan nitro grubu, tibbi kimyada ¢ok yonlii ve benzersiz bir fonksiyonel grup
olarak kabul edilmekte olup molekiiller icinde lokalize elektron eksikligi olan yerler olusturan ve
proteinler, amino asitler, niikleik asitler ve enzimlerle etkilesime giren giiclii bir elektron cekme
kabiliyetine sahiptir [29]. Bu nedenle nitro FDT de etkinligi arttirmada Pc’lere siibstitiite edilmek

icin uygun bir grup olacag diisiiniilmektedir.

2.2.2. Isik

[s181n terapotik etkisinin oldugu binlerce yildir bilinmekte olup tek basina ya da kimyasal
bilesiklerle birlikte tedavi edici olarak uzun bir siire kullanildig1 bilinmektedir [30,31, 32]. Isik,
FDT'nin ii¢ ana bileseninden biridir ve optimizasyonu FDT'nin performansi lizerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. FDT'nin kalbi olarak isik kaynaginin segilmesi, fotoalgilayicinin hangi dalga
boyunda yiiksek aktivasyon gdsterdigi ve absorbsiyon zirvesine, tiimorlerin yeri ve tipine ve 151k
dozu dagitimina baglidir [33]. FDT de penetrasyonun daha fazla oldugu 650-780 nm olan goriiniir
spektrumun kirmizi bélgesi tercih edilir. Fitalosiyanin, naftalosiyanin, benzoporfirin gibi porfirin
tlirevi yapilar bu dalga boyunda yiiksek 1sik emme katsayisina sahip olup yiiksek oranda ROT
olustururlar [34]. FDT de derin tiimorlere erismek penetrasyonu artirmak igin yliksek enerjili
151k kaynag1 (Lazer) kullanmak gerekir, fakat hiicre kiiltlirii deneylerinde 151k hiicreye direkt
geleceginden bu dalga boyundaki led 151k kaynakalarida yeterli ROT olusturulacag
diistiniilmektedir. Yapilan calismalarda tiimoral kitlelere verilen 15181n giicii 50-150 joule/cm?,

hiicre kiltiirtinde kullanilan 1s1k giicii 2-25 joule/cm? olarak bildirilmistir [13,34,35].

2.2.3. Oksijen

Biyolojik sistemde en bol molekiil olan oksijen, hayatimizin vazgecilmezi iken ayni
zamanda yipranmamizin, yaslanmamizin hatta 6lmemizin de sebebidir. Yiiksek konsantrasyonlu
oksijenin canlilar tizerindeki patofizyolojik hatta oldiirticii etkisi uzun zamandir bilinmektedir
[36]. Aerobik organizmalar, devamli olarak metabolik siirecte molekiiler oksijenden tiirevlenen
serbest radikaller veya ROT olarak adlandirilan molekiilleri iiretirler. ROT en dis orbitalinde bir
ya da birden fazla esi olmayan elektron tasiyan, yiiksek enerjili atom veya molekiller olarak
bilinmektedir [37,38]. Hiicrelerde metabolik faaliyetler icin gerekli olan oksijenin %901

mitokondride oksidatif fosforilasyon esnasinda kullanilir. Mitokondrilerde kullanilan oksijenin

10
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%1-3"ti ROT’lara déntisturulir [39].

2.3 Oksidatif Stress

Reaktif oksijen tiirlerinin, savunma sistemi olan antioksidanlardan fazla miktarda
olusmasiyla oksidatif denge ROT lehine ¢evrilir. ROT lar hiicrelerin membranlarindaki lipidlerin
peroksidasyonuna neden olarak, membranin gecirgenliginin bozulmasina, hiicre icinde iyon
dengesinin bozulmasina, makromolekiil olan proteinlerin, karbonhidratlarin, DNA ve RNA
molekiillerinin yapisini1 bozarak bir¢ok hasara ve hastaliklarin olusumuna neden olmaktadirlar.
Bu durum oksidatif stres olarak adlandirilir. ROT bir veya daha fazla esi olmayan elektron iceren
molekiiller olup, yiiksek kimyasal aktivite isteklerinden dolay1 hiicre i¢i makromolekiiller
yapilarinin hasarina neden olurlar. Metabolizmada ROT iretimi ve notralizasyonu ile
antioksidanlar arasindaki denge ¢cok hassastir ve eger bu denge ROT'un daha fazla tiretimine daha
baskin ise hiicreler oksidatif stresin sonu¢larina maruz kalmaya baslar [40]. Hiicre organellerinin
membranlarinda yapi tasi olarak bulunan lipitler serbest radikallere c¢ok duyarhdirlar ve
bunlarala reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna ugrarlar. Lipit peroksidasyonu sonucu
malondialdehit (MDA) ve bir ¢ok toksik yan tiriinlerin ortaya c¢ikar ve zarali olan bu yan tiriinler
ikinci bir etki mekanizmasi gibi hareket eder ve {liretildigi alan disinda daha uzak alanlarda
etkilerini gosterirler. Doymamis bag ve yapisinda stilfiir olan makromolekiiller ROT ile daha
ylksek reaktiviteye sahiptirler, bundan dolayi, triptofan, tirozin, histidine, fenil alanin, metionin
ve sistein amino asitlerini sahip proteinler serbest radikallerle daha kolay olarak reaksiyona
girerler ve yapisal fonksiyon ve enzim aktivitesi bozuklugu meydana getirirler [41]. DNA ile
reaksiyona giren serbest radikaller, karbonhidratlardaki hidrojen atomlarinin artmasina veya
azalmasina sebep olabilir. Ozellikle pirimidin bazimin C4 ile C5 arasindaki cift bagi hidroksil
radikalinin saldirilarina karsi ¢ok hassas olup saldirilar sonucunda urasil glikol, iire kalintisi,
timin glikol, 5-hidroksideoksiiiridin, 5-hidroksideoksisitidin ve hidantoin gibi hasar yan tiriinleri
olusur. Ayni sekilde piirin bazlar1 da hidroksil radikal saldirilarina kars1 duyarhdir. Hidroksil
saldirilar1 sonucunda ise 8-hidroksi deoksiguanozin, 8-hidroksi deoksiadenozin ve
formamidopirimidin yan iiriinlerinin olusumuna neden olarak hiicre apoptozuna ve DNAnin
par¢alanmasina neden olur [42]. Karbonhidratlar ile de reaksiyona giren serbest radikaller,
karbona bagl hidrojen atomlarindan birini ¢ikararak karbon merkezli radikal tiretirler. Bunlar
hiicre dis1 matriksin ana yapisi olan hyaluronik asit gibi dnemli molekiillerde zincir kirilmalarina
sebep olur [43]. Oksidatif stres’in yapmis oldugu bu hasar durumunu, FDT ile tiimoral kitlelere
ve kanser hiicrelerine uygulanarak yok edilmek istenmesi, oksidatif stres’in metabolizma icin

olan dezavantajli durumunu avantaja ¢evirmistir.
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Metabolizmada ROT’un belirli diizeydeki varligi, metabolik faliyetlerde zararlarinin
yaninda bir¢ok yararh olaya da etki etmektedir. Oksidatif stresin yararlarina 6rnek olarak;
salinim sistemini uyarmalari, fagositoz yaptirarak enfeksiyonlar1 6nlemeleri, iyonlarin tasinmasi,
sitotoksik lenfositler ve makrofajlarin kanser hiicrelerinin o6lduriillmesi, sitokrom p450
tarafindan ksenobiyotiklerin, uzaklastirilmasi, ATP {retimi, hiicre gelismesi ve diisiik
konsantrasyonda mitojenik yanitlara neden olmalari ve gen transkripsiyonu gibi yasamsal 6nemi
olan faliyetlere yardimci olmalar1 sOylenebilinir [43-46]. Son yillardaki calismalarda yara
yerindeKki tUretilen ROT’larin, mikrovaskiiler sistemin yenilenmesine aracilik ederek yara yeri
iyilesmesine yardimci olduklarini gostermistir [47]. Bir insan hiicresinin giinliik olarak hidroksil
radikal ve diger ROT lar tarafindan hedeflenerek oksidatif strese maruz kalma ortalama sayisi
105 defa oldugu tahmin edilmektedir [48]. Normal siirecteki metabolik faliyetlerle ve dis kaynakl
(sigara, alkol, hava kirliligi, radyasyon, toksik kimyasallar vs) etkenlerle olusan ROT’lar, savunma

sistemi olan antioksidanlarla yok edilmeye calisilir.
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Sekil 2.3. Oksidatif Denge

Antioksidanlar; endojen ve eksojen kaynakli olmakla birlikte enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olarak da simiflandirilir. Antioksidanlarin dort farkli mekanizma ile etki
gosterirler. 1. Temizleme etkisi; serbest radikallerle etkilesime girerek radikallerin tutulmasini
ya da daha zayif bir haline donistiirerek etkisizlestirilmesidir. Antioksidan enzimler ve
mikromolekiiller temizleme etkisini kullanir. 2. Baskilama etkisi; serbest radikallere hidrojen
atomu vererek zararsiz hale getirmek ya da reaksiyon hizlarinin azaltilmasidir. Vitaminler ve
flavonoidler baskilama etkisini kullanir. 3. Onarma etkisi; serbest radikallerin geri doniistimu
olabilecek lipit, protein ve DNA gibi yapilarda olusturduklari hasarlarin onarilmasidir. 4. Zincir
kirici etkisi; serbest radikalleri tutarak, yeni radikallerin olusumuna yol acacak zincirleme
reaksiyonlarinin engellenmesidir [49,50]. Enzimatik olmayan antioksidanlarin bir kismini
disardan alirken, enzimatik olan antioksidanlar1 organizma hiicresel diizeyde kendisi liretir.
Organizmanin serbest radikallere karsi iirettigi birinci basamak enzimatik antioksidanlar
sliperoksit dizmutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidazdir (GPx). Enzimatik olmayan
antioksidanlarin da oksidatif streste 6nemli bir yeri vardir. Bunlar ise A, C ve E vitaminleri, fenolik
maddeler, resveratrol ve flavonoid tiirleri olan kuersetin ve katesindir. Oksidatif stresin ortaya
konmasi i¢in bilimsel ¢calismalarda en ¢ok ¢alisilan enzimatik antioksidanlar olarak SOD, CAT ve

GPx enzimleri ve lipit peroksidasyonu sonucu olusan Malondialdehit (MDA) yan triinidir
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[51,52].

2.3.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz serbest radikallere karsi metabolizmay1 korumada ilk savunma
hattini olusturur. SOD stiperoksit radikalini (O2~) hidrojen peroksit (H.02) ve molekiiler oksijene

(02) katalizleyen endojen enzimatik bir antioksidandir [53].

SOD

02+ 02 + 2 Ht == 0: + H:0:

Bu tepkime, superoksit radikalinin anyon ve katyon formlarinin ayni oranda bulundugu
pH'inin 4,8 oldugu ortamda tepkime kendiliginden olur. Fakat organizma pH'nin 7,35- 7,45
oldugundan dolay1 bu reaksiyon istenilen pH seviyesi olmadigindan ¢ok daha yavas olusacaktir.
Tepkimede SOD enzimi oldugunda pH’in en az 7,4 oldugu kosullarda iken bu reaksiyonu enzim
dért kat daha hizlandirir [54]. insanlarda SOD’un ii¢ farkli ¢esidi bulunur. Bunlardan bakir (Cu)
ve ¢inko (Zn) iceren siiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD) sitozolde, lizozomda ve niikleer
bolmelerde bulunur. Amniyotrofik Lateral Skleroz (ALS), Gen Mutasyonlar1 ve Down sendromu
gibi durumlarda etkindir. Manganez (Mn) iceren siiperoksit dismutaz (Mn SOD) mitokondride
bulunur. Timér olusumu, hiicre farklilagsmasi ve pulmoner toksisite ile baslayan hipokside
etkindir. En son kesfedilen ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC SOD) hiicre dis1 sivilarda ve
ozellikle damar duvarlarinda bulunur. Hipertansiyon, ateroskleroz, koroner arter hastaliklari,
diyabet ve iskemi/reperfiizyon hasari gibi vaskiiler kaynakl hastaliklarin patogenezinde énemli
bir etkinligi vardir [55]. SOD seviyesinin diismesi ile ROT olusumu artar. Yaslanma ile birlikte
SOD seviyeleride azalir. Bagisiklik sistemini koruyarak giinliik SOD destegini saglayabilir,
hastaliklara yakalanma sansini ve yaslanma siirecini azaltabilir, SOD kaynaklar1 olarak lahana,

briiksel lahanasi, brokoli, bugday ¢imi ve arpa ¢imi gosterilebilir [56].

2.3.2. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi hiicrede peroksizomlarda bulunmaktadir [57]. Katalaz (CAT), dort benzer
alt birime tetramerik yapida protein yapiya sahiptir. Herbir polipeptit alt birimi tek bir

ferriprotoporfirin icerir [58]. CAT, oksijeni kullanan hemen hemen tiim canli dokularda bulunan
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yaygin bir antioksidan enzimdir. Enzim, kofaktor olarak demir veya manganez kullanir ve
hidrojen peroksidin (H202) suya ve molekiiler oksijene indirgenmesini kataliz ederek, SOD
tarafindan baslatilan stireci tamamlar. Son derece hizli ¢calisan bir enzimdir milyonlarca hidrojen

peroksit molekiiliinii bir saniyede parcalayabilir [59,60].

CAT

2H202 [ —— HZO + 02

Serbest radikal olmadigi halde ROT olarak kabul edilen H;0, serbest radikal
biyokimyasinda kritik bir rol tistlenmistir. Bunun nedeni H,0, demir iyonu (Fe+2) veya diger gecis
metallerinin varliginda Fenton reaksiyonuna girerek, stiperoksit radikalinin varliginda ise Haber-
Weiss reaksiyonuna girerek hidroksil radikali (OH*) olusur. Hidroksil radikali ise en reaktif ve

zarar verici bir serbest radikaldir [61].

1) Fe3++ 0, === [Fe2++ 0,

2) Fe?* + H,0; === Fe3++ OH*+*OH- (Fenton reaksiyonu)

02 + H,0, s======= (), + QH*+*OH- (Haber-Weiss reaksiyonu)

Hidrojen peroksitin diisik konsantrasyonlari, bir¢cok fizyolojik siireclerin
diizenlenmesinde rol oynar fakat yliksek konsantrasyonunda hiicreye ¢ok zarar vermektedir. Bu
ylizden birinci basamak antioksidan enzim gorevi olan CAT, H20; artis1 ile yogunlugunu arttirarak
saniyede milyonlarca H,0;'yi pargalar [51]. Katalaz, her bir alt biriminde birer tane NADPH ve
hem grubu iceren 4 protein alt birimden olusmaktadir. Katalaz H,0,'yi su ve oksijen molekiiliine

indirgemede elektron kaynagi olarak NADPH’1 kullanir [62].

2.3.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, mitokondride ve sitozelde lipit peroksitlerini alkollerine, katalaz
enziminin yaptig1 gibi hidrojen peroksiti de su ve oksijen molekiiliine ¢evirir. Katalazdan farki ise

elektron kaynagi olarak glutatyonu (GSH) kullanir. Hidrojen peroksiti indirgeyerek suya,
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glutatyonu ise oksitleyerek glutatyon disiilfite (GSSG) c¢evirir. Okside olan glutatyon, glutatyon

rediiktaz (GR) enzimi varliginda tekrar rediikte glutatyona donerek dongiiyti tamamlar [51,63].
GPx

2H20; + 2GSH e GSSG + 2H20

Glutatyon peroksidaz enziminin bilinen 8 cesidi bulunmakta olup, cogu da selenyum
atomunu (Se) kofaktér olarak kullanir. Bundan dolayr selenyum eksikliginde glutatyon
peroksidaz yetersizligi goriiliir. GPx1 en cok bulunan tipidir ve neredeyse tiim hiicrelerde, GPx2
gasrointestinal sistemde bulunan hiicrelerde, GPx3 bébreklerde ve ekstraseliiler sivilarda
bulunur. GPx4 monomer birimli, fosfolipid hidroperoksitleri parcalayan tek GPx enzimidir. GPx5,
GPx6 tiplerinin farki selenyumu kullanmamalaridir. GPx7 ve GPx8 tipki GPx4 gibi monomer
yapida olup selenyumdan bagimsiz olarak islev goriirler. GPx 1-2-3-5 ve 6 tiplerinin yapisi

tetramerik yapidadir [64,65]

2.3.4. Malondialdehit (MDA)

Hiicre membraninda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglarina saldirarak
kolay bir sekilde reaksiyona giren ROT, zincirleme bir reaksiyon serisi ile lipit peroksidasyonunu
olusturur. Zincirleme ilk olarak ROT’'un membrandaki doymamis yag asidi zincirlerinden
hidrojen atomlarin1 kopartarak yag asidi zincirinin bir lipid radikali (L*) olmasi ile baslar.
Sonrasinda lipid radikallerinin oksijenle reaksiyona girmesi ile lipid peroksit radikalleri (LOO*)
olusur. Lipit peroksit radikalleri membranda bulunan diger yag asitleri ile reaksiyona girerek
hasarlara neden olur. Lipit peroksitleri, aciga ¢ikan hidrojeni alir ve lipit hidroperoksitleri
(LOOH) olusturur. Lipid peroksitler yikildiginda ise acrolein, malondialdehit ve 4-
hidroksinonenal gibi yan iirlinler a¢iga ¢ikar ve bunlarda protein ve DNA ile reaksiyona girerek
hasar birakirlar [66]. MDA, arasidonik asidin ve biiytik boyutlu ¢oklu doymamis yag asitlerilerin
(PUFA) peroksidasyonu sonucu son liriin olarak olusan, kimyasal olarak kararli ve ROT’a gore
membranlardan daha kolay gegcen ve hasar olusturan bir metabolittir. MDA yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir belirteci olmamakla birlikte lipid peroksidasyonu
sonucu ile iyi korelasyon gosterdiginden lipit peroksidasyonu calismalarinda en ¢ok ¢alisilan

trindir [67,68].

Planlanan bu tez ¢alismasinda sentezlenen 4-nitro ZnPc meme kanser hiicreleri lizerine
etkisinin arastirilmasi ve FDT'nin meme kanseri hastalarinda kullanilabilirliginin aydinlatilmasi

amaglanmistir. Bu amagla da 4-nitro ZnPc li¢ farkli dozu kullanilmis, ti¢ farklh siiredeki etkisi SOD,
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KAT ve GPx aktiviteleri ve MDA miktari 6l¢tilmuistiir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Tetranitro Cinko Fitalosiyanin Sentez ve Karakterizasyonu

Calismada kullanilan merkezinde ¢inko atomu igeren simetrik tetranitro cinko
fitalosiyanin molekiilii Prof. Dr. Mine INCE OCAKOGLU ve ekibi tarafindan sentezlenmistir. Pc’nin
sentezi icin gereken baslangic maddesi 4-nitrofitalonitrildir. 4-nitroftalonitrilin, dimetilamino
etanol gibi yiiksek kaynama noktasina sahip bir ¢6zgen icinde ve bir ¢cinko tuzu varliginda 140 °C
sicaklikta 20 saat boyunca 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.

OQN\ “—— NO'E
L ga
\ N
i _Zn(OAc),, DMAE —N_ N=
NC” >F"“No, ~ 407G Measat N Zn N

(1) m)\\NA 4

Sekil 3.1. Tetranitro cinko fitalosiyanin sentezi
3.2. Isik Kaynagi

692 nm dalga boyunda en yiiksek aktivasyonunu goésteren 4-nitro ZnPc icin HQG marka
AXD-50WG]24WW model 50 watt kirmizi power led 1s1k kaynagi kullanilmistir. Isik kaynaginin
giic 6lciimii Mersin Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Fizik béliimii Lazer laboratuvarinda
PM130 Series Slim Profile Optical Power Meter ile yapilmistir. Ol¢iim yapilan cihazin sensoriiniin
¢ap1 0,90 mm oldugundan sensoér alani 0,70 cm2 hesaplanarak sensor alanina diisen 692 nm dalga
boyundaki 1s1k siddeti 16,31 mW 6lciilmiis olup cm?'ye diisen 1sik siddeti 23,3 mW
hesaplanmistir. 10 joule enerji verilmesi planlanan deneyde J=watt x saniye formiiliinden 429

saniye (7 dakika 9 saniye) 1s1ga maruz birakilmasi hesaplanmistir. Bu siire icinde led 151k
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kaynaginin yiiksek 1s1 vererek hiicrelere zarar vereceginden 40 cm X 40 cm genisliginde

aliminyum sogutucu panel hazirlanarak 1sik kaynagina sabitlenip dijital termometre esliginde

151k verme islemi gerceklestirilmistir.

Sekil 3.2. Isik siddet 6l¢timii ve 151k kaynag: diizenegi
3.3. Kullanilan Arag¢-Gerecler, Sarflar ve Kimyasallar
3.3.1. Kullanilan Arag¢-Geregler

e Etiv

e Laminar akimli kabin

e (CO2 inktbatori

e Sogutmali Santrifiij

e inverted mikroskop

e Buzdolabi

e Derin dondurucu

e Hiicre sayim cihazi

e Ayarlanabilir otomatik pipetler (10-100ul ve 100-1000p1'lik)
e Spektrofotometre

e 50 watt kirmizi power led 151k kaynagi
e Dijital termometre

e Hassas elektronik laboratuvar terazisi
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e Ultrasonik su banyosu
e Vortex

e Laboratuvar su banyosu

3.3.2. Kullanilan Sarflar ve Kimyasallar

e MCF-7 hiicre hatt1 (HTB-22, ATCC)
e Tetranitro ¢inko fitalosiyanin (4-nitro ZnPc) 757,9 gr/mol

e Abcam marka Superoxide Dismutase Activity Assay Kit/100 Test

e USCN marka Catalase Elisa Kit/96 Test

e USCN marka Glutathione Peroxidase 1 (GPX1) Elisa Kit/96 Test

e CAYMAN marka Tbars (MDA) Assay Kit/96 Test
e RPM-1640 medium

e L-glutamin

e Penisilin/streptomisin

o Fetal sigir serumu (FBS)

e Tripsin-EDTA

e DPBS-1X

e Dimetil siilfoksit (DMSO) %1

e 0.1M Tris/HCL (SOD igin)

e pH 7.4 containing 0.5% Triton X-100 (SOD igin)
e 5mM Merkaptoetanol ($-ME) (SOD ig¢in)

e 0,1 mg/mL (fenilmetilsiilfonil floriir) PMSF (SOD i¢in)
o Distile edilmis su

e Flasklar (25 ml ve 75 ml'lik)

o 6l 12'li ve 96'T1 well plate

e Petri kaplar

e Cam santrifijj tiipleri (15ml)

e Falkon tiipler (15ml ve50 ml'lik)

e Pastor pipeti

e Pipetuglari (0,5-10 pl, 1-200 pl ve 1-1000 pl'lik)
e Eppendorf tiipler (2ml ve 5ml'lik)

e Smart Slides
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3.4. Hiicre Kiiltirii Uygulamalar:

Hiicre Kkiiltiirii calismalar1 Mersin Universitesi Ileri Teknoloji Egitim Arastirma ve
Uygulama Merkezi (MEITAM) biinyesindeki kok hiicre rejeneratif tip (MERKOK) biriminde
yapilmistir. Calismada MCF-7 hiicre hatti kullanilmistir. MCF-7 hiicreleri meme epitel
dokusundan elde edilmis, bir siklusu yaklasik olarak 38 saat olan hiicreler adheren 6zellikte olan
hiicrelerdir. Hiicrelerin iiretimi icin RPMI-1640 medyumun (L-Glutamin 2,5 mM katkili) icine
inaktive edilmis % 10 fotal sigir serumu (FBS), % 1 penisilin-streptomisin ve % 1 gentamisin
eklenerek katkili medyum hazirlanmistir. ilk hiicre pasajlanmasinda dondurulmus haldeki hiicre
hattinin 37°C gelmesi saglanmis, steril kosullarda laminar akimli kabine alinarak 15 ml'lik falkon
tiipe konulup medyumla yikanmistir. 5 dakika boyunca 130 g'de santrifiijlenerek slipernatan
atilarak tizerine 5 ml hazirlanan RPMI besiyeri konulmustur. 25'ml lik flasklarda 24 saat 37°C ve
% 5 CO2 kosullarinda inkiibe edilmistir. 36 saat araliklarla, hiicreler % 80 konfluent oluncaya

kadar medyum degistirilerek inkiibasyona devam edilmistir.

3.5. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada toz formda olan, %1 DMSO ile ¢ozelti olusturulan 4-nitro ZnPc'nin oksidatif
stress iizerine etkilerini belirlemek amaciyla ti¢ farkli dozu kullanilmistir (20 pM, 30 uM 40 uM).
Belirlenen dozlarin 18, 36 ve 48. saatlerdeki etkisi belirlenmistir.

Deney gruplar icin 101 x 106 sayida hiicre ekimi yapilmistir 24 saat sonra 4-nitro
ZnPc'nin 20 uM, 30 pM 40 pM dozlar eklenmistir. 4-nitro ZnPc’ler eklendikten 4 saat sonra, 7
dakika 9 saniye (10 joule, 692 nm 151k) siiresince doz gruplari 1s18a maruz birakilmistir. Isik
maruziyetinden sonra flasklar inkiibatore kaldirilmis, maruziyetten sonraki 18, 36 ve 48.
saatlerinde antioksidan enzim analizleri ve MDA 6l¢ciimii gergeklestrilmistir. Ayrintili deney plani
tablo 3.1 de gosterilmistir. Kontrol gruplarina 4-nitro ZnPc ve 1s1k uygulamasi yapilmamis, doz

gruplari ile ayni siirelerde antioksidan enzim analizleri ve MDA miktar1 6l¢tilmiistiir.
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Tablo 3.1. Deney plani

Deney gruplar Isik uygulamasi inkiibasyon siiresi (saat)
Kontrol (Kont) Yok 18
(Hiicre + PBS)

36
48
Doz 1 Var 18

(Hiicre +20 pM 4-nitro ZnPc + PBS)
36
48
Doz 2 var 18

(Hicre +30 pmM 4-nitro ZnPc+

PBS) 36
48
Doz 3 var 18

(Hiicre+ 40 pM 4-nitro ZnPc+
PBS) 36
48

3.6. Oksidatif Stress Parametrelerinin Belirlenmesi

Tetranitro ¢inko fitalosiyanin’in 20 uM, 30 uM 40 uM ii¢ dozu uygulanip isikla uyarildiktan

sonraki 18., 36. ve 48. saatlerde olusan oksidatif stresin belirlenmesi icin siiperoksit dismutaz

(SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri ve lipit peroksidasyon iiriinii

malondialdehit (MDA) 6lciilmiistiir.
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3.6.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) % Inhibisyonunun Olciilmesi

Yonteme gore; siiperoksit anyon ile indirgeme tizerine suda ¢dziiniir bir formazan boyasi
lireten bir tetrazolyum tuzu olan WST-1'i kullanilir. WST-1 indirgeme hizi, SOD tarafindan
ksantin oksidazin (XO) inhibisyon aktivitesi ile dogrusal olarak iliskilidir. SOD, siiperoksit
anyonunun hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dontstiiriilmesini katalize ederek WST-1
indirgemesinin azalmasina neden olur. SOD'un bu inhibisyon aktivitesi, optik dansite (OD) 450

nm'de kolorimetrik olarak olgtiliir.

Ksantin

20, ”
= —— 1 T~ - WST-1 formazan
O;' [-_"'“-.__ A r~ ‘__- e’
XO -:e
L _' S e '\ :H—H,____‘
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Sekil 3.3. SOD test prensibi

SOD enzim % inhibisyonu icin kit prosediiriine gore, yaklasik 4,8 x 10¢hiicre pasajlanarak
cogaltilmis sayimi Cedex XS hiicre sayim cihazinda yapilmistir. 18, 36 ve 48. saatleri icin li¢c tane
6'l platelerin her birine; kontrol, doz 1, doz 2 ve doz 3 i¢in doért kuyucuk konumlandirilmistir.
Her konumlandirilmis kuyucuklara 3 ml besiyeri ile 4 x 105 hiicre ekimi yapilmistir. 24 saat sonra
platelerdeki 1. kuyucuklara 20 uM, 2. kuyucuklara 30 uM, 3. kuyucuklara 40 uM 4-nitro ZnPc
eklenerek 4. kontrol kuyucuklara ekleme yapilmamistir. 6 saat 37°C inkiibasyona birakilan
platelerde doz gruplarina 10 joule 692 nm 151k uygulanarak 37°C de standart inkiibasyon
kosullarina birakilmistir. 18. saatte 1. plate kuyucuklarindaki besiyeri alinip, yapisik olan
hiicreler PBS ile iki defa yikandiktan sonra tripsinle kaldirilmistir. Tripsini inaktif etmek icin
FBS’li besiyeri konularak pipetaj yapilmistir ve santrifiij yapilmasi icin 15 ml'lik falkon tiiplere
alinip 170 x g de 7 dakika santrifiijlenerek supernat atilmistir. Test prosediiriinde hiicre hazirlig
icin PMSF, B-ME, triton ve tris/HCL iceren soguk soliisyondan 1’er ml eklenerek 2 ml’'lik ependorf
tiiplerde deneyin uygulanacagi zamana kadar hiicreler dondurulmustur. Ayni islemler 36. saatte
2. plate ve 48. saatte 3. plate icinde uygulanmistir.

Analiz icin dondurulan hiicreler 96l plate de asagidaki sekilde yerlestirilmistir.
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Hiicre Kor 1 Kor 2 Kor 3
(ul) (ul) (ul) (ul)
Hiicre 6rnek 20 0 20 0
Distile su 0 20 0 20
WST ¢alisma 200 200 200 200
sollisyonu
Enzim ¢alisma 20 20 0 0
sollisyonu
Seyreltme 0 0 20 20
tamponu

Hazirlanan 96'li platdeki karisim 20 dakika 37°C inkiibasyonda birakildiktan sonra
spektrofotometrede 450 nm’de SOD enzim % inhibisyonunun hesaplanmasi icin absorbani

Olciilmiistiir. Her bir 6l¢iim 2 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

3.6.2. Katalaz (KAT) Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Yonteme gore; kit iceriginde katalaza o6zgii bir antikorla kaplanmis mikroplate
bulunmaktadir. Standart ve oOrnekler (hiicre lizatlar1) katalaza 06zgii antikor baglanmis
mikroplakalardaki kuyucuklara eklenir. Sonra tespit icin, yaban turpu koéklerinden elde edilen
peroksidaz enzimine (HRP) konjuge edilmis avidin, her mikroplaka kuyusuna eklenir ve
inkiibasyona birakilir. Tetrametilbenzidin (TMB) substrat ¢ozeltisi eklendikten sonra, sadece
katalaz iceren biyotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge avidin iceren kuyucuklarda renk olusur.
Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit ¢ozeltisinin eklenmesiyle sona erdirilir ve renk degisimi
spektrofotometrik olarak 450 nm dalga boyunda 6lciiliir. Orneklerdeki CAT konsantrasyonu elde
edilen standart egriye gore belirlenmistir. CAT standart egrisi sekil 3.4. de gosterilen standart

serisine gore yapilmistir.
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Sekil 3.4. CAT standart serisi hazirlanmasi

CAT enzim aktivitesi icin kit prosediiriine gére 24 x 106 hiicre pasajlanarak ¢cogaltilmig
sayimi Cedex XS hiicre sayim cihazinda yapilmistir. 18, 36 ve 48. saatleri icin ii¢ tane 6'l1 platelerin
her birine; kontrol, doz 1, doz 2 ve doz 3 igin dort kuyucuk konumlandirilmis, her
konumlandirilmis kuyucuga 3 ml besiyeri ile 2 x 106 hiicre ekimi yapilmistir. Test 2 tekrarh
planlanmistir ve 24 saat sonra platelerdeki 1. kuyucuklara 20 pM, 2. kuyucuklara 30 uM, 3.
kuyucuklara 40 pM 4-nitro ZnPc eklenerek 4. kontrol kuyucuklara ekleme yapilmamistir. 6 saat
37°C inkilibasyona birakilarak sonrasinda platelerde doz gruplarina 10 joule (692 nm) 1s1k
uygulanarak 37°C de standart inkiibasyon kosullarina birakilmistir. 18. saatte 1. platdeki hiicreler
pellet haline getirilip 200 pl soguk PBS konularak pipetajla 2 mI'lik eppendorf tiiplere alinmistir.
Daha sonra hiicreleri parcalamak i¢in buz i¢inde lizis islemi uygulanmis ve deney gliniine kadar -
20 °C’ de dondurulmustur. Ayni islemler 36. saatte 2. plate ve 48. saatte 3. plate icinde
uygulanmistir.

Analiz icin dondurulan hiicrelerden 100’er pL (10¢ hiicre), taban1 CAT’a 6zgii antikorla
kaplanmis olan hazir mikroplatelere saat ve doz gruplarina gore konularak, sirasiyla tespit
reaktifleri A ve B ile muamele edilmistir. Daha sonra TMB substrat ¢ozeltisi ve stop soliisyonu

eklenerek olusan sari renk 450 nm spektrofotometrik olarak él¢iilmiistiir.
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Sekil 3.5. CAT enzim aktivitesinin renk degisimi

3.6.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesinin Olgiilmesi

Kit iceriginde GPx’e 0zgii antikorla kaplanmis microplate bulunmaktadir. Standart ve
ornekler (hiicre lizatlar1) GPx’e 6zgii antikor baglanmis mikroplate kuyucuklarina eklenmistir.
Sonrasinda tespit icin, peroksidaz enzimine (HRP) konjuge edilmis avidin her microplate
kuyusuna eklenir ve inkiibasyona birakilmistir. Tetrametilbenzidin (TMB) sustrat cozeltisi
eklendikten sonra, sadece GPx iceren biyotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge avidin igeren
kuyucuklarda renk degisikligi meydana geldi. Enzim-substrat reaksiyonu siilfiirik asit ¢ozeltisinin
eklenmesiyle sona erdirilerek renk degisimi spektrofotometrik olarak 450 nm dalga boyunda
olctilmistiir. Orneklerdeki GPx konsantrasyonu elde edilen standart egriye gore belirlenmis GPx

Stantart egrisi sekil 3.6. da gosterilen standart serisine gore yapilmistir.
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Sekil 3.6. GPx standart serisi hazirlanmasi

GPx aktivitesi 6l¢ciimii icin deney kit prosediiriine gore 24 x 106 hiicre pasajlanarak
cogaltilmis sayimi Cedex XS hiicre sayim cihazinda yapilmistir. 18, 36 ve 48. saatleri i¢in ii¢ tane
6'l platlerin her birine; kontrol, doz 1, doz 2 ve doz 3 i¢in dért kuyucuk konumlandirilmis, her
konumlandirilmis kuyucuga 3 ml besiyeri ile 2 x 106 hiicre ekimi yapilmistir. 24 saat sonra
platelerdeki 1. kuyucuklara 20 uM, 2. kuyucuklara 30 uM, 3. kuyucuklara 40 uM 4-nitro ZnPc
eklenerek 4. kontrol kuyucuklara ekleme yapilmamistir. 6 saat 37°C inkiibasyona birakilarak
sonrasinda platlerde doz gruplarina 10 joule (692 nm) 1s1k uygulanarak 37°C de standart
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda 18. saatte 1. platedeki hiicreler pellet haline getirilip 200
ul soguk PBS konularak pipetajla 2 ml'lik eppendorf tiiplere alinmistir. Hiicre lizis islemleri
sonrasinda -20 °C’ de dondurulmustur. Ayni islemler 36. saatte 2. plate ve 48. saatte 3. plate icinde
uygulanmistir.

Analiz i¢cin dondurulan hiicrelerden 100’er pL (106 hiicre), taban1 GPx’e 6zgii antikorla
kaplanmis olan mikroplatlere saat ve doz gruplarina gore konularak sirasiyla tespit reaktifleri A
ve B ile muamele edilmistir. Daha sonra tetrametilbenzidin (TMB) substrat ¢ozeltisi eklenmis
ardindan stop soliisyonu eklenmesiyle olusan sar1 renk 450 nm spektrofotometrik olarak

Olglilmiistiir.

3.6.4. Malondialdehit (MDA) Miktarinin Olgiilmesi

Malondialdehit lipid peroksidasyonundan dogal olarak olusan bir iriindiir. Lipid
peroksidasyonu, hem bitkilerde hem de hayvanlarda iyi bilinen bir hiicresel hasar
mekanizmasidir ve hiicrelerde ve dokularda oksidatif stresin bir gdstergesi olarak kullanilir.
Coklu doymamis yag asitlerinden (PUFA) tiiretilen lipid peroksitler, kararsiz ve karmasik bir dizi
olusturan MDA gibi reaktif karbonil tiirevleri igeren bilesiklerdir. Tiyobarbitiirik asit reaktif
maddelerin (TBARS) 6l¢limii, lipid peroksidasyonunun taranmasi ve izlenmesi i¢in en iyi bilinen

yontem olup lipid peroksidasyonunu belirlemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. MDA ve
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tiyobarbitiirik asitin (TBA) yiiksek sicaklik (90-100 °C) ve asidik kosullar altinda reaksiyonu

sonucu olusan MDA-TBA eklentisi, 530-540 nm'de kolorimetrik olarak 6l¢iiliir.

MDA-TBA Bilesigi

MDA, TBA

Sekil 3.7. MDA-TBA olusumu

Orneklerdeki (hiicre lizatlar1) MDA konsantrasyonu standart egriden belirlenir. MDA stantart

egrisi asagidaki gibi hazirlanan standart serisine gore yapilmistir.

Tiip MDA stok Distile su (ul) | MDA konsantrasyon
soliisyonul25 pM (uM)
(uD)

A 0 1000 0

B 5 995 0,625

C 10 990 1,25

D 20 980 2,5

E 40 960 5

F 80 920 10

G 200 800 25

H 400 600 50

MDA analizi icin deney kit prosediiriine gére 48 x 106 hiicre pasajlanarak ¢ogaltilmis

sayimi Cedex XS hiicre sayim cihazinda yapilmistir. 18, 36 ve 48. saatler i¢in 12 petri kabinin her

birine kontrol, doz 1, doz 2 ve doz 3 i¢in 6 ml besiyeri ile 4 x 106 hiicre ekimi yapilmistir. 24 saat

sonra 3 petriye 20 uM, 3 petriye 30 uM, 3 petriye 40 uM 4-nitro ZnPc eklenerek kalan 3 petriye

ekleme yapilmayarak 18, 36 ve 48. saatler icin li¢ seri olusturulmustur. 6 saat 37°C inkiibasyona

birakilarak sonrasinda 10 joule (692 nm) i1sik uygulanmistir. Daha sonra 37°C inkiibasyona

birakilarak 18. saatinde 1. seri 4 petrideki hiicreler pellet haline getirilerek 200 pl soguk PBS

konularak pipetajla 2 ml’lik ependorf tiiplere alinmistir. Daha sonra hiicre lizisi islemi

gerceklestirilmis -20 °C'de dondurulmustur. Aym islemler 36. saat ve 48. saatler icinde
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uygulanmistur.

Analiz i¢in kaynatmaya uygun cam tiiplere, standart serisi ve hiicre lizat1 100’er pl (2.10¢
hiicre) ayr eklenmistir. Sonrasinda tiiplere sirasiyla TBA SDS soliisyonu, TBA asidik asit ve TBA
sodium hidroksitten hazirlanmis reaktifler eklenerek 1 saat boyunca kaynatilmistir. Reaksiyonu
durdurmak i¢in kaynatma sonrasinda 10 dakika buz banyosuna konularak +4 °C de 1600 X g'de
santrifiijlenmistir. 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra 96’1 platlere yerlestirilerek

530 nm spektrofotometrede absorbans okunmustur.

Sekil 3.8. MDA spektrofotometre 6l¢timii

3.7. istatiksel Analiz

Calismalarda 6l¢iimler iki tekrarl yapilmis, elde edilen verilerin analizi i¢in tek yonli
varyans analizi (ANOVA), grup ici ve gruplar arasi karsilastirmalarda Post-hoc Tukey testi
uygulanmistir. Sunulan veriler ortalama * standart hata degerleri olarak sunularak, p<0.05

degeri anlaml olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

Sentezi ve karakterizasyonu Prof. Dr. Mine INCE OCAKOGLU ve ekibi tarafindan
tamamlanan 4-nitro ZnPc oksidatif stres etkilerinin arastirilmasi icin MCF-7 hiicreleri ile
muamele edilmistir. 4-nitro ZnPc’nin 20 pM, 30 uM ve 40 pM dozlarinin 10 joule 692 nm 151k
maruziyeti sonrasi 18, 36 ve 48. saatlerdeki MCF-7 tlizerindeki oksidatif stres iizerine etkileri,

oksidatif stres parametreleri olan SOD, KAT, GPx ve MDA ile ol¢lilmiistiir.

4.1.1. 4-Nitro ZnPc’nin Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzimi Uzerine Etkisi
Yapilan istaistiksel analizler sonucu 4-nitro ZnPc'nin SOD enzimi % inhibisyon degeri
lizerine etkisi siireye bagl olarak ve her bir stirede doza bagli olarak ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

18, 36 ve 48. saatlerde SOD enzimine ait % inhibisyon degerleri tablo 4.1 de gosterilmistir

Tablo 4.1. Siireye bagli SOD % inhibisyon degerleri

Siire SOD % inhibisyon
ort + SH
18.saat 64,46* £ 3,91
36.saat 77.31*+ 2,95
48.saat 90,83*+ 2,42

Siireye bagli olarak SOD % inhibisyon degeri 18. saate gore 36. ve 48. saatlerde artmistir,
herbir siirede artis istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0,05). 18, 36. ve 48. saatlerde
kontrol ve doz gruplarinda elde edilen SOD % inhibisyon verileri sirasiyla sekil 4.1, 4.2 ve 4.3 de
verilmistir.

4-nitro ZnPc doz gruplarina 151k maruziyetinden sonra 18. saatteki SOD % inhibisyon
verileri sekil 4.1. de verilmistir. Kontrol grubunun SOD % inhibisyon degeri 51,33+ 5,23; 20 uM
doz grubunda 66,75 + 2,94, 30 uM doz grubunda 66,81 + 11,67 ve 40 uM doz grubunda ise 72,97+
0,58 olarak belirlenmistri. 18. saatte en yiiksek SOD % inhibisyon degeri 40 uM doz grubunda
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belirlenmistir. 18. saatte konrol grubu ve doz gruplari arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli

degildir (p >0,05).
18. saat
80 66,75 66,81 and

c
2 60 51,33
2
<€ 40
x
g 20
wv

0

kontrol 20 uM 30 uM 40 uM
4- nitro ZnPc (uM)

Sekil 4.1. 18. saatteki SOD enzim % inhibisyon verileri

4-nitro ZnPc doz gruplarina 151k maruziyetinden sonra 36. saatteki SOD % inhibisyon
verileri sekil 4.2. de verilmistir. Kontrol grunda SOD % inhibisyon degeri 80,22 + 0,73, 20 uM
doz grubunda 66,14* + 2,78, 30 uM doz grubunda 87,18* + 0,40 ve 40 uM doz grubunda 75,68
+ 1,87’ dir. 36. saatte de kontrol grubuna goére 20 uM ve 30 uM doz gruplari istatiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05).

36. saat

100 87,18*
80,22

80 66,09*

60

40

20

75,68

SOD % inhibisyon

kontrol 20 uM 30 uM 40 uM
4- nitro ZnPc (uUM)

Sekil 4.2. 36. saatteki SOD enzim % inhibisyon verileri

4-nitro ZnPc doz gruplarina 151k maruziyetinden sonra 48. saatteki SOD % inhibisyon
verileri sekil 4.3. de verilmistir. Kontrol grubunun SOD % inhibisyon degeri 92,48 + 5,89, 20 uM
doz grubunda 84,72 + 4,56, 30 uM doz grubunda 95,32 * 6,81’ ve 40 pM doz grubunda ise 90,79
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+ 1,34 olarak belirlenmistir. En yiliksek deger 30 pM doz grubunda belirlenmis olup, kontrol

grubuna gore gruplarda ki fark istatiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p >0,05).

48. saat

-5 95,32 90,79
S 90 92,48 g N
2 85
< 84,72
< 80 §
[a)
(V2]

70

kontrol 20 uM 30 uM 40 uM

4- nitro ZnPc (uUM)

Sekil 4.3. 48. saatteki SOD enzim % inhibisyon verileri

4.1.2. 4-Nitro ZnPc’nin Katalaz (KAT) Enzimi Uzerine Etkisi

Yapilanistaistiksel analizler sonucu 4-nitro ZnPc’ nin KAT enzim aktivitesi lizerine etkisi
istatistiksel olarak siireye ve her siirede doza bagli olarak ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. MCF-7

hiicrelerinde siireye baglh olarak 6l¢iilen KAT enzimi miktari tablo 4.2. de verilmistir.

Tablo 4.2. Stireye bagh KAT enzim miktar1 ortalamalari

Siire KAT (ng/ml)
Ort. £ SH
18.saat 0,97*+ 0,13
36.saat 1,79*+ 0,13
48.saat 2,35*+ 0,17

KAT enzim aktivitesinin siireye bagh olarak arttig1 ve bu farkin istatistiksel olarak
o6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Herbir siirede kontrol ve doz gruplarinda 6l¢iilen

KAT enzimi miktari su sekildedir.
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18. saatteki KAT enzim miktari verileri sekil 4.4. de verilmistir. Kontrol grubunun KAT
enzim miktar1 0,52 + 0,01 ng/ml’dir. 20 uM doz grubunda KAT miktar1 1,52* + 0,01 degerinde
3 katlik bir artis gostermis olup 30 uM doz grubunda 0,85* + 0,10, 40 uM doz grubunda 0,98*
+0,01’e ylikselmis ve bu artislar kontrol gubuna gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Enzim miktarinin 18. saatteki gruplar arasinda karsilastirildiginda en yliksek CAT
enzim miktarinin kontrole gore % 192’lik bir artisla 20 pM grubunda oldugu tespit edilmis
olup, 40 uM doz grubunda % 86’lik artis ve 30 uM doz grubunda ise % 62 oraninda bir artis

oldugu belirlenmistir.

18. Saat

2
. 1,52*
€1,5
B 0,98*
= 0,85* '
©
© 0,52

0,5 I I
0
Kontrol 20 uM 30 uM 40 uM

4-nitro ZnPc (UM)

Sekil 4.4. 18. saatteki KAT enzim miktarlar

4-nitro ZnPc doz gruplarinin 1sikla muamelesinden sonra 36. saatteki KAT enzim miktari
verileri sekil 4.5 de verilmistir. Kontrol grubunun KAT enzim miktar1 1,24 + 0,01 ng/ml, 20 uM
doz grubunda 1,78* + 0,01 ng/ml, 30 uM doz grubunda 2,18* + 0,10ng/ml ve 40 uM doz grubunda
1,95* £ 0,01 ng/ml olarak o6l¢iilmiistiir. 36. saatte doz gruplarinda meydana gelen bu artislar,
kontrol gubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Enzim
miktar1 kontrol grubuna gore karsilastirildiginda en ytliksek miktar artisinin % 76’lik bir artisla
30 uM grubunda oldugu tespit edilmis olup, 40 uM doz grubunda % 57 oraninda artis ve 20 pM

doz grubunda ise % 44 oraninda bir artisin oldugu tespit edilmistir.
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36. Saat

2,5

1,95*

1,5 1,24

Cat ng/mL

0,5

Kontrol 20 uM 30 uM 40 uM
4-nitro ZnPc (uM)

Sekil 4.5. 36. saatteki KAT enzim miktarlar:

4-nitro ZnPc doz gruplarinin 1sikla muamelesinden sonra 48. saatteki KAT enzim verileri
sekil 4.6 da verilmistir. Kontrol grubunun KAT enzim miktar1 1,75 # 0,01 ng/ml olarak
Ol¢lilmistiir. 20 uM doz grubunda 2,68* + 0,01 ng/ml, 30 uM doz grubunda 2,90* + 0,01 ng/ml ve
40 uM doz grubunda 2,05* + 0,01 ng/ml olarak dl¢iilmiistiir. Doz gruplarinda KAT aktivitesinde
meydana gelen artislar kontrol gubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Enzim miktarinin kontrol grubuna gore karsilastirildiginda en yiiksek % 65°lik bir
artisla 30 uM grubunda oldugu tespit edilmis olup, 20 pM doz grubunda % 52 oraninda artis ve
40 pM doz grubunda ise % 17 oraninda bir artisin oldugu tespit edilmistir.

48. Saat
a4
*

3 2,68* 2,90
E ' 2,05*
® 5 1,75 ' }
< -
©
|

0 — e - -

Kontrol 20 uM 30 uMm 40 uM

4-nitro ZnPc (uM)

Sekil 4.6. 48. saatteki KAT enzim miktarlar:

Kontrol gruplarina gore en ytiksek artisin 18. saatteki 20 pM doz grubunda oldugu, 36 ve
48. saatlerdeki etkin dozun ise 30 uM oldugu goriilmiistur.
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4.1.3. 4-Nitro ZnPc’nin Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzimi Uzerine Etkisi

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, MCF-7 hiicrelerine kontrol, 20, 30 ve 40 uM 4-nitro

ZnPc doz gruplariyla muamelesi ve 151k maruziyetinden sonra 18, 36 ve 48. saatlerindeki ng/ml

degerleri tablo 4.3 de verilmistir.

Tablo 4.3. Siireye bagh GPx enzim miktar1 ortalamalari

Siire GPx (ng/ml)
Ort. + SH
18.saat 134,93 £ 2,23
36. saat 138,29 + 4,20
48.saat 144,78 £ 5,00

Siireye bagli olarak GPx enzim aktivitesi 18. saate gore 36. ve 48. saatlerde artmistir fakat
istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p >0,05).

4-nitro ZnPc doz gruplarinin 1sikla muamelesinden sonra 18. saatteki GPx enzim miktari
verileri sekil 4.7 de verilmistir. Kontrol grubunun enzim miktar1 133,23 * 0,21 ng/ml iken 20 uM
doz grubunda 131,21 + 0,57 ng/ml, 30 uM doz grubunda 130,29 * 0,39 ng/ml’ ye diismiistiir, 40
uM doz grubunda ise 145,00 * 0,71 ng/ml’ ye yiikselmistir (p>0,05).

18.Saat

150 145,00
; 145

140
> 133,23
& 135 ’ 131,21 130,29
& 130 -

120

Kontrol 20 uM 30 uMm 40 pM

4-nitro ZnPc (uM)

Sekil 4.7. 18. saatteki GPx enzim miktarlar
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4-nitro ZnPc doz gruplarinin 1sikla muamelesinden sonra 36. saatteki GPx enzim verileri
sekil 4.8 de verilmistir. Kontrol grubunun enzim miktar1 133,83 * 6,18 ng/ml iken 20 uM doz

grubunda 123,72 * 0,74 ng/ml’ ye diismiistiir, 30 uM doz grubunda 143,17 + 0,41 ng/ml’ye ve 40
UM doz grubunda 152,45 * 0,43 ng/ml’ ye ylikselmistir (p>0,05).

36.Saat
200
152,45
143,17 ,
_ 150 133,83 123,72
£
S~
2 100
X
a
© 50
0
Kontrol 20 uM 30 uM 40 uM

4-nitro ZnPc (UM)

Sekil 4.8. 36. saatteki GPx enzim miktarlari

4-nitro ZnPc doz gruplarinin 1sikla muamelesinden sonra 48. saatteki GPx enzim verileri
sekil 4.9 da verilmistir. Kontrol grubunun enzim miktar1 140,76 * 8,69 ng/ml iken 20 pM doz

grubunda 126,11 * 1,39 ng/ml’ ye diismiistiir, 30 uM doz grubunda 155,63 + 0,67 ng/ml’ye, 40
uM doz grubunda ise 156,63 + 0,77 ng/ml’ ye yiikselmistir (p>0,05).

48.Saat
200
14076 155,63 156,63
- 150 ’ 126,11
£
&£ 100
&
© 50
0

Kontrol 20 uM 30 uM 40 uM
4-nitro ZnPc (UM)

Sekil 4.9. 48. saatteki GPx enzim miktarlari

Glutatyon Peroksidaz enzim aktiviteleri zaman bakimindan karsilastirildiklarinda 18, 36

ve 48. saatlerdeki 40 pM doz grubunda enzim aktivitelerinde artisin oldugu goriilmiistiir.
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4.1.4. 4-Nitro ZnPc’nin Malondialdehit (MDA) Miktar1 Uzerine Etkisi
Malondialdehit miktari, MCF-7 hiicrelerine kontrol, 20, 30 ve 40 uM 4-nitro ZnPc doz
gruplariyla muamelesi ve 151k maruziyetinden sonra 18, 36 ve 48. saatlerindeki ng/ml degerleri

tablo 4.4 de verilmistir.

Tablo 4.4. Stireye bagli MDA miktari

Siire MDA (nM)
Ort. +SH
18. 24,21* + 3,69
saat
36. 7,17+ 1,18
saat
48.saat 12,58* + 2,86

Siireye bagli olarak MDA miktarinin azalmaya basladig1 gériilmektedir. 18. saatten 24,21*
* 3,69 olarak 6lciilen MDA degeri 36. saatte 7,17* + 1,18 ve 48. saatte 12,58* + 2,86 olmustur.
MDA degerinde en diisiik miktar 36. saatte dl¢iilmus ve siireye bagli olarak MDA miktarinda

meydana gelen azalmalar istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

4-nitro ZnPc doz gruplarinin 1sikla muamelesinden sonra 18. saatteki MDA verileri
sekil 4.10 da verilmistir. Kontrol grubunun MDA’s120,19 + 0,56 ng/ml iken 20 uM doz grubunda
24,62+ 1,12 ng/ml, 30 uM doz grubunda 39,36 * 0,36 ng/ml’ ye yilikselmis olup 40 uM doz
grubunda ise 12,67 + 1,40 ng/ml’ ye diismiustiir (p>0,05). MDA miktar1 kontrol grubuna gore
20 uM ve 30 pM doz grubunda artis oldugu tespit edilmis olup 40 pM doz grubunda kontrol

grubundaki degerinden % 59 oraninda daha diisiik bir deger gorilmustiir.

18. Saat

50 39,36
< 40
230 20,19 24,62
S 20 12,67
o

: —

Kontrol 20 uM 30 uM 40 uM

4-nitro ZnPc (uM)

Sekil 4.10. 18. saatteki MDA miktarlar1
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4-nitro ZnPc doz gruplarinin 1s1kla muamelesinden sonra 36. saatteki MDA verileri sekil
4.11 de verilmistir. Kontrol grubunun MDA’ s1 4,42 * 0,05 ng/ml iken 20 uM doz grubunda 4,97+
1,90 ng/ml, 30 uM doz grubunda 7,33 + 0,08 ng/ml ve 40 uM doz grubunda ise 11,96 + 0,46 ng/ml’
ye yukselmistir (p>0,05). MDA miktar1 kontrol grubuna gore biitiin gruplarda artisi olup en az
artisin ise 20 pM grubunda oldugu tespit edilmistir.

36. Saat
15 11,96
31 10 7,33
< 4,42 4,97 ) '
S 5
0
Kontrol 20 uM 30 uMm 40 pM

4-nitro ZnPc (LM)

Sekil 4.11. 36. saatteki MDA miktarlar

4-nitro ZnPc doz gruplarinin 1s1kla muamelesinden sonra 48. saatteki MDA verileri sekil
4.12 de verilmistir. Kontrol grubunun MDA’s1 5,36 * 0,38 ng/ml iken 20 uM doz grubunda 8,94+
1,94 ng/ml, 30 uM doz grubunda 21,73 * 7,89 ng/ml ve 40 pM doz grubunda ise 14,28 *+ 3,53
ng/ml’ ye yilikselmistir (p>0,05). MDA kontrol grubuna gore karsilastirildiginda tiim doz gruplari

artis gostermis en az artisinin 20 pM doz grubunda oldugu tespit edilmistir.

48. Saat

25 21,73
S 20 14,28
21 5,04 . '
5 10 5,36 = -
-

0

Kontrol 20 uM 30 uM 40 uM

4-nitro ZnPc (UM)

Sekil 4.12. 48. saatteki MDA miktarlari
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4.2. Tartisma

Fotodinamik tedavide fiziksel, kimyasal ve optik 6zellikleri nedeni ile fotoalgilayici olarak
fitalosiyaninlerin (Pc) kullanimi olduke¢a yaygindir. Son zamanlarda FDT de kullanim amach
bir¢ok Pc sentezlenmis olup yiiksek kuantum enerjilerinden dolay1 metalofitalosiyaninler FDT de

daha ¢ok tercih edilmistir.

Metalli Pc’lericinde Barut ve ark. yaptigi calismada kullanilan Mgve Zn’li Pclerde FDT igin
MgPc nin toksik bir etkisinin olmadiginin, ZnPc nin hiicre canliligini azalttigini belirterek FDT igin
iyi bir ajan oldugunu rapor etmislerdir [69]. Couto ve ark. yaptig1 FDT ¢alismasinda fotoalgilayici
olarak Zn, Ni ve Cu’ lu metalloporfirinleri kullanarak en etkin metalloporfirinin Zn baglanmis
oldugunu tespit etmislerdir [70]. Manisso ve ark. FDT de fotoalgilayicinin metalsiz, Mg ve Zn’li Pc

calismasinda en iyi sonucun Zn metalli Pc oldugunu belirtmislerdir [71].

Lipofilik 6zellik tasiyan ZnPc’ lerin tiimor hiicre zarindan sentezlenen lipoproteinler
tarafindan tutularak hiicre icine alindig1 bilinmektedir [28]. Avsar ve ark. tarafindan yapilan
calismada, 4 binaftil grup takilarak lipofilik 6zellik tasiyan ZnPc sentezlenmis ve [-131 ile
isaretlenerek insan meme kanser hiicre hatti (MCF-7), yumurtalik kanser hiicre hatti (MDAH),
insan rahim agz1 kanser hiicre hatti (HeLa), fare meme kanser hiicre hatt1 (EMT-6) ve insan
akciger fibroblast hiicre hatt1 (WI-38) hiicreleri kullanilarak hiicre i¢i alimi arastirilmis, en yiiksek
hiicre i¢i aliminin % 30.2 olarak MCF-7 hiicrelerinde oldugu tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada
normal hiicreler ve kanser hiicrelerinin ZnPc’ nin hiicre i¢i maksimum alimlari karsilastirilmis ve
kanser hticrelerinin 4 kat daha fazla hiicre i¢ci alimi tespit edilmistir [72]. FDT de kullanilan
fotoalgilayicilarin hiicre ici gecisinin kolay olmasi igin lipofilik 6zellikte olmasi avantajdir ve FDT
nin meme kanseri lizerinde etkinligi diger kanserlere gore daha etkin olacag: diisiintilmektedir.
Yaptigimiz bu calismada FDT de etkinligin iyi olmas1 amagh metalofitalosiyanin olarak merkez
atomu Zn olan metalli Pc sentezlenmis ve lipofilik 6zellik kazandirmak amacli ise NO: ile stibstiiite
edilmis 4-nitro ZnPc elde edilmistir. Elde edilen ¢alisma bulgularimiz; MCF-7 hiicrelerde oksitatif
stresin indiiklendigini ve meme kanseri tedavisi icin FDT’de fotoalgilayici olarak 4-nitro ZnPc

kullanilabilecegi yoniinde bilgileri desteklemektedir.

Kuzyniac ve ark. Kyse-70 (6zafagus kanser hiicre hatti) ve BON (pankreas kanser hiicre
hatt1) hiicre hatlarindaki FDT c¢alismalarinda fotoalgilayici olarak trietilenoksistilfonil ile
stbstilite edilmis ZnPc kullanilmis ve 151k giicii olarak 10 joule (400-700 nm) 151k ugulanan
hiicrelerin % 100’iine yakin hiicre dliimleri gerceklesmistir [73]. Lantz ve ark. yaptigi calismada
fare deri altina yerlestirilen HT-29 CRC (kolon kanser hiicre hatti) hticrelerinin olusturdugu
mikrotiimoral kitleye FDT uygulanmistir. Deri altina uygulanan FDT’ de penetrasyonun arttirmak

icin 151k kaynagi olarak lazer kullanilmis, 3 mm derinlikteki kitleye 75 ] / cm2, 4,5- 5 mm
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derinligindeki kitleye 150 ] / cmZ 1s1k verilerek tiimoral kitleyi % 50 kiigiiltmiistiir [74]. Bizim
MCF-7 hiicrelerinde yaptigimiz calismada, 10 joule (692 nm) 1sik giicii, led 151k kaynag ile
verilmistir. Calisma kanser hiicreleri oldugundan giiclii lazer isiklarinin kullanilmasi gerekli
gorilmemistir. Tiimoral kitlelerde yapilan FDT de lazer kaynakli 1sik kaynaklarinin doku

penetrasyonunu arttirarak daha etkin bir sonug verecegidiistiniilmektedir.

FDT de meydana gelen singlet oksijen ve diger serbest oksijen radikalleri kanser
hiicrelerinin dliimiinden sorumludur. Fotosensor 1sikla aktive edildiginde ROT lar sekillenir ve
bu ilk asamada bu toksik tilirevlere karsi antioksidan enzimler karsi koyar. Tim oksijen
metabolize eden hiicrelerde antioksidan enzimlerden en 6nemlileri siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz ve substrata 0zgli peroksidaz, glutatyon peroksidazdir (GPx). SOD'lar siiperoksit
radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene (02) doniistiirtirken, katalaz ve peroksitler
hidrojen peroksiti suya ve oksijene donlismesine aracilik ederler. Bu enzimlerin izoenzimleri
hiicrelerin pek cok kompartmanina dagilmis durumdadir. Bdéylece, bu enzimlerin her birinin

birgok formu, hiicrenin cesitli béliimlerindeki oksidatif stresi azaltir [75].

Karadeniz teknik iiniversitesinde yapilan ¢alismada, fotoalgilayici olarak titanyum (IV)
fitalosiyanin bilesiklerinin 3 tiirevi kullanilarak (Pc1, Pc2, Pc3) siliperoksit dismutaz (SOD), 2,2-
difenil-1- pikrilhidrazil (DPPH) ve metal selat baglanma metotlariyla antioksidan aktivitelerini
incelemislerdir. Pc bilesiklerinin 25, 50, 75 ve 100 uM dozlar1 kullanilarak SOD inhibisyon
aktivitelerinin yiizde (%) cinsinden degerleri kontrol grubu olan biitillenmis hidroksianisola
(BHA) gore degerlendirilerek, calisma sonucu tiirevlenen ti¢ Pc’ nin de oldukga iyi aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Calismada SOD degerlerinin, en yiiksek degeri veren Pc3’ iin
(2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrakis-(2-{2-[3- (dimetilamino)fenoksi]etoksi}etoksi)-
ftalosiyaninato oksotitanyum(IV)iyodiir) 25 uM dozunda, kontrol grubuna gore yakalasik olarak
3 kat fazla oldugu saptanmistir [76]. Bizim ¢alismamizda ise en etkin SOD % inhibisyonu kontrol
gruplarina gore 18. saatteki 40 pM doz grubunda % 46’ lik bir artisin oldugu, 36. saatte 30 pM doz
grubunda % 9’luk artisin oldugu, 48. saatteki 30 uM doz grubunda % 3’liik bir artisin oldugu
tespit edilerek SOD enzim % inhibisyonunun tiim gruplarda arttig1 belirlenmistir. % inhibisyon
artist enzim aktivite artisini gostermekte olup stiperoksit radikal miktarinin artisina bagh olarak

SOD enzim aktivitesinin arttigini sdyleyebilriz.

Rehman ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada; kemik iligi kok hiicreleri (BMS) tizerinde
yapilan fotodinamik tedavide, fotoalgilayici olarak tetra sulfonatofenil porfirin (TSPP)
kullanilarak oksidatif stresin belirtecleri 6l¢tilmiistiir. Calismada 151k alan, 1s1ksiz ve kontrol
gruplari olarak 3 grup iizerinde ¢alisiimis, KAT seviyeleri karsilastirildifinda kontrol grubuna
gore 151kl1 ve 151ks1z gruplar arasinda ¢ok bir fark olmadigi 1s1kli grubun kontrol grubuna gore %

13 bir artis sagladig1 tespit edilmistir [77]. Bizim calismamizda en ytliksek artisin kontrol
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grubunun yaklasik 3 kat1 diizeyinde 18. saatte ve 20 uM dozda oldugu, 36. saatte % 76’lik artisin
oldugu 30 pM doz grubunda ve 48. saatte kontrol grubundan % 65’lik artis gosteren 30 puM doz
grubunda oldugu tespit edilmistir. Katalaz enzim degerlerinin zamana bagl artisinin SOD enzim
sonuclarina gore parelel gittigini soyleyebiliriz. Bunun nedeni olarak hiicrede olusan oksidatif
stresin nedeni olan stliperoksit radikalinin (02~) artmasiyla hiicre savunma mekanizmasini
devreye sokar ve SOD enziminin iiretimini artirir. SOD olusan siiperoksit radikallerini
katalizleyerek siiperoksit radikallerini hidrojen peroksit (H202) ve oksijen molekiiliine cevirir.
Ortamda biriken H;0; daha zararli hidroksil radikallerine déniismeden savunma sistemi KAT
enziminin Uretimini artirir ve olusan H;0:leri katalizleyerek su ve oksijen molekiiliine

dontistirir[59].

GPx antioksidan enzimi KAT gibi H,0‘leri katalizleyerek zararsiz hale getirir. GPx’in
Katalazdan farki ise elektron kaynagi olarak glutatyonu (GSH) kullanmasidir. GSH reaksiyon
sonucunda oksitlenerek glutatyon disiilfite (GSSG), H:0: ise su molekiiliine indirgenir[51].
Aykota ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada; ratlar iizerine subkutan olarak walker 256 meme
kanser hiicre hatt1 ekilerek tiimoral bir kitle olusturulmus ve bu kitle lizerine uygulanacak
FDT’'nin etkilerini antioksidan enzimlerinin aktiviteleriyle 6l¢cmiislerdir. Fotoalgilayici olarak
Tetraetilen glikol yan zincir tasiyan 6zgiin Zn (II) fitalosiyanin molekiilii (TEG-Pc) kullanilarak,
FDT tiimorlerde 6. saatte GPx indiiksiyonuna neden olmus, kontrol grubunda GPx seviyesi
93,62+75,57 mU/gr yas doku iken tedavi grubunda 349,19+243,05 mU/gr yas doku olarak
yaklasik 4 kata yakin bir deger raporlamislardir (p=0,001) [78]. Bizim calismamizda GPx enzim
aktivitesinin her saat guruplarinda en etkili dozunun 40 uM oldugu tespit edilerek en iyi enzim
aktivitenin ise kontrol grubuna gore % 14’likk bir artisin gorildiigi 36. saatteki 40 uM dozda
oldugu tespit edilmistir. Sonuclarimiza gore siireye bagh olarak Aykota ve ark. calismasindaki
gibi GPx aktivitesi artmistir.  GPx enziminin artisinin sebebi de CAT gibi, olusan H,0, miktarinin
artisi ile yiikselmistir. Bulgular1 genel olarak degerlendirdigimizde SOD ve CAT enzimleri gibi GPx
enzim miktarinin artmasit FDT'nin temel mekanizmasi olan oksidatif stresin meydana geldigi

seklinde degerlendirilebilinir.

MDA lipit peroksidasyonu son {riini olup kimyasal olarak kararli, ROT’a gore
membranlardan daha kolay gecen toksik bir metabolittir. Lipit peroksidasyonu ¢alismalarinda en
sik kullanilan iirtindiir [67]. Antioksidan enzimlerin artisina paralel olarak MDA'nin azalmasi,
antioksidanlarin ROT'un ortadan kaldirmasiyla ilgilidir. Saczko ve ark. tarafindan yapilan
calismada insan akciger kanseri hiicre hatt1 (A549) tlizerinde FDT sonrasi lipit peroksidasyon

tiriinii olan MDA seviyesi 6lciilmiistiir. Calismada fotoalgilayici olarak photofrin Il 15 pg/ml ve 30

ug/ml dozlar kullanilarak, hiicreler 6 j / cm2 15132 maruz birakilarak uygulanmis, 6 saat sonuna

kadar MDA miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Sonuc olarak 6. saaate kontrol grubu 0,10 uM MDA olan
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deneyde en yiiksek seviyenin 15 pg/ml doz grubunda 0,49 pM MDA olarak tespit edilmis olup
hiicrede bir oksidatif stresin belirtisi oldugu ve hiicre hasarina neden olacak bir seviye MDA
oldugu belirtilmistir [79]. Fakat Saczco ve ark. calismasinda 6. saaten sonra bir veri olmadigindan
ilerleyen saatlerde MDA miktar1 hakkinda bir bilgi verilmemistir. Bizim ¢alismamizda 18. saatte
30 uM doz grubunda kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat fazla MDA miktarinin oldugu, ayni saatte
40 uM doz grubunda kontrol grubunun yaklasik % 40 altina diisen MDA seviyesi tespit edilmistir.
Bu MDA miktarlarinin, siireye bagl olarak antioksidan enzimlerin artisi ile 18. saatten sonra MDA
miktarinda 6nemli bir azalma egilimi goriilmiistiir. Bu azalmanin nedeni olarak; antioksidan
enzimlerinin artmasiyla ortamda azalacak olan ROT’un, hiicredeki lipit peroksidasyonunuda

azaltmis oldugu diisiiniilmektedir.

Fotodinamik tedavinin etkinligini artirmak icin ortamdaki antioksidan enzimleri bloke
ettigimizde iyi bir sonu¢ alinacag disiintilmektedir. Jakub ve ark. yaptiklar1 ¢alismada FDT
etkinligini artirmak icin tiimor tasiyan farelere FDT uygulamasinda SOD inhibitérii olan 2-
metoksiestradiol (2-MeOE;) verilerek FDT etkinligi incelenmistir. Sonug¢ olarak 2-MeOE;
tarafindan SOD aktivitesinin inhibisyonunun, PDT'nin antitiimor etkinligini gliclendirebilen etkili
bir tedavi yontemi oldugunu belirtmislerdir [80].

FDT de oksidatif stres istenen bir durumdur. Hiicrede olusan ROT hiicrede hasar
olusturur ve bu hasar1 6nlemek icin hiicre, savunma mekanizmasi olarak antioksidan enzim artisi
yaparak ROT’u temizlemeye calisir. Bu nedenle oksidatif stres durumunda antioksidan

enzimlerin arttigini gézlemleriz[52]. Bizim ¢alismamiz da bu sonuglar1 desteklemektedir

FDT de etkinliginin tespiti i¢in sinlet oksijen ve ROT miktarini direkt olarak dlgen spin
rezonans spektrometrisidir. Bununda ileri teknik donanim ve ¢ok duyarli olmasindan dolay1
tercih edilmemektedir. FDT de oksidatif stresi belirlemede yarilanma 6mrii kisa oldugu icin

antioksidan parametrelerin belirlenmesi daha gecerli bir durumdur [81].
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5.SONUC ve ONERILER

Sonug olarak; Yapilan bu tez calismasinda kullanilan 4-nitro ZnPc'nin 692 nm de en
yliksek emilim gosterdigi ve bu emilimdeki enerjiyi sistemler arasi gecisle oksijene aktararak
singlet oksijen ve ROT olusumu saglayarak oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir. Oksidatif
stres SOD, KAT ve GPx enzim miktar1 artisiyla tespit edilmistir. Antioksidan enzimlerin siireye
baglh olarak arttig1 belirlenmis olup enzim artislar en yiiksek 48. saatte meydana gelmistir. En
etkin 4-nitro ZnPc dozunun ise 30 ve 40 uM oldugu belirlenmistir.

MDA miktarinin da stireye bagli olarak azaldigi belirlenmis olup bu azalmanin
antioksidan enzim artisina bagh oldugu gézlemlenmistir.

Fotodinamik tedavide etkinligin, antioksidan enzim parametrelerin ve MDA miktarinin
Olctilerek belirlenmesi uygundur.

Etkin bir FDT de oksidatif stres istenen bir durumdur. Elde ettigimiz bulgular oksidatif
strese karsi antioksidan savunma sisteminin devreye girdigini kanitlamaktadir. Antioksidan
enzimler FDT etkinligini de azaltiyor olabilir. Daha sonra yapilacak ¢alismalarda Sentezlenen 4-
nitro ZnPc’nin meme kanserinde FDT icin etkisi antioksidan enzim inhbitorleri ile birlikte
kullanildiginda daha da artacag diisiintilmektedir.

Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda 4-nitro ZnPc, meme kanseri tedavisi icin kullanilan
ilaclarla kombine edilerek basarili bir FDT icin 6nerilebilinir.

Calisma sonucunda FDT ile MCF-7 hiicre hattinda antioksidan enzim aktivite ve MDA
seviyelerinden hiicrelerde oksidatif stresin olusturuldugu anlasilmis olup, savunma mekanizmasi
olan bu enzimlerin hiicreleri ne seviyede korudugu ve oksidatif hasarin ne diizeyde oldugunun
anlasilmas1 icin sitotoksik ve genotoksik c¢alismalarin yapilmasinin uygun oldugu

diistiniilmektedir.
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